,

=¥

UNICAMBP

Avaliacao da Capacidade da Clusterina em Modular a Inflagnacae
efSell Papel na Remodelacao Prostatica Apos Castracaos

CORREA, R. O."; PIMENTEL, S. B."; STACH-MACHADO, D. R.%; CARVALHO, H. F.

'Laboratdrio de Matriz Extracelular, Departamento de Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica
* Laboratério de Imunologia Aplicada , Departamento de Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica

% IB

Instituto de Biologia

Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

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 funcdes 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 expressao de Clusterinal3l. Uma idéia aceita é que a Clusterina estaria
presente nos tecidos sujeitos a remodelacao.

Nossa hipotese é 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-inflamatoérias (IL-1, IL-6, TNF-a) e anti-inflamatodrias (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 fracdes 32-44, com bandas de massa aproximada de 60 kDa, valor
este condizente com o da subunidade da Clusterina descrita na literatural®. No primeiro pico
nao houve deteccao da proteina.
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Figura 1) A — Grafico da leitura da absorbancia (280nm) das fracdes coletadas da Sepharose CL6B; B — Western Blotting das fracdes selecionadas.

Passou-se o pool das fracoes 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.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

N

castration:

[5] Parham, P. O Sistema Imune. Porto Alegre: Artmed, 2001. p. 14-17.

1] Price D (1963) Comparative aspects of development and structure in the prostate. Natl. Cancer Inst Monogr 12: 1-27

] Pfau A, Caine M (1980). In: Spring-Mills E, Hafez ESSE (eds) Male Accessory Sex Glands. Elsevier-North-Holland, New York, p. 357

3] Bruni-Cardoso A, Augusto TM, Pravatta H, Damas-Souza DM, Carvalho HF. 2009a. Stromal remodeling is required for rat ventral prostate progressive involution after
identification of a matrix metalloproteinase-dependent apoptotic wave. Int J Androl, in press.

[4] Shannan, B. et al. (2006) Challenge and promise: roles for clusterin in pathogenesis, progression and therapy of cancer. Cell Death Differ. Jan;13(1):12-9.

A B

0,800 -
0,700 - MW
0,600 - + kDa

) 10 20 30 40 50 60
-0,100 - Fragbes

“maa

30 31 32 33 36 38

Absorbéancia (280nm)
o o o o o
o = N w S
8 8 8 8 8
N_‘ +
F(— ®
(W)
Iﬂ

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 filtracdo 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.

A B C D

kDa pw kDa MW

1 0,600 -
2,500 -
0,500 - 75- 75 - L "
2,000 1 0,400 -
| g° 50- ok 44
’ & 0,300 - 50 - m
1,000 -
0,200 -
0,500 -
0100 | _ _ _ _ i b 7 8
0,000 - . . T .
- T T T T
6 7 8 9

Absorbancia (280nm)
=
(O}
8
Absorbancia (280nm)

2 4 6 8 10 12 14 0,000

FragGes .
Fracdes

Figura 3) A — Grafico da leitura da absorbancia (280nm) das fracOes coletadas da Superdex G-200; B — Concentracao de proteinas (em
ug/uL) pelo Método de Bradford; C — SDS-PAGE das fracdes selecionadas; D — Western blotting das fracdes 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 apo0s 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 ceélulas 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 macrofagos do primeiro dia para a fase mais efetora de

controle da inflamacaol®!.
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Figura 4) Contagem das células do sistema imune para os 4 dias, sendo A — Grafico de neutrdfilos; B — Grafico de Macréfagos e C — Grafico

de Linfdcitos. 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 bioquimicas e
imunoquimicas na tentativa de obter a purificacao da Clusterina. O resultado final de
Western blotting nos levava a crer que estavamos perto da purificacao, mas uma analise
amino-terminal mais confiavel nos mostrou que a banda em que nos baseavamos nao se
tratava da Clusterina. Por ventura, o projeto teve que ser cancelado nos ultimos dois
meses devido a participacao do aluno no programa “Ciéncia sem Fronteiras”.

Assim sendo, concluimos para esse projeto que nao foi possivel alcancar a purificacao
da Clusterina. Porém, esse trabalho ira contribuir com um grande background que servira
de base para novos trabalhos sobre a Clusterina que estao sendo realizados no
laboratorio, bem como uma provavel continuacao deste. Imaginamos que com alguns
ajustes finais, conseguiriamos purificar a Clusterina, pois todos os resultados nos levavam
a crer que estavamos bem proximos, e com isso partir para os testes em cultura celular
gue seriam mais rapidos e faceis.
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