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RESUMO

O organismo aerobio esta constantemente exposto as espécies reativas de oxigénio (EROS), as
guais em baixas propor¢gbes estdo envolvidas na manutencdo do organismo como a proliferacdo e
diferenciacéo celular. No entanto, seu excesso pode levar a apoptose celular. Nosso organismo possui
diversas proteinas antioxidantes como tiorredoxina, glutarredoxina e glutationa, que séo responsaveis
pela contencéo das EROS secretadas por fagdcitos. Caso essa acédo antioxidativa ndo seja capaz de
suprir esse mecanismo de acdo das EROS, acaba ocorrendo o estresse-oxidativo, levando a apoptose
celular. Inimeras doencas sdo causadas pela falha desse mecanismo, como inflama¢édo exacerbada,
doencas neurodegenerativas e algumas doencas cronicas. Estudos com a tiorredoxina humana
recombinante (rhTrx) ttm mostrado sua ag¢&o anti-inflamatdria, como no caso da pancreatite crénica em
camundongos. Neste projeto a tiorredoxina bacteriana (Trx) foi produzida e avaliada quanto ao seu efeito
sobre o influxo leucocitario induzido pelo lipopolissacarideo (LPS) em modelo de bolsa de ar em
camundongos. Para tanto, seguimos alguns protocolos a fim de obter a proteina recombinante livre de
LPS. Os resultados obtidos permitiram verificar eficiéncia na produgcdo da Trx bacteriana. Além disso,
verificamos que a injecdo intravenosa da Trx in vivo mostrou-se satisfatoria na inibicdo do influxo
leucocitario induzido pela injecdo de LPS em bolsa de ar no dorso de camundongos em comparagéo ao
obtido em camundongos injetados somente com LPS. Pbde ser observado ainda, que esse influxo de
leucécitos foi predominantemente de neutréfilos. Deste modo, os resultados sugerem que a Trx
bacteriana apresenta potencial anti-inflamatério como o descrito para a humana.

Palavras chave: Tiorredoxina bacteriana, Tiorredoxina humana, influxo leucocitario, efeito anti-
inflamatério.

SUMMARY

The aerobic organisms are constantly exposed to reactive oxygen species (ROS), which in lower
concentrations are involved in the homeostasis of the organism such as the cellular proliferation and
differentiation. However, the ROS athigher concentration can induce cell apoptosis. Distinct antioxidative
proteins such as thioredoxin, glutaredoxin and glutathione are responsible by the containment of ROS
secreted by phagocytes. If this higher production of ROS is not suppressed by these proteins, it is
observed the oxidative stress, which results in cellular apoptosis. Several diseases are resulting by a fault
in this ROS control such as chronic inflammation, neurodegenerative diseases and some chronic
diseases. It has been showed that recombinant human thioredoxin (rhTrx) has an anti-inflammatory effect,
as described in chronic pancreatite developed in mice. In this work, it was produced the bacterial
thioredoxin (Trx) and analyzed its effect in the leukocyte influx induced by lipopolysaccharide (LPS)
injection in air pouch model in mice. Some protocols were done to obtain the recombinant thioredoxin LPS
free. The results showed that the intravenous injection of Trx presented a satisfactory effect in to inhibit the
leukocyte influx induced by LPS injection when compared with those observed in LPS injected mice.
Furthermore, it was observed that the neutrophils were predominant in the pouch air of mice. In this way,
the results suggest that the bacterial Trx presents a promise anti -inflammatory effect such as described
for the human Trx.
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Introducéo

Ao longo de milhdes de anos de evolugdo os animais vertebrados
desenvolveram elaborados mecanismos de defesa contra a presenca de
patdgenos no organismo. Os fagocitos profissionais (neutréfilos e mondcitos,
quando na corrente sanguinea e macréfagos quando no tecido) desempenham
papel essencial nesses mecanismos que garantem a homeostasia e
sobrevivéncia do organismo. Os neutrofilos sdo oriundos das células
hematopoiéticas pluripotentes da medula &éssea, compreendem a maior
porcentagem dos glébulos brancos na circulagéo (50-70%) e apresentam como
caracteristicas principais nucleo multilobulado com citoplasma contendo
granulos, sendo, essas células essenciais para resposta inflamatoria aguda e
capazes de reconhecer, fagocitar e eliminar grande parte dos patdégenos que
entrem em contato com 0 nosso organismo®. Os neutréfilos circulantes sdo
recrutados para o sitio de infeccéo por sinais quimiotaticos®. Ao chegar no local
da infeccdo, o neutrofilo envolve o patogeno com sua membrana formando, o
fagossomo, processo conhecido como fagocitose. Esse fagossomo por sua vez
se funde com a vesicula lisossomal, formando o fagolisossomo. Dentro dessa
vesicula estdo as EROS, que sdo moléculas responsaveis pela acao
microbicida’,

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo moléculas que possuem um
ou mais elétrons desemparelhados no centro dos atomos de oxigénio®. O
mecanismo oxidativo se inicia quando o &nion superdxido (O.? oxida o
complexo nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase (NADPH-
oxidase) causando a “explosdo respiratéria™. Essas EROS sdo produzidas
continuamente na cadeia respiratéria das mitocondrias®. No organismo, os
radicais livres estdo envolvidos na fagocitose (como ja citado), regulacdo de
crescimento celular, sinalizacéo intercelular e apoptose. No entanto, 0 excesso
de EROS acarreta efeitos prejudiciais, como lipoperoxidacdo de membrana e
oxidacao de proteinas, podendo também danificar macromoléculas como DNA,
levando a morte celular®. Sob certas circunstancias, esse efeito das EROS
pode ser reversivel, porém em 80% dos casos ndo é possivel corrigi-lo®. O

estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as moléculas



oxidantes e antioxidantes, que pode ser causado por um distarbio na producéo,
distribuicdo ou por superabundancia das EROS e ainda por fontes danosas ou
ambientais (como por exemplo, a radiacdo). Deste modo o estresse oxidativo
tem sido vinculado com varias patogéneses que variam de cardiovasculares a
neurodegenerativas até alguns tipos de cancer e envelhecimento. As EROS
podem atuar tanto como causa quanto como consequéncia de patologias
humanas®. Diante disso, mecanismos sdo observados no sentido de conter os
danos oxidativos resultantes da acdo das EROS que inclui a producédo de
enzimas antioxidantes®. A regulacdo da sintese/neutralizacdo de EROS é
mediada pela producdo de proteinas antioxidantes como tiorredoxina (Trx),
glutarredoxina e glutationa. Essas proteinas apresentam funcdes tiol-
dependentes que visam a manutencdo do ambiente intracelular reduzido e
assim o controle do estresse e da inducdo de apoptose’.

As Tiorredoxinas (Trx) séo proteinas termoestaveis, de baixo peso
molecular (cerca de 12 kDa). As Trxs catalisam reacdes de 6xido-reducéo por
um mecanismo de transferéncia de elétrons de um grupo ditiol para dissulfetos
de vérias proteinas alvos através de duas cisteinas ativas, que estdo
separadas por um par de aminoacidos os quais formam um sitio catalitico
conservado (CYS-GLY-PRO-CYS)®. O sistema tiorredoxina é composto por
Trx, Trx redutase e NADPH, descrito por Reichard e colaboradores em 1964,
como um sistema de reducdo de acido ribonucleico (RNA) em acido
desoxirribonucleico (DNA)®. A sequéncia da Trx bacteriana revelou um sitio
ativo também altamente conservado formado pela sequéncia Cys32-Gly-Pro-
Cys35 que é encontrado tanto em genomas procariotos quanto em
eucariotos™®.

A acdo da Trx contra o estresse oxidativo se da pela eliminacdo das
EROS e estudos demonstraram que a Trx € capaz de suprimir a inflamacéo,
regulando o influxo de neutréfilos apresentando assim, acéo anti-inflamatoria.

Seguindo essa linha, estudos demonstraram que o uso da Tiorredoxina
humana recombinante (rhTrx), tem capacidade em bloquear a quimiotaxia

induzida por lipopolissacarideos (LPS) em modelo de bolsa de ar em murinos®.



Tendo em vista essas observacdes o objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito da Trx bacteriana sobre o influxo leucocitario induzido pela injecao de
LPS em bolsa de ar no dorso de camundongos. O estudo proposto visa
contribuir para desvendar o potencial anti-inflamatério da Trx de E. Coli em
relacdo aos estudos realizados com a Trx humana. Nesse sentido, a Trx
bacteriana podera ter uma aplicacdo economicamente interessante para
estudos voltados para desenvolvimento de alvos terapéuticos de desordens
imunoldgicas.

Métodos

Expressao da Tiorredoxina

Para a obtencéo da Trx bacteriana foi utilizado o vetor pet-32, que ja traz o
gene da Trx clonado™. No pET-32 a Trx é expressa como uma proteina de
fusdo recombinante, contendo seis caudas de histidinas, o que permite a
purificacdo da proteina por afinidade ao Niquel'>. Portanto, bactérias
BL21(DES3) pLyS (50 uL), previamente congeladas foram transformadas com o
vetor pET32 (5 pL) por eletroporagéo utilizando o eletroporador (SONICS) que
através de choque elétrico desestabilizou a membrana da bactéria permitindo a
entrada do vetor. Apds essa etapa, foi acrescido 1 mL do meio de cultura Luria-
Bertani (LB) composto por Triptona, extrato de levedura e agua bi-destilada
(Milli-Q) e realizada a incubacdo a 37°C/30 minutos, para recuperacdo da
bactéria. Em seguida, foram acrescentados 15 mL de meio LB contendo 100
pug/mL do antibiético ampicilina (AMP) na suspensao bacteriana e realizada
incubacédo a 37°C/16 horas (pré-inéculo).

Apoés essa incubacéo foram acrescentados 250 mL de meio LB contendo
AMP (100 pg/mL) e nova incubagao foi realizada a 37°C sob agitagédo, por
aproximadamente 2 horas. Ao final desse periodo, foi realizada a leitura da
Densidade Optica (DO) da cultura utilizando o filtro de 600 nm em
espectrofotometro (SpectraMax M2). Apd6s atingir a DO desejada (0,6 a 0,8),
uma amostra da cultura bacteriana foi coletada para anéalise em SDS-PAGE
(Tempo O de inducdo da expressdo-T0O). No restante da cultura foram
adicionados 15 pL de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG - 1mM/mL)



para a inducéo da expressdo da proteina e realizada a incubacao sob agitacédo
a 37°C/4 horas. Ao final desse periodo, a cultura foi centrifugada 8.000 xg/10
minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento armazenado. Uma amostra
dessa cultura foi coletada para analise da expressdo da proteina apos a

inducdo com IPTG (Tempo de inducéo-Ti).

Purificacdo da proteina recombinante por IMAC

O sedimento foi ressuspenso em 10 mL de Tampéao Fosfato de Sédio 20
mM + NaCl 0,5 M (tampé&o de lavagem e equilibrio) . Em gelo a amostra foi
submetida a um ciclo de sonicag&o por 1 minuto e repouso de 4 minutos (etapa
repetida por 4 vezes). Esse processo permitiu a lise bacteriana e o lisado foi,
entdo centrifugado a 8.000 xg/10 minutos. O sobrenadante do lisado foi
utilizado para purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de
afinidade a metal. Para isso, o lisado foi incubado com 2 mL da resina de
Niquel previamente tratada com Tampédo de Lavagem por 30 minutos em
homogeneizador para tubos tipo Carrossel. Feito isso foi realizada a lavagem
com Tampédo de Lavagem (Fosfato de Sodio 20 mM+ NaCl 0,5 M+Imidazol
70mM) por quatro vezes. A eluicdo da proteina ligada a resina foi realizada com
a aplicacédo de 4 mL de Tampao de Eluicdo (Fosfato de Sédio 20 mM+NacCl 0,5
M+Imidazol 1M) por meio da incubacéo por 1 hora em Carrossel. O material
eluido foi dialisado contra 1 litro de tampédo salina tamponada com fostato
(PBS) por 16 horas.

Remocao de Lipopolissacarideos (LPS) em coluna de Polimixina-B

Para a remocao de conteudo de LPS da amostra de Trx todas as solucdes
foram preparadas com material apirogénico e os procedimentos realizados em
ambiente estéril. A metodologia utilizada foi baseada em protocolo fornecido
pelo frabricante (Thermo Scientific). A coluna de polimixina foi previamente
preparada, atraves de centrifugacdo de 500 xg/1 minuto para retirada do &lcool.

Foram transferidos 9 mL de NaOH 0,2M mantidos em posi¢ao vertical a
temperatura ambiente por 18 horas. Em seguida, a coluna foi centrifugada a

500 xg/1 min. a solugdo coletada por centrifugacdo e o sobrenadante



descartado. O mesmo procedimento foi repetido e em seguida, a coluna foi
lavada com PBS. Ao final, a amostra contendo a Trx foi adicionada a coluna e
realizada a incubacéo por 1 hora.

ApoOs esse procedimento a coluna foi centrifugada a 500 xg/1 min. e o
volume contendo a Trx livre de LPS foi coletado. Novamente foram
acrescentados 2 mL de PBS a coluna e realizada a centrifugacdo. O material

foi coletado e armazenado.

Remocdao de Lipopolissacarideos (LPS) pelo detergente Triton X-114

Para 1 mL da Trx foram acrescentados 100 pL do Triton seguida de
homogeneizacdo com auxilio de micropipeta. A amostra foi incubada em gelo
por 30 minutos, com agitacbes em vortex a cada 10 minutos. Apds esse
procedimento, a amostra foi incubada em banho maria 37°C/5 minutos seguida
de centrifugacdo por 13.000 rpm/5 minutos. A solucdo no tubo tornou-se
bifasica e foi retirada a fase aquosa contendo a Trx de maneira cuidadosa.
Esse processo foi repetido por 6 vezes de acordo com o protocolo previamente
estabelecido no laboratorio. A amostra de Trx foi dialisada contra 1 litro de
PBS, sob agitacdo por 18 horas e posteriormente estocada a 4° C.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). O gel de SDS-
PAGE foi utilizado diversas vezes para identificar o perfil eletroforético da Trx.

As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 15% sob condicoes
redutoras com tampao de amostra redutor (2,5 % DTT; 350 mM de Tris/HCI,
10% de SDS; 30% de glicerol; 1,2 mg de azul de bromofenol; 9,3% de 2-
mercaptoetanol) fervidas no banho seco a 99°C por 5 minutos. As amostras
obtidas foram aplicadas no gel e submetidas as seguintes condi¢cdes de
corrida: 110V, 55mA por 3 horas. Apés a eletroforese os géis foram corados
com azul de Coomassie R-250" e o marcador molecular das amostras foi o

Page Ruler.

Quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford



Foi utilizado o método de dosagem de proteinas proposto por Marion
Bradford (1976), que é um método rapido e sensivel. Onde o reagente
Comassie Brilliant Blue B-250 se associa as macromoléculas da proteina e os
aminoacidos associados ao reagente, se excitam e absorvem o feixe de luz
emitido a 595 nm pelo espectrofotdmetro®. Foi feita a diluicdo seriada em
duplicata, avaliando a Curva de calibragcédo realizada com Albumina de Soro
Bovino (BSA). A curva padrao foi iniciada com a amostra de BSA na
concentracdo de 1 mg/ml. As amostras foram diluidas com PBS e em
concentracOes diferentes em placa de 96 pogos na razdo pura, 1:5 e 1:10,
(volume final de 50 pL/pogo). Foram acrescentados 150 pL do reagente de
Bradford (SIGMA) em cada poco. Em seguida, as placas foram lidas em

espectrofotdmetro utilizando o filtro de 595 nm.

Quantificacdo de proteinas através do Nanodrop

Os espectrofotdbmetros requerem um volume de amostra muito grande e
curvas de calibracdo. O nanodrop é capaz de analisar concentracdes proteicas
a 280nm em volumes de amostras de 0,5-2,0 pL'®. Assim, analisamos a
concentragdo proteica nas diferentes amostras de Trx utilizando esse
equipamento. Para isso, solucdo PBS foi usada como calibrador do
equipamento considerando que as amostras de Trx foram dialisadas e diluidas
nessa solucdo. Foram analisadas as amostras: Trx pos-dialise; Trx livre de LPS
pelo método de Polimixina e Trx livre de LPS utilizando o método de incubacéo
com Triton X-114.

Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos
machos com 7-8 semanas da linhagem BALB/c, obtidos no biotério Central do
Instituto Butantan. O uso dos animais foi aprovado pela Comissdo de Etica no
uso de Animais - Instituto Butantan (CEUAIB) n° 993/12.

Os animais foram mantidos no biotério do laboratério. No dia -7 foi
realizada a pesagem de todos os animais para preparo da bolsa de ar e célculo



da solucéo anestésica (quetamina 80 mg/kg e xilasina 10 mg/kg). No dia -3 foi

realizada uma nova pesagem dos animais para a anestesia dos mesmos.

Modelo de Bolsa de ar

Nos dias -7 e -3 foi aplicada anestesia previamente calculada, como citado
acima, no periténeo como descrito por Nakamura e colaboradores (2001)*° ,
apos surtir o efeito da anestesia. A bolsa de ar foi induzida pela injecéo

subcutanea de 4 mL de ar estéril.

Inducé&o de Infiltrado Leucocitario

No dia 0 os animais foram separados em grupos (n=5). Dois grupos
experimentais receberam 1ug/2mL de LPS na bolsa de ar e 300 pL de Trx (40
Hg) ou PBS no plexo retrorbital. Dois outros grupos receberam 2 mL de PBS na
bolsa de ar e 300 puL de Trx (40 pg) ou PBS no plexo retrorbital (controles
negativos). Apés 4 horas, 1mL de PBS foi injetado na bolsa de ar e em seguida
os animais foram eutanasiados em camara de CO,. Em seguida, o volume
contido na bolsa de ar foi coletado com o auxilio de pipeta Pasteur, colocado

em tubo conico e mantido em gelo.

Contagem total de leucocitos

A concentracao das células no lavado da bolsa de ar foi determinada em
camara de Neubauer. Para tanto, as amostras foram diluidas na razéo 1:2 com
Azul de Tripan 0,2%. Essa amostra foi transferida pra camara de Neubauer e
realizada a leitura para contagem total de Leucécitos em microscopio 6tico

(Nikon) com objetiva de aumento de 40 vezes.

Contagem do Diferencial de Leucécitos

A partir da contagem total foram realizados os calculos para preparo das
laminas para andlise diferencial das populacées celulares. Para isso, 4x10*
células foram submetidas a centrifugacdo em CytoSpin (500 xg/5 minutos) em

laminas. ApoOs a secagem das laminas, estas foram coradas pelo método



Pandtico Rapido e analisado no microscépio Optico com objetiva de aumento

100x com auxilio do éleo de imersao?’.

Resultados

Producéo e purificagcéo da tiorredoxina

O vetor pET-32 (Figura 1) é utilizado na clonagem de sequéncias de
peptideos fusionadas ao complexo proteina-tiorredoxina 109aa Trx-Tag,
fazendo com que haja altos niveis de expresséo e que a proteina seja soluvel.

Assim sendo, utilizamos este vetor para obter a proteina de interesse, TrX,
o pET-32 possui a regido promotora T7 que é reconhecida pela T7 RNA
polimerase do fago A, 0 gene desta polimerase encontra-se inserido no
cromossomo das bactérias designadas como DE3 sob controle do promotor
lacl*® que foi induzido pelo IPTG, o que induziu a bactéria a expressar a
proteina recombinante. A expressao da Trx foi realizada em bactéria E.coli
BL21 (DE3) pLys a 37° C. Em cada etapa da expressdo da Trx assim como
apos a purificacdo, amostras foram coletadas para a analise em gel de SDS-
PAGE 15%.

Na Figura 2 observa-se a presenca de uma banda com massa molecular
entre 12 e 20 KDa (Trx) que pode ser observada no gel em menor intensidade
na amostra TO e em maior intensidade, apés a inducdo com IPTG(Ti). Apos a
expressao da proteina na linhagem bacteriana descrita acima, seguiu-se para o
processo de purificacdo desta & partir do extrato bacteriano, utilizando a
cromatografia de afinidade em resina de Niquel-sepharose. A proteina
recombinante, mostrou-se sollvel e apds a determinacdo da concentracéo
proteica por Bradford e Nanodrop foi observada a producéo de 24,25 mg/250
mL de cultura. Para a obtencédo da Trx livre de LPS, foram avaliados dois
meétodos, afinidade a Polimixina-B e incubacdo com Triton X-114. Apés os
procedimentos, as amostras de Trx obtidas foram analisadas em gel SDS-
PAGE 15% como mostra a Figura 2. Ainda na Figura 2 pode ser observado que
os procedimentos realizados nao interferiram na integridade da proteina visto

que o perfil eletroforético se manteve tanto na amostra antes dos
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procedimentos como nas amostras livres de LPS. Apos a determinacdo do
contetdo proteico nas amostras obtidas foi verificado que o protocolo de
utilizacdo da polimixina resultou em perda de 24,5 % da Trx. No entanto, a
dosagem proteica da amostra de Trx submetida a incubacdo com Triton X-114
foi maior que a da amostra de pré-incubacéo, sugerindo que residuos de Triton
X-114 na amostra podem ter interferido nas analises. Considerando esses
resultados, a amostra de Trx obtida apds incubacdo com polimixina foi

manipulada em esterilidade e utilizada nos procedimentos seguintes.

Efeito da Trx sobre o influxo Leucocitario induzido pelo LPS

Para avaliar a atividade da Trx sobre o influxo leucocitario, foi utilizado o
modelo de bolsa de ar induzida no dorso de camundongos. Para tanto, a Trx ou
PBS foi injetado via endovenosa em camundongos e imediatamente apds, uma
amostra de LPS diluida em PBS estéril foi injetada na bolsa de ar. Como
controle negativo, PBS ou Trx foi injetado via endovenosa e PBS foi injetado na
bolsa de ar de camundongos. ApGs 4 horas, os animais receberam 1 mL de
PBS na bolsa de ar, massageados e em seguida eutanasiados em camara de
CO,. Através de um pequeno corte no dorso do animal, foi retirado o lavado da
bolsa e a partir desse material realizada a contagem total e diferencial das
células inflamatérias. Como pode ser observado na Figura 3A, o LPS induziu o
influxo leucocitario (68 x 10°/mL) na bolsa de ar dos camundongos em relacéo
ao obtido na bolsa de ar dos camundongos injetados somente com PBS (24,5 x
10°/mL). Portanto, o LPS induziu aumento de 3 vezes no nimero de células em
relacdo ao PBS. Por outro lado, os animais que receberam a injecao de LPS no
dorso e Trx endovenosa apresentaram migracéo leucocitéria de 23 x 10°/mL o
gue mostra que em comparagao ao controle positivo (LPS) a Trx foi eficaz em
inibir a migragéo leucocitaria em até 3 vezes. Na figura 3B, foram avaliadas as
populagcbes leucocitarias migradas para a bolsa de ar dos grupos de
camundongos. Tendo em vista que os neutréfilos respondem pela populacéo
encontrada em maior quantidade na corrente sanguinea, essas celulas, quando
no tecido se mostraram elevadas em todos 0s grupos em comparacao as

outras populagdes encontradas.
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A contagem do diferencial de células revelou que os camundongos que
receberam LPS no dorso apresentaram neutrofilia em comparagdo aos que
receberam PBS. J4 os camundongos tratados com a Trx, conseguiram conter a
migracdo de neutrdfilos para a bolsa de ar estimulada com LPS, em relacéo ao
grupo salina/LPS. Os resultados mostraram ainda que 0S animas que
receberam LPS tiveram menor numero de linfécitos e macrofagos em relagcédo
aos outros grupos experimentais. A populacdo de linfocitos se mostrou elevada
nos camundongos que receberam LPS na bolsa de ar e Trx endovenosa em
comparacao aos animais nao tratados com Trx ou que receberam PBS na
bolsa de ar. Os camundongos que receberam LPS na bolsa de ar, os tratados
e 0S nao tratados com Trx endovenosa, apresentaram uma diminuicdo de
eosinofilos quando comparados aos animais que receberam PBS na bolsa de
ar. As populagbes celulares como macrofago, linfocito e eosindfilo, néo
conseguiram estabelecer relacdo do efeito anti-inflamatério da Trx, como o

neutrofilo conseguiu.

Discusséo

A producdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) é parte integrante
do organismo aerdbio e esta inserida em diversas condigdes fisiologicas.

Sendo assim, as EROS possuem importante papel nas funcbes
biolégicas, como a fagocitose, momento em que essas espécies sao
produzidas para eliminacdo do patégeno. EROS sdo moléculas de oxigénio
que possuem um elétron desemparelhado em sua camada orbital externa.

Essas moléculas sédo capazes de colidir com outras moléculas, retirando
os elétrons dessas substancias, alterando sua conformidade molecular®®. Os
principais tipos de EROS s&do Radical Superoxido (02); Peroxido de
Hidrogénio (H.0,); Radical hidroxila e Oxigénio Singleto (O21).

Tem-se um interesse grande pelas EROS, por estas estarem ligadas a
inUmeras doencas como resposta inflamatoria sistémica, transplante de érgaos,
insuficiéncia cardiaca e respiratéria, entre outros®®. No entanto, altas

concentracdes de EROS podem resultar em danos celulares e teciduais.
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Para o controle dessas situagfes, proteinas antioxidantes exercem papel
fundamental na manutencdo da homeostasia’*?’. Dentre essas proteinas, a
tiorredoxina apresenta cerca de 12 KDa e exerce sua funcdo antioxidante de
maneira tiol-dependente, possuindo um sitio conservado, com cisteinas em
suas extremidades (Cys-Gly-Pro-Cys)'°. Além disso, achados na literatura tem
descrito a acao anti-inflamatoéria da Trx, segundo Nakamura e colaboradores
(2001)*® niveis elevados de Trx na circulacdo, interferem na quimiotaxia dos
neutrofilos para o local da lesdo. Resultados preliminares ja conseguiram
relatar seu auxilio em lesdes por isquemia.

Nesse sentido, foi produzida a Trx bacteriana e avaliado o seu efeito sobre
o influxo leucocitario induzido pelo LPS em modelo de bolsa de ar em
camundongos. Os protocolos de expressdo e purificacdo aqui utilizados
permitiram a obtenc&o da Trx na forma soltvel e com alto rendimento.

Considerando que a Trx foi produzida em bactérias e que o conteudo de
LPS nestas amostras podem induzir ativacdo do sistema imune ou ainda levar
a chogue endotoxico, realizamos a eliminacdo das endotoxinas nas amostras
de Trx. Os resultados permitiram verificar que os protocolos utilizados né&o
alteraram a integridade da Trx, o que possibiltaram a realizacdo dos
experimentos in vivo. Os resultados aqui obtidos, conseguiram reforcar o que
relata a literatura. Uma vez que a Trx se mostrou eficiente tanto para acéo

antioxidante quanto para o efeito anti-inflamatério.

Conclusdes

Os resultados obtidos sugerem que apesar da Trx bacteriana apresentar
potencial anti-inflamatério como o observado com a Trx humana, apesar de
ambas apresentarem baixa homologia. Além disso, esses resultados abrem
novas perspectivas de estudo do mecanismo de acdo desta proteina em outros
modelos de inflamag&o aguda resultante de excessivo estresse oxidativo que

acarreta inimeras doencgas.
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Figura 1 — Esquema do vetor pET-32 com seus sitios de clonagem e

resisténcia. Proteina de fusdo Tiorredoxina, identificada pela seta preta®®.
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Figura 2 — Amostras de Trx antes e apds a eliminacéo do LPS.
MM — marcador molecular; 1 — TO, extrato bacteriano antes da
inducdo com IPTG; TI, extrato bacteriano ap6s inducdo com
IPTG; 3 — Trx antes do processo de remocéo de LPS; 4 — Trx
apos o processo de remocao de LPS com o detergente Triton-
X114; 5 e 6— Trx apOs 0 processo de remocdo de LPS em
coluna de Polimixina — B. SDS — PAGE 15% condi¢cbes de
corrida: 110V, 55mA por 3 horas, gel foi corado com Azul de

Comassie R-250%,
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Figura 3. Influxo leucocitario em bolsa de ar em camundongos
BALB/c.

A- Contagem de leucécitos no lavado da bolsa de ar em
camundongos injetados com LPS ou PBS e que receberam Trx
ou PBS via endovenosa. O influxo leucocitario foi avaliado apos
4 horas da injecdo do LPS e determinado pela contagem em
camara de Neubauer em microscéopio O6tico. Os resultados
foram expressos como a média do numero de células obtidos
em 5 animais/grupo = desvio padrdo. ** p < 0,05 grupo LPS
comparado ao grupo LPS que recebeu Trx iv.

B- Porcentagem das diferentes populagdes celulares no lavado
inflamatorio obtido nas bolsas de ar de cada grupo
experimental. LAminas contendo 4x10* células dos lavados
inflamatorio foram coradas com alcool, eosina e hematoxilina e

utilizadas para contagem diferencial de um total de 100 células.




