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INTRODUCAO

A prostata é uma glandula acesséria do aparelho reprodutor de todos os mamiferos!l],
sendo responsavel pela producao e armazenamento do liquido prostatico. A motivacao para o
estudo dos mecanismos de regulacao do crescimento e da fisiologia prostatica resulta da
existéncia de varias complicacdes patoldgicas que afetam essa glandulal2l.

A Clusterina € uma molécula com funcoes complexas. Na prostata, sua expressao se da em
resposta a castracao. Recentemente demonstrou-se que ha uma sobreposicao entre os picos
de apoptose e o pico de expressdo de Clusterinal3l. Uma idéia aceita é que a Clusterina estaria
presente nos tecidos sujeitos a remodelacao.

Nossa hipotese € que a forma sulfatada e secretada da Clusterina tem papel modulador da
resposta imune, orquestrando a acao de diversos tipos celulares na remodelacao tecidual e
inibindo a resposta inflamatoria. Sua atuacao modularia a resposta imune, cooperando assim
com o aspecto tolerogénico da apoptose das células epiteliais prostaticas apos castracao.

OBIJETIVO

Purificar a Clusterina a partir de plasma humano e testar seus efeitos sobre as atividades
de células do sistema imune, mais especificamente a producao de NO, e producao de
interleucinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a) e anti-inflamatdrias (IL-10, TGF-[3) por
macrofagos in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Purificacao da Clusterina: Utilizou-se da técnica de cromatografia, na qual o plasma passou
por 3 colunas distintas; a primeira trata-se de uma coluna de gel filtracao, que separa os
maiores elementos do plasma, a segunda de troca-iOnica, que separa as proteinas por carga,
e a ultima, também de gel filtracao, para separar os elementos menores.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Purificacao da Clusterina:

A leitura da absorbancia das fracoes coletadas na coluna de gel filtracao Sepharose CL6B
apresentou dois picos. No segundo, SDS-PAGE e Western blotting nos mostraram possivel
presenca da Clusterina nas fracoes 32-44, com bandas de massa aproximada de 60 kDa, valor
este condizente com o da subunidade da Clusterina descrita na literatura!*l. No primeiro pico
nao houve deteccao da proteina.
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Figura 1) A — Grafico da leitura da absorbancia (280nm) das fragcdes coletadas da Sepharose CL6B; B — Western Blotting das fracdes selecionadas.

Passou-se o pool das fracdes 32-44 pela coluna de troca-ibnica DEAE-Sephacel, na qual
também aplicou-se um gradiente de concentracao para soltar as proteinas aderidas a resina.
As fracoes 30-37 apresentaram possivel presenca de Clusterina com bandas de massa
aproximada de 60 kDa, enquanto as fracdes anteriores e posteriores nao apresentaram.
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Figura 2) A — Grafico da leitura da absorbancia (280nm) das fracdes coletadas da DEAE-Sephacel; B — Western Blotting das fracdes selecionadas.

O pool das fracdoes 30-37 foi liofilizado e ressuspendido em menor volume para
passagem na coluna de gel filtracao Superdex G-200. Na leitura espectrofotométrica vé-se
maior absorbancia na fracao 7, a mesma que apresenta maior concentracao de proteina
pelo Método de Bradford (dada em pg/uL). SDS-PAGE mostra presenca de proteinas com
bandas de massa aproximada de 60 kDa. Western blotting revela possivel presenca da
Clusterina, com bandas também em massa aproximada de 60 kDa, nas fracoes 7 e 8.
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Figura 3) A — Grafico da leitura da absorbancia (280nm) das fracdes coletadas da Superdex G-200; B — Concentracao de proteinas (em
ug/uL) pelo Método de Bradford; C — SDS-PAGE das fracOes selecionadas; D — Western blotting das fracoes selecionadas.

Recrutamento das Células do Sistema Imune:

A aplicacao intraperitonial de tioglicolato 3% gera nos camundongos um processo
inflamatorio inespecifico que recruta as diversas células do sistema imunolodgico.
Sacrificando-os de 24 a 96 horas ap0s a injecao, pode-se analisar em que periodo de tempo
ha maior migracao de um tipo celular, de maneira a saber qual o melhor dia para se coletar,
e posteriormente cultivar, as determinadas células de interesse.

Neutrofilos (Figura 4A) se apresentam em grande numero no primeiro dia, uma vez
gue sao as primeiras células a chegarem ao local de lesao. No entanto, seu numero cai de
maneira estatisticamente significativa ja no segundo dia, diminuindo ainda mais até o
quarto dia, pois essas células possuem um tempo de vida muito curto e morrem
rapidamente no local da inflamacao. Os macrofagos, por sua vez, comecam em numero
mediano, mas crescem de maneira estatisticamente significativa no terceiro dia (Figura 4B),
provavelmente devido ao seu papel fagocitario, que atua na “limpeza” da inflamacao. Os
linfocitos apresentam numeros semelhantes nos dias 1, 3 e 4, porém aumenta de maneira
estatisticamente significativa no segundo dia (Figura 4C), provavelmente porque sao
recrutados pelos neutrofilos e macréfagos do primeiro dia para a fase mais efetora de

controle da inflamacdol>!.
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Figura 4) Contagem das células do sistema imune para os 4 dias, sendo A — Grafico de neutréfilos; B — Grafico de Macréfagos e C — Grafico
de Linfocitos. Calculos estatisticos realizados pelo programa InStat3, teste ANOVA com Turkey a posteriori. Os valores estatisticamente
significativos sao aqueles que apresentam valor de p<0,05 para ambos os testes.
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CONCLUSAO

Neste projeto, submeteu-se o plasma humano as analises biogquimicas e
imunoquimicas na tentativa de obtermos a purificacao da Clusterina. O resultado final nos
mostra alta probabilidade de termos alcancado este objetivo, uma vez que o Western
blotting final revela apenas algumas bandas da possivel proteina e o SDS-PAGE nao mostra
outras bandas referentes a outras proteinas. Além disso, as bandas em questao
apresentam massa molecular condizente com a descrita na literatura.

Com relacao ao recrutamento das células do sistema imune, definiu-se que a coleta
para cultura das células seja efetuada no primeiro dia para os neutrofilos, no terceiro dia
para macrofagos e no segundo dia para os linfocitos. Com isso, para se fechar os objetivos
gerais do projeto, faz-se necessario testar, in vitro, os efeitos da Clusterina purificada
nestas células coletadas, de maneira a avaliar como esta proteina ira modula-las e com
isso, entendermos seu papel na remodelacao prostatica apos castracao.
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