LT

BR0544370

INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES N

Autarquia associada a Universidade de Sdo Pay INIS-BR--3961

AVALIAGCAO DO MECANISMO DE CAPTAGAO E ENDOCITOSE DE
CROTOXINA SUBMETIDA A AGAO DA RADIAGAO GAMA, POR
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Bruno Andrade Cardi

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtengdo do grau de
Doutor em Ciéncias na Area de
Tecnologia Nuclear

Orientador:
Prof. Dr. Heitor Franco de Andrade Jr

Sdo Paulo

1999

~OMISSAO NACONZL bE ENERGIA NUCLEAR/SP  (PED



O PORTAL DO DRAGAO

Na China, ha uma Cachoeira chamada Portal do Dragdo. Suas
aguas tém 100 pés de profundidade e s3o mais rapidas que uma flecha
langada por um forte arqueiro. Dizem que milhares de carpas relinem-se
Na sua profunda bacia esperando subir suas dguas e que aquela que
conseguir se transformara em dragdo. Entretanto, nem uma unica carpa
dentre cem, mil ou mesmo dez mil consegue, nao antes de dez oy vinte
anos. Algumas s3o carregadas pelas fortes correntes Ou sado predadas
por aguias, gavides, corujas, e outras sio présas em redes, cacambas
0u mesmo atingidas por flechas de pescadores, alinhados nas margens
das aguas. Essas s3o as dificuldades que as Carpas enfrentam para
transformarem-se em dragoes.

A vida é como a queda d'agua, é sempre uma batalha e se vocé
ndo continuar lutando, sera dragado pelas correntes ou pego pelos
pescadores. Cada um de nés tem a missdo de alcancar a iluminacdo ou
felicidade. As aguias, gavides, corujas e pescadores representam os
desejos €nganosos, avidez e deménios de nossa propria criacdo, que
nos testam e tentam para além do nosso verdadeiro caminho. A morte é
inevitavel, mas a felicidade e a iluminacdo de alguém s3o eternas. Nao
ha acidentes na vida. Tudo acontece por uma razdo. Todo fato é uma
dadiva para nos ensinar, e é com essa compreensdo que devemos viver.

Daniel J.Coplan’s The "Dragon gate”
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Avaliacao do mecanismo de captagio e endocitose de crotoxina submetida a
agao da radiagdo gama, por macréfagos peritoneais de camundongos

Bruno Andrade Cardi

RESUMO
Proposta: Investigar os mecanismos envolvidos na captagdo e endocitose de
crotoxina irradiada com 2000Gy de radiacao y de ®Co, por macréfagos peritoneais
de camundongos, comparando com a proteina nativa e outra proteina nio
relacionada, a ovalbumina.
Materiais e Métodos: Crotoxina nativa (CTXN) ou irradiada (2000Gy ®Cof/taxa de
dose 540Gy/hora) (CTXI) ou ovalbumina com igual processamento (OVAN —
OVAI) foram oferecidas a macréfagos peritoneais de camundongos CBA/J e a sua
captacao foi avaliada por imunohistoquimica e pelo método quantitativo de ELISA
in situ. A participagdo dos receptores “scavenger” (ScvR) no reconhecimento das
proteinas foi avaliada pela utilizagdo de bloqueadores (Soro Fetal Bovino-FBS;
Probucol-PBC; Sulfato de Dextrana-SD).
Resultados: A morfologia e a viabilidade dos macrofagos estiveram preservadas,
descartando-se a possibilidade de uma acdo direta das toxinas sobre estas
células. A CTXI apresentava agregados, além da evidéncia bioquimica de
formagéo de radicais decorrentes da oxidagdo da proteina. A imunohistoquimica,
houve forte marcagédo de vacuolos fagociticos em macréfagos incubados com
CTXI, quando comparado a proteina nativa. Quantitativamente, por ELISA in situ,
0 mesmo fato ocorreu, mostrando uma incorporagdo cerca de 2X maior da
proteina irradiada. Na presenca de PBC e SD observou-se um decréscimo
significativo na captagdo da CTXI, mas ndo da CTXN. Entretanto, a captagéo da
CTXN foi diminuida pelo FBS, nao sendo observado o mesmo para a CTXIl. A
OVA, apés irradiagdo, sofreu intensa degradag&o, com um perfil de rapida
internalizagdo e degradagéo por macréfagos, com captacdo maior da forma
iradiada evidenciada apenas em tempos mais longos (120 minutos).
Conclusées: Os raios v (¥Co) induziram alteragbes oxidativas na molécula de
CTX, possibilitando o seu reconhecimento preferencial por ScvR de macréfagos
de camundongos. Esses achados sugerem fortemente que células apresentadoras
de antigenos estejam participando na melhcr resposta observada para antigenos
irradiados.
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Study of uptake and endocytosis of gamma rays-irradiated crotoxin by mice

peritoneal macrophages
Bruno Andrade Cardi
ABSTRACT

Purpose: To investigate the uptake and endocytosis of 2000Gy ®Co irradiated
crotoxin through mouse peritoneal macrophages, correlating with native one and
another non related protein, the ovalbumin.

Materials and Methods: Native (CTXN) or 2000Gy ®Co y-rays (dose rate 540
Gy/hour) irradiated crotoxin (CTXI) or ovalbumin processed of same manner
(OVAN — OVAI) were offered to mouse peritoneal macrophages and their uptake
was evaluated by immunohistochemistry and quantitative in situ ELISA. The
involvement of scavenger receptors (ScvR) was evaluated by using blockers drugs
(Probuco-PBC or Dextran Sulfate-SD) or with nonspecific blocking using fetal caif
serum (FBS).

* Results: The morphology and viability of macrophages were preserved during the

experiments. CTXl showed irradiation-induced aggregates, and formation of
oxidative changes were observed on this protein after gamma rays treatment. By
immunohistochemistry, we could observe heavy stained phagocytic vacuole on
macrophages incubated with CTXI, as compared with CTXN. Quantitatively by in
situ ELISA, the same pattern was observed, displaying a 2-fold CTXI incorporation.
In presence of PBC or SD, we could find a significant decrease of CTXI uptake, but
not of CTXN. However, the CTXN uptake was depressed by FBS, not observed
with CTXI. OVA, after gamma rays treatment, underwent a high degradation
suffering a potent incorporation and metabolism by macrophages, with a major
uptake of OVAI in longer incubation (120 minutes).

Conclusions: Gamma rays (*Co) produced oxidative changes on CTX molecule,
leading to a uptake by ScvR-mice peritoneal macrophages, suggesting that the
relation antigen-presenting cells and gamma rays-modified proteins are
responsible for the better immune response presented by irradiated antigens.
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1- Introdugédo

1- O VENENO CROTALICO

As serpentes pertencem a subordem Serpentes, que estd incluida na
Ordem Squamata da "Classe" Reptilia do Filo Chordata. Até o momento, conhece-
se cerca de 3300 espécies em todo o mundo, distribuidas em 11 familias, a
maioria delas consideradas ndo pegonhentas, sendo que 5 (Elapidae,
Hidrophiidae, Colubridae, Atractaspididae e Viperidae) concentram as serpentes
produtoras de secregdes toxicas. Entre as familias de serpentes observa-se uma
variagdo na morfologia e na fisiologia do aparato de veneno, demonstrando
diferencas evolutivas entre as mesmas. Independente disso, o objetivo final da
existéncia desse aparato é a aquisigdo de alimento e defesa (MEIER, 1986).

Venenos de serpentes sdo considerados misturas complexas com altas
concentragbes de proteinas (STOCKER, 1990), muitas delas possuindo
propriedades téxicas diretas ou indiretas. Trabalhos envolvendo estas proteinas
ou peptideos tém conseguido a sua purificagdo, bem como a determinagéo de
suas propriedades. Baseado na composi¢do de aminoacidos e na estrutura
primaria de numerosas neurotoxinas, inibidores enzimaticos e outros (IWANAGA
et al, 1976), observou-se que existem diferengas na composi¢cao dos venenos nas
diferentes familias de serpentes (STOCKER, 1990). Essas diferengas também s&o
encontradas dentro de um mesmo género ou espécie de serpente, quando s&o
levados em conta a distribuicdo geografica, idade e habitos alimentares dos
animais (JAYANTHI et al, 1988, MEIER, 1986; MINTON & WEINSTEIN, 1986;

TOCKER, 1990; TABORSKA, 1971).
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No Brasil, as serpentes causadoras de acidentes importantes estdo
agrupadas, principalmente, na familia Viperidae, sub-familia Crotalinae, cujas
espécies estdo inclusas nos géneros Bothrops (jararaca, jararacugu, drutu, etc),
Lachesis (surucucus), Crotalus (cascavéis) e na familia Elapidae, sub-familia
Elapinae, as corais verdadeiras (género Micrurus) (HOGE, & ROMANO-HOGE,
1978/79).

O género Crotalus, composto apenas por uma espécie, Crotalus durissus, é
encontrado em quase todo o pais, possuindo pouca ocorréncia na regiao norte
(AMARAL, 1977, HOGE, & ROMANO-HOGE, 1978/79). Esta espécie abriga 6
subespécies bem caracterizadas, a saber, C.d.cumanensis, C.d.cascavella,
C.d.ruruima, C.d.marajoensis, C.d.colillineatus e C.d.terrificus. A subespécie
C.d terrificus distribui-se pela Bolivia, Uruguai, Paraguai, Argentina e Brasil (MG,
SP, §C, PR, RS, MT e MS) (HOGE, & ROMANO-HOGE, 1978/79) e é responsavel
por cerca de 10% dos acidentes ofidicos do sudeste brasileiro, apresentando um
alto indice de mortalidade humana(RESENDE et al, 1989: WHO, 1981; RIBEIRO,
1990).

O quadro clinico do acidente crotéalico é predominantemente neurotdxico e
miotoxico, seguido de sinais e sintomas atribuidos & atividade coagulante do
veneno (AMARAL et al, 1987; JORGE & RIBEIRO, 1990). Os sinais neurotdxicos,
geralmente evidentes nas primeiras horas, se caracterizam por fascies miastenica,
sendo menos comuns a paralisia velatopalatina com dificuldade de degluticdo e
reflexo de vémito diminuido. O quadro miotéxico tem inicio, principalmente, com
mialgia generalizada e em casos mais graves observa-se o escurecimento da

urina (avermelhada ou marrom). Isto ocorre como uma consequéncia da
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mioglobinuria (AZEVEDO-MARQUES et al, 1987), sendo esse efeito a maior
evidéncia de rabdomidlise (AZEVEDO-MARQUES et al, 1986a; AZEVEDO-
MARQUES et al, 1986b; BON et al, 1986; CUPO et al, 1988; CUPO et al, 1990;
MAGALHAES et al, 1986). CUPO e colaboradores (1990), baseados nos niveis
séricos de isoenzimas de creatinaquinase e desidrogenase latica, juntamente com
alteragdes focais encontradas em bidpsias de pacientes, propuseram a hipé6tese
de uma agéo preferencial do veneno de C.d.terrificus sobre fibras musculares do
tipo | elou lla. Essa hipdtese reforgou os dados de JORGE e colaboradores
(1986), que encontraram uma atrofia seletiva de fibras tipo | em histoquimica de
bidpsia de 2 pacientes acidentados por cascavel. A instalacdo do quadro de
mioglobindria pode levar a complicagdes renais, muitas vezes com instalagdo de
uma insuficiéncia renal aguda (DANZIG & ABELS, 1961), principal causa de 6bito
em pacientes acidentados por C.d.terrificus (AMORIN & MELLO, 1954; AMORIN,
1971; AMARAL et al, 1986).

Séo descritos também quadros de sangramentos com incoagulabilidade do
sangue (AMARAL et al, 1988) e alteragdes na coagulagdo sanglinea sé&o
observadas em 30 a 50% dos pacientes, por conseqiiéncia da atividade trombina-
simile do veneno, que leva ao consumo de fibrinogénio (RAW et al, 1986).
Entretanto, na maioria das vezes o sangramento é leve e limitado 3 gengiva
(KAMIGUTI & CARDOSO, 1989) o que, na auséncia de sinais neurotoxicos, torna
dificil o diagnédstico diferencial frente a acidentes botrdpicos, principalmente
quando espécimens jovens de Bothrops jararaca estdo envolvidos, devido ao fato
de seus venenos apresentarem atividade predominantemente coagulante

(RIBEIRO & JORGE, 1989).
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Alteragbes respiratérias s&o raramente observados, mas podem ocorrer
durante a primeira hora ou primeiro dia, ou ainda secundariamente, 3 a 12 dias
apods a picada, em pacientes com insuficiéncia renal aguda (ALVARES, 1980;
LOPEZ et al, 1972). Sinais no local da picada se resumem a edema, parestesia e
eritema extremamente discretos.

A analise do veneno de C.d.terrificus revelou a existéncia de varios
componentes farmaco-ativos importantes, como a crotamina, convuixina, giroxina,
delta-toxina e crotoxina (CTX).

A crotamina (GONCALVES & VIEIRA, 1950), um polipéptide fortemente
basico (4880 Da), apresenta atividade miotéxica (VITAL-BRAZIL, 1980) devido,
principalmente, a sua agio sobre canais de sédio voltagem-sensiveis do
sarcolema, o que leva a indugdo do influxo de sddio, levando a uma
despolarizagdo e contragdo do musculo esquelético (CHEYMOL et al, 19714
CHEYMOL et al, 1971b; GONCALVEZ, 1956; PELLEGRINI FILHO et al, 1978;
VITAL-BRAZIL et al, 1979). Neste, a crotamina produz necrose de fibras
musculares com uma extensa vacuolizagdo do reticulo sarcoplasmatico e ruptura
dos filamentos de actina e miosina (CAMERON & TU, 1978; TU, 1983). Estudos
sobre a sequéncia primaria da crotamina tém demonstrado o seu alto grau de
homologia com outras toxinas mionecrosantes (BIEBER et al, 1987; FOX et al,
1979; MAEDA et al, 1978).

A convulxina é um polipéptide de alto peso molecular (72.000 Da), que
produz uma radpida e profunda trombocitopenia quando inoculada
infravenosamente em coelhos anestesiadcs, levando a uma agregacgéo

plaquetaria por um mecanismo aparentemente independente da ciclo-oxigenase e
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dependente de calcio (VARGAFTIG et al, 1980). Isso leva a liberagdo de aminas
bioativas, podendo produzir convulsées pela formagéo de microémbolos, com uma
isquemia transitoria subsequente ou uma liberagdo macica de autacdides
(PRADO-FRANCESCH et al, 1981). Outros efeitos sdo descritos tais como:
hipotens&o, alteragées agudas do padrao respiratério (VITAL-BRAZIL, 1972:
VITAL-BRAZIL et al, 1986a), perda de equilibrio, nistagmo e disturbios
gastrointestinais (PRADO-FRANCESCH & VITAL-BRAZIL, 1980; VITAL-BRAZIL,
1972).

A giroxina (34.000 Da) é uma toxina nao letal que provoca, em
camundongos, alteragées no equilibrio, na forma de movimentos giratérios em
torno do eixo longitudinal corpéreo nao estando, porém, presente o quadro de
nistagmo. Os efeitos s&o rapidos podendo aparecer cerca de 3 minutos apds a
inoculagéo, com recuperagéo ao final de aproximadamente 60 minutos. A resposta
parece ser do tipo “tudo-ou-nada”, ndo sendo ser dependente da dose. Descreve-
se, também, um quadro de taquifilaxia, que ocorre até 10 a 40 dias mais tarde
(BARRABIN et al, 1978; SEKI et al, 1980).

A delta-toxina € um componente ainda pouco estudado, ndo se conhecendo
bem os seus efeitos farmacoldgicos, sendo citada, apenas, a sua capacidade de

provocar hemoconcentragdo em decorréncia de alteragbes na permeabilidade

vascular (VITAL-BRAZIL, 1980).

2- ACROTOXINA (CTX)

A CTX, peso molecular de cerca de 24.000 e ponto isoelétrico de 4.7, é o

componente mais abundante e téxico do veneno de C.d terrificus (BON et al,

b bt e i ko 4l M AR Aot 415 B b, . e &+ A iR e e e



B.A. CARDI - Reconhecimento e internalizagio de proteinas irradiadas por macréfagos 6

1986). Foi isolada pela primeira vez por SLOTTA e FRAENKEL-CONRAT em
1938, que demonstraram, a principio, ser esta uma proteina homogénea
(GRALEN & SVEDBERG, 1938: LI & FRAENKEL-CONRAT, 1942). Entretanto, o
tratamento do complexo com dinitrofluorobenzeno revelou dois derivados, um
soltvel e outro insolivel em &gua, que eram diferentes quanto a composigéo de
aminoacidos (FRAENKEL-CONRAT & SINGER, 1956). Em seguida, HENDON e
colaboradores (1979), utilizando agentes acilantes menos agressivos, confirmaram
a presenca de duas subunidades (A e B) e indicaram a necessidade de ambas
para que a neurotoxicidade ocorresse (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971;
RUBSAMEN et al, 1971).

A subunidade A (crotapotina, CTX A), provavelmente uma derivagao

genética de uma fosfolipase A, néo toxica e homodimérica (AIRD et al, 1986), é

uma proteina acida com ponto isoelétrico em torno de 3.8 e peso molecular 9.000
Da (RUBSAMEN et al, 1971). Composta de 3 cadeias, A, B e C, com 40, 34 e 14
aminoacidos, respectivamente, ligadas por pontes dissulfeto, esta proteina
comporta-se como carreadora da subunidade B, evitando que esta ultima reaja
inespecificamente nos vérios tecidos, pelos quais possa ter afinidade. lsso
aumenta a sua especificidade, dirigindo o complexo CTX para o seu sitio de acdo
(BON et al, 1986; BREITHAUPT et al, 1974; BREITHAUPT, 1976). Recentemente,
observou-se que a crotapotina purificada pode inibir significativamente o edema
em pata de camundongo induzido pela carraginina e pelo componente 48/80, mas
nao pela 5-hidroxitriptamina. Além disso, observaram que a crotapotina foi incapaz

de inibir a liberagdo de histamina, a agregacao plaquetaria, bem como a liberacao
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de tromboxana B2 induzida pela trombina em plaquetas humanas lavadas
(LANDUCCI et al, 1995). Estes parecem ser uns dos primeiros efeitos descritos
para esta subunidade da CTX que, até entdo era considerada ndo possuir
qualquer atividade enzimatica. Estruturalmente, a andlise da sequéncia de
aminoacidos da cadeia C da crotapotina mostra uma estreita homologia desta
subunidade com neurofisinas, que s&o aceitas como sendo moléculas com funcéo
carreadora ligadas a hormonios neuro-hipofisarios (AIRD ET AL, 1985; STOCKER,
1990; MASCARENHAS et al, 1992).

A subunidade B (CTX B) € uma enzima fosfolipase Ay (PLA2 _E.C. 3.1.1.4)

(STOCKER, 1990), dependente de célcio (CHANG, 1985), fortemente basica com
ponto isoelétrico em torno de 8.7 e peso mclecular 15.000 (RUBSAMEN et al,

1971). Observou-se que esta possui grande homologia com outras PLA> néo

ofidicas, como determinado por cristalografia de raio X (BRUNIE et al, 1985;
DIJKSTRA et al, 1981; DIJKSTRA et al, 1983), embora, na andlise detalhada da
estrutura das cadeias, existam diferengas que permitem a diferenciacdo entre elas

(RENETSEDER et al, 1985). Esta PLAp possui alta afinidade por lipides

carregados negativamente, o que possibilita, quando esta se encontra isolada do
complexo CTX, a sua interagdo inespecifica com membranas bioldgicas que os
contenham (BON et al, 1979, HABERMANN & BREITHALPT, 1978, HABERMANN
et al, 1972).

Além da miotoxicidade evidente (HARRIS et al, 1979;: KOUYOUMDJIAN et
al, 1985), a crotoxina apresenta uma agéo pré-sindaptica em jungdo neuromuscular

de musculatura estriada esquelética. Neste local, quando em grandes
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quantidades, pode levar a uma agéo caracteristicamente pds-sindptica, mantendo
os receptores de acetilcolina inativos conformacionalmente (BON et al, 1986; BON
et al, 1979, HANLEY, 1987; VITAL-BRAZIL, 1966; VITAL-BRAZIL, 1972; VITAL-
BRAZIL et al, 1973). Apesar da reversibilidade desses efeitos, a destruicdo de

jungbes neuromusculares ocorre, decorrente da agdo da PLA, sobre a camada

lipidica da regido pré-sinaptica, como demostrado por estudos morfolégicos
estruturais e ultra-estruturais (CARDI et al, 1992; GOPALAKRISHNAKONE &
HAWGOOD, 1984; GOPALAKRISHNAKONE et al, 1984).

Farmacologicamente, a crotoxina bloqueia a transmissdo do impulso
nervoso pré-sindptico e a neurotoxicidade foi acreditada ser um fendmeno
puramente periférico. Trabalhos utilizando cdes como modelo, ndo conseguiram
evidenciar a presenga de CTX nos centros respiratérios centrais, na vigéncia de
paralisia respiratoria (VITAL-BRAZIL, 1966). Estes achados s&o corroborados pelo
uso de "'I-CTX, onde foi mostrado que esta ndo ultrapassava a barreira
hematoencefélica ou o fazia em quantidades despreziveis (LOMBA et al, 1966;
LOMBA 1969; CARDI et al, 1998). Em estudo utilizando jungdes neuromusculares
de rés, foi observado que a CTX agia de forma trifasica tipica (depresséo,
facilitagdo e bloqueio final da liberacdo de neurotransmissor) (RODRIGUES-
SIMIONI et al,1990), sendo que os efeitos mais tardios ja haviam sido citados, por
outros autores, como uma ac¢ao fosfolipasica da crotoxina (HAWGOOD & SMITH,
1989; HAWGOOD et al, 1988; STRONG, 1987).

Estudos sobre as alteragbes morfolégicas ocorridas no envenenamento

crotalico sdo, na maioria das vezes, restritos a espécies do género Crotalus da
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América do Norte, cujo veneno apresenta um perfil de atividade semelhante ao do
grupo botrépico encontrado no Brasil. Excegédo é feita para Crotalus scutulatus
Scutulatus (Mojave Rattlesnake), que apresenta toxinas homélogas as da
C.d.terrificus do Brasil. STRINGER e colaboradores (1972), utilizando veneno total
de C.viridis viridis e OWNBY e colaboradores (1976), utilizando toxina purificada
do mesmo veneno observaram, em camundongos, alteragbes no sistema tubular
sarcoplasmatico, ruptura de bandas Z, com consequente desorganizagdo
miofibrilar. O mesmo grupo de autores, agora utilizando veneno total ou toxina
purificada (Hta) de C.atrox, detectaram dilatacdo do espago perinuclear e do
reticulo endoplasmatico das células endoteliais, com subsequente ruptura das
mesmas. Como consequéncia, evidenciaram extravazamento de sangue e
agregacao plaquetaria no local (OWNBY et al, 1974; OWNBY, 1978, OWNBY,
1982).

O veneno de C.d.terrificus causa necrose mista (miolitica e coagulativa), de
acordo com HOMMA & TU (1971), que estudaram 28 venenos de serpentes
crotalideas, e atribuiram este quadro a presenga da CTX no veneno.

Por meio de inoculagdo de CTX em musculo estriado esquelético, foi
demonstrado, ultra-estruturalmente, uma degeneragao das fibras musculares, que
teve inicio 6 horas apds a inoculagdo, culminando em necrose completa apos 25
horas. Os autores sugerem que a necrose foi decorrente do aumento da
concentragdo de calcio intracelular, baseado no encontro de granulos de calcio
nas mitocOndrias de fibras degeneradas (GOPALAKRISHNAKONE & HAWGOOD,

1984). Esta hipotese é corroborada por DUNCAN (1978) e SCHANNE e
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colaboradores (1979), que propuseram o aumento de calcio intracelular como um
fator necrosante celular.

Analisando material biopsiado do membro contralateral de individuos
picados por C.d.terrificus, ROSS| e colaboradores (1989) sugeriram que a
miotoxicidade ocorria, tanto por uma acéo direta do veneno sobre as células,
quanto pela instalagdo de um quadro isquémico da microvasculatura.

Utilizando CTX purificada ou a mesma toxina complexada ao '?,
observamos que esta sofria um clareamento renal a partir de 30 minutos apds
indculo, sendo que a andlise do tecido renal por imunohistoquimica revelou que
este sofria leves alteragdes, além de apresentar marcagdes na borda em escova,
nos tempos analisados. Evidenciamos, também, jungbes neuromusculares
marcadas aos 30 minutos, onde se apresentavam integras, e 60 minutos apds

inoculagdo, onde apareciam como estruturas desorganizadas, sugerindo uma

acdo da toxina neste local (CARDI et al, 1992: CARDI et al, 1998).

3- A RADIACAO IONIZANTE

A radiacéo ionizante consiste de ondas eletromagnéticas formadas a partir
de transi¢cbes nucleares, tendo alta energia, auséncia de massa, bem como a
capacidade de promover ionizacédo e excitagdo nos meios, possuindo um alto
poder de penetragdo (GROSH & HOOPYWOOD, 1979). Seus efeitos podem ser
diretos ou indiretos, sendo o primeiro uma consequéncia da interacédo imediata da
energia com o alvo molecular e o segundo, o resultado da interacdo secundaria de
espécies reativas produzidas pela radiagdo em outras moléculas do meio,

principalmente quando da interagdo desta com a agua. Assim, em células ou
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tecidos, a radiacdo produz danos que podem variar desde excitagbes até a morte
celular ou tissular, sendo que o tipo de dano depende, principalmente, da dose, da
taxa de dose e do tipo de célula ou tecido. Assim, foi mostrado que certas
linhagens celulares apresentavam maior radiossensibilidade que outras
(RADFORD, 1994), e que a morte dessas células geralmente ocorria por apoptose
(RADFORD et al, 1994). Nos tecidos, o DNA é o alvo critico da radiagdo, podendo
ser fragmentado por esta, o que consiste num prédromo da morte apoptética ou
necrética (RADFORD & MURPHY, 1994: SZUMIEL, 1994). As células
germinativas também consistem num alvo importante da agdo da radiagao,
levando a producéo de aberragdes cromossdmicas e mutagdes letais dominantes
em ovocitos de mamiferos. Existem, também, diferengas entre essas células,
quanto a sensibilidade, que pode variar com a espécie, fase meidtica e estagio do
desenvolvimento folicular (JACQUET et al, 1994).

Carboidratos, lipides e proteinas também podem sofrer agéo da radiacio.
As alteragGes sdo oriundas, principalmente, da interagéo dos produtos da radidlise
da agua com aminoacidos das cadeias protéicas promovendo desaminagédo, seja
em aminoacidos aromaticos ou ndo aromaticos (BUTLER et al, 1987; GARRISON,
1987). Em proteinas, apesar desses efeitos ocorrerem ao acaso, alguns sitios
podem ser mais favoraveis, devido a transmissdo de energia intramolecular
(FARRAGI et al, 1978). Destruicdo de aminoacidos e rompimento de cadeias
peptidicas, alteragbes de ligagbes (H-H e S-S) intramoleculares e reorganizacéo
da molécula protéica por agregagéo, sao algumas das alteragbes estruturais que
podem ocorrer, levando a mudancgas nas propriedades bioldgicas (enzimaticas,

farmacoldgicas e imunolégicas) das proteinas (ADAMS et al, 1972; DERTINGER,
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& JUNG, 1970; GARRISON, 1987). Existem indicacées de uma diferenca quanto a
radiossensibilidade dessas varias fungbes bioldgicas, sendo as propriedades
imunoldgicas as mais radioresistentes.

Baseado nesses fatos, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos no
sentido de utilizar a radiagdo ionizante na produgdo de vacinas contra varias
doencas causadas por parasitas (WALES & KUSEL, 1992). Utilizando
esporozoitos de Plasmodium spp. iradiados, bem como mosquitos vetores
infectados submetidos a radiagdo, CLYDE (1990), HERRINGTON e colaboradores
(1990) e RIECKMANN (1990) mostraram que a imunizagéo de animais e humanos
com a forma esporozoitica irradiada tem a capacidade de proteger esse
individuos, quando estes sdo desafiados com esporozoitos normais (n&o
iradiados). Entretanto, esta imunizagéo ndo protege os individuos quando estes
sdo desafiados com as formas merozoiticas ou eritrocitérias dos plasmadios
(NUSSENZWEIG et al, 1969).

Outros trabalhos também s&o dignos de nota como o de ANTUNES e
colaboradores (1971). Estes autores trataram com raios y (PCo - 5 a 200 Gy)
ovos e miracidios de Shistosoma mansoni oriundos ;1e fezes humanas e,
posteriormente, desafiaram o molusco Biomphalaria glabrata com essas formas
iradiadas. Foi observada a penetragdo dos miracidios, mas estes ndo se
desenvolveram no interior dos caramujos. Entretanto, em doses mais baixas (5
Gy), foi observada uma infeccdo da ordem de 3.2% dos caramujos. Utilizando
ensaios de infecg&o/reinfecgdo com miracidios irradiados ou nédo irradiados, os

mesmos autores observaram que a infecgdo prévia dos caramujos com formas
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iradiadas nédo protegia os animais da infecgdo subsequente com forma nativas do
S. mansoni.

Ainda utilizando parasitas, SALATA e colaboradores (1973) estudaram os
efeitos dos raios y (600-900 Gy) sobre forma em cultura de Trypanosoma cruzi
(cepa Y), avaliando alteragbes na morfologia, motilidade, viruléncia e capacidade
protetora em animais imunizados. Os autores observaram alteragcdes na
capacidade reprodutiva do parasita, a despeito da auséncia de alteragbes na
morfologia e motilidade dos mesmos. Observaram, também, que a viruléncia
estava diminuida em parasitas tratados com doses de 600 Gy e era abolida
quando o tratamento era feito com doses de 900 Gy. A analise da capacidade
protetora em camundongos mostrou que o tratamento prévio destes animais com
parasitas irradiados (900 Gy) ndo conferia protegao aos mesmos frente ao desafio

utilizando formas sanguineas virulentas.

4- ATENUACAO DE VENENOS ANIMAIS

Atualmente, o Unico tratamento eficaz nos casos de acidentes com
serpentes & o soro “anti-ofidico”. Em décadas passadas, devido a dificuldade de
identificagdo da serpente causadora dos acidentes, baseado em sinais e sintomas
apresentados no quadro clinico dos individuos picados, optava-se pela utilizagéo
de soro “anti-ofidicos” polivalentes, que podiam ser administrados em acidentados
por um ou dois tipos de serpentes (p.ex., soro anti-botrépico-crotalico, para
“jararacas” e cascavéis). Entretanto, apos observagéo de efeitos colaterais ligados

ao excesso de imunoglobulinas presentes no soro, bem como a relativa
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ineficiencia da capacidade neutralizante deste tipo de soro, passou-se a optar
pelos soros monovalentes. Estes ultimos s&o a opgao mais utilizada atualmente e
mais segura, seja em neutralizar mais eficazmente os venenos (MEYER et al,
1997), ou por minimizar os efeitos colaterais advindos da administragéo de soros
heterlogos (OTERO-PATINO et al, 1998).

Assim chamados, os soros “anti-ofidicos” s&o produzidos em cavalos
normais hiperimunizados, nos quais & administrada uma mistura de venenos de
mesmo género (p.ex., para o soro antibotropico, utiliza-se venenos de serpentes
do género Bothrops). Rotineiramente, esses venenos sdo oferecidos aos animais
sem nenhum tratamento prévio, sendo apenas emulsionados em adjuvantes
(REF).

A toxicidade dos venenos de serpentes brasileiras varia, dentre outros
falores, com o género em que se inclui a serpente. Assim, serpentes do género
Bothrops (p.ex., jararaca e urutu) normalmente desencadeiam efeitos locais, tais
como hemorragia, isquemia e necrose, bem como sistémicos, que vao desde
alteragbes na coagulagdo do sangue até quadros de insuficiéncia renal aguda
(IRA). Os venenos crotalicos (Crotalus durissus - cascavéis), apesar de nao
provocarem efeitos locais importantes, levam a um quadro sistémico,
principalmente alteragbes no sistema nervosos periférico, rabdomidlise e IRA.
Além disso, alguns autores sugerem que o veneno total de C. durissus
(C.d.terrificus) bem como a crotoxina purificada tem um efeito inibitério sobre a
resposta imune humoral, mas n&o sobre a resposta celular, como observado em

camundongos (CARDOSO & MOTA, 1997).
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Baseado nestes dados, vérias tentativas vém sendo feitas no sentido de
diminuir a toxicidade destes venenos. Entretanto, muitos desses metodos, apesar
de serem eficientes na destoxicagéo dos venenos, levam os mesmos a apresentar
uma baixa imunogenicidade, ndo se prestando assim como bons imunoégenos para
aplicagdo em animais soroprodutores. Dentre os métodos pouco satisfatérios,
podemos citar o calor (COSTA et al, 1985), a formalina (MARTIN, 1925: GRILLO-
RODRIGUES & SCANNANE, 1976), o glutaraldeido (GUIDOLIN et al, 1989), a
foto-oxidagé@o na presenga de azul de metileno (SHORT & MALLICK, 1935) e o
raio X (FLOWERS, 1966).

Por outro lado, alguns métodos vém apresentando bons resultados como é
0 caso da utilizagdo do iodo estavel (haptenizagiol/iodacdo) no tratamento de
venenos ofidicos e aracnidicos. Utilizando a fragdo T, do veneno de Tityus
serrulatus (escorpido amarelo) tratada com iodo, HENEINE e colaboradores
(1986) observaram que a toxicidade desta fragéo era abolida pelo tratamento e
que camundongos inoculados com esta fragdo modificada, sobreviviam a doses
30 vezes maior que a sua DLso. Além disso, foi observada a manutengdo das
propriedades imunoldgicas desta fragdo modificada, quando comparada com a
forma intacta. Trabalho do mesmo grupo demonstrou que animais imunizados com
veneno de C.d.terrificus tratado pelo iodo desenvolvem titulos de anticorpos
satisfatérios, quando comparado a animais imunizados como o mesmo veneno
ndo tratado (DANIEL et al, 1987). Apesar destes resultados, observa-se que o
tratamento com iodo consiste em método aditivo, ou seja, incorpora na molécula
original particulas de iodo que irdo saturar drasticamente as tirosinas e histidinas

presentes nas moléculas de toxinas ou enzimas. Este fendbmeno pode ser
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prejudicial a propriedades dos venenos e toxinas e, preocupados com tais efeitos,
pesquisadores do mesmo grupo utilizaram uma técnica de iodacéo consistindo de
um unico passo de exposigdo. Os resultados demonstraram que algumas
atividades do veneno de Bothrops jararaca eram grandemente reduzidas apés o
tratamento (atividade proteolitica, fosfolipasica e estereolitica), mas os proprios
autores admitiram que parte destas atividades estavam presentes em amostras do
veneno tratado seja por este novo método, ou mesmo pelo método mais drastico
de iodagéo (BICALHO et al, 1990).

Métodos utilizando radiagdes ja se mostravam eficazes, como se pode
observar no trabalho de TEJASEN & OTTOLENGHI (1970), que submeteram o
veneno Agkistrodon piscivorus ao tratamento com raios ultravioleta e observaram
uma significativa redugdo da toxicidade, bem como das atividades enzimaticas
deste veneno e também a manutengdo das propriedades imunoldgicas apds
tratamento.

A radiagéo y (*’Co) vem se mostrando um método extremamente eficaz em
destoxicar venenos totais ou fragdes isoladas dos venenos de serpentes. O
tratamento de veneno total de Bothrops jararaca com varias doses de raios y (500
a 4000 Gy) feito por GUARNIERI-CRUZ e colaboradores (1990), mostrou que este
veneno sofria alteragbes em suas propriedades bioquimicas, imunoldgicas e
toxicas, e estas alteragdes eram dependentes da dose total de radiagdo. Doses
igual ou acima de 2000 Gy mostraram reduzir drasticamente as atividades
especificas deste veneno (hemorragica e edemaciante), sendo que doses maiores

levaram a um prejuizo da propriedade imunogénica do mesmo.
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MURATA et al (1990) utilizando veneno total de C.d terrificus, mostrou que
a dose de 2000Gy era a melhor dose para se obter a atenuagao desse veneno,
bern como manter a sua imunogenicidade, como foi observado utilizando
camundongos, coelhos e cavalos. Baseado nestes dados, passou-se adotar a
dose total de 2000 Gy como referéncia no tratamento de venenos com raios y.

Varios autores também se dedicaram ao estudo dos efeitos da radiagéo y
sobre toxinas isoladas dos venenos de serpentes. SOUZA-FILHO e colaboradores
(1992), utilizando CTX| em varias doses (250 a 2000 Gy), analisaram parametros
bioquimicos e imunolégicos. Os autores observaram alteragbes na letalidade da
toxina que diminuiu de acordo com o aumento da taxa de dose utilizada no
tratamento, sendo de 3.5 vezes, na dose de 1500 Gy. Apesar disso, ndo foram
observadas mudangas na imunogenicidade da toxina. Alteragbes bioquimicas
residiram no aumento do nimero de clivagens de pontes dissulfeto de acordo com
0 aumento da dose, sendo da ordem de 1.42 pontes clivadas/mol de crotoxina
numa dose de 1500 Gy.

A andlise da biodistribuicdo, em camundongos, da CTX foi avaliada por
CARDI e colaboradores (1998). Estes autores, utilizando CTXN ou CTXI marcadas
com '®| ou detectadas por imunohistoquimica, demonstraram n&o ter ocorrido
qualquer tipo de retengdo de CTXI em 6rgéos de clareamento, verificando uma
localizag&o precoce desta em tecido renal. Os 6rgéos do sistema fagocitico
mononuclear se mostraram importantes para ambas as formas, onde foi
observada marcagdo nas primeiras horas. Com relagdo aos 6rgdos ricos em

tecido nervoso (cérebro e musculo estriado esquelético), foi observada uma menor
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concentragao das toxinas, mas uma maior retencéo das mesmas a esses niveis,
chegando a 3 horas apds a inoculagdo. Os métodos imunohistoquimicos nao
foram capazes de detectar a CTXl em jungdo neuromuscular, sugerindo que o
tratamento com raios y poderia ter alterado o sitio de reconhecimento da mesma
presente na regido pré-sindptica das . jungbes. Os autores propbe que o
clareamento renal, por filtragdo simples, ocorre para ambas as formas da toxina.
Por fim, a CTXI teria uma maior afinidade tanto por 6rgéos do sistema fagocitico
mononuclear, através dos quais seria clareada conjugada a células, como por
érgéos de clareamento classicos.

Alteragbes comportamentais tém sido observadas em ratos inculados com
CTX, onde a toxina aumenta o estado emocional, bem como leva a uma
diminuicdo do comportamento exploratério dos animais (MOREIRA et al, 1996). O
mesmo grupo, trabalhando com a CTXI, observou que o tratamento com raios Y
inibia as alteragées de comportamento dos animais inoculados (MOREIRA et al,
1997).

Dessa forma, a analise desta e de outras proteinas submetidas & ag&o da
radiagéo y, demonstra a sua eficiéncia como ferramenta na produgéo de melhores
imundgenos, pois esta ndo adiciona novas moléculas a amostra protéica, como no
caso do uso de agentes fisicos ou quimicos (GRASSET, 1945: GUIDOLIN et al,
1989), bem como aumenta a antigenicidade de muitas proteinas (OKONOGI et al,
1979; PINHO et al, 1995).

Apesar da importancia desses achados, alguns pontos permaneciam ndo

esclarecidos. Além de uma andlise acurada da estrutura primaria das proteinas
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apdés o tratamento com radiagao v, persiste a questdo de quais seriam
modificacbes destas proteinas que conferiiam as mesmas uma maior
antigenicidade. Quando vista por este prisma, a radiacéo ionizante pode induzir
inimeras alteracdes a estrutura protéica, indo desde simples ionizagbes, até
alteragbes drasticas na sua estrutura primaria.

Alteracdes oxidativas s&o citadas na literatura como comuns,
ocorrendo apés o tratamento de proteinas com raios y. Esses efeitos oxidativos
podem decorrer da interagdo dos radicais livres primarios produzidos apos a
radidlise da agua, com a molécula de proteina e iréo, consequentemente, alterar a
estrutura protéica, conferindo a mesma, muitas vezes, cargas negativas (WALES
& KUSEL, 1992). A acéo de espécies reativas produzidas durante a radidlise da
agua, portanto, se torna primordial nesses casos & observa-se que o elétron
aquoso (€aq ) © o radical hidroxil (OH’), que sao produzidos em grandes
quantidades quando da radidlise da agua, produzem alteragbes distintas na
moléculas protéicas onde agem. Utilizando CTXI (2kGy), na presenca de
aceptores especificos para os referidos radicais livres, ANDRIANI (1995) mostrou
que a abstragéo de OH' do sistema levava a alteracées estruturais na molécula de
CTX, e atribuiu esses efeitos a agéo do €aq - Quando este ultimo era retirado, os
efeitos eram principalmente sobre os sitios cataliticos da toxina, sugerindo ser
este um efeito causado pelo OH'. Apesar desses resultados, acredita-se que
outros radicais primarios, ou mesmo outros oriundos da combinacgdo destes,

possam estar contribuindo para as alteragOes encontradas.

1
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5- SISTEMA IMUNE, MACROFAGOS E RECEPTORES “SCAVENGER’

O sistema imune funciona langando mdo de mecanismos complexos de
reconhecimento, internalizagéo e apresentagédo de antigenos, por parte de células
imuno-competentes. Macréfagos sao células importantes nestes eventos,
participando como células apresentadoras de antigeno, muitas vezes utilizando-se
de receptores presentes na superficie de sua membrana para interagir com
antigenos, microrganismos ou outras células (AUGER & ROSS, 1992). Dentre
estes, uma série de glicoproteinas de superficie (SR-Bl, CD36, CD68, MARCO e
SR-A) de macréfagos e algumas outras células do sistema imune, denominadas
conjuntamente de receptores “scavenger’ (ScvR), tem demonstrado a sua
contribuicdo na captacdo de macromoléculas modificadas, tais como lipoproteinas
de baixa densidade (LBD) (FREEMAN et al, 1991; ENDEMANN et al, 1993;
ACTON et al, 1994, ELOMAA et al, 1995; RAMPRASAD et al, 1995). Estes ScvR
s&o caracterizados por sua capacidade de interagir com uma grande variedade de
ligantes, que incluem lipoproteinas ou proteinas, bem como alguns polissacarides
polianidnicos (como por exemplo, sulfato de dextrana e acido poliinosinico). Além
disso, alguns desses podem interagir in vitro com células oxidadas ou
senescentes, fosfolipides polianidnicos e componentes bacterianos (KRIEGER &
HERTZ, 1994).

Os ScvR classe A presentes em macrofagos (SR-A) sdo glicoproteinas
integrais de membrana que mostram uma espectro incomum de propriedades de
ligacdo (GOLDSTEIN et al, 1979; BROWN & GOLDSTEIN, 1983; KODAMA et al,
1988; KODAMA et al, 1990; ROHRER et al, 1990; PENMAN et al, 1991). Estes

receptores, como alguns dos acima citados, se ligam a diversas macromoléculas,
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incluindo lipoproteinas modificadas (LBD acetiladas ou oxidadas), lipides de
superficie bacteriana (endotoxina e &cido lipoteicoico), proteinas modificadas por
glicacdo avangada (AGE- produtos finais de glicagdo avangada) e fibrilas B-
amildide (KRIEGER & HERZ, 1994, PARESCE et al, 1996; EL-KHOURY et al,
1996; SUZUKI et al, 1997). Duas isoformas ja foram encontradas e s&o geradas
por “splicing” alternativo de um Gnico gene (FREEMAN et al, 1990; EMI et al,
1993). Ambas as isoformas tem 6 dominios propostos: citoplasmatico,
transmembrana, espacador, dominio a-helicoidal, colagenoso e um
carboxiterminal especifico de cada isoforma (KODAMA et al, 1990; ROHRER et al,
1990; ASHKENAS et al, 1993). O largo espectro de interagdo dos ScvR com
diversas moléculas modificadas foi atribuido por DUNNE e colaboradores (1994) a
presenca do dominio colagenoso, carregado positivamente, presente na regido
extracelular dos receptores. O ScvR-A tipo | tem um dominio rico em cisteina na
porcdo carboxiterminal com 110 aminodcidos, o qual é um motif protéico
altamente conservado em muitas outras proteinas importantes para o sistema
imune. O tipo Il tem um dominio curto, que é relativamente pouco conservado
entre as varias espécies. As duas isoformas séo capazes de mediar a ligagédo e a
captagéo de LBD acetilada com eficiéncia semelhante quando foram transfectados
em células CHO-K1, e ambas ja foram detectadas em macréfagos de tecido
murino (ASHKENAS et al, 1993; HUGHES et al, 1995). Recentemente, uma
terceira isoforma foi descrita em macréfagos humanos (SR-Alll), que foi
encontrada em linhagem celular THP-1 oriunda de leucemia monocitica humana e

tambem em macréfagos derivados de monécitos humanos. Observou-se que esta
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isoforma era incapaz de internalizar a LBD acetilada, apesar de possuir o dominio
responsavel por este reconhecimento, semelhantes as outras isoformas. Baseado
em ensaios utilizando células CHO-K1 transfectadas, os autores observaram que
esta isoforma se comporta como controlador negativo da internalizagéo da LBD
acetilada, desenvolvida pelas outras duas isoformas, sugerindo um novo
mecanismo de regulacdo da atividade de receptores “scavenger’ (ScvR) em
macrofagos (GOUGH et al, 1998).

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado a presenca de ScvR na
superficie da membrana celular e em vesiculas fagociticas citoplasmaticas,
sugerindo que ambos os tipos de ScvR, possuem atividade in vivo (NAITO et al,
1992). Esses dados foram corroborados pelo encontro de proteinas dos ScvR tipo
| e Il sendo co-expressas em macréfagos de varios espécies animais, em 6rgéaos
humanos e em células espumosas, durante os varios estagios da aterosclerose.

Considerando os efeitos da irradiag@o y sobre proteinas e a capacidade do
sistema imune de reconhecer macromoléculas modificadas, decidimos avaliar o
comportamento de macréfagos peritoneais de camundongos frente a CTXN e
CTXI, e a participagdo de ScvR no processamento de ambas as formas da CTX,

numa tentativa de explicar a sua maior imunogenicidade.
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Objetivos

Geral

A proposta do presente estudo foi a de investigar os mecanismos
envolvidos na captagédo da CTXN e da sua forma irradiada (raios y - ®Co), por
parte de macrdfagos peritoneais de camundongos ndo estimulados, utilizando
para tal, métodos morfologicos semi-quantitativos (imunohistoquimica), bem como

métodos quantitativos (ELISA in situ), na presenca ou nao de bloqueadores

especificos dos ScvR.

Especificos

Utilizando uma metodologia adequada, pretendemos:

1-Analisar as caracteristicas bioquimicas e imunoldgicas da CTXl, com
intuito de controlar a qualidade das amostras utilizadas nos ensaios;

2-Melhorar a padronizagéo dos ensaics imunohistoquimicos anteriormente
desenvolvidos por nds, objetivando analisar possiveis alteragdes na viabilidade
e/ou morfologia dos macréfagos, submetidos a incubagdes com as amostras de
proteinas e drogas;

3-Desenvolver e padronizar um método quantitativo (ELISA in situ),

adaptado as nossas condigbes experimentais, com objetivo de comparar o grau de

endocitose das amostras protéicas analisadas;

OMISSEO KAGENIL OF ENERGIA NUCLEAR/SE  IPE:
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4-Investigar o mecanismo de endocitose da CTXN e CTXI por macrofagos
peritoneais isolados, comparando com outras proteinas irradiadas e

S-Avaliar a participagdo de receptores “scavenger’ no processo de

reconhecimento e internalizagio das amostras de CTX e OVA.

i
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2- Materiais e Métodos

Crotoxina, purificagdo e irradiagdo

Purificagdo

Veneno de C. d. terrificus (Instituto Butantan - Sdo Paulo), na forma liofilizada
e estocado a -20°C, foi utilizado para a obtengéo de crotoxina nativa (CTXN),
segundo a técnica descrita por NASCIMENTO e colaboradores (1996), com
modificacbes baseadas em padronizagbes anteriores (ROGERO, 1978;
NAKAZONE et al, 1984). Brevemente, utilizou-se uma solugéo contendo 150mg/ml
de veneno total diluido em 4ml de &cido acético 0.1M pH 3.0, que apds
centrifugagéo a 1000rpm por 10 minutos, foi submetida a cromatografia em gel de
exclusdo molecular (Sephadex G-75). As fragbes provenientes desta purificagéo
foram analisadas quanto ao conteudo protéico, e os picos referentes a CTX foram
reunidos, liofolizados e mantidos a —20°C. A seguir, nova cromatografia foi
desenvolvida utilizando a fragdo CTX purificada anteriormente. Nesta, uma
solugéo de CTX (40mg de crotoxina em 1ml) foi aplicada em coluna de Sephadex
G-100 e os picos obtidos referentes a toxina foram tratados como na
cromatografia anterior. A seguir, a CTX repurificada foi submetida a precipitagéo
em seu ponto isoelétrico (4,7), sendo o material precipitado resultante considerado
como CTX purificada, ressuspenso em salina acidificada e mantido em freezer a —
20°C. Todo este processo de purificagdo foi desenvolvido na Superviséo de

Radiobiologia do IPEN.
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Irradiagéo

Uma solugdo contendo CTX purificada (2mg/ml) em solugdo salina
acidificada foi submetida a agéo de raios y de uma fonte de ©Co (GammacCell,
Atomic Agency of Canada Ltd) numa taxa de dose de 540Gy/hora (dose total:
2000 Gy). Todo o processo de irradiagdo foi desenvolvido sem a utilizacdo de
atenuador, de forma homogénea, na presenca de oxigénio e uma amostra controle

foi mantida fora da fonte durante todo o tempo de tratamento.

Ovalbumina (OVA), purificagédo e irradiagdo
A OVA foi obtida comercialmente (Sigma Chemical Co-St. Louis, MO, USA)
e sua pureza foi analisada por cromatografia liquida de alta presséo (HPLC). Apos
a verificagdo de sua pureza, aliquotas da precteina foram mantidas a —20°C até o
momento do uso, ou submetida ao tratamento com raios y, de forma semelhante
ao adotado para a CTX. Este processo foi desenvolvido na Supervisdo de
Radiobiologia do IPEN.
Todo o processo de irradiagdo das amostras de CTX e de OVA foi

desenvolvido no IPEN, em colaboragédo com a Supervisdo de Radiobiologia.

Produg&o de anticorpos especificos anti-CTX e anti-OVA, nativas ou irradiadas
Anticorpos especificos antiCTX e antiOVA foram obtidos pela imunizagdo

de coelhos machos New Zealand (3-4 kg), com amostras de CTX e OVA, nativas

ou irradiadas, seguindo o método classico de imunizagdo preconizado por

HARLOW & LANE (1988) com ligeiras modificagdes.
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Brevemente, coelhos previamente avaliados (ELISA) quanto a reatividade
natural contra as amostras de CTX e OVA foram inoculados (via subcutanea do
dorso) com solugbes de 200ug/ml de cada amostra de proteina, diluidas em
adjuvante completo de Freund. Apds 30 dias, os animais receberam a mesma
dose, pela mesma via, diluidas em adjuvante incompleto de Freund. Seguidos
mais 30 dias, foi colhida amostra de sangue da veia marginal da orelha, com
objetivo de avaliar a produg&o de anticorpos especificos. Em seguida, todos os
animais receberam uma dose de reforgo, nas mesmas condigbes do segundo
inéculo. Decarridos 15 dias, foi feita nova sangria exploratéria e a positividade dos
testes de ELISA indicou a sangria definitiva, que ocorreu 2 dias apos.

O sangue total dos animais imunizados foi colhido em recipiente de vidro e
deixado em estufa a 37°C por 30 minutos, para acelerar o processo de
coagulagdo, seguido de espera em geladeira (4°C, 30 minutos), para facilitar a
retracdo do coagulo. O soro foi separado dos elementos figurados do sangue por
centrifugag&o (2000 rpm, 20 minutos) a 4°C, imediatamente aliquotado e estocado
(-20°C) para posterior purificagdo em coluna de afinidade e determinacgao de titulo

especifico.

Especificidade dos anticorpos antiCTX e antiOVA frente a células em cultura

Foi investigada a possibilidade de reagao inespecifica entre os anticorpos
produzidos e células em cultura. Para isso, os anticorpos foram diluidos em
solugbes bloqueadoras (albumina do soro bovino-BSA, leite desnatado-L e soro

normal de camundongo-SNC) (L2, L a 2% em PBST: L2S, a 2% em PBST,
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Brevemente, coelhos previamente avaliados (ELISA) quanto a reatividade
natural contra as amostras de CTX e OVA foram inoculados (via subcutanea do
dorso) com solugées de 200ug/mi de cada amostra de proteina, diluidas em
adjuvante completo de Freund. Apds 30 dias, os animais receberam a mesma
dose, pela mesma via, diluidas em adjuvante incompleto de Freund. Seguidos
mais 30 dias, foi colhida amostra de sangue da veia marginal da orelha, com
objetivo de avaliar a producdo de anticorpos especificos. Em seguida, todos os
animais receberam uma dose de reforco, nas mesmas condigdes do segundo
inéculo. Decorridos 15 dias, foi feita nova sangria exploratdria e a positividade dos
testes de ELISA indicou a sangria definitiva, que ocorreu 2 dias apos.

O sangue total dos animais imunizados foi colhido em recipiente de vidro e
deixado em estufa a 37°C por 30 minutos, para acelerar o processo de
coagulag@o, seguido de espera em geladeira (4°C, 30 minutos), para facilitar a
retracdo do coagulo. O soro foi separado dos elementos figurados do sangue por
centrifugagao (2000 rpm, 20 minutos) a 4°C, imediatamente aliquotado e estocado
(-20°C) para posterior purificagdo em coluna de afinidade e determinacao de titulo

especifico.

Especificidade dos anticorpos antiCTX e antiOVA frente a células em cultura

Foi investigada a possibilidade de reacao inespecifica entre os anticorpos
produzidos e células em cultura. Para isso, os anticorpos foram diluidos em
solugbes bloqueadoras (albumina do soro bovino-BSA, leite desnatado-L e soro

normal de camundongo-SNC) (L2, L a 2% em PBST, L2S, a 2% em PBST,
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contendo SNC 1/100; B2, BSA a 2% em PBST, B2S, BSA a 2% em PBST,
contendo SVC 1/100) ou ndo, na auséncia das proteinas especificas, e ensaiados
com macréfagos peritoneais de camundongo (4x104 células/pogo/100ul) ou
células LLCMK2 (4x10* células/pogo/100ul). Optou-se por uma titulagéo maior do
anticorpos (1/1000) e variou-se os tempos de incubagéo, que foram de 0O, 30, 60,
90, 120 minutos.

Objetivando minimizar tais reagdes, as IgG especificas foram purificadas
por cromatografia de afinidade em coluna de proteina A Sepharose e posterior
passagem em coluna de Sephadex G25 (Pharmacia) segundo HUDSON & HAY
(1989). As fragbes foram selecionadas iniciaimente pela técnica de BRADFORD
(1976) e posteriormente tituladas por ELISA, mostrando titulos semelhantes aos
encontrados para os soros totais hiperimunes.

Apés isso, as amostras de CTX, OVA e de soros hiperimunes especificos
foram ensaiadas por EGPA-SDS e Western Blot como sera descrito a seguir,
objetivando avaliar a reatividade especifica e cruzada entre as amostras e 0s

anticorpos especificos.

Caracterizagdo das fragdes protéicas utilizadas e seus anticorpos especificos
As amostras de CTX e OVA, nativas ou irradiadas, numa concentragao de

10pg/poco, foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca
de dodecil sulfato de sodio (SDS-EGPA) (LAEMMLI, 1970), num gel de 12.5% de
acrilamida. O objetivo foi verificar possiveis alteragbes na composicédo da

amostras protéicas. Juntamente com isso, as amostras contidas em um gel foram
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submetidas a transferéncia para membrana de nitrocelulose (TOWBIN et al, 1979;
TOWBIN & GORDON, 1984), com objetivo de verificar quaisquer alteragdes de

antigenicidade das amostras ap6s o tratamento com raios y.

Drogas e reagentes

Todas as drogas ulilizadas neste projeto foram de qualidade pré-analise, e
obtidas comercialmente. Meios de cultura e outros reagentes e material plastico
foram obtidos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

Probucol (Merrel Leptit®) [4,4'-(isopropilideno-ditio)bis(2,6-di-butilfenol)] foi
dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) antes do uso devido a dificuldade de sua
dissolugdo em solventes aquosos. Apds a solubilizagéo, controles das células a
serem utilizadas foram feitas no sentido de se verificar uma possivel toxicidade do
DMSO para as mesmas. Os ensaios utilizando esta droga foram baseados em
trabalho de YAMAMOTO e colaboradores (1986).

Sulfato de dextrana (Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA), foi dissolvido
em agua bidestilada, numa concentragdo de 1mg/ml, sendo esta considerada
como solugao-mae. As solugbes de uso foram convenientemente diluidas antes do
ensaio. Os ensaios utilizando esta droga foram baseados no trabalho de

MATTANA e colaboradores (1995).
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Macrofagos peritoneais de camundongos
Camundongos CBAJJ, destinados a obtencdo de macréfagos peritoneais,
foram obtidos da coldnia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo e
mantidos em gaiolas com meio absorvente esterilizado, recebendo agua e
alimento ad libitum. A manipulagdo desses animais, antes e durante os ensaios,
sempre esteve de acordo com as regras de cuidados de animais de laboratério
(NIH publ. N° 86-23, revisado em 198%) e com os principios de ética em
experimentagéo animal (COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).
Macréfagos peritoneais de camundongos néo estimulados foram isolados
de acordo com a técnica de MAHONEY e colaboradores (1977), com pequenas
modificagbes. O lavado peritoneal foi obtido pela injecdo de 5ml de PBS estéril
contendo gentamicina (10ug/ml) e posterior aspiragdo. As células coletadas foram
lavadas com meio RPMI 1640 sem soro fetal bovino (FBS) contendo antibiético.
Células foram distribuidas em laminulas de vidro (2x10* células/ml) com 11mm de
diametro, em placas de 24 pogos para cultura ou em placas de poliestireno de 96
pogos para cultura (4x10* células/100ul/pogo) (Corning Lab.Sci.Co.-UK). Em
ambos 0s ensaios, as células foram mantidas em meio RPMI 1640 com 10% de
FBS, em estufa a 37°C, em ambiente com 5% de saturagdo de CO; (Forma
Scientific, Inc, Marjetta, Ohio, USA) por 60 minutos, para que se processasse a
aderéncia das células. Células nao aderentes foram retiradas por lavagem com
meio RPMI aquecido (37°C), e as células restantes foram incubadas por 24 horas,
sopb @s mesmas condigbes. A viabilidade e a quantidade de células presentes nos

sistemas foram avaliadas pelo teste de exclusdo do corante (azul de tripano) e
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coloragdo com cristal violeta a 2%, respectivamente. Sempre antes dos
experimentos, as células eram analisadas e somente as laminulas ou pogos com
macrofagos apresentando, no minimo, 95% de viabilidade, eram utilizadas nos

experimentos.

Andlise da viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos incubados com
CTX e OVA, nativas ou irradiadas

Para avaliar possiveis alteragdes na viabilidade de macréfagos incubados
com as amostras de CTX e OVA, utilizamos a técnica do MTT [3-(4,5dimetiltiazol-
2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazol)] que mede, espectrofotometricamente, o
produto da oxidagdo do MTT, o formazan (RABINOVITCH et al, 1987: ALFIERI et
al, 1988; KIDERLEN & KAYE, 1990). Assim, assume-se que a quantidade de
produto oxidado produzido (formazan) seja proporcional a atividade mitocondrial
que, por sua vez, reflete a viabilidade das células.

Macrofagos peritoneais de camundongos (4x10* células/pogo/100ul) foram
ensaiados com amostras de CTXN ou CTXI (5ug/pogo/100pul), em diferentes
tempos (0, 15, 30, 60 e 120 minutos), diluidas em meio RPMI 1640 sem FBS.
Apbs cada tempo, os pogos foram lavados com PBST, para remog&o do meio de
cultura, e adicionou-se 100pl/pogo de uma solugdo de MTT (1mg/ml em RPMI sem
vermelho de fenol e sem soro fetal bovino), que permaneceu por 4 horas em
estufa a 37°C, com 5% de CO,. A seguir, processou-se a extragdo do produto da

oxidagdo do MTT (formazan), pela adigdo de 100pl/pogo de élcool isopropilico.
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Ap6s homogeneizagdo por agitacdo, foi feita a leitura da placa em leitor de

microplacas, num comprimento de onda de 620nm.

Ensaio imunohistoquimico

Laminulas previamente selecionadas contendo macrofagos peritoneais
(2x10* células/ml) foram ensaiadas com CTXN ou CTXI (11g/100ul/pogo)
dissolvidas em meio RPMI 1640 sem FBS. Apds 15, 30 e 60 minutos para cada
grupo, respectivamente, a captagdo das proteinas foi interrompida pela rapida
lavagem com PBS estéril, seguida de fixagdo com paraformaldeido a 4%
tamponado pH 7.2, preparado no momento do uso. Todos os procedimentos
seguintes foram desenvolvidos a temperatura ambiente (x 25°C). As células
fixadas foram, entdo, lavadas e permeabilizadas com metanol:acetona (1:1) por 30
segundos, para permitir a interna‘liza(;éo dos anticorpos. A atividade de peroxidase
enddgena foi bloqueada pela incubago das células com H202 a 1% por 10
minutos. Apés lavagens com PBS, as células foram incubadas com IgG de coelho
antiCTXN ou antiCTXI, diluida em PBS, contendo 2% de BSA e 0,05% de Tween
20 (PBST), por 60 minutos. ApoOs isso, novas lavagens foram feitas, seguidas de
incubagé&o com IgG de cabra anti-IgG de coelho, ligada & peroxidase (Sigma), nas
mesmas condi¢des utilizadas para o anticorpo primario. As dreas positivas foram
reveladas pela adigdo de solugdo cromogénica [PBS contendo 1mg/ml de 3, 3'-
diamonobenzidina-HCI (Sigma, St.Louis, MO, USA) e 0,03% de H,0, (Merck,
Darmstadt, Germany)}, sob observagdo ao microscépio, até que um leve ruido de

fundo (background) fosse formado. Apés isso, as laminulas foram desidratadas
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por meio de 2 passagens em metanol:acetona (1:1) por 5 minutos e contracorados
com hematoxilina de Harris por 3 minutos, seguido da montagem definitiva com
resina artificial (Harleco-Hatman Leddon Co., PA, USA). A analise morfoldgica foi
feita utilizando-se microscopio Axiophot Zeiss com lentes planapocromaticas e os

campos significativos foram fotografados.

Determinagdo do “status oxidativo” das amostras de CTX, pela determinagdo de
grupos carbonil

O estado oxidativo das amostras de CTX foi avaliado utilizando-se a
determinagdo da presenga de grupos carbonil como marcador de alteracées
oxidativas de moléculas protéicas. Utilizamos kit comercial OxyBlot™, que
determina a presenga de grupos carbonil na cadeia lateral das proteinas sendo
estes derivatizados para DNP-hidrazona(2,4-dinitrofenilhidrazona), ap6s reagirem
com DNPH (2 4-dinitrofenilhidrazina). Para os nossos ensaios, objetivando uma
melhor adaptagéo, modificamos a metodologia utilizada pelo kit, substituindo o
revelador original (luminol) pelo cromégeno 4-cloro-naftol.

As amostras de CTX foram ensaiadas, utilizando se como controle positivo a
oXCTXN, que consiste da CTXN oxidada in vitro pela incubagdo com 5uM de
sulfato de cobre , por 12 horas, de acordo com o técnica de LOUGHEED &
STEINBRECHER (1996). Assim, CTXN e CTXI (5-10pg/100ul) e oxCTXN (10-
20pg/100ul) em volumes corrigidos, foram adicionadas de 5ul de SDS 12%, para
obter uma concentragéo final de 6%. Apbs isso, adicionou-se 10ul de DNPH.

Como controle de derivatizagdo, adicionou-se a solugdo de derivatizagdo 1X, ao
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invés da solugdo de DNPH. Apds repouso em temperatura ambiente (+ 27°C) por
15 minutos, adicionou-se 7.5ul de solugdo de neutralizagdo. Em seguida, as
amostras foram aplicadas em aparelho para Dot (DotBlot™ -BjoRad), nu;n volume
de 100ul, com subsequente lavagem com PBST para a retirada do excesso de
proteinas. A membrana sofreu bloqueio com BSA 2% em PBST (solugdo de
bloqueio) por 60 minutos, seguido da incubag&o da mesma com solugdo de
anticorpo primario (anti-DNP) em solugéo de blogueio por 60 minutos a 18-25°C,
com agitacéo leve e constante. Apds lavagem da membrana 2X por 15 minutos e
2X de 5 minutos com PBST, a 18-25°C, a membrana foi incubada com conjugado
(IgG de cabra anti-IgG de coelho/ peroxidase) em solugéo de bloqueio por 60 hora
a 18-25°C com agitacdo branda. A revelagdo se deu pela adigdo de solucido
cromogénica como descrito para as reagées de Western Blot. Apds a reacdo, a
membrana foi lavada com PBST e mantida a 4°C por 30 dias, objetivando
aumentar o sinal da reagdo por meio de oxidagao espontanea dos possiveis

radicais derivatizados que n&o puderam ser detectados pelo anticorpo especifico.

ELISA in situ

CTX e OVA, nas formas nativa ou irradiada (0,5ng/poco/100ul), foram
incubadas com macréfagos peritoneais de camundongos CBA/J (4x10%pogo),
previamente semeados em placa de polietileno (96 pogos) para cultura de células,
diluidas em meio RPMI sem FBS. As células foram ensaiadas em quadruplicata e
em diferentes tempos. Apos a incubagao, as células foram lavadas rapidamente

com PBS, fixadas com paraformaldeido a 4% tamponado pH 7.2, por 10 minutos,
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permeabilizadas com metanol:acetona (1:1) por 30 segundos e a atividade de
peroxidase enddgena bloqueada pela incubagdo com H,0, a 1% por 10 minutos.
Apds novas lavagens com PBS, as células foram incubadas com os anticorpos
especificos diluidos em PBST (IgG de coelho antiCTX ou antiOVA, nativas ou
iradiadas) por 60 minutos & temperatura ambiente (£ 25°C) em camara umida.
Apés novas lavagens com PBS, as células foram incubadas com IgG de cabra
anti-IgG de coelho, ligada & peroxidase (Sigma, St.Louis, Missouri, USA) sob as
mesmas condicbes. A revelagéo foi feita pela adigdo de solugdo cromogeénica
(img/mi de o-fenilenodiamina e 0.03% de H,0, em 0.05M de tampé&o citrato de
sodio pH 56) por 10 minutos ao abrigo da luz, seguido de Ileitura
espectrofotométrica em leitor de microplacas num comprimento de onda de
492nm. A concentragdo de células presentes no sistema foi monitorada pela
coloragdo das mesmas com solugdo aquosa a 1% de cristal violeta com
subsequente extragdo do corante com &cido acético glacial a 33%. A densidade
optica a 575nm foi determinada em leitor de microplacas (HARLOW & LANE,

1988).

Ensaios de bloqueio de captagdo de crotoxina nativa ou irradiada
Probucol

Macrofagos peritoneais de camundongos foram ensaiados com amostras
de CTX e OVA (0.5ug/pogo) na presenca de Probucol (0-20pg/pogo) em meio
RPMI sem FBS como descrito para os ensaios de ELISA in situ, utilizando

concentraca@o do bloqueador ja descrito por YAMAMOTO e colaboradores (1986).
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Sulfato de dextrana

As células foram, também, ensaiadas com amostras de CTX e OVA
(0.5uglpogo) e outro bloqueador especifico dos ScvR, o sulfato de dextrana
(50ug/pogo), baseado nas concentragbes utilizadas por MATTANA e
colaboradores (1995).

Em ambos os casos, as células foram expostas aos bloqueadores, diluidos
em meio RPMI sem FBS, 15 minutos a 37°C em estufa contendo 5% de CO, antes
da adigdo das amostras protéicas. A seguir, as monocamadas de células foram
lavadas e adicionou-se amostras de CTX e OVA, diluidas no meio anteriormente
descrito, que permaneceram em contato com as células por 60 minutos a 37°C em
estufa com 5% de CO,. Finalmente, apds desprezar o sobrenadante, as células
foram lavadas uma vez com PBST, fixadas e processadas como para ELISA in

situ.

Ensaio de ligagdo de proteinas na presenga de bloqueadores de receptores
“scavenger” (Probucol e Sulfato de dextrana)

Macréfagos peritoneais de camundongos (4x10% células/pogo/100pl)
distribuidos em placas de 96 pocos para cultura de células, mantido nas condicées
de cultura ideais anteriormente descritas, foram lavados uma vez com PBS
aquecido (37°C), para a retirada de residuos de FBS presentes no meio de
cultura. Em seguida, as células foram incubadas em meio RPMI sem FBS e

colocadas a 4°C (geladeira) por 15 minutos. Apds isso, amostras de CTX ou OVA
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(0.5pg/pogo/100ul) foram adicionadas diluidas no mesmo meio anteriormente
descrito, sendo as células mantidas na mesma temperatura por 60 minutos. Apds
este tempo, as células foram lavadas uma vez com PBS e processou-sé a fixagcéo
imediata com paraformaldeido a 4% tamponado pH 7.4, como descrito para ELISA
in situ.

Quando da utilizagdo de bloqueadores de ScvR, os mesmos foram
adicionado as células durante os 15 minutos iniciais, nas mesmas condigbes
descritas para o ensaio de ELISA in situ.

Os resultados deste ensaio representam a capacidade de reconhecimento,
por parte dos ScvR expressos na superficie dos macréfagos, das amostras das

proteinas analisadas.
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3- Analise estatistica

Os dados foram expressos como média 1 desvio padrdo, baseados em
cinco determinagbes. Apés testar a homogeneidade das variancias, os dados
foram comparados utilizando-se o teste t de Student, e considerados significativos
quando a probabilidade de igualdade (P) era < 0.05. A captacédo progressiva das
toxinas pelos macréfagos foi estimada por regresséo linear padrédo dos dados,

com determinagéo do slope , r° ,e intervalos de confianga de 95%.

TSR : comem— it
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4- Resultados

Produgdo, purificagdo e anélise de anticorpos antiCTX e antiOVA, nativas ou
irradiadas
Crotoxina

Com objetivo de produzir anticorpos especificos contra as formas nativa e
iradiada de CTX, imunizamos coelhos New Zealand, utilizando a forma classica
de imunizag&o, com descrito em Métodos. Nossos resultados mostraram que os
titulos de anticorpos nos soros de coelhos imunizados com as amostras de CTX
foram de 1/60.000 para a CTXI e 1/40.000 para a CTXN, como determinado por
ELISA, utilizando-se as formas nativa e irradiada como ancora a fase movel.
Como mostrado na figura 2B, o padrdo de agregados da CTX| pode ser facilmente
visto em fitas incubadas com os anticorpos especificos utilizados. A CTXI induziu
uma alta resposta imune, apresentando anticorpos fortemente reativos, para
ambas as formas da CTX. Esses resultados mostram claramente que os
anticorpos produzidos contra a CTXI podem reconhecer satisfatoriamente a forma
nativa da toxina. Quando se observa os anticorpos contra a CTXN, vé-se que este
reconhecem também a CTXI, ndo somente a sua fragdo padrdo, mas também os

agregados de alto peso molecular produzidos ap6s irradiacéo.

Ovalbumina (OVA)
Apds imunizag&o de coelhos com OVA nativa ou irradiada (200mg/inéculo,
utilizando método classico de imunizagio (Ver Métodos) analisamos, por ELISA,

0s soros dos animais e observamos que estes apresentavam titulos de anticorpos
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extremamente satisfatdrios, excedendo a 1/40.000, para ambas as amostras de
OVA, como testado por ELISA convencional.

Testes de ELISA in situ utilizando rmacréfagos, mostraram qu'é O Ssoro
desses animais imunizados com as amostras de OVA, reagiam inespecificamente,

apesar dos bloqueios utilizados (leite, BSA e/ou soro normal de coelho) (Figura

1A).
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Figura 1-Avaliagéo da presenga de reatividade inespecifica entre os soros anti-OVA e anti--CTX na
presenga ou nao de bloqueio. L2- Leite desnatado a 2% em PBST; L2S- Leite desnatado a 2% em
PBST + soro normal camundongo (SNC) 1/1000; B2-BSA a 2% em PBST; B2S- BSA a 2% + SNC
1/1000.A-Perfil da reatividade dos anticorpos antes da purificagdo por afinidade.

B-Perfil de reatividade dos anticorpos ap6s a purificagéo por afinidade, seguido de dessalinizagéo
em coluna Sephadex G 25.
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Este fato nos levou a acrescentar um passo de purificagdo, que consistiu
em separagao de IgG anti-OVA em coluna cromatografica de afinidade Sepharose
CL4B, com posterior dessalinizagido em Sephadex G 25. Essa purificagéo levou a
eliminacao das reagbes inespecificas apresentadas pelo soro total hiperimune,
como pode ser observado na figura 1B. Estes resultados mostram que o
tratamento da OVA com raios y (*Co), nas condigbes utilizadas, nao foi capaz de

alterar o seu reconhecimento pelos anticorpos especificos.

Caracterizagdo das fragBes protéicas utilizadas e seus anticorpos especificos

As amostras de CTX e OVA foram mantidas nativas ou submetidas ao
tratamento com raios y (dose total 2000 Gy — ®Co). Apds esse tratamento,
submeteu-se as amostras a eletroforese em gel de poliacrilamida (15% e 12.5%,
respectivamente), com o objetivo de avaliar quaisquer alteragdes estruturais
induzidas pelo tratamento com a irradiagéo.

Observou-se, também, a pureza da forma nativa da CTX, antes da
iradiagdo. Como pode ser observado na figura 2A, a radiagédo (2kGy) induziu uma
quantidade significante de agregados de alto peso molecular na CTX, presente na
regido superior do gel. Apesar da formagéo destes agregados, grande parte da
proteina original se comportou como a sua contraparte nativa. A formacao desses
agregados pareceu obedecer a um padrao de formagéo oligomérica, com bandas
bem evidenciadas, reconhecidas pelos anticorpos especificos (Figura 2B).

A analise das amostras de OVA por eletroforese demonstrou, da mesma

forma que a CTX, a sua pureza antes da irradiagdo, bem como a inducéo de
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agregados, sendo que neste caso, estes se mostraram dispersos na regiéo central
do gel, sugerindo que a maior parte dos agregados formados n&o s&o de alto peso
molecular. (Figuras 3A e 3B). Outro fendmeno bastante significativo foi a presenca
de uma grande quantidade de produtos de degradagdo de peso molecular inferior
ao da proteina nativa, detectados por Western Blot, fato que néo ocorreu quando

da irradiagéo da CTX (Figura 2B).

PN VN T T e T Tewg!

-+ r— S W



B.A. CARDI - Reconhecimento e internalizagao de proteinas irradiadas por macrofagos 43

~ 24 kDa

1 2 34C¢C B

Figura 2- Avaliagdo do grau de pureza, imunogenicidade e integridade das amostras de CTXN e
CTXI, frente a anticorpos especificos:

A- EGPA-SDS (12.5%), em condigdes desnaturantes, onde se pode observar a integridade da
CTXN (N), bem como a formagédo de agregados («-) de alto peso molecular na amostra de CTX
tratada com raios y (2kGy — 60Co) (1). Coloragao pela Prata amoniacal.

B- Ensaio de Western blot mostrando reatividade cruzada entre os anticorpos antiCTXN ou
antiCTXI, que reconheceram ambas as formas da CTX

1- CTXN vs antiCTXN; 2- CTXN vs antiCTXI; 3- CTXI vs antiCTXN; 4- CTX! vs antiCTXI; C-
Controle — CTXI vs soro normal de coeiho. Revelagao por 4-cloro-naftol.
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Figura 3- Avaliagdo do grau de pureza, imunogenicidade e integridade das amostras de OVAN e
OVAI, frente a anticorpo especifico (anti-OVAN):
A- EGPA-SDS (12.5%), em condigbes desnaturantes, onde se observa a integridade da OVAN (N),
bem como a formagdo de agregados de alto (1) e médio (2) peso molecular na amostra de OVA
tratada com raios y (2kGy ~ 60Co) n;
B- Ensaio de Western blot mostrando reatividade especifica e cruzada entre o anticorpo antiOVAN,
frente as amostras de OVAN e OVAI, respectivamente; controle (C).
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Andlise da viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos incubados com
CTX e OVA, nativas ou irradiadas

Amostras nativas ou irradiadas de CTX e OVA (5ug/100ul/pogo) foram
ensaiados macréfagos peritoneais de camundongos em tempos variados (0 a 120
minutos). Ap6s o término de cada tempo, as preparagfes eram lavadas e
adicionava-se solugdo de MTT por 4 horas com posterior extragdo do produto
oxidado formado, o formazan. Esse teste teve como objetivo avaliar a viabilidade
destas células, pela determinagdo do padréo respiratério das mitocondrias.

Nossos resultados mostraram que a viabilidade das células incubadas com
as proteinas esteve mantida até o tempo maximo de 120 minutos de incubagéo,
ndo havendo diferengas significativas quando comparado com o0s controles.

(Figura 4).

Ensaios imunohistoquimicos e de morfologia celular

A andlise das células controle revelou auséncia de marcagdes
inespecificas, como marcagdo de fundo com anticorpos ou procedentes de
atividade de peroxidase endogena. Macréfagos ensaiados com CTXN mostraram
marcagdes restritas aos vacuolos endociticos conspicuos na periferia celular
interna e, minimas alteracdes nas estrutura dessas células foram sugestivas de
danos celulares leves apds 30 minutos de incubagdo com a toxina. Para estas
células, observou-se uma maior perda celular, quando comparado aos ensaios

utilizando CTXI (Figura 5A).
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Figura 4- Andlise da viabilidade (método do MTT) de macréfagos peritoneais de camundongos
incubados, em diferentes tempos, com amostras de CTX ou OVA. Observa-se que as células
apresentam uma viabilidade mantida ao longo do tempo de ensaio e que, mesmo tempos longos
de incubagdo (60 e 120 minutos) na presen¢a das proteinas, ndo reduziram a viabilidade das
mesmas.




B.A. CARDI - Reconhecimento e internalizagdo de proteinas irradiadas por macréfagos 47

Figura 5. Macréfagos peritoneais de camundongos CBA/J foram incubados com CTXN ou CTXI
(100 pg/500 wl) por 30 minutos e ensaiados por imunoperoxidase indireta (Complexo Avidina-
Peroxidase), utilizando anticorpo antiCTXN biotinilado e conjugado comercial (Sigma).

A- CTXN. Vacuolos endociticos apresentavam marcagdes imunohistoquimicas na periferia celular,
evidenciando a internalizagdo da toxina, mas com poucas marcagdes na regido perinuclear (-»)
(40X)

B- CTXI. Manutengao do padrdo apresentado na figura 5A, mostrando células mais intensamente
marcadas, com vacuolos endociticos corados presentes na regido perinuclear.(—) (63X).

]



Quando a CTXI foi utilizada, macréfagos mostraram marcacgdes
citoplasmaticas mais conspicuas, apresentando vacuolos fagociticos fortemente
corados dispersos pelo citoplasma celular ou distribuidos em torno do nticleo. A
viabilidade das células esteve preservada, bem como a sua morfologia, sem
apresentar indicios de deterioragdo celular, apesar do longo periodo de incubagéo

desta com a toxina irradiada (Figura 5B).

Determinagdo do “status oxidativo” das amostras de CTX, pela determinagdo de
grupos carbonil

As amostras de CTX foram avaliadas quanto aos seu grau de oxidacgao,
utilizando kit comercial OxyBlot™, que determina a presenca de grupos carbonil
como marcadores de alteragGes oxidativas nas moléculas protéicas. Para nossos
ensaios, adaptamos a metodologia do kit no sentido de permitir que
visualizassemos a reagdo utilizando 4-cloro-naftol como cromégeno. Nossos
resultados evidenciaram a presenca de alteragbes oxidativas significativas na
amostras de CTXI, em comparagdo a CTXN, ligeiramente menos intensas que as
da amostra controle (CTXN oxidada in vitro pelo cobre) (Figura 6). A positividade
da reagdo foi alcangada, além da utilizagdo de anticorpo especifico, pela

incubagéo a 4°C, que permitiu uma melhor visualizagdo dos resultados.
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Figura 6- Reagdo de Dot Blot representando a determinagdo do estado oxidativo de amostras de
CTX, pela determinagdo da presenga de grupos carbonil. Observa-se que a CTXI apresenta um
perfil oxidativo significante, quando comparada a CTXN e ao controle-oxCTXNC (CTXN oxidada in
vitro, pelo método do cobre). CTXN: A-5ug/100p); B-Controle; C-10ug/100pui; D-controle; CTXI-A-
51g/100ui; B-controle; C- 10ug/100ul; D-controle; oxCTXN A-10ug/100pl; B-controle; C-20pg/100pui
D-controle. Os controles referidos sdo oriundos da substituigdo da solugdo de DNPH pela solucéo
de controle de derivatizagdo, para cada uma das amostras de proteinas utilizadas.
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Quantificagdo da captagdo das amostras de CTX e OVA por macréfagos,

determinada por ELISA in situ

Crotoxina

Padronizamos um método quantitativo, ELISA in situ, no qual macréfagos
peritoneais de camundongos (4x10% células/100ul/pogo), previamente avaliados
quanto a viabilidade, eram desafiados com as diferentes amostras de CTX e OVA
(5ug de proteina/100ul/pogo). Este teste mede a quantidade de proteina
especifica reconhecida e/ou incorporada pelas células, nos diferentes momentos
de analise. A quantificacdo se deu apds reagdo imunoenzimatica utilizando
anticorpos especificos, com posterior leitura da densidade &ptica, que mostrou
uma intensidade diretamente proporcional a quantidade de CTX ou OVA
internalizada pelos macréfagos. Como mostrado na figura 7, macréfagos
incubados com CTXI| apresentaram uma captacdo 2 vezes maior (0.032+ 0.0027
unidades de DO/minuto) que os macréfagos incubados com a CTXN (0.015+
0.0014 unidades de DO/minuto).

Essa captacao favorecida da CTXI|, que pareceu ser constante aos ensaios
imunohistoquimicos, foi também observada por ELISA in situ, mostrando que esta
endocitose, nas concentragcdes de toxinas utilizadas, n&o era restrita a poucas
células da monocamada, mas sim compartilhada pela maioria das células no pogo.

Nao foram observadas quaisquer alteragdes quantitativas nas células sugestivas
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de acdo das proteinas, quando se utilizou o método da coloracéao pelo cristal

violeta (Figura 7).

Influéncia da concentragdo de proteinas no soro fetal bovino (FBS) no meio de
ensaio de captagéo

Para analisarmos a influéncia da concentragdo de proteinas presentes no
FBS sobre o ensaio de captagdo seguido de ELISA in situ, promovemos os
ensaios utilizando meio RPMI 1640, contendo concentragdes crescentes de FBS.
A seguir, os macréfagos foram desafiados com CTXN ou CTXI! diluidas no meio,
por um periodo de 60 minutos, com posterior processamento para ELISA in situ.
Como pode ser observado na figura 8, houve uma diminuigdo significativa da
captagao da CTXN (cerca de 50%), ao passo que a CTXI apresentou pouca

alteragéo, ndo chegando a 10% do encontrado na auséncia de FBS.
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Figura 7. A- Captagdo da CTXN ou CTX! por macréfagos peritoneais de camundongos,
determinada pelo método de ELISA in situ. Curva de regressdo linear, com os intervalos
estimados. B- Ponto correspondente ao tempo de 120 minutos, extrapolado do grafico em A. Os
dados foram corrigidos pela concentragao de células nos testes e séo expressos como densidade
optica (DO) no teste de ELISA in situ dividido pela DO obtida pelo método do crista violeta (Ver
Métodos).
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Figure 8. Influéncia da presenga de proteinas do soro fetal bovino (FBS) na captagdo de CTXN ou
CTXI por macréfagos peritoneais de camundongos. Y1 — Indice de captagdo de CTXN ou CTXI
medido por ELISA in situ; Y2 - Determinagdo da concentragio de células, pela técnica do cristal
violeta.

Ensaio de ligagdo de proteinas na presencga de bloqueadores de ScvR (Probucol e
Sulfato de dextrana)

Para investigar o envolvimento dos ScvR no reconhecimento das amostras
de CTX, utilizamos o método de ELISA in situ, numa temperatura de 4°C,
permitindo a interagédo das proteinas com o receptor, sem que as mesmas fossem
internalizadas. Para isso, amostras protéicas (5ng/100pl/pogo) foram oferecidas

aos macrofagos, apds bloqueio prévio dos receptores, como descrito em Métodos.
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Pudemos observar na figura 9 que, tanto Probucol quanto o Sulfato de
dextrana foram capazes de interferir na ligagao da CTXI com as células,
apresentando um perfil
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Figura 9- Ensaio de ligagdo a frio (4°C) de CTXN e CTXI, com macréfagos peritoneais de
camundongos na auséncia ou na presenga de Probucol ou Sulfato de dextirana, num periodo de
incubagdo de 60 minutos. A- Ensaio de ligagdo na presenga de Probucol, mostrando um declinio
da captag@o da CTXI, de forma concentragéo dependente; B-Ensaio na presenga de Sulfato de
dextrana, onde se observa o mesmo perfil encontrado em A.
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dependente da concentragcdo das drogas oferecidas. Entretanto, o Probucol
pareceu interferir, também, na captagdo da CTXN, perfil este pouco evidente para
o sulfato de dextrana. E interessante notar, também, que nos ensaios de ELISA in
situ, onde o tempo de oferta do bloqueador é maior, doses menores de Probucol
(em torno de 12ug/100ul/pogo), foram suficientes para diminuir a captacao da

CTXI (Figura 10).

Ensaios de bloqueio
Probucol

Objetivando avaliar a participagdo dos ScvR no processo de
reconhecimento e internalizagdo de CTX e OVA, nas formas nativa ou irradiada,
ensaiamos 0s mesmos na presenga de bloqueadores deste receptor (Probucol e
Sulfato de dextrana) (ver Métodos).

Quando macréfagos foram ensaiados com as toxinas juntamente com
quantidades crescentes de Probucol, observou-se que a captagéo aumentada da
CTXI tendia a diminuir sem que, entretanto, a CTXN fosse afetada. Este fendmeno
mostrou um perfil dependente da concentragdo e uma tendéncia a decrescer a
captacao dependente de ScvR. Analisando células incubadas com diferentes
concentragdes de Probucol, ndo observamos alteragbes na viabilidade das
mesmas, como analisado pelo teste de exclusdo do corante (azul de tripano). Por
outro lado, as células incubadas com a droga, juntamente com a CTXN, ndo
apresentaram uma captag&o diminuida, sugerindo que esta forma da toxina ndo é

reconhecida ou internalizada via ScvR (Figura 10).
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Figura 10. Inibigdo da captagdo de CTXI por parte de macréfagos peritoneais de camundongos na
presenga de diferentes concentragdes de Probucol, com subsequente incubagdo com CTXN ou
CTXI por 60 minutos. * significante, quando comparando CTXN e CTXI; # significante quando
comparando dados obtidos com ou sem Probucol.

Sulfato de dextrana

Macréfagos peritoneais foram incubados com amostras de CTX e OVA, na
presenga de sulfato de dextrana (501g/100ul/pogo) durante 60 minutos. Quando a
captacdo da CTXI foi determinada na presenga da droga, um decréscimo
significativo foi observado, diferente do observado para a CTXN, que n&o sofreu
alteragdes significativas. Esses resultados ndo foram tdo intensos como o0s
observados com o Probucol, mas também confirmam o envolvimento dos ScvR no
processo de reconhecimento e internalizagdo da CTXI pelos macréfagos. Os

resultados obtidos para a CTXN mostraram que o sulfato de dextrana n&o
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produziu qualquer alteragdo na sua captacdo, também mostrando que a

endocitose da CTXN né&o é bloqueada pela adicdo de sulfato de dextrana (Figura

11)
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Figura 11- Inibigdo da captagdo de CTXI por parte de macrofagos peritoneais de camundongos na
presenga de diferentes concentragdes de sulfato de dextrana, com subsequente incubagdo com
CTXN ou CTXI por 60 minutos.

Ovalbumina

Com o objetivo de quantificar a captagdo da OVA nas formas nativa e
iradiada, utilizamos o ensaio de ELISA in situ, da mesma forma que para a CTX.
Macrofagos (4x10* células/100pl/pogo) foram incubados com OVAN ou OVAI
(51g/100ul/pogo) em diferentes tempos (ver Métodos).

Observamos que a captagdo das amostras de OVA foi semelhante em
todos os tempos analisados, ndo mostrando o padrdo de captacao preferencial
demonstrado para a CTX. Observamos, também, que a captacdo das duas

amostras de OVA diminuia com o tempo de ensaio, sugerindo uma degradacéo



B.A. CARDI - Reconhecimento e internalizagao de proteinas irradiadas por macréfagos 38

das proteinas no sistema analisado, ou mesmo uma endocitose e metabolismo
rapidos das proteinas por parte dos macrofagos (Figura 12).

Foram testadas varias concentragcdes das amostras de OVA no sjstema ea
que nos pareceu mais reprodutivel foi a de 5ug/100ul/pogo (dados néo

mostrados).
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Figura 12- ELISA in situ, mostrando a captagdo das amostras de OVAN e OVAI, por macréfagos
peritoneais de camundongos, em diferentes tempos.

Bloqueio da captagdo das amostras de OVA por Probucol e Sulfato de dextrana

Objetivando avaliar a participagdo dos ScvR no reconhecimento e
internalizacdo da OVAN e OVAI, utilizamos o mesmo ensaio de ELISA in situ,
incubando os macréfagos, em diferentes tempos (0 a 120 minutos) com as
amostras de OVA (5ug/100pl/pogo), juntamente com Probucol (20pg/100pl/pogo)
ou Sulfato de dextrana (50u9/100ul/pogo) (ver Métodos).
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Probucol

A analise dos resultados da incubagéo das amostras de OVA com Probucol,
nas condigbes utilizadas, ndo mostrou diferengas significativas entre a captacéo
nos diferentes tempos analisados (Figura 13A). Entretanto, um leve déclinio na
captacao da OVAI foi observado aos 120 minutos, quando comparado com o

células incubadas com as proteinas na auséncia da droga (controle) no mesmo
tempo de ensaio (Figura 13B).

Sulfato de dextrana

Quando da utilizagdo do Sulfato de dextrana, observamos um perfil
semelhante ao encontrado nos ensaios utilizando Probucol. Neste caso, também
n&o observamos diferengas significativas entre as amostras de OVA incubadas em
diferentes tempos na presenca da droga (Figura 14A). Da mesma forma que o
ensaio anterior, neste também observamos que no tempo de 120 minutos, uma
queda leve da captagdo da OVAI foi observada, quando se compara com os

resultados obtidos com macréfagos na auséncia da droga (controle) (Figura 14B).
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Figura 13- ELISA in situ com macréfagos incubados com OVAN e OVAL na presencga de Probucol.
A-A observagdo em diferentes dos tempos, ndo evidenciou diferengas significativas entre as
amostras. B-A andlise do tempo de 120 minutos, mostrou uma pequena diferenga na captagao da
OVAI em comparagdo com o controle.
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Figura 14- ELISA in situ com macréfagos incubados com OVAN e OVAI, na presenca de Sulfato de
dextrana. A-A observagio em diferentes dos tempos, ndo evidenciou diferengas significativas entre

as amostras. B-A analise do tempo de 120 minutos, mostrou uma pequena diferenga na captagdo
da OVAI em comparagio com o controle.
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Discussao

Nossos resultados indicam que o tratamento da CTX com raiqs y (*Co)
(CTXI) induz um aumento da sua captagdo por macréfagos peritoneais de
camundongos, quando comparado com a forma nativa (CTXN). A analise da
morfologia das células revelou auséncia de alteragées importantes e dados scobre
a viabilidade, determinada pela andlise do perfil respiratorio das células (MTT-
formazan), afastaram a possibilidade de uma agéo deletéria das amostras de CTX
sobre as células. A observagéo de que havia um aumento crescente de vactolos
fagociticos marcados nos levou a crer que a captacdo da CTXI ocorria sem a
interferéncia de mecanismos do tipo retroalimentacéo, feed-back, sem inibicdo do
processo e apontando para uma captagdo regular da CTXI. Esta captagéo foi
dependente apenas da disponibilidade da toxina no meio, tendo sido progressiva e
linear, obedecendo um modelo simples de incorporagao.

A analise imunohistoquimica dos macréfagos peritoneais ensaiados com as
amostras de CTX, apesar de ndo ser quantitativa, se mostrou extremamente (til,
pois permitiu visualizar o perfil morfoldgico nos tempos determinados, bem como
avaliar a distribuicdo celular dos vacuolos fagociticos contendo a toxina
internalizada. Observamos uma tendéncia desses vactolos em migrar para a
periferia nuclear, de acordo com o tempo de incubagéo. Assim, quanto maior o
tempo de exposigdo dos macréfagos a CTXI, mais periféricos ao ndcleo os
vacuolos se encontravam. Esses dados sugerem um processo de franco

metabolismo do conteldo vacuolar, o que provavelmente culminaria com a
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apresentacao subsequente de fragmentos de CTX por parte destas células, na
forma de antigenos.

Com o objetivo de quantificar essa captacéo favorecida, desenvolvemos um
ensaio in vitro (ELISA in situ), onde apds a exposi¢ao de proteinas (nativas ou
iradiadas) a macrofagos peritoneais de camundongos ndo estimulados, em
diferentes tempos, as células eram incubadas com anticorpos especificos,
revelados por conjugados enzimaticos, com a determinagdo espectrofotométrica
(densidade optica) da cor desenvolvida, que era diretamente proporcional a
quantidade de proteinas internalizadas pelas células. Este modelo j@ havia sido
utiizado com sucesso para a determinagdo quantitativa de parasitas
intramacrofagicos (PIAZZA et al, 1994), com excelentes resultados, o mesmo
ocorrendo com nosso ensaio. Ao analisarmos os dados, observamos que a CTXI
era aproximadamente duas vezes mais captada pelas células do que a CTXN,
seja em tempos mais curtos (15 minutos) ou mais longos (120 minutos), num
modelo aparentemente dependente de maior nimero de receptores para a CTXI.
Isto pode ser melhor comprovado quando analisamos a capacidade de
reconhecimento das amostras de CTX por macrdfagos, utilizando ensaio de
ligagéo a frio. Neste ensaio, apenas o reconhecimento (ligagdo) das proteinas foi
avaliada e, novamente, observamos que a quantidade de CTXI ligada as células
era maior que a encontrada para CTXN, mostrando a maior ligagdo da proteina
irradiada aos receptores de membrana dos macrofagos.

Ensaiando as amostras de CTX na presenca de meio contendo FBS,
observamos que a captagéo da forma nativa da CTX era prejudicada pela adi¢ao

de proteina exdgena, mesmo em baixas concentragdes e de forma independente
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de concentragdes de soro superiores a 2% no meio. Por outro lado, evidenciamos
que a CTXI ndo sofria qualquer alteragdo significativa na sua captagdo, na
presenga do soro, o que revela um tipo de receptor que reconhece de forma
preferencial a proteina irradiada, néo afetado pelo aumento de proteinas no meio.

Analisando os efeitos da radiagao y sobre proteinas, observa-se a presencga
de fendmenos oxidativos importantes, que ocorrem principalmente pela acio de
radicais livres primérios ou seus produtos (BOGUTA & DANCEWICZ, 1983). Os
principios basicos que determinam a oxidagéo de proteinas foram estabelecidos
por SWALLOW (1960), GARRISON (1962) e SCHUESSLER & SCHILLING
(1984). Esses autores determinaram os produtos da reagdo oriundos do
tratamento de proteinas com radiagcdo ionizante, quando as mesmas eram
ensaiadas de forma controlada permitindo apenas a ag&o de radicais hidroxil (OH")
e superdxido (O27), ou a mistura de ambos. Os resultados obtidos apontaram para
uma agao inicial do OH sobre as proteinas, e a presenga do 0, e O, ou HO, se
mostrou importante para que o processo oxidativo tivesse continuidade. A analise
da estrutura protéica oxidada, observou-se a oxidagdo de aminoacidos da cadeia
lateral, formag&o de ligagbes cruzadas entre moléculas da proteina e oxidacao da
‘backbone” protéica, muitas vezes levando a fragmentagdo da proteina
(GARRISON, 1987).

O ataque oxidativo da cadeia protéica esta descrito minuciosamente na
revisdo de BERLETT & STADTMAN (1997). Observa-se que o inicio do processo
ocorre pela agdo do OH, que abstrai atornos de hidrogénio de residuos de

aminoacidos, formando os assim chamados “radicais centrados no carbono”. Este
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processo também ocorre quando da irradiagdo de proteinas em meio aquoso, pois
a radiolise da agua, responsavel pela produgdo de radicais livres, prové a
quantidade necessaria de OH' para desencadear o processo oxidativo.

Podem ocorrer, também, quebras de ligagbes peptidicas ou devido a agao
das espécies reativas sobre residuos de aminoacidos das cadeias laterais.
Observa-se que todos os aminoacidos s&o passiveis de sofrer agéo oxidativa pelo
OH', sendo que alguns sdo mais sensiveis, como é o caso da cisteina (AL-
THANNON et al, 1974) e da metionina. Quando oxidados, esses aminoacidos sdo
convertidos a dissulfetos e metionina sulféxido, respectivamente. E interessante
notar que a maioria dos sistemas bioldgicos possui enzimas reparadoras para
esses aminodcidos, sendo essas modificagdes oxidativas as unicas que podem
ser revertidas. Em alguns casos, observou-se que uma oxidagéo preferencial das
metioninas expostas numa determinada proteina, em locais de pouco significado
funcional, protegia a mesma de ser alvo de processos oxidativos irreversiveis em
outros locais vitais. Esse fendbmeno levou a hipbétese de que determinadas
estruturas protéicas sdo concebidas para que possa haver uma forma da proteina
escapar a estes processos deletérios (LEVINE et al, 1996). Observa-se, também,
que a formagéo de agregados apés tratamento com raios y pode ocorrer apés a
reducdo de ligagbes dissulfidicas intramoleculares (SCHUESSLER & DAVIS,
1983), com formacgdo de radicais tiol, os quais parcialmente combinam
intramolecularmente formando, assim, materiais protéicos de alto peso molecular

(SCHUESSLER & FREUNDL, 1983).



B.A. CARDI - Reconhecimento e internalizagdo de proteinas irradiadas por macrofagos 66

Procuramos analisar o “status” oxidativo da CTXI, utilizando um método
(OxyBIot®) que se baseia na detecgdo de grupos carbonil introduzidos na cadeia
lateral das proteinas, num mecanismo sitio-especifico, determinando o grau de
oxidagéo das proteinas (BARLETT & STADTMAN, 1997). Na reac&o, estes grupos
carbonil sdo derivatizados para DNP-hidrazona (2,4-dinitrofenilhidrazona), por
reagir com DNPH (2 4-dinitrofenilhidrazina). As amostras de proteinas/DNP
derivatizadas podem ser ensaiadas diretamente em membranas de nitrocelulose
(DOT-Blot) ou separadas por SDS-PAGE e transferidas a membranas, seguidos
de imunomarcagdo com anticorpos especificos anti-DNP. Nossos dados
mostraram que a CTXI apresentava um maior grau de oxidagdo, quando
comparada com a CTXN, e menor que o controle positivo, obtido quimicamente
pela agao do cobre. A CTXN apresentou uma leve resposta, possivelmente sinal
de fundo, ndo dependente de grupos oxidados na proteina. E interessante notar
que, quando do ensaio utilizando anticorpo especifico para o grupos derivatizados,
nao obtivemos reagdo nitida documentavel;, entretanto, apds manutencdo da
membrana a 4°C por 30 dias, a reag&o foi perfeitamente visualizada, sugerindo
que, possivelmente, grupos derivatizados que antes n&o puderam ser
documentados, agora se tornaram visiveis devido a oxidagdo espontanea do
complexo grupamento carbonil/DNP. Esses dados mostram que a irradiagéo
induziu alteragbes oxidativas na molécula de CTX, provavelmente devido a
presenga de radicais hidroxil produzidos em grande quantidade quando da

radidlise da agua [G(rendimento)= 0,032 moles/ml, para cada 100 eV de energia
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lonizante), como foi observado para a molécula de CTX irradiada a 2000Gy por
ANCPIANI (1995).

Considerando que os dados imunohistoquimicos e os obtidos por ELISA in
situ apontam para uma maior captagdo da CTXI em comparagdo a CTXN, e
levando-se em conta a existéncia de modificagcdes oxidativas na molécula de CTX
produzida pela radiagéo vy, levantamos a hipétese de que esta captacdo poderia
ser mediada por ScvR presentes nos macréfagos, que reconhecem
macromoléculas oxidadas ou modificadas (GOLDSTEIN et al, 1979). Decidimos,
entdo utilizar bloqueadores dos ScvR no modelo de ELISA in situ. Utilizamos, o
Probucol, um potente anti-oxidante de estrutura complexa (ver figura 15A a seguir)
que impede a adesdo de mondcitos a células endoteliais via LDL oxidada devido a
sua agéo anti-oxidante, ndo possuindo um efeito hipolipidémico, como as de mais
drogas antiaterogénicas (LI et al, 1998). Entretanto, existem evidéncias da
participagdo desta droga no bloqueio direto dos ScvR, impedindo que a LDL, uma
vez oxidada, seja internalizada por estes receptores, o que levaria a formagéo de
“células espumosas”, precursoras das placas de ateroma (YAMAMOTO et al,
1986). Outra droga que utilizamos é o sulfato de dextrana (Figura 15B), um sal
polianidnico considerado como ligante especifico dos ScvR e encontrado ser um
estimulador da sintese de DNA por macréfagos via ScvR (SASAKI et al, 1996).

Nossos dados utilizando esses bloqueadores mostraram que a CTXI| sofria
uma queda significativa na sua captagdo, chegando aos niveis encontrados para a
CTXN, sendo que esta ultima ndo sofreu qualquer alteragdo significativa na sua

captacdo pelos macrofagos, na presenga destes inibidores. A andlise da
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capacidade de ligagdo (“binding”) a frio das amostras de CTX na presenca de
bloqueadores de ScvR revelou o mesmo padrdo obtido na internalizagéo das
proteinas, confirmando a importancia destes receptores no fendmeno de maior
captagdo da CTXI por macréfagos. A utilizagdo de Probucol ou Sulfato de
dextrana foi capaz de inibir parte substancial da captagdo aumentada da CTXI.
Pelo fato deste ensaio medir apenas o reconhecimento e ndo a subsequente
internalizagdo das amostras de CTX pelos macréfagos, acreditamos ser evidente
a participagédo dos ScvR no evento inicial de captagdo de CTXI por estas células,
ja que a presenca aumentada da proteina irradiada poderia ser atribuida a uma
menor degradagédo pelas proteases no citoplasma, resultando em acumulo da
proteina irradiada em vacuolos celulares, com conseqiente maior detecgéo nos
ensaios de internalizacdo em células perfeitamente funcionais. Nenhuma
abordagem semelhante ja havia sido realizada com proteinas irradiadas na

literatura por nés revisada.
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Figura 15- Estrutura quimica dos bloqueadores de ScvR utilizados. A-Probucol (4, 4-
(isopropilideneditio)bis(2,6-di-1-butilfenol), anti-oxidante usado como droga hipocolesterémica no
tratamento de individuos portadores de hipercolesteremia familial; B-Sulfato de dexirana, ligante
especifico de ScvRs
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Assim, nossos dados confirmam a participagdo dos ScvR na captacéo
inicial e tardia processo e sugerem a existéncia de duas vias de captagédo da
CTXI. Uma, especifica, mediada por ScvR e dependente da existéncia de epitopos
oxidados na molécula, que obedeceria a uma forma de captagéo regular, ndo
sendo regulada negativamente pelo excesso de ligantes e outra, compartilhada
com a CTXN, que poderia ndo envolver a participagdo de receptores e também
nédo dependeria de alteragbes oxidativas da toxina, produzidas pelo tratamento
com radiacéo y.

Esses dados explicam, pelo menos em parte, a maior imunogenicidade da
CTXI encontrada por outros autores, que nic determinaram o mecanismo
envolvido neste fendmeno. NASCIMENTO e colaboradores (1996), estudando a
CTXI, mostraram a existéncia de 2 fragGes, uma composta de agregados e a outra
ndo agregada. A imunizacgéo de camundongos com ambas as fragdes mostrou
serem estas semelhantes no que se referia aos titulos de anticorpos especificos
produzidos. O fendmeno de agregagdo protéica apis tratamento com raios v, ja foi
citado por outros autores (BARIDE et al, 1980) e, recentemente, analisando a
relacao entre a dose total de radiagéo y e a quantidade de agregados produzidos,
CLISSA e colaboradores (1994) observaram que a concentragdo de agregados
era dependente da dose total de radiagéo utilizada, sendo de cerca de 50-60%
quando a dose de 2000Gy era utilizada. Em estudos prévios, utilizando proteina
recombinante de Mycobacterium leprae (p18) na forma nativa ou irradiada (2kGy)
como modelo de imunizag&o, observamos que a proteina irradiada apresentava

uma maior imunogenicidade, apesar da auséncia de agregados produzidos ap6s
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tratamento por raios y (PINHO et al, 1995). Esses resultados poderiam ser
explicados, pelo menos em parte, pela existéncia de epitopos oxidados presentes
nas moléculas dos agregados e da proteina recombinante, o que facilitou o
reconhecimento pelo sistema imune dos camundongos imunizados.

Temos estudado a biodistribuicdo da CTX em érgaos de camundongos, por
imunohistoquimica ou utilizando CTXN ou CTXI marcadas com '*I, e observamos
que ambas as formas da CTX eram prontamente clareadas pelo rim, ndo se
evidenciando reteng&o ou quaisquer alteragbes morfolégicas sugestivas da agéo
das toxinas nesses 6rgados. Apesar de aparentemente semelhante, o clareamento
da CTXI pareceu ser mais precoce e também se observou uma participagéo
hepatica (células de Kupffer de animais inoculados com CTXI marcadas por
imunchistoquimica) no processo (CARDI et al, 1998). A anélise da musculatura
estriada esquelética dos animais inoculados, obtivemos marcag@o de juncées
neuromusculares contendo CTXN (CARDI et al, 1992), mas ndo conseguimos
observar estas mesmas estruturas marcadas quando a CTXI foi utilizada. Os
dados sugerem que o tratamento com raios y poderia ter induzido alteragées na
molécula de CTX, impossibilitando que a mesma reconhecesse 0 receptor
especifico em jungdes neuromusculares (KINI & EVANS, 1989). Outra
possibilidade seria a modificagdo da ligagdo entre as duas subunidades da CTX,
tornando-as indissociaveis o que levaria ao blogueio da agdo neurotoxica, uma
vez que esta acgdo depende da dissociagdo das duas subunidades no sitio
especifico para que a mesma exer¢a sua acao toxica (LENNON et al, 1990).

Observamos, também, uma tendéncia da CTXl em se concentrar em Orgéos
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contendo células do sistema fagocitico mononuclear (figado, p.ex.), fato que
amparou nossa proposta original e que foi confirmado por nossos dados obtidos
com macroéfagos in vitro, sugerindo fortemente a participagdo destas células no
clareamento desta forma da CTX (CARDI, 1997; CARDI et al, 1998).

Analisando os dados obtidos quando da utilizagcdo de OVA, nas formas
nativa ou irradiada, ndo observamos claramente este perfil de captacao
preferencial, sendo este detectavel apenas aos 120 minutos de ensaio. Um dos
fatores que poderia ser responsavel por estes resultados seria o fato de a OVA,
apds o tratamento com raios vy, ter sofrido uma importante degradagdo como
pudemos constatar na analise do perfil eletroforético e no Western Blot. Por ser
uma proteina nutricional, a OVA seria passivel de facil clivagem, seja por
proteases ou por alteragbes drasticas de cargas oriundas da agdo de radicais
livres, fato este que poderia explicar a degradagdo encontrada na amostra
irradiada. Outra explicagdo poderia ser o seu rapido processamento intracelular,
que pudemos observar quando ensaiamos as amostras de OVA em diferentes
tempos. Possivelmente, a sua internalizagéo seria facilitada pela sua prépria
constituicéo, pois esta € uma glicoproteina rica em manose e N-acetil glicosamina.
Assim, a radiagdo poderia ter produzido alteragbes oxidativas na molécula de
OVA, mas sem possibilitar a interferéncia dos ScvR na endocitose, sendo esta
ultima feita preferencialmente via receptores de manose presentes de forma
constitutiva nos macréfagos (VOET & VOET, 1995). Dessa forma, o perfil
aparentemente preferencial observado tardiamente seria devido a presencga de

algumas moléculas de OVAI que, uma vez alteradas de forma mais drastica pela
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iradiagdo e contendo epitopos oxidados, n&o podendo ser satisfatoriamente
reconhecidas pelo receptores de manose, agora seriam reconhecidas pelos ScvR.

Baseado nos dados obtidos até o momento com as amostras de OVA,
acreditamos que protocolos envolvendo varias taxas de dose de radiagcéo, bem
como um sistema de bloqueio especifico para os receptores de manose, poderiam
clarificar os resultados por nés obtidos. Entretanto, devido a esses resultados
obtidos com a OVA, acreditamos que esta ndo tenha sido uma boa escolha, visto
que mais etapas seriam necessarias para estabelecer, com certeza, a participagéo
dos ScvR na sua captacéo ap0ds irradiagéo, fato este que nao pode ser descartado
baseado apenas nos dados obtidos. Cogitamos a necessidade da utilizagdo de
bloqueios adicionais, comoc o dos receptores de manose presentes nos
macréfagos, bem como ensaios envolvendo competicdo, ou até mesmo a
utilizagéo de anticorpos especificos para ScvR. Entretanto, a disponibilidade de
material, bem como de tecnologia apropriada ¢ o tempo disponivel, nos levou a
manter estes dados em um nivel preliminar.

Apesar disso, acreditamos que os dados obtidos até o momento levantam
uma questéo interessante no que se refere a utilizagdo do ensaio de ELISA in situ
na mensuragcdo da endocitose de proteinas irradiadas por macrofagos. Este
método nos possibilita analisar o reconhecimento, bem como a internalizagao de
proteinas, seja via receptores ou mesmo por mecanismos inespecificos. Talvez,
proteinas passiveis de facil degradagcdo ou mesmo que sofram rapido
metabolismo, como o sugerido no caso da OVA, sejam mais dificeis de ser
analisadas, pois apresentariam uma velocidade de degradacao intracelular maior

que a velocidade de captacdo, necessitando, assim, serem mensuradas mais
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precocemente, ou utilizando isétopos radioativos (*%l). Assim, decidimos discutir
mais especificamente os dados obtidos utilizando amostras de CTX.

A vantagem de utilizagdo de proteinas irradiadas reside no fato de que,
além da esterilidade conferida ao material apds o tratamento com raios y, uma
maior quantidade de epitopos protéicos modificados poderiam ser reconhecidos
mais prontamente por células apresentadoras de antigenos, resultando em uma
melhor imunogenicidade. ABRAHAM e colaboradores (1995), trabalhando com
proteinas nativas e submetidas ao tratamento quimico das proteinas com aldeido
maléico, mostraram uma modulagdo da imunogenicidade e antigenicidade apés
drasticas modificagbes na estrutura desses antigenos, induzidas pelo tratamento
quimico. Apesar disso, os autores sugeriram que as proteinas modificadas eram
reconhecidas pelos ScvR. Contudo, ensaios de reatividade cruzada néo
mostraram qualquer reconhecimento entre soros especificos e antigenos
modificados. No nosso estudo, mostramos que os anticorpos antiCTXl podem
reconhecer satisfatoriamente, tanto a CTX| quanto a forma nativa desta toxina.
Esses resultados mostram que as alteragdes produzidas pela irradiagéo y na CTX
sdo leves, levando a poucas alteragbes na sua estrutura, provavelmente
produzindo epitopos oxidados efou carregados negativamente, mas mantendo
preservada grande parte dos epitopos naturais. Isto foi também observado em
nossos ensaios de detecgdo de radicais oxidados na CTXI, quando apenas uma
menor reagao da proteina irradiada foi demonstrada, ao contrario do evidenciado
pelo tratamento quimico da CTXN, de alta eficiéncia de oxidagdo. Este fato pode

representar uma forma de direcionar o antigeno para células apresentadoras de
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antigenos, que o reconheceria como uma molécula modificada, mas ainda capaz
de induzir um reconhecimento especifico, sendo assim, a resposta mais eficaz,
quando comparado a sua forma intacta. A capacidade destas células em
reconhecer moléculas modificadas ja vem sendo descrita em varios processos
patologicos, onde observa-se células polimorfonucleares ou outras células
fagociticas produzindo radicais livres que, por sua vez v&o atuar como
modificadores ou destruidores de antigenos. Esses antigenos assim modificados,
sofrem um clareamento mais eficiente e mais répido, que pode ser mediado por
células possuidoras de ScvR (DUNNE et al, 1994). Isso poderia resultar em uma
rede alternativa e econdbmica para apresentagdo de antigenos, maximizando a
resposta a antigenos processados por essas células de defesa, em contraste as
proteinas n&o modificadas que seriam reconhecidas e internalizadas por vias
regulares de menor eficiéncia imunoldgica. Isto foi sugerido recentemente por
outros autores trabalhando com proteinas oxidadas por métodos quimicos
(NICOLETTI et al, 1999), mas a oxidagdo mediada pela radiagéo podera ter uma
eficiencia maior no processo, conforme demonstrado por nossos resultados aqui
apresentados e em outros modelos semelhantes (PINHO et al, 1995; CARDI et al,
1998), representando um uso possivel da radiagdo na produgdo de imunégenos e
vacinas mais eficientes, faceta pouco explorada dos usos pacificos da radiagéo

ionizante.
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Conclusdes
Geral

Nossos dados indicam que a captacdo da CTXI, por parte de macréfagos, €
favorecida, devido a alteragdes oxidativas produzidas pelo tratamento com raios y

na molécula, e que este processo € mediado, na sua maioria, por receptores

“scavenger” presentes em macréfagos.

Especificas

Nossos dados nos levam a concluir que:

1-O tratamento da CTX com raios y (2kGy-*Co) induziu alteragbes na
molécula, provavelmente se resumindo a oxidagcdo de epitopos na estrutura
terciaria da toxina;

2-Os anticorpos policlonais (coelhos imunizados) produzidos contra a CTXI
reconheceram perfeitamente a CTXN, e vice-versa, mostrando que as alteragbes
da molécula de CTX apoés tratamento com raios y, ndo foram suficientes para
impedir o seu reconhecimento pelo anti-CTXN.

3-Macréfagos peritoneais de camundongos, quando ensaiados com as
amostras de CTX, mostraram um perfil de captacéo preferencial da CTXI; por
imunohistoquimica, a viabilidade das células esteve preservada, sugerindo
auséncia de agressao da toxina sobre as células.

4-A observacdo de vacuolos fagociticos dos macréfagos residindo na
periferia nuclear sugere fortemente o franco metabolismo do produto endocitado

(CTXI), padréo esse que foi encontrado de forma pouco evidente para a CTXN.
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5-Por ELISA in situ, observa-se que a captacéo da CTXI € cerca de 2 vezes
maior que a CTXN, mostrando um aumento com O tempo de ensaio. Esse fato
sugere que os macrofagos captam a CTXI de forma constante, ndo sendo esta
captacéo regulada por sistemas do tipo “feed-back”.

6-A presenca de proteinas do soro fetal bovino foi capaz de interferir com a
captacdo da CTXN, mas ndo da CTXI, levando a crer que, pelo menos grande
parte da CTXI é captada por uma via ndo compartilhada com a forma nativa da
CTX

7-A incubacgéo a frio das amostras de CTX com macréfagos(ensaio de
ligacéo a 4°C), mostrou o mesmo perfil encontrado para o ELISA in situ, sugerindo
que a CTXI poderia estar sendo reconhecida por receptores de superficie
presentes nos macrofagos. |

8-Quando incubada juntamente com bloqueadores de ScvR, a CTXI
apresentou uma captagéo significativamente diminuida, o que nao ocorreu com a
CTXN; esses resultados nos levam a crer que a CTXl é endocitada pelos
macréfagos, na sua maioria, via ScvR presentes nessas células.

9-Provavelmente, existem duas vias de captagdo da CTXI. Uma delas, mais
répida, envolveria a presenga de ScvR, e seria dependente de alteragbes
oxidativas induzidas na molécula pelo tratamento com raios y. A outra, mais lenta,
nao envolveria aqueles receptores e néo dependeria de alteragbes da molécula, e
seria compartilhada com a CTXN.

10-O método imunohistoquimico (imunoperoxidase indireta — Sistema

ABC), se mostrou eficiente em determinar a localizagao celular das amostras de
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CTX, bem como possibilitou avaliar a viabilidade e a integridade das mesmas
durante o tempo de ensaio.

11-O método de ELISA in situ demonstrou aita reprodutibilidade e
sensibilidade, sendo extremamente Util na quantificacéo de proteinas endocitadas
por macréfagos.

12-A CTXI consiste em um imunogeno eficiente pois, além da sua baixa
toxicidade e alta imunogenicidade, apresenta a propriedade de interagir
prontamente com fagocitos.

13-0 tratamento de proteinas com raios y tem se mostrado um método
extremamente eficiente no que ser refere a produgdo de imundgenos menos

toxicos e mais prontamente reconheciveis pelo sistema imune.
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