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RESUMO

Sartori GP. Caracterizacdo e avaliacdo da atividade enzimética da toxina tetanica
submetida a radiacdo gama por Cobalto 60 (Dissertacdo). Sdo Paulo: Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Séo Paulo; 2019.

O tétano € uma doenca aguda de alta letalidade que acomete os terminais
nervosos impedindo a liberagdo de neurotransmissores inibitorios. Considerada
uma das toxinas microbianas mais potentes, o tétano ainda é um grave problema
de saude publica em paises subdesenvolvidos e sua principal forma de prevencgéo
se da através da imunizacdo. A vacina antitetanica é produzida a partir da
inativacéo da TeNT por formaldeido e pode causar diversos efeitos adversos. Uma
alternativa atualmente estudada € o uso da radiacdo ionizante para a diminuicao da
toxicidade de proteinas melhorando sua capacidade imunogénica e reduzindo
reacbes adversas pos-vacinais. A partir disso, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar o efeito da radiacdo ionizante na estrutura da toxina tetanica
submetida a diferentes doses de radiacdo gama por Cobalto 60 e analisar a
atividade enzimética residual ap0s a exposi¢éo a radiagdo. A modificagcdo estrutural
na toxina tetanica apos a radiacao foi determinada por SDS PAGE, que evidenciou
uma modificagdo gradual no perfil das proteinas com perda no volume da banda
conforme o0 aumento da dose e o surgimento de bandas a partir da dose de 5 kGy.
A andlise por MALDI-TOF demonstrou fragmentacdes nas massas moleculares
conforme o aumento da dose e possiveis agregacdes de fragmentos proteicos em
doses mais elevadas. Na andlise da preservagdo dos peptideos por digestéo
enzimatica e espectrometria de massa, houve uma discreta modificacdo no
reconhecimento até a dose de 4 kGy, nas doses subsequentes, o reconhecimento
foi minimo. A andlise da atividade enzimatica residual por fluorescéncia demonstrou
preservacdo de 65% da atividade mesmo em doses mais elevadas. Na avaliagdo
antigénica realizada por ELISA e Western Blot, foi possivel observar o
reconhecimento de anticorpos anti-TeNT frente as toxinas irradiadas nas diferentes
doses, com queda gradual conforme o aumento da dose, mas permanecendo com
niveis satisfatorios em todas as doses. Nossos dados sugerem que a radiacao
ionizante promoveu alteragBes estruturais na toxina tetanica, promovendo
fragmentacgéo e/ou agregacdo com o aumento da dose, porém também foi possivel
observar que a radiacdo atenuou a atividade enzimética e que seu reconhecimento
antigénico mesmo em doses mais elevadas permaneceu com bons niveis o que
indica a possibilidade de um possivel uso como imundgeno, contudo, estudos da
atividade enzimatica sobre doses mais elevadas necessitam serem realizados.

Descritores: Clostridium tetani. Tétano. Toxinas. Radiacdo Gama. Proteinas -
Estrutura



ABSTRACT

Sartori GP. Characterization and evaluation of the tetanic toxin enzymatic activity,
exposed to gamma radiation by Cobalt 60 (Dissertation). Sao Paulo: Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo; 2019.

Tetanus is an acute disease of high lethality which affects nervous terminals
blocking the liberation of inhibitory neurotransmitters. Tetanus toxin (TeNT) is
considered one of the most potent microbial toxins and the disease is still a major
issue to public health in developing countries. Its prevention is based on
immunization. Anti tetanic vaccine is produced by the inactivation of TeNT with
formaldehyde, which may cause several side effects. On alternative for this is the
use of ionizing radiation to reduce the toxicity and also improving its immunogenic
capacity and finally reducing the post vaccination side effects. Therefore, the aim of
this study is to characterize the effects of the ionizing radiation in the TeNT structure
exposed to different gamma radiation doses by Cobalt 60 and also to assess the
residual enzymatic activity. The structural modifications of the toxin after radiation
was assessed by SDS PAGE, which revealed a gradual modification on protein
profile with loss of the band volume according to doses increase, and the
appearance of distinct bands in doses higher than 5kGy. MALDI-TOF analysis
showed fragmentation in molecular masses according to doses increase and
possible aggregation of the protein fragments in higher doses. In the analysis of the
preservation of the peptides by enzymatic digestion and mass spectrophotometry,
there was a slight modification of the the recognizing up to 4kGy doses, on the
subsequent doses, the recognizing was minimal. The residual enzymatic activity
analysis revealed that 65% of protein activity remained even in higher doses. TeNT
antigenic evaluation assessed by ELISA and Western Blot revealed the recognizing
of anti-TeNT antibodies even in higher doses with gradual decrease as doses
increase, however satisfactory levels were observed in all doses. Our findings
suggests that ionizing radiation promoted structural modifications in TeNT, such as
fragmentation and/or aggregation, however it was possible to observe that the
radiation attenuated the enzymatic activity and its antigenic recognition even in
higher doses, however still with good levels, which indicates a possible usage as
immunogen, yet more studies should be done to assess the enzymatic activity of
TeNT in higher doses.

Descriptors: Clostridium tetani. Tetanus. Toxins. Gamma Radiation. Protein -
Structure
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1 Introducéao

1.1 Histoérico do tétano

A palavra tétano vem do grego teitein, que significa esticar, estirar,
distender®. J& no latim quer dizer rigidez de um membro, contracdo espasmadica
dos musculos do corpo?. Os seus sintomas foram descritos desde a antiguidade no
papiro de Edwin Smith do antigo Egito (aprox. 1600 a.C.), nos escritos de
Aristoteles (aproximadamente 400 a.C.) e nos textos ayurvédicos da india antiga
(400 d.C.)%. Hipécrates também descreveu os sintomas da doenca®, em que o
médico nada poderia fazer para salvar seu paciente®.

Umas das primeiras hipoteses de o tétano ser causado por um
microrganismo foi sugerida por Pirogov em 1867, mas foram Carte e Rattone que
em 1884 descobriram sua etiologia®>. No mesmo ano, Pirogov mostrou a
transmissdo da doenga em animais inoculados com material humano de lesfes
cutaneas de pacientes doentes®. Ao mesmo tempo, o médico alemao Arthur
Nicolaier causou o tétano, injetando amostras de solo contaminado em animais’, e
concluiu que o agente € um bacilo anaerébio dificilmente obtido em cultura pura e
facilmente encontrado no solo, transmissivel aos animais, ndo invasivo e produtor
de um veneno semelhante a estricnina®.

Em 1889, foi demonstrado que uma proteina produzida pelo Clostridium
tetani era responsavel por todos os sintomas do tétano e, apds isso, foi chamada de
toxina tetanica®.

Em 1898 Wassermann e Takaki observaram que a toxina fixava em tecidos
nervosos, principalmente no tecido cerebral e que causava mais danos do que na
medula espinhal’®. Em 1905, Sherrington descobriu 0 mecanismo de acéo da toxina

na medula espinhal e os efeitos deletérios para a coordenacéo?™.
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Em 1909, Edward Loewenstein investigou a acdo do formol sobre a toxina
tetanica obtendo um derivado atéxico e sugeriu o seu uso em vacinas?, mas s6 em
1924 a vacina antitetdnica passou a ser desenvolvida, quando Gaston Ramon
também descreveu a inativacdo da toxina por formaldeido e, consequentemente, a
obtencdo do toxoide tetanico'®. A partir de 1926, Ramon e Christian Zoeller
utilizaram a vacina para imunizacdo humana e, na década de 40, deu inicio a
producdo em larga escala'®. Desde entdo, o maior impacto na prevencdo da
doenca ocorreu na Segunda Guerra Mundial com a vacinacdo de rotina dos
soldados iniciada em 1941, contudo, a vacinagdo ja acontecia esporadicamente
desde 1933°.

Em 1942, Acheson et al.’® apés inocular a toxina por via intramuscular em
gatos, descobriram que a toxina tetanica atingia a medula espinhal através dos
nervos periféricos. Em 1986 foi determinada a sequéncia de aminoécidos da toxina
tetanica'® e o mecanismo intracelular de acdo da toxinal’:8,

Apds um século das primeiras descobertas sobre o tétano, a toxina tetanica
atualmente desperta interesse por causa de suas propriedades biolégicas para o

uso na farmacologia'® e em estudos para terapias futuras contra o tétano®.

1.2 Agente Etiolégico

As bactérias do género Clostridium sdo definidas como bacilos gram-
positivos, anaerobios obrigatérios, formadores de esporos e estdo amplamente
distribuidos no mundo e em ambientes diversificados?:. As espécies nao
patogénicas sdo saprofitas, vivem de forma comensal na flora de animais e
representam 80% das espécies do género Clostridium?2, H4 patégenos que causam

infeccbes na mucosa ou em Orgaos internos e ndo sdo tdo graves e nem tao
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frequentes como o0s agentes patogénicos principais. Apenas 13 espécies séo
consideradas patogénicas para humanos ou animais?2.

Dentre essas espécies, encontra-se o Clostridium tetani, agente causador
do tétano?, que pertence ao filo Firmicutes?* classe Clostridia, ordem Clostridiales,
e familia Clostridiaceae®. Produtor da toxina tetanica, € um bacilo gram-positivo
anaerdébio obrigatério, ndo capsulado?® que possui 4 a 10 pm de comprimento e sua
mobilidade é assegurada por 20 a 50 cilios peritriquios?’. Sua morfologia apresenta
uma forma vegetativa e esporulada?®. Seus esporos em forma de haste sdo

semelhantes a uma bagueta que possuem terminais com alargamentos?® (Figura 1).

. X 27
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Figura 1 - Clostridium tetani em sua forma esporulada (A), semelhante a uma
baqueta e em sua forma vegetativa (B), fase responsavel pela
producdo da toxina tetanica®.

|

Na fase de esporulagdo, um nucleo é formado a partir da fusdo de duas
unidades nucleares (Figura 2a, 2b e 2c), esse nucleo divide-se em duas hastes
pequenas (Figura 2d), uma delas se degenera e a outra permanece com O esporo
(Figura 2e, 2f e 2g)%L. O nlcleo permanece em forma de haste até a maturacédo do
esporo quase completo, quando é transformado em um nucleo esférico e excéntrico

de esporos (Figura 2h, 2i e 2j)3L.
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Figura 2 - Esporulacédo do Clostridium tetani: a) Células vegetativas contendo dois
pares de bases de cromossomos tipicos da morfologia; b) Haste
irregular em fragmentos; ¢) Formag&o do nucleo de fuséo; d) O nucleo
de fusdo em forma de haste compactada e se dividindo em dois; e,f)
Uma haste filha tornando-se um esporo nucleado e a desintegracdo da
outra haste; f, g, h) Nucleo remanescente mantendo a forma de haste
até o total preenchimento da unidade nuclear; i, j) Transformacédo da
haste nuclear em um corpo excéntrico e esférico®.

(umg_gj

E uma bactéria estritamente anaer6bia por ndo possuir enzimas
oxirredutoras, assim, na presenca de oxigénio, os radicais se acumulam levando a
bactéria a morte®>. No entanto, os seus esporos sdo resistentes ao calor e a
antissépticos, persistindo nos tecidos durante meses* e no meio ambiente durante
anos® mantendo-se viaveis em diferentes condices adversas, suportando
extremos de temperatura e exposicédo a luz solar direta®’. A presenca de um gene
expresso no C. tetani, 0 gene hem T que codifica a enzima heme oxigenasse,
possivelmente contribui para a resisténcia da bactéria a tais fatores ambientais,
conferindo certa tolerdncia ao oxigénio®®. Essa enzima também contribui no
processo de colonizacdo da ferida proporcionando um microambiente anéxico para
a instalacdo do microrganismo®®.

A destruicdo dos esporos realiza-se por meio de autoclavagem a 120 °C
por 15 minutos®*® ou exposicdo prolongada ao iodo, peréxido de hidrogénio,
formalina ou glutaraldeido®. No ambiente, o esporo encontra-se ndo patogénico
permanecendo nessas circunstancias no tecido contaminado até haver condicdes

favoraveis para a mudanca em forma vegetativa e patogénica®.
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Existem diferentes tipos de cepas, dentre elas, as mais utilizadas séo a cepa

A, uma variante da Harvard, e a cepa EB88, sendo esta utilizada para o
sequenciamento gendmico e producdo de vacinas®.
Com baixo contetido C+G (cerca de 26,8%)%°, o genoma do C. tetani consiste em
um cromossomo de 2.799.250 pb e um plasmideo de 74.082 pb*. A toxicidade do
Clostridium tetani esta relacionada a este plasmideo extra cromossomal, portanto,
cepas que ndo possuem o plasmideo néo sdo toxicas*?.

O C. tetani é encontrado em todo o mundo, com maior frequéncia em
regides de clima quente e Umido, onde o solo é rico em matéria organica*®. Pode
ser isolado em fezes de animais domésticos e humanos*, e é frequentemente
encontrado no trato gastro-intestinal de animais herbivoros e onivoros, no entanto,
a formacé&o de toxinas por essa via é rara®.

No homem, o C. tetani penetra em feridas profundas nos membros,
infeccdes no Utero pés-aborto ou pés-parto*®, queimaduras, circuncisdes, injecdes
intramusculares, acupuntura, piercing, tatuagens, problemas dentérios e picadas de
serpentes, entretanto em mais de 30% dos casos, a porta de entrada da infecgcéo
ainda é desconhecida*’. Uma hipétese sobre os casos de tétano que ndo possuem
fonte identificavel pode ocorrer devido ao bacilo ndo germinar imediatamente e,
algumas vezes, ativar apés a cicatrizacdo da ferida*®. O C. tetani ndo é uma
bactéria invasora, a infeccdo fica localizada na regido lesionada e o
desenvolvimento do microrganismo é auxiliado pelo tecido necrosado®. Apés a
penetracdo nos tecidos, o bacilo permanece em estado latente por algumas horas
ou dias até ocorrer o processo de oxirreducdo®. Sob condicdes anaerdbicas, os
esporos germinam e inicia a producdo da toxina®!, esta, por sua vez, se liga a
terminacdes nervosas e € conduzida por transporte retrogrado do sistema nervoso

periférico ao sistema nervoso central®? em que interfere nas sinapses impedindo a
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liberacdo de neurotransmissores inibitorios e causando os primeiros sintomas do
tétano®.

O Clostridium tetani ndo € uma bactéria frequentemente estudada, até o
momento, a maioria das pesquisas realizadas estdo direcionadas a acado da toxina
tetanica no organismo® e ao desenvolvimento de novas vacinas antitetanicas®,
isso pode ser explicado devido a eficicia da vacinagdo, em que a doenca deixa de

ser uma ameaga a saude publica e também porque o C. tetani possui baixa

diversidade genética entre as cepas®®.

1.3 Toxina tetanica

Toxinas sdo substancias exdgenas nocivas aos organismos Vivos capazes
de interferir em seu funcionamento®’. Devido sua importancia médica, tem se
estudado cada vez mais a atividade biol6gica de diversas toxinas como: toxinas de
cianobactérias®®, escorpifes®, aracnideos®’, abelhas®, serpentes® e outras toxinas
de origem microbiana®.

As toxinas microbianas podem ser endotoxinas, provenientes da parede
celular, ou exotoxinas, que sdo proteinas secretadas ao meio extracelular®. Muitas
destas toxinas sdo proteinas codificadas por genes cromossémicos ou plasmideos
gue tem como caracteristica danificar a membrana de células eucariéticas através
da associacdo com receptores especificos na membrana de superficie®®. As
endotoxinas sao lipopolissacarideos produzidos por bactérias gram positivas como
Pseudomonas aeruginosa®. Ja as exotoxinas, como as da difteria e tétano, sdo
produzidas internamente pelas bactérias, provocam doencgas especificas, atingem
varios tipos de células e tecidos e podem causar necrose tecidual e até 6bito®’.
Dentre as toxinas conhecidas, a toxina responsavel pelo tétano € considerada uma

das mais potentes toxinas microbianas até o momento®.
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Em condi¢Bes anaerdbias encontradas em tecidos necrosados e infectados,
0 bacilo do tétano secreta duas toxinas: a tetanolisina e a tetanospasmina (toxina
tetanica)®. A tetanolisina € uma hemolisina de 48 kDa que tem seu mecanismo de
acdo baseado na lise celular através da formacdo de poros por hidrélise de
fosfolipidios de membrana’®. O tecido sadio ao redor da ferida entdo é danificado e
essa lesdo contribui para a diminuicido de oxigénio do local’t. Devido a
oxidorredugdo na regido, as condigbes para a multiplicagdo bacteriana sé&o
otimizadas, o que promove maior crescimento de microrganismos anaerébicos’.

Ja a tetanospasmina, ou toxina tetanica, € liberada por autdlise bacteriana
que infiltra nos fluidos corporais até alcancar os terminais nervosos* e impede a
exocitose de neurotransmissores’® o que causa a sindrome do tétano e sua
sintomatologia’.

A toxina tetanica (TeNT) é codificada pelo plasmideo pCL1 constituido de
74.082 pb contendo 61 ORFs que abriga os genes para a toxina (Tet X) e seu
regulador de transcricdo direto Tet R™.

A TeNT esta entre as substancias mais potentes ja descritas e é a principal
causa de morte neonatal em areas ndo vacinadas®. A sensibilidade a toxina
tetanica varia em diferentes espécies, a dose letal 50% (DL50) em camundongos
esta entre 0,1 a 1ng toxina/Kg de peso corporal, 0s humanos e cavalos sdo tao
sensiveis quanto os camundongos, enquanto passaros, cobras e anfibios sdo mais
resistentes e as tartarugas sdo insensiveis®. No entanto, a toxina tetanica é
destruida pelo suco gastrico, sdo termorresistentes e raramente sdo absorvidos

pela mucosa’®.
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1.4 Estrutura

A toxina teténica € classificada como toxina AB porque tem duas partes
componentes’’. O componente A é composto por uma regido catalitica que atua
nos alvos intracelulares e o componente B, que se liga aos receptores
extracelulares’.

Com maior concentracdo de Isoleucina (10,19%) e menor indice de Cisteina
(0,76%) (Figura 3A), a estrutura da toxina tetanica é formada por 1315 residuos de
aminoacidos (Figura 3B) constituindo um polipeptidio de 150 kDa constituido por
duas cadeias: uma cadeia leve (light chain) de 50 kDa e uma cadeia pesada (heavy

chain) de 100 kDa unidas por uma ligacdo dissulfeto” (Figura 4).

A Frequéncia dos aminoacidos
Aminoéacido (%) Aminoacido (%) Aminoacido (%)
Cisteina 0,76  Prolina 4,03 Acido aspartico 6,69
Triptofano 0,99 Fenilalanina 4,26  Serina 7,53
Histidina 1,07 Glicina 4,79 Lisina 8,14
Metionina 1,90 Valina 4,79 Leucina 8,67
Arginina 2,89 Acido glutimico 5,32 Asparagina 9,20
Glutamina 3,27 Treonina 5,55 Isoleucina 10,19
Alanina 3,95 Tirosina 6,01

B MPITINNFRYSDPVNNDTITIMMEPPYCKGLDIYYKAFKITDRIWIVPERYEFGTKPEDEN

PPSSLIEGASEYYDPNYLRTDSDKDRFLOTMVKLENRIKNNVAGEALLDKIINAIPYLGN
SYSLLDKEFDTNSNSVSENLLEQDPSGATTKSAMLTNLITFGPGPVLNKNEVRGIVLRVDN
KNYFPCRDGFGSIMOMAFCPEYVPTEDNVIENITSLTIGKSKYFQDPALLLMHELIHVLH
GLYGMQVSSHEITIPSKQEIYMOHTYPISAEELFTFGGODANLISIDIKNDLYEKTLNDYK
ATANKLSQVTSCNDPNIDIDSYKQIYQQKYQFDKDSNGQYIVNEDKFQILYNSIMYGETE
IELGKKFNIKTRLSYFSMNHDPVKIPNLLDDTIYNDTEGENIESKDLKSEYKGONMRVNT
NAFRNVDGSGLVSKLIGLCKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELCIKIKNEDLTEFIAE
KNSFSEEPFQDEIVSYNTKNKPLNENYSLDKIIVDYNLQSKITLPNDRTTPVTKGIPYAP
EYKSNAASTIETHNIDDNTIYQYLYAQKSPTTLORITMTNSVDDALINSTKIYSYFPSVI
SKVNQGAQGILFLOWVRDIIDDEFTNESSQKTTIDKISDVSTIVPYIGPALNIVKQGYEGN
FIGALETTGVVLLLEYIPEITLPVIAALSTIAESSTOKEKIIKTIDNFLEKRYEKWIEVYK
LVKAKWLGTVNTQFQKRSYOMYRSLEYQVDATKKIIDYEYKIYSGPDKEQIADE INNLKN
KLEEKANKAMININIFMRESSRSFLVNOMINEAKKQLLEFDTQSKNILMQYIKANSKEIG
ITELKKLESKINKVESTPIPEFSYSKNLDCWVDNEEDIDVILKKSTILNLDINNDIISDIS
GEFNSSVITYPDAQLVPGINGKAIHLVNNESSEVIVHKAMDIEYNDMENNETVSFWLRVPK
VSASHLEQYGTNEYSIISSMKKHSLSIGSGWSVSLKGNNLIWTLKDSAGEVRQITEFRDLP
DKEFNAYLANKWVEITITNDRLSSANLYINGVLMGSAEITGLGAIREDNNITLKLDRCNNN

continua
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continuagao
NQYVSIDKFRIFCKALNPKEIEKLYTSYLSITFLRDFWGNPLRYDTEYYLIPVASSSKDV
QLKNITDYMYLTNAPSYTNGKLNIYYRRLYNGLKFIIKRYTPNNEIDSFVKSGDFIKLYV
SYNNNEHIVGYPKDGNAFNNLDRILRVGYNAPGI PLYKKMEAVKLRDLKTYSVQLKLYDD
KNASLGLVGTHNGQIGNDPNRDILIASNWYFNHLKDKILGCDWYFVPTDEGWTND

Figura 3 - Composicdo de aminoacidos da toxina tetanica: A) Frequéncia (%) dos
aminoacidos’™; B) Sequéncia dos 1315 aminoacidos responsaveis pela
estrutura molecular®®,

Figura 4 - Esquema demosntrando a estrutura da toxina tetanica. A cadeia leve N-
terminal de 50 kDa com o &tomo de zinco no centro do sitio ativo
(vermelho). Ligacdo dissufeto entre as duas cadeias (S). Cadeia pesada
(100 kDa): N-terminal (25 kDa): responsavel pela translocacdo da cadeia
leve pela membrana do neurbnio (verde). Dominio C-terminal:
Constituido de dois subdominios iguais de 25 kDa que abriga dois sitios
de ligacdo aos glangliosideos’®.

A cadeia leve é uma peptidase dependente de zinco que cliva as proteinas
SNAREs especificas de neurbnios e a cadeia pesada é responséavel pela entrada
da toxina ao meio intracelular®!. Os residuos 233 a 237 na cadeia leve constitui o

motivo de ligacdo His-Glu-XX-His Zn?'82 parte N-terminal do sitio ativo que se

dobra em torno do atomo de zinco’®. Os residuos coordenados com o zinco formam
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uma esfera priméria ao redor do sitio ativo, 0 que contribui para o seu papel direto
na catélise®?.

A cadeia pesada € formada por dois dominios, um dominio de translocagao
de 50 kDa (HCT) situada na regido N-terminal, que ¢é responsavel pela
internalizacdo e transporte da toxina pelo neurbnio e um dominio de ligacdo ao
receptor (HCR) de 50 kDa localizado na regido C-terminal, que realiza uma dupla
ligacdo aos gangliosideos de membrana®“.

O dominio C-terminal da cadeia pesada € denominado fragmento C e esta
dividido em dois subdominios de 25 kDa respectivamente: o subdominio N-proximal
(HCN) e o subdominio carboxi-extremo (HCC)®. No subdominio HCC, encontra-se
a estrutura cristalina, que abriga os sitios de ligacdo ao gagliosideos®. Os
gangliosideos sao receptores duplos funcionais para a toxina tetanica, o que
significa ter alta afinidade pelos dois sitios de ligacdo do fragmento C®. Os
gangliosideos sdo um tipo de glicoesfingolipideo de membrana plasmatica de
natureza acida, é composta por residuos de acido sialico e servem como receptores
para a sinalizagdo entre células e o meio extracelular®. Embora os gangliosideos
estejam presentes em todos os tecidos, eles sdo mais abundantes na membrana de

células nervosas®®.

1.5 Mecanismo de agado da toxina teténica

O mecanismo de acao inicia-se a partir da entrada da toxina tetanica na
circulacdo logo ap6s a autélise bacteriana, esta, por sua vez se espalha até que se
ligue na membrana pré-sindptica do neurénio motor na juncdo neuromuscular®® por
alta afinidade da cadeia pesada carboxi-terminal com o gangliosideo Gt1b®. Essa
interacdo, ao que tudo indica, promove a particdo da bicamada ligando o HCT na

membrana de uma forma que contribui para a formacdo de um canal para a
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translocacdo da cadeia leve®?. Uma vez que a TeNT esta ligada a superficie,
acontece uma complexa cascata de eventos envolvendo proteinas e lipidios que
recruta outras proteinas reguladoras e clatrinas, esse recrutamento leva ao
acumulo de proteinas efetoras, alterando a curvatura da membrana nos locais
endociticos tendo como resultado a internalizacdo do TeNT juntamente com
receptores de neurotrofinas e seus ligantes em um endossomo®. Sua
internalizacdo ocorre por endocitose através de um mecanismo dependente de
clatrina e Rab 5 que é seguido por transporte axonal retrogrado em dire¢cdo ao
sistema nervoso central®® dentro do limen de endossomos neutros®. Apés o
transporte, o TeNT deixa 0 neurbnio primario de captagdo (neurébnio motor) e é
exposto ao meio extracelular em que se liga em outro neurénio (neurdnio inibitdrio)
onde é internalizada®® (Figura 5).

A informacéo sobre o mecanismo de captacdo da neurotoxina por vesiculas
endociticas nos neurbnios sinapticos ainda é escassa, no entanto, sugere-se que a
internalizacdo da toxina é realizada por vesicula sindptica (VS)®’. Depois da
endocitose, o lumen da vesicula sinaptica é acidificado pela acdo do bombeamento
de prétons por V-ATPases presentes na membrana da VS, esta agédo reduz o pH
luminal para um valor em torno de 5,8%. As V-ATPases sdo sistemas enzimaticos
que funcionam exclusivamente como bombas de prétons dependentes de ATP,
realizando diversas funcées bioldgicas dentro das células, nas vesiculas sinapticas,
as V-ATPases contribuem para o acimulo de neurotransmissores®.

Devido a essa nova condi¢&do no interior da vesicula sinaptica, a acidificacao
do limen estimula a mudanca conformacional da toxina, o que leva a insercao da
HCT na membrana e a formacdo de um canal condutor de proteinas® e
desdobramento da cadeia leve, e translocacéo para o citossol,?*. Uma vez entregue
ao lado citosdlico, a cadeia leve redobra no pH neutro e se desprende apds a

reducéo da ligacdo dissulfeto!®. O renovelamento da cadeia leve é mediado pelas
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proteinas (chaperona citosélica) Hsp90 enquanto o sistema tiorredoxina-
tiorredoxina redutase (Trx-TrxR) reduz a ligacdo dissulfeto intercadeias!®l. A
importancia de uma temperatura padrdo também foi sugerida como um fator
importante para a transloca¢éo da toxina, em que a 37 °C houve maior eficiéncia da
translocacéo, o que pode explicar a baixa toxicidade em animais de sangue frio'%2.
No citossol, a cadeia leve hidrolisa a sinaptobrevina Il na regido entre a glutamina
76 e fenilalanina 77 inibindo a liberacéo de neurotransmissores® (Figura 5).

A sinaptobrevina Il, também conhecida como VAMP (Vesicle-Associated
Membrane Protein) estd localizada na vesicula sinaptical®®. As VAMPs sé&o
membros da superfamilia SNARE juntamente com as proteinas sintaxina e snap

25104.
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Figura 5 - Mecanismo de acdo da toxina tetanica: 1) Ligacdo da toxina tetanica ao
Glangliosideo Gtlb; 2) Internalizacéo e endocitose; 3) Transporte axonal
retrogrado em direcdo ao sistema servoso central; 4) Liberagdo da
neurotoxina no espacgo intersinaptico; 5) Internalizacdo da toxina no
neurdnio inibitério; 6) Endocitose em vesiculas de pH acido; 7) Clivagem
da ponte dissufeto e liberagdo da cadeia leve no citossol; 8) Clivagem da
sinaptobrevina 1178,

Nas sinapses do sistema nervoso central, a sinaptobrevina Il, uma proteina
SNARE vesicular importante, forma um complexo SNARE ternario com as proteinas
SNARE da membrana plasmaética, sintaxina 1 e SNAP25 que contribui para que a
vesicula sinaptica libere seu contedo no espago extracelular (Figura 6A)%®. A

exocitose € um processo que envolve a fusdo entre a vesicula e membrana

plasmatica, formando um canal através do qual as secre¢fes séo liberadas da
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vesicula para o exterior da célula'®. Neste processo, ocorre o emparelhamento
entre a sinaptobrevina | ou Il e a sintaxina (SNAP-25) formando o complexo SNARE
(Figura 6B)*7, Esse complexo é desencadeado pelo influxo de Ca?"1% que promove
a liberacdo mais rapida de neurotransmissores'®®., A cadeia leve da toxina
tetanica ao clivar a sinaptobrevina Il, bloqueia a liberacdo de neurotransmissores
inibitérios, GABA e glicina no sistema nervoso central*'®, Essa agdo causa um
efeito de hiperatividade que leva & contracdo involuntaria dos musculos

esqueléticos!!! causando os primeiros sintomas do tétano!*2.

—

A “.._ Vesiculasindptica

Momﬂmr{a Plag;h

tica

Sinaptobrevina

Figura 6 - Fusao da vesicula sinapica com a membrana plasmatica: A) A fusado da
VS é conduzida pelo complexo SNARE constituido de trés proteinas:
sinaptobrevina, sintaxina e SNAP-25. Apds a formac¢do do complexo
SNARE, os neurotransmissores sao liberados; B) Estrutura do complexo
SNARE composta por dois motivos de SNAP-25 e um motivo de
sinaptobrevina e sintaxina!*s,
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1.6 Manifestac@es clinicas

O tétano é uma doenca aguda e geralmente fatal'!! causada pela producéo
de toxinas extracelulares??. A infeccdo geralmente manifesta-se entre 1 e 7 dias e
0s sintomas classicos da doenca sédo: trismo (tétano), espasmos, dor, rigidez,
disfagia, ou disfuncéo autonémica'!4. A evolucdo do quadro infeccioso pode obstruir
a laringe e reduzir a complacéncia da parede toracica causando insuficiéncia
respiratéria, sendo esta a causa mais comum de morte por tétano!*®,

Clinicamente, o tétano € divido em generalizado, local, cefalico e
neonatal''®. Nos casos de tétano generalizado, a toxina atinge o sistema circulatério
e linfatico, disseminando-se para outros terminais nervosos, 0S nervos mais curtos
sdo 0s primeiros a serem afetados, 0 que permite explicar o acometimento
sequencial da cabeca, tronco e por Ultimo, as extremidades?. O tétano
generalizado é a forma mais comum da doenca, atingindo cerca de 80% dos
casos!?’. O tétano localizado consiste em espasmos musculares préximos ao local
da lesdo, apesar desse perfil ocorrer apenas em pessoas com imunidade parcial, é
possivel progredir para o tétano generalizado!'8. O tétano cefalico é determinado
por sintomas do trismo e paralisia de um ou mais nervos cranianos!!® e por
espasmos laringeos frequentes com risco de morte por asfixia'®. O tétano
localizado, especialmente o componente cefalico, é extremamente raro'?. Outros
sintomas além das caracteristicas musculares como febre sudorese, hipertensao e
frequéncia cardiaca evelada podem aparecer, segundo a classificacdo de Ablett

para a gravidade do tétano, a doencga pode evoluir conforme quadro 1:12,
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Grau Manifestacdes Clinicas

Trismo leve, espasticidade, sem problemas respiratérios,
| (Leve) ; :

sem disfagia.
Il (Moderado) Trismo moderado, espasmos curtos, disfagia leve,

frequéncia respiratéria (rpm)> 30, disfagia leve.

Trismo grave, espasticidade generalizada, espasmos
Il (Severo) prolongados, frequéncia respiratéria (rpm)> 40, disfagia
grave, pulso (bpm)> 120.

Grau Il mais disfuncdo autondmica severa do sistema

IV (Muito severo) :
cardiovascular.

Quadro 1 - Manifestagcdes Clinicas do tétano. Classificacdo de Ablett para a
gravidade do tétano.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a determinacdo do tétano ndo
neonatal baseia se em pelo menos um dos sinais clinicos: riso sardénico ou demais
contracdes musculares dolorosas. Embora essa definigdo necessite historico de
ferimento, o tétano também pode ocorrer em pacientes que ndo se lembram de
feridas ou lesdo especifical??.

Ja no tétano neonatal, o quadro clinico inicia-se entre 3 a 14 dias apés o
nascimento® e a principal porta de entrada para infeccdo € a contaminagdo do coto
umbilical por esporos no momento do parto ou nos primeiros dias de vida!?. O
tétano neonatal resulta da contaminagéo do tronco do cordao umbilical em ou apés
a concepgcdo de uma criangca nascida de uma mée que ndo possuia antitoxina
circulatéria suficiente para proteger a crianca passivamente pela transferéncia
transplacentarial?®. O diagndstico por tétano neonatal é confirmado pela dificuldade
de succao, rigidez e espasmos entre trés a 28 dias de vida'?®. E considerada uma
infeccédo de alta mortalidade em paises subdesenvolvidos!?®. Embora tenha havido
diminuicdo do tétano neonatal, a doenca ainda estd presente com alta incidéncia
em 18 paises (Afeganistdo, Angola, Republica Centro Africana, Chade, Republica

Democrética do Congo, Etiopia, Guiné, Haiti, Quénia, Mali, Nigéria, Paquistéo,
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Papua Nova Guiné, Filipinas, Somalia, Suddo, Sudao do Sul e Iémen), o que
demosntra a necessidade da implantacdo de programas de governos vinculados a

boas préticas de higienizacdo nos partos e imunizacéo?’.

1.7 Epidemiologia

Determinar a verdadeira epidemiologia do tétano se torna dificil, uma vez
gue a maioria dos casos ocorre em paises de baixa e média renda onde os
sistemas de vigilancia sdo limitados!?®. No entanto, a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) relata melhora nas taxas de mortalidade por tétano, associadas a
campanhas agressivas de vacinagdo nos Ultimos anos*, e as medidas profilaticas
junto com o crescimento sécio econémico cultural e ndo pela erradicacdo do bacilo
do solo e nem na descontinuagéo na cadeia de transmissdo da doenga’?®.

Em paises desenvolvidos, o tétano é raro, mas continua a acontecer'®’, e a
maior parte dos casos notificados esta presente entre os individuos idosos®.. No
Japdo, cerca de 100 pacientes sdo infectados com tétano anualmente!*2, Na
Inglaterra, devido ao sucesso de imunizagdo infantil, o tétano é considerado raro e
todas as mortes associadas a doencga, ocorreram em adultos acima e 45 anos e
idosos ndo imunizados ou parcialmente imunizados®®,

Em paises subdesenvolvidos, o tétano ainda é um grave problema de saude
publica, apesar de estar bem documentado desde a antiguidade®4, é responsavel
por cerca de 500.000 Obitos/ano®®!. Na Africa, ainda ha uma elevada taxa de
mortalidade por tétano e esse indice ndao mudou significamente em comparacédo
aos valores de meio século atrds'®®. Nos anos 90, oitenta por cento destas mortes
ocorreram na Africa e sudeste da Asia permanecendo endémicas na época em 90
paises no mundo inteiro'3*. Em 1997, o tétano neonatal foi considerado uma das

principais causas de mortalidade infantil nos paises em desenvolvimento, chegando
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a 277.376 mortes de neonatos por ano, o que corresponde a 2,1 mortes por 1000
nascidos vivos e em 2008, mesmo ja com 0s programas de vacinacdo, o tétano
neonatal foi responsavel por 1% das mortes ocorridas no mundo®’. Na Nigéria, as
taxas de incidéncia e mortalidade do tétano neonatal ainda permanecem
superestimadas, entre os anos de 2010 a 2014, pesquisas recentes mostram que
foram registrados em sete estabelecimentos de salude selecionados no estado de
Katsina, 336 mortes por tétano neonatal, 3,4 mortes por 100 000 habitantes,
respectivamente!®, As infeccGes por tétano apds desastres naturais sdo comuns, a
maioria dos surtos, no entanto, ocorrem em locais com baixa cobertura vacinal,
apos o terremoto do Haiti, houve um aumento da doenga em comparacdo com a
sua incidéncia basal*?*. A mortalidade por tétano ap6s desastres naturais graves
variou de 19% a 31%*%!,

No Brasil, em consequéncia da negligéncia das revacinac¢des, o tétano ainda
tem altas taxas de mortalidade, dentre os casos notificados, 32% foram a 6bito®®.
Entretanto, o tétano persiste principalmente em idosos devido a queda linear dos
niveis séricos da antitoxina tetanica, a imunossenescéncia com prejuizo da
atividade T-helper, e a negligéncia nas doses de reforco da vacina'®. Dados
publicados pelo Ministério da Saude mostram que o nimero de casos de tétano no
pais caiu 66,09% desde o inicio dos anos 2000. Enquanto em 2001 o Pais registrou
um total de 578 casos, em 2011 foram 196'%°. A reducéo foi ainda maior nos casos
de tétano neonatal, chegando a 85% neste periodo. Entre os anos de 1998 & 2017
houve reducéo de 75% das mortes por tétano acidental**'4? e reducédo de 100% no
tétano neonatal, ndo havendo ocorréncia registrada desde 2013'** (Figura 7). No
entanto, a regido norte apresenta alta incidéncia de tétano neonatal, entre 0os anos
de 2007 a 2017 ocorreram 35 casos, destes 15 casos sO na regido norte'**. Em
2013, mesmo com 0 aumento e priorizacdo de medidas de controle na regido norte,

a meta da OMS ainda néao foi alcancada nestas areas!**. Além da vacina, o parto
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limpo, cuidados higiénicos e adequados com o coto umbilical sdo fundamentais

para o controle da infeccao#.

Obitos por Tétano Acidental e Neonatal e indice de
cobertura vacinal - Brasil 1998-2017
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Figura 7 - Indice de Obitos por tétano acidental e neonatal e cobertura vacinal no
Brasil entre os anos de 1998-20174,

1.8 Diagnostico e tratamento

O tétano é diagnosticado pelo histérico do paciente e sinais clinicos'*®, uma
vez que ndo ha exames laboratoriais confirmatérios#¢. O primeiro sinal de tétano é
0 espasmo, também podem estar incluidos inicialmente sintomas envolvendo o
musculo da mandibula, pescoco, costas, térax e rigidez abdominal*’. A hipertonia
toracica, contracdo e crises espasticas contribuem para insuficiéncia respiratoria,
causa frequente de morte por tétano*®. Apds o diagnéstico ser efetivado, o
tratamento é iniciado seguindo os seguintes objetivos: i) cuidados de suporte; ii)
neutralizacdo da toxina circulante e iii) erradicacdo do microrganismo produtor da

toxinalls.
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Para o cuidado de suporte, pode ser aplicado intubagdo endotraqueal,
ventilacdo mecénica, sedacdo profunda e miniminar a estimulagdo ambiental com o
intuito de evitar espasmos!*®. Os sedativos utilizados variam de benzodiazepinicos,
como midazolam e diazepam, a agentes anestésicos como o propofol e séo
terapias padrao para o controle de espasmos musculares e convulsdes provocadas
pela doenca®®®. O sulfato de magnésio (MgS0O.) também é utilizado como terapia no
controle dos espasmos e rigidez muscular, mas ndo é eficaz quando o tétano
progride para uma forma mais severa®®..

A neutralizacdo da toxina tetdnica € realizada pela administracdo de
imunoglobulinas humanas por via intramuscular’®> de doadores ou antitoxinas
contendo anticorpos policlonais de animais'®:. Recomenda-se o uso imediato das
imunoglobulinas a partir do diagndstico estabelecido, ja que as mesmas s6 podem
neutralizar a toxina circulante e ndo sdo capazes de atravessar a barreira
hematoenceféalica®®*.

Para a eliminacdo do Clostridum tetani é utilizado antibiéticos com cobertura
para anaerébios®™®. A penicilina era considerada a terapia padrdo, contudo, hoje se
usa 0 metronidazol com alternativa a penicilina sendo considerado como primeira
linha de tratamento seguro®®®. Tetraciclina, macrolideos, clindamicina, cefalosporina

e cloranfenicol também s&o utilizados no tratamento do tétano*®.

1.9 Vacina

Atualmente, a melhor forma de prevencdo do tétano é por meio da
vacinacdo®’. A toxina tetanica é utilizada para a producdo de vacinas contra o
tétano através de sua destoxicacao por formaldeido, em que muda sua estrutura
sem destruir os sitios antigénicos das proteinas, mantendo a capacidade de induzir

producdo de anticorpos!®®,
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Os objetivos da vacina antitetanica segundo a Organizagdo Mundial da
Salde sdo: garantir protecao integral contra o tétano e eliminar mundialmente o
tétano materno e neonatal e garantir uma cobertura de seis doses, trés doses
iniciais e trés doses de reforco através de esquemas de vacinacdo®. No Brasil,
0 Ministério da Saude indica a administracdo de trés doses nos primeiros 12 meses
de vida, com reforco aos 15 meses, quatro e seis anos'®. Apés a Ultima dose na
infancia, os refor¢os ocorrem a cada dez anos, cobrindo a adolescéncia, adultos e
idosos'®l. Para a prevencdo do tétano neonatal, gestantes com imunizacdes
administradas a mais de cinco anos, devem atencipar o reforco'®. O toxoéide
tetanico esta presente nas seguintes vacinas:

Pentavalente: Foi introduzida no calendario basico de vacinag&o no Brasil a
partir de 2012 e é composta pelos toxéides diftérico e tetanico, pertussis, hepatite B
(recombinante) e Haemophilus influenzae tipo b (conjugada). A vacina pentavalente
é aplicada aos 2, 4 e 6 meses de idade’®2.

Triplice bacteriana (dTp): O esquema de vacinacdo para a triplice
bacteriana € a administracdo do primeiro reforco aos 15 meses de idade e o
segundo aos quatro anos de idade'®®. E uma vacina adsorvida que protege contra
difteria, tétano e pertussis®.

Vacina Dupla: A vacina adsorvida difteria e tétano adulto (dT) é indicada
para adultos e criancas a partir dos 7 anos de idade®® e nos reforcos a cada 10
anostes,

Triplice Acelular: A partir de novembro de 2014, a Organiza¢do Mundial da
Saude recomendou substituir a vacina dupla bacteriana (dT) pela triplice acelular
(dTpa)'®” para gestantes de 27 a 36 semanas de gestacdo por oferecer protecéo
indireta aos recém nascidos devido a elevada taxa de casos de coqueluche nessa

faixa etaria'®.
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Para a producdo da vacina, o toxoide tetanico é adsorvido a um sal de
aluminio coloidal para induzir uma resposta imune mais eficaz!®®. No Brasil a
vacina antitetanica adulta (dT) além do uso com o hidréxido de aluminio, contém
timerosal como estabilizador e contém menor concentracdo de toxéide diftérico
guando comparada com a vacina dTp infantil'’°. Esses estabilizadores e adjuvantes
contribuem para reagbes adversas poOs vacinais como alergias e até doencas
autoimunes sendo mais comuns reacdes inflamatérias locais!’*.

Embora as vacinas sejam altamente eficazes e um dos avan¢os médicos
mais bem sucedidos!’?, por mais de um século, a producéo de vacinas seguiu o0s
protocolos de Pasteur em isolar, inativar e injetar microrganismos patogénicos
como forma de imunizacdo'”®. Em relacdo a toxina tetanica, o processo de
destoxificacdo ocorre desde os anos 202 e permanece neste processo até os dias
atuais!’. Entretanto, novas tecnologias para a producdo de vacinas vém sendo
desenvolvidas, como o exemplo de vacinas glicoconjugadas!’®, tecnologia do DNA
recombinante, vacinologia reversa e vacinologia estrutural'’® e o uso da radiacdo
ionizante para destoxicacdo de venenos para possiveis candidatos vacinais!’’ e a

inativacdo de microrganismos para o uso em vacinas!’®,

1.10 Radiagao lonizante como ferramenta de novos imundgenos

A radiacao ionizante consiste em ondas eletromagnéticas formadas a partir
de transicbes nucleares, de alta energia, bem como a capacidade de promover
ionizacdo e excitacdo nos meios produzindo alto poder de penetracdo!’. A
ionizacdo promovida pela radiagdo pode ser determinada como a transformacgéo de
atomos e moléculas neutras em ions e radicais®.

A acdo da radiacdo ionizante atua por mecanismos diretos e indiretos!®!. A

acdo direta é capaz de causar danos moleculares!®? em que a radiacéo interage
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diretamente com as biomoléculas podendo causar desde mutacdo genética até
morte celular'®. A acdo indireta age através da interacdo da radiacdo com a agua,
formando espécies reativas de oxigénio (EROs) como os radicais superédxido (O2),
peroxila (HOz¢), peroxido de hidrogénio (H20), radical hidroxila (HO*) e oxigénio
singlete (O.) (Figura 8). As EROs sdo moléculas instaveis e reativas que modificam
moléculas alvos nas quais interagem®. A partir da radidlise, também s&o
produzidos elétron aquoso (e-aq) e atomos de hidrogénio (H+)'®. No entanto, o
nimero de radicais livres gerados'® e os efeitos causados, dependerdo da dose de
radiacdo e da natureza do material com a qual esta interagindo®®. A radidlise da
agua é determinada por dissociar moléculas pela radiagéo, o que resulta na quebra
das ligacdes quimicas por consequéncia da exposicdo a um fluxo de alta energia'®’
formando subprodutos altamente reativos que podem danificar acidos nucleicos,
lipidios e proteinas?e®,

No que se diz respeito as proteinas, em solu¢cdo aquosa a radiacdo
ionizante pode provocar alteracdes na sua constituicdo e nas propriedades fisico-
guimicas desde simples ionizacbes até grandes modificacdes na sua estrutura
primaria, conferindo cargas negativas devido a alteracdes oxidativas decorrente a
interacdo dos radicais livres com a molécula de proteinal®®. Em geral, os efeitos da
irradiacdo na conformacdo da proteina como quebra de ligacdes covalentes de
cadeias polipeptidicas dependem da sua concentracdo, presenca de oxigénio e a
estrutura quaternaria no que resulta em fragmentacdo aleatéria e ndo aleatérial®,
As alteragdes causadas nas proteinas sdo: fragmentagdo, agregagéo, “cross

linking” e oxidag&o pelos produtos gerados na radiblise da agua*®*.
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0, [+ H* HO,*

Figura 8 - Representacdo esquematica da radiolise da agua: (A) lonizagdo e (B)
Excitacdo que produzem espécies reativas de oxigénio Oz, HOz*, H.0o,
HO-, Oz, He e eaq-'%2.

A tecnologia de radiacdo pode ser aplicada em escala industrial'®®. Devido
ao conhecimento das propriedades da radiacdo ionizante, o seu uso tem
contribuido para continuos avancos cientificos e tecnol6gicos!. No Brasil, o uso da
radiacdo ionizante nas areas de medicina, induUstria, seguranga, constru¢ao civil,
engenharia e pesquisa vém crescendo consideravelmente ao longo dos anos!®°,

Na preservacao de alimentos, a radia¢do ionizante contribui para a reducéo
de produtos quimicos conservantes'®’. A decomposicdo radiolitica de farmacos
presentes em ambientes aquaticos naturais e residuos hospitalares por meio da
radidlise da dgua tém mostrado resultados efetivos'®>. Na medicina, a radiacdo tem
sido utilizada em radioterapia para o tratamento de cancer'®®, em hemocentros na
esterilizacdo de bolsas de concentrados de hemacias e seus derivados a fim de

diminuir rea¢ées transfusionais por parte do pacientel®’.
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A radiacdo também tem sido empregada no desenvolvimento de vacinas
devido a grande procura para o aperfeicoamento de novas estratégias de producéo
que proporcione maior eficiéncia, rapidez e seguranca!®®. Em vacinas com
microrganismos atenuados, a radiacdo se mostrou como uma técnica eficiente na
inativacdo de fungos (Paracoccidioides brasiliensis)!®® e parasitas?®®. Em bactérias,
a radiacdo proporcionou uma imunizagdo sem acréscimo de adjuvante e uma
protecdo eficaz para Streptococus pneumoniae independente do sorotipo®®. Virus
irradiados a 50 kGy também demosntraram ser canditados vacinais em potencial®®?,
em especial o virus da Influenza A, que demonstrou prote¢éo contra cepas de virus
sazonais e pandémicos?®. Atualmente, as vacinas de células interias sdo
produzidas a partir do tratamento por calor ou formalina, no entanto, este método
pode causar danos estruturais moleculares de epitopos importantes!’®. Devido a
isso, a radiacdo ionizante demonstra vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais de inativacdo®*, jA que tem capacidade de penetrar na maioria dos
materiais bioldgicos tendo como alvo &cidos nucleicos prejudicando a replicagcdo de
microrganismos por fragmentacdo do DNA e causando menos danos as proteinas
antigénicas de superficiel’8. Além disso, ndo ha necessidade de remover qualquer
residuo quimico apds a inativagédo!®®. Outra vantagem para o uso de imundgenos
irradiados é a preparagdo de vacinas irradiadas liofilizadas, que podem ser
relativamente baratas para produzir, armazenar e transportar sem refrigeracao
assim aumentando a disponibilidade para regides carentes onde as vacinas sao
mais necessarias?®.

Uma alternativa que também vem sendo estudada é o uso da radiacao
ionizante para a diminuicdo da toxicidade de toxinas e possivel uso dessas
moléculas como candidatos vacinais, trabalhos com venenos ofidicos tém
demonstrado a atenuacéo da toxicidade quando comparadas com as toxinas néo

irradiadas e um maior potencial imunogénico?® e sugerem a utilizacdo de radiacdo
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ionizante para alterar essas moléculas de proteina, a fim de melhorar algumas das
suas propriedades de acordo com a necessidade?’. Também foi constatado que a
radiacdo ionizante diminuiu a atividade toxica da peconha de abelhas também
melhorando suas caracteristicas imunolégicas?®. A radiacdo ionizante apresenta-se
como uma Otima ferramenta para producdo de antigenos vacinais, uma vez que
além de diminuir sua toxidade, 0 método também se mostra eficiente na producéo
de melhores imunégenos, somado a vantagem de nao adicionar novas moléculas a
amostra de interesse, como ocorre em outras metodologias como a incubacédo com
folmaldeido?®®29,

Considerando a importancia médica da toxina tetanica e o uso promissor da
radiacdo ionizante em modificar a estrutura conformacional de proteinas
contribuindo para a diminuigdo da toxicidade sem o uso de calor ou componentes
guimicos que comprometem a antigenicidade das moléculas tratadas e, a
capacidade de melhorar a imunogénicidade das mesmas sem a aplicagdo de
componentes que causam reagfes adversas pos-vacinais, decidimos investigar o
efeito da radiagdo ionizante na estrutura da toxina tetanica e avaliar a atividade

enzimatica residual apos a irradiacao.
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2 Objetivos

2.1 Geral

a) Avaliar o efeito da radiacdo gama na toxina tetanica irradiada a diferentes
doses por fonte de Cobalto 60 (*°CO) e a sua atividade enzimética residual apds

exposicao.

2.2 Especificos

a) Avaliar o efeito da radiagdo ionizante na estrutura da toxina tetanica nas
doses de 1 kGy, 2 kGy, 3 kGy, 4 kGy, 5 kGy, 6 kGy, 7 kGy e 8 kGy;

b) Avaliar a perda da antigenicidade de epitopos especificos da toxina
tetanica irradiada a diferentes doses;

c) Avaliar a atividade enzimatica residual da toxina tetanica apés serem

submetidas a radiacao.
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3 Material e métodos

Todos os sais e reagentes utilizados possuem qualidade pré-analise sendo
a agua deionizada purificada em sistema Milli-Q® (Millipore®), apresentando

resistividade de 18,2 mega Q.

3.1 Obtencéo da vacina dupla para aimunizacdo de camundongos C57BI/6j

A vacina dupla (toxéide diftérico 2 Lf/0,5 mL e toxdide tetanico 8,8 Lf/0,5 mL
adsorvidos em Fosfato de Aluminio — Biological E. Limited®) foi gentilmente cedida
pela Prof.2 Dra. Marta Heloisa Lopes — Coordenadora do Centro de Imunizacfes —
Crie. A vacina dupla foi armazenada na geladeira (aproximadamente 4 °C) em seu

frasco original durante as etapas de imunizac&o.

3.2 Animais experimentais

Para a obtencdo do soro contendo anticorpos antitoxina tetanica, foram
utilizados camundongos C57BI/6j (isogénicos) (n=5), pesando entre 20 a 22g,
obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP. Os animais foram
mantidos em gaiolas de plastico com maravalha de pinho autoclavada, recebendo
racdo comercial Nuvilab® e 4gua ad libitum. Os animais foram eutanasiados com
150 mg/Kg (dose letal) de Tiopental Sddico, diluido em solugdo salina por via
intraperitoneal e sua manipulacdo foi conforme as normas de cuidados de animais
de laboratério?!! e pelos “Principios de ética em experimentagao animal (COBEA —
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal)’. O projeto foi aprovado pela
Comiss&o de Etica em Pesquisa do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo sob

0 humero 000338A.
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3.3 Imunizacdo dos animais e obtencao do soro

Um grupo de cinco camundongos C57BI/6j foi imunizado por via subcutanea
com trés doses de 1,76 Lf (100 uL) de vacina dupla com intervalo de 15 dias entre
as aplicacdes. Ap6s a administracdo da vacina, todos o0s animais foram
monitorados por um periodo de 48 horas a fim de observar quaisquer sinais clinicos
de hiperimunizag&o. Depois de 15 dias da ultima dose, os camundongos foram
eutanasiados e o sangue total foi extraido por pulsdo cardiaca e colocados em um
Unico tubo de 1 mL (Eppendorf®). A amostra de sangue total foi centrifugada a 3000
rpm por 5 minutos para a separacao do soro. O soro foi fracionado em aliquotas de
100 pL por microtubo e armazenados em freezer (aproximadamente -20 °C) sem

adicdo de conservante.

3.4 Obtencéao da toxina tetanica

A toxina tetanica concentrada foi gentiimente cedida pelo Servico de
Bacteriologia - Sec¢do de Vacinas Anaerbbicas: Tétano e Botulinico do Instituto
Butantan, pela coordenadora de producéo Fernanda Lucio dos Santos Macarini.

A producgdo da toxina tetanica pelo Instituto Butantan para a produgdo de
vacinas, inicia-se pelo cultivo do Clostridium tetani por processo fermentativo. Apés
0 crescimento, o sobrenadante da cultura € obtido por filtracdo tangencial e
concentracdo da toxina por membranas de 30 kDa. Na etapa seguinte, a toxina
concentrada é incubada com formaldeido por 30 dias a uma temperatura de 37 °C
para a destoxificagdo. ApOs esse periodo, a toxina tetanica destoxificada (toxoide
tetanico) € submetida a diafiltracdo por membranas de 50 kDa, seguida de

purificacdo por cromatografia de gel filtracdo e esterilizagdo por filtragdo?2.



47

A toxina tetanica utilizada em nosso trabalho foi retirada do processo de
producdo antes da incubacdo com o formaldeido, sendo assim, a nossa amostra
encontra-se concentrada e ndo purificada. Um total de 30 mL da toxina tetanica nos
foi fornecido e, inicialmente, utilizamos 20 mL de toxina tetanica para o inicio dos
experimentos (lotel) e, depois, recebemos mais 10 mL para os experimentos finais
(Lote 2). Ambas as toxinas foram armazenadas em seus frascos originais a 4 °C até

o0 momento de serem irradiadas

3.5 Quantificacéo de proteinas

A quantificacdo das proteinas foi determinada pelo método
quimioluminescente com o auxilio do Qubit® Fluorometer utilizando os reagentes do
Qubit® Protein Assay Kit. Inicialmente, a solugdo de trabalho (Working Solution -
WS) foi preparada com 199 pL tampéao + 1 yL de fluoréforo préprios do kit. Para a
leitura, foi feita a diluicdo da toxina teténica na solugdo de trabalho em uma
concentracdo de 1/200 em microtubo de 500 puL molecular probs life technologies®
e agitada por 3 segundos no vOrtex. Logo em seguida, a amostra foi incubada em
temperatura ambiente por 15 minutos na auséncia de luz antes da leitura. Apds a
incubacdo, a amostra foi inserida no equipamento para a quantificacdo. A leitura
realizada definiu uma concentracao de 1374 ug/mL de proteinas para o lote 1 e

2060 pg/mL para o lote 2.

3.6 Irradiagao da toxina tetanica

Dois lotes da toxina tetanica foram submetidos a radiacdo em periodos

distintos. O primeiro lote foi fracionado em quatro aliquotas e dispostos em tubos

Falcon® com 4,0 mL cada. Uma amostra permaneceu nativa (ndo irradiada) e as
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outras aliquotas foram submetidas a doses de 1 kGy, 2 kGy e 3 kGy a uma taxa
dose de 765 Gy/h.

O segundo lote foi fracionado em seis aliquotas com 2,0 mL cada e
colocadas em microtubo de 2 mL. Uma amostra deste lote também permaneceu em
seu estado nativo e as seguintes amostras foram irradiadas entre as doses de 4
kGy a 8 kGy respectivamente numa taxa dose de 690 Gy/h. As amostras nativas de
ambos os lotes permaneceram do lado externo da fonte durante o tempo de
radiacdo. A radiacao foi distribuida de forma homogénea, sem blindagem e na
presenca de oxigénio. Todo o processo foi realizado em temperatura ambiente e
logo apds a radiagdo, as amostras foram aliquotadas em microtubos com 100l
cada e armazenadas na geladeira em temperatura de aproximadamente 4 °C até o

uso.

3.7 Caracterizacdo da toxina tetanica nativa e irradiada por eletroforese em gel

de poliacrilamida em presenca de SDS

As amostras nativa e irradiadas foram submetidas a analise da mobilidade
eletroforética por meio de EGPA-SDS, num sistema descontinuo e desnaturante®?
utilizando o sistema Mini-Protean IV (BIO-RAD®). O gel de empilhamento foi
preparado a uma concentragédo de 4% e o gel de resolucdo a uma concentragédo de
7,5%, ambos é composto por acricalida/bis-acrilamida (Tabela 1).

Cinco pL (1pg/pL) de cada aliquota da toxina teténica foram diluidas em 15
puL de tampdo de amostra redutor (Tris-HCI 0.0625, SDS 2%, Glicerol 10%, 2-
Mercaptoetanol 5%, Uréia 1M, Azul de Bromofenol 50%) e nado redutor (Tris-HCI
0.0625, SDS 2%, Glicerol 10%, Ureia 1M, Azul de Bromofenol 50%) e aquecidas a

100 °C por 5 minutos. Ap6s serem desnaturadas, foi aplicado 20 pl de cada amostra
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por poco no gel de empilhamento. A corrida eletroforética decorreu na presencga do
tampéo de corrida (Tris 0.025M-Glicina 0.192 M pH8.3) por duas horas. No inicio, a
corrida foi submetida a uma corrente de 80 volts (20-30 mA) e, apés as proteinas se
deslocarem do gel de empilhamento, foi aplicada a voltagem de 100 volts até o final
da corrida. Apos a corrida, o gel foi incubado em solucao fixadora (Metanol 40% e
Acido Acético 10%) por uma hora. Em seguida, o gel foi corado por 40 minutos
numa solugdo corante (Metanol 50%, Acido Acético 10%, Coomassie Blue R 250
0,1%). Posteriormente, o gel foi imerso na solucdo descorante (Metanol 10%, Acido

Acético 5%) e deixado sob agitacdo overnight para total visualizacdo das bandas.

Tabela 1 - Composicao do gel de poliacrilamida para o gel de empilhamento e de

resolugao.
Gel de Gel de
Solucéo empilhamento 4%  resolucéo 7,5%
(mL) (mL)
Solucdo A 08 45
(Acrilamida 29,2%, Bis-acrilamida 0,8%) ' '
Solucdo B 45
(Tris-HCI (2M), SDS 10%) — '
Solugéo C 15
(Tris-HCI (1M), SDS 10%) ' —
Persulfato de amoénio 10% 0,05 0,07
TEMED 0,01 0,01
Agua 3,6 9,0

3.8 Digestdo Enzimética por Tripsina

As bandas da toxina tetanica nativa e irradiadas a diferentes doses foram
recortadas, descoradas (75 mM de bicarbonato de aménio e 40% de etanol) e

reduzidas com Ditiotreitol (DTT), por 30 minutos a 37 °C. Para alquilacdo, as
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amostras foram incubadas com lodoacetamida (IAA 50 mM) em temperatura
ambiente, na auséncia de luz por 30 minutos. Apés a incubacéo, o sobrenadante foi
descartado e os “spots” foram lavados com 25 mM de bicarbonato de aménio. O
sobrenadante foi novamente descartado e as amostras foram desidratadas com
acetonitrila por trés lavagens de 10 minutos cada. Logo apds, as bandas foram
secas e reidratadas por 45 minutos a 4° C com uma solugdo de 50 mM de
bicarbonato de ambnio contendo 100 ng de Tripsina. Para a etapa da digestao das
proteinas, foi removido o excesso da solu¢do com tripsina, foi acrescido 50 mM de
bicarbonato de amoénio até cobrir totalmente cada “spot” e armazenado por um
periodo de 18 horas a uma temperatura constante de 30° C. Para a extracdo dos
peptideos das bandas, foi acrescentada uma solucao de acetonitrila, 5% de &cido
trifluoroacético (1:1), e colocados em banho de ultrassom durante 10 minutos. Em
seguida, os sobrenadantes foram removidos e guardados em um novo tubo. Este

procedimento repetiu-se trés vezes?4,

3.9 Anédlise Protebmica dos peptideos da toxina tetanica nativa e das fracdes

irradiadas

A andlise para a identificagdo protedmica foi realizada em colaboragdo com
o laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan pelo doutorando
Douglas Mariano sob a supervisdo do Dr. Daniel Carvalho Pimenta. Os materiais
adquiridos por digestao in gel foram analisados através da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), utilizando um sistema UFLC binario
(20A Prominence, Shimadzu Co®, Japan) interligado ao espectrometro de massas
do tipo Electrospray - lon Trap - Time of Flight - ESI-IT-TOF (Shimadzu Co®,
Japao). Inicialmente as amostras foram ressuspendidas em agua / 0,1% &cido

acético e analisadas na coluna C18 (Discovery C18, 5 ym, 50 mm x 2.1 mm), tendo
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como solventes (A) acido acético / dgua (1:999) e (B) acido acético / ACN / 4gua
(1:900:99). Por meio de um fluxo constante de 0,2 mL/min, o gradiente variou de 5
a 40% de solvente B, durante 35 minutos, a 37 °C, e monitorado a 214 nm por um
detector Shimadzu SPD-M20A PDA. ApGs o ensaio cromatogréfico, foi realizada a
analise por espectrometria de massas, numa temperatura de 200 °C. A voltagem
utilizada da interface foi de 4,5 kV e a voltagem do detector, 1,8 kV. A fragmentacéo
foi causada por gas de colisdo argbnio, com 50% de energia, 0s espectros MS
foram adquiridos no modo positivo e coletados na faixa de 350 - 1400 m/z (raz&o
massa carga) e os espectros MS/MS foram coletados na faixa de 500 m/z - 1950
m/z. O padrdo de fragmentagdo para cada amostra foi processado pelo programa
Peaks Studio V7 2% para sequenciamento ‘de novo’ e andlises protedmicas e de
comparacdo de sequéncias, realizando as buscas contra o banco de dados

UniProt-SwissProt.

3.10 Dessalinizacdo datoxina tetanica nativa e irradiadas por centrifugacéo

As amostras da toxina teténica foram submetidas a filtragdo por
centrifugac@o para a remoc¢do dos sais e posteriormente utilizadas na andlise por
MALDI-TOF. As amostras foram homogeneizadas com tampao bicarbonato de
amonio 100 mM e filtradas utilizando um filtro para centrifugacdo Centricon YM-3 3
kDa (Millipore®). Foram realizadas trés centrifugacbes a 4500 g. A cada
centrifugacé@o, foram acrescidos volumes do tampé&o bicarbonato de amobnio e
tempos distintos (Tabela 2). ApGs essa etapa, foi colocado o tubo de coleta na parte
superior do filtro e centrifugado por mais 30 minutos de forma invertida para a

recuperacao do filtrado.
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Tabela 2 — Etapas de centrifugacao da toxina tetanica.

Centrifugacao Toxina Tampao bicarbonato de Tempo
tetanica (uL) amoénio 100mM (pL) (minutos)
1° etapa 200 500 30
2° etapa 300 20
3° etapa 300 20

3.11 Espectrometria de massas das amostras de toxina tetanica nativa e

irradiadas

Aliguotas de toxina tetanica nativa e irradiadas filtradas foram liofilizadas e
ressuspendidas com 5 pL de solu¢do 0,1% de acido trifluoroacético (TFA). As
amostras (1 yL) entdo foram co-cristalizadas em uma placa metalica com uma
solucdo matriz composta de acido sinapinico (solucao saturada em ACN / agua /
0,1% de TFA). Apds a secagem em temperatura ambiente, foram analisadas em
um espectrémetro de massas do tipo Matrix Associated Laser Desorption lonization
- Time of Flight MALDI — TOF/TOF (Axima Performance, Shimadzu®). Os espectros
foram obtidos utilizando o modo linear positivo, num intervalo de massas

entre 10000 m/z a 200000 m/z.

3.12 Andlise da antigenicidade por ELISA da toxina tetanica nativa e irradiada

a diferentes doses

Placas depoliestireno com 96 pogos high binding (Costar® 3590) foram
sensibilizadas pela adicdo de tamp&o Carbonato de Sodio 0.1M contendo as
amostras nativa ou irradiadas da toxina (1 pg/ml), por 18 horas em camara Umida a

4° C. Apoés esse periodo, as placas sdo lavadas com PBS Tween 0,02% na
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lavadora de placas HidroSpeed (Tecan®) programada para 5 lavagens. O bloqueio
foi feito com PBS Tween + 0.3% de leite em p6 desnatado (Molico®) durante uma
hora na estufa a 34 °C. Apos a lavagem para a remocédo dos residuos do bloqueio,
foram adicionados 20 pl de soro de camundongos imunizados com vacina dupla
(toxoide tetanico e diftérico) em hexaplicata numa diluicdo de 1/400 e levadas na
estufa a 34 °C por mais uma hora. Apés, foi aplicado 20 pl por pogo de conjugado
diluido anti-lgG de camundongo (1/10000) Peroxidase (SIGMA®) e incubados
novamente na estufa a 34 °C. A revelacdo da reacao foi realizada pela adi¢do de
OPD (diamina ortofenila) aos pogos, interrompiada ap6s 30 minutos pelo acréscimo
de HCI 4N. A leitura das placas foi realizada em Espectrofluorimetro Multi-mode
Microplate Reader FilterMax F5 (Molecular Devices®, Califérnia, USA) em filtro de

absorbancia de 492 nm?16,

3.13 Analise da reatividade por western blot da toxina tetanica nativa e

irradiada a diferentes doses

Para a separacao das proteinas, foi realizado EGPA-SDS conforme descrito
acima até a etapa da corrida eletroforética. Em seguida, as proteinas separadas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema de transferéncia
semi-seco Trans-Blot RD (BIO-RAD®), embebidas em tampédo de transferéncia
Towbin (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8,1-8,5). A transferéncia foi
conduzida a uma amperagem constante de 10 volts por 40 minutos. As membranas
foram bloqueadas por imersé&o em solugédo de PBS Tween Leite 5% por 1 hora sob
agitacdo. Em seguida, a membrana contendo o antigeno foi incubada "overnight"
com o soro de camundongo imunizado com a vacina dupla numa diluicdo de 1/400.

A ligacdo antigeno-anticorpo foi realizada por incubacdo com anti-lgG de
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camundongo conjugado a peroxidase (SIGMA®) por 1 hora. A revelacéo foi feita
utilizando a solugdo DAB (DAB 10 mg, 10 ml PBS, 10 pl H.O2 30%)?!’. Entre as
etapas, foram realizadas as lavagens da membrana com PBS Tween 0,05% com

repetices de trés vezes por 5 minutos cada lavagem.

3.14 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi realizada segundo o protocolo descrito por
Perpetuo et al.,>® com alteracdo na concentracdo da toxina tetanica, jA que
utiizamos amostra ndo purificada. Em uma microplaca preta de 96 pocos high
binding (Costar®) foram adicionados 167,52 pL/pogo de tampéao Tris-NaCl pH 7,5
(Tris 50mM, NaCl 150mM). A seguir, foram acrescidos 27,48 pg/poco de toxina
tetnica nativa e irradiadas em duplicata da seguinte forma: O primeiro lote foi
realizado com a toxina nativa e com as fracdes irradiadas de 1 kGy a 3 kGy e o
segundo lote com a nativa correspondente ao mesmo e com as proteinas irradiadas
de 5 kGy a 8 kGy. E, por fim, foi incluido 5 mM/po¢co do substrato FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) para o inicio da reacdo. Os valores da
fluorescéncia foram medidos a cada 30 segundos num periodo de 5 minutos
totalizando 10 leituras, o detector de fluorescéncia foi ajustado para 320 nm de
excitacdo e 420 nm de emissdo. O substrato FRET foi gentilmente cedido pelo Dr.
Ivo Lebrun do laboratério de Bioquimica e Biofica do Instituto Butantan. O substrato
FRET é composto pelos residuos de aminoacidos 73-81 da proteina sinaptobrevina
ligados ao grupo fluorescente Abz (orto-aminobenzdico) e o grupo supressor

EDDnp (N-[2, 4-dinitrofenil]-etilenodiamino): Abz-GASQ|FETSA-Q-EDDnp.
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3.15 Analise Estatistica

Para analise da caracterizagdo proteica por SDS PAGE foi utilizado o
software Cligs 1D. Os testes t-Student para andlise da antigenicidade e o calculo de
regressao linear para a andlise da atividade enzimética residual, foram realizados

pelo pacote estatistico GraphPad Prism 6.0.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacdo do perfil eletroforético por SDS Page da toxina tetanica

nativa e irradiada

Para o ensaio de caracterizacdo das proteinas em seu estado nativo ou
irradiado a diferentes doses, realizamos eletroforese SDS-PAGE a uma
concentragao de 7,5% em condigdes redutoras e ndo redutoras.

A partir da analise visual das proteinas ndo tratadas com agente redutor,
observamos um perfil heterogéneo de bandas com maior nimero de proteinas de
massa molecular alta, com maior evidéncia nas bandas de 100 kDa e 150 kDa e
algumas moléculas proteicas de média e baixa massa (Figura 9A). Ao
compararmos as fracbes das proteinas irradiadas a diferentes doses com as
proteinas em seu estado nativo, observamos uma modificacdo discreta na
intensidade das bandas até a dose de 4 kGy. Nas doses de 5 KGy até 8 kGy,
notamos um arraste e desaparecimento das bandas até a massa del00 kDa. A
partir da massa molecular de 75 kDa, notamos perfis de bandas pouco definidas e a
presenca de uma banda de baixa massa molecular inferior a 37 kDa, persistindo até
a dose de 8 kGy. N&o foi observado a formacao de agregados com massa acima de

150 kDa mesmo com o aumento da dose de radiacdo. (Figura 9).
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Figura 9 - Analise eletroforética (SDS-PAGE), na auséncia de agente redutor, da
toxina tetanica nativa e irradiadas: (PM) Peso molecular; (A) nativa; (B)
1 KGy; (C) 2 KGy; (D) 3 KGy; (E) 4 KGy; (F) 5 KGy; (G) 6 KGy, (H) 7
KGy e (I) 8 KGy.

No perfil eletroforético obtido em condigbes redutoras, observamos uma
mudanc¢a no alinhamento das proteinas quando comparadas as amostras sem o
uso de agente redutor. Neste perfil, a toxina tetanica corresponde as bandas de 100
kDa, referente a cadeia pesada e outra banda de 50 kDa, relacionada a cadeia
leve.

Nas aliquotas das proteinas submetidas a radiagcdo em doses distintas,
percebemos uma modificagdo gradual nos perfis conforme o aumento da dose,
contudo, as bandas permanecem definidas até a dose de 8 kGy. Ao comparar as
aliquotas de proteinas irradiadas com a nativa, a dose de 1 kGy ndo apresentou
modificacdes significativas. Entre as doses de 2 kGy a 4 kGy, o perfil permaneceu
semelhante. A partir da dose de 5 kGy, as bandas estdo menos expressivas e nota-
se 0 aparecimento de bandas de massa molecular menor ndo observadas em
doses anteriores. Entre as doses de 7 kGy e 8 kGy, houve um alargamento da

banda de 100 kDa. Nao ha evidéncia de formacdo de agregados de massa

molecular acima de 100 kDa (Figura 10).
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Figura 10 - Analise eletroforética (SDS-PAGE), na presenca do agente redutor, da
toxina tetanica nativa e irradiadas: (PM) Peso molecular; (A) nativa; (B)
1 KGy; (C) 2 KGy; (D) 3 KGy; (E) 4 KGy; (F) 5 KGy; (G) 6 KGy, (H) 7
KGy e (I) 8 KGy.

A fim de diminuir a subjetividade da analise visual dos perfis das proteinas
no gel, realizamos a avaliagdo densitométrica das massas moleculares homologas
a toxina tetanica a partir das amostras tratadas com o agente redutor. A andlise
gualitativa mostrou diferenca da area dos picos das bandas de 100 kDa e 50 kDa
irradiadas a diferentes doses em relacdo a proteina nativa. Na dose de 1 kGy
(Figura 11B), a area do pico foi equivalente com a &rea da proteina que né&o foi
submetida a radiacdo. Entre as doses de 2 kGy a 4 kGy (Figura 11C, 12A e 12B),
houve uma pequena alteracdo da area, mas ainda permaneceram semelhantes

com a nativa. A partir da dose de 5 kGy (Figura 12C), houve uma maior mudanca

no perfil da area de todos os picos até a dose de 8 kGy (Figura 13A, 13B e 13C).
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Figura 11 - Analise densitométrica das bandas da toxina tetanica nativa e irradiada
a diferentes doses por densitometria digital. Setas: (Esquerda) Banda
equivalente a 100 kDa. (Direita) Banda equivalente a 50 kDa. (A)
Nativa; (B) 1 kGy; (C) 2 kGy.
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Figura 12 - Analise densitométrica das bandas da toxina tetanica irradiada a
diferentes doses por densitometria digital. Setas: (Esquerda) Banda
equivalente a 100 kDa. (Direita) Banda equivalente a 50 kDa. (A) 3
kGy; (B) 4 kGy; (C) 5 kGy.
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Figura 13 - Analise densitométrica das bandas da toxina teténica irradiada a
diferentes doses por densitometria digital. Setas: (Esquerda) Banda
equivalente a 100 kDa. (Direita) Banda equivalente a 50 kDa. (A) 6
kGy; (B) 7 kGy; (C) 8 kGy.
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Ao analisar de forma quantitativa as alteragbes dos volumes das bandas
promovidas pela radiacdo ionizante nas massas de 100 kDa e 50 kDa, notamos
uma perda progressiva de massa conforme o aumento da dose. Entre as doses de
1 kGy a 5 kGy, a perda do volume foi gradativa, a partir de 6 kGy, a diferenca nos
volumes foi mais evidente. A perda do volume das bandas das aliquotas irradiadas
em relacdo a fracao nativa foi de 1 kGy - 3,04%, 2 kGy - 3,05%, 3 kGy - 4,49%, 4
kGy - 6,32%, 5 kGy - 9,1%, 6 kGy - 38,97%, 7 kGy - 41,384% e 8 kGy - 37,44%

(Figura 14).
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Figura 14 - Andlise do volume das bandas da toxina tetanica em seu estado nativo
e submetidas a radiacdo gama %°Co.

Em uma analise geral do perfil eletroforético, no que diz respeito a massa
molecular, observamos o aparecimento de novas bandas a partir da dose de 1 kGy
com maior incidéncia na dose de 5 kGy e a dissociacdao de algumas proteinas a
partir desta dose. A massa molecular de 100 kDa foi reconhecido pelo software em
todas as doses de radiacdo, j& a massa de 50 kDa apenas até a dose de 7 kGy

(Figura 15).
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Figura 15 - Andlise da massa molecular das bandas do perfil das proteinas nativa e
irradiadas a doses distintas: (PM) Peso Molecular; (A) Nativa; (B) 1
kGy; (C) 2 kGy; (D) 3 kGy; (E) 4 kGy; (F) 5 kGy; (G) 6 kGy; (H) 7 kGy;
(1) 8 kGy.

4.2 ldentificacdo dos peptideos da toxina teténica por digestdo em gel e

espectrometria de massa

Para avaliacdo da integridade dos peptideos ap6s a exposicao da toxina a
diferentes doses de radiacdo, realizamos digestdo das proteinas separadas em gel
de poliacrilamida com tripsina e espectrometria de massa para identificacdo dos
peptideos. Na analise da amostra nativa e das amostras irradiadas entre as doses
de 1 kGy e 4 kGy, foram extraidos do gel sem o uso de redutor, as proteinas
coradas de aproximadamente 150 kDa. A partir da dose de 5 kGy, devido a
radiacdo causar um arraste, foram recortadas as bandas equivalentes a 100 kDa e
50 kDa do gel em condicbes redutoras, jA que as bandas nestas condicfes

permaneceram definidas em todas as doses.
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A toxina tetanica foi identificada em todas as amostras, mas o
reconhecimento do numero de peptideos variou conforme o aumento da dose.
Foram observados um padrao no nimero de peptideos identificados na amostra
nativa, 1 kGy e 3 kGy, também foi observado similaridade nas doses de 2 kGy e 4
kGy. A partir da dose de 5 kGy o numero de peptideos identificados diminuiu

significativamente sem disparidade até a dose de 8 kGy (Figura 16).
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Figura 16 - Namero de peptideos da toxina tetanica nativa e irradiada, a diferentes
doses, identificados por espectrometria de massa tipo ESI-IT-TOF.

A partir da dose de 5 kGy, foi detectado peptideos de diferentes proteinas
do Clostridium tetani ndo relacionadas a toxina tetanica com massa molecular entre
137, 036 kDa a 18,627 kDa. As proteinas 7 metilasparato amonia-liase, repeticdo
de ligacdo a parede celular putativa 2 e proteina putativa da camada s, foram
observadas nas doses de 5 kGy a 8 kGy. A proteina metilasparato amoénia liase foi
identificada nas doses de 6 kGy a 8 kGy. As demais proteinas, foram observadas

apenas na dose de 7 kGy (Anexo A).
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4.3 Andlise estrutural das amostras proteicas nativa e irradiada por

espectrometria de massa — MALDI-TOF

Para se obter uma andlise mais sensivel da acdo da radiagdo gama na
toxina tetanica, realizamos espectrometria de massas para a identificacdo de
mudangas estruturais ndo observadas por SDS PAGE. Por se tratar de uma
amostra ndo purificada, no espectro das proteinas em seu estado nativo, esperava-
se encontrar picos de massas moleculares distintos. Foram encontradas duas
principais razes massa carga: a de 175261 m/z e 153846,6 m/z (Figura 17A).
Devido a diferentes intensidades de sinal, a faixa de detec¢do variou entre 0s
espectros. Nas amostras nativa, 1 kGy e 4 kGy a leitura foi entre 100000 m/z a
180000 m/z, nas amostras 3 kGy e 4 kGy foi entre 10000 m/z e 180000 m/z, j4 as
amostras de 5 kGy a 8 kGy a detecc¢éo ocorreu de 20000 m/z a 200000 m/z.

Quanto ao efeito da radiagdo, os picos majoritarios citados acima né&o
apareceram nos espectros das proteinas irradiadas, nas quais observamos a
formacao de fragmentos de menor massa molecular de forma gradativa até a dose
de 4 kGy (Figura 17A, 17B, 17C, 18A e 18B). Mudancas mais significativas
ocorreram a partir da dose de 5 kGy em que a presenca de maior nimero de picos
foi observada. Picos de massas altas maiores que 170000 m/z também foram

notados a partir desta dose (Figura 18C, 19A, 19B e 19C).
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Figura 17 - Espectro da toxina teténica nativa e fragdes irradiadas. (A) Nativa; (B) 1

kGy; (C) 2 kGy.
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Figura 18 - Espectro da toxina teténica de fracdes irradiadas. (A) 3 kGy; (B) 4 kGy;
(C) 5 kGy.
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Figura 19 - Espectro da toxina tetanica de fracbes irradiadas. (A) 6 kGy; (B) 7 kGy;
(C) 8 kGy.
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4.4 Avaliacdo do reconhecimento da toxina tetanica nativa ou irradiada em
diferentes doses por anticorpos de camundongos C57BI/6j imunizados com

vacina dupla por ELISA e Western Blot

A antigenicidade da toxina nativa e irradiada a diferentes doses foi analisada
por ELISA, no qual houve reconhecimento dos anticorpos IgG de camundongos
C57BI/6] imunizados com a vacina dupla independente da dose que a toxina foi
submetida. Ao comparar a antigenicidade da toxina nativa em relacdo a toxina
irradiada por Cobalto 60 a diferentes doses, observamos diferenga significativa de
todas as doses. Quando comparadas coma fracdo nativa, ocorreu uma reducao
gradual no reconhecimento dos anticorpos pelo antigeno. Nos antigenos irradiados
a 1 kGy, 2 kGy e 4 KGy, a diferenga significativa foi semelhante, seguida de uma

maior perda do reconhecimento em 3 KGy, e nas amostras de 5 kGy a 8 kGy

(Figura 20).
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Figura 20 - Avaliagdo da antigenicidade, por ensaio imunoenzimético, da toxina
tetdnica nativa e irradiada a diferentes doses. (**p=0.0022, ***
p=0.0003 e **** p<0.0001).

Ao confirmar os resultados obtidos por ELISA, foi realizada a analise

qualitativa por Western Blot das bandas correspondentes a cadeia pesada (100k
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Da) e a cadeia leve (50 kDa) da toxina teténica. Na toxina nativa, houve o
reconhecimento das duas cadeias, mostrando que ha epitopos antigénicos nos dois
polipeptidios (Figura 21A). Nas fracdes das amostras irradiadas, houve o
reconhecimento dos anticorpos em todos os perfis, conforme o aumento da dose,
esse reconhecimento pelos epitopos da toxina diminui gradualmente, sendo a

banda de 8 kGy demonstrar menor reatividade (Figura 21).

100kDa —> e wew e
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Figura 21 - Antigenicidade da toxina tetanica nativa e irradiada a diferentes doses,
por anticorpos anti-TeNT: (PM) Peso Molecular; (A) Nativa; (B) 1 kGy;
(C) 2 kGy; (D) 3 kGy; (E) 4 kGy; (F) 5 kGy; (G) 6 kGy; (H) 7 kGy; (1) 8
kGy.

4.5 Atividade enzimatica das aliquotas de toxina tetanica nativa e irradiadas

sobre o substrato FRET

A fim de analisar a capacidade da radiagdo ionizante em atenuar a atividade
enzimatica da toxina tetanica, realizamos o ensaio in vitro com o substrato FRET.
No lote 1, com as aliquotas de toxina tetanica irradiadas de 1 a 3 kGy, observamos

uma reducdo da atividade enzimatica conforme o aumento da dose, a maior perda
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de atividade deste lote foi de 37,2% relacionada a toxina irradiada a 3 kGy. No
segundo lote, também observamos a atenuacao da atividade enzimatica conforme
0 aumento da dose de radiacdo. A aliquota de toxina irradiada a 4 kGy permaneceu
com atividade enzimatica residual de 94,32% e a amostra irradiada a 8 kGy

preservou 65% de atividade (Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade enzimatica residual da toxina tetanica nativa e irradiada a
diferentes doses.

Lote 1 Lote 2
Atividade Atividade
Amostra Enzimatica (%) | Amostra Enzimatica (%)
Nativa 100 Nativa 2 100
1 kGy 94,4 4 kGy 94,32
2 kGy 97,2 5 kGy 81,7
3 kGy 62,8 6 kGy 75,66
7 kGy 68,22
8 kGy 65,0
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5 Discussao

A toxina tetanica € uma potente neurotoxina de alta letalidade que age nos

terminais nervosos causando o tétano. Atualmente, a melhor forma de prevencao e
controle da doenca € através da imunizacdo com a toxina tetanica destoxificada por
agente quimico?®. O processo de producdo da vacina envolve o cultivo do
microrganismo, extracdo e concentragdo do sobrenadante da toxina, inativagdo da
molécula transformando-a em toxdide e purificagédo.
Em nossos experimentos, utilizamos a toxina concentrada nao purificada resultante
do processo de producéo realizado pelo Instituto Butantan. Dentro do processo de
producao, a aliquota utilizada foi extraida do meio de cultura por filtragdo logo apés
o cultivo do C. tetani®?°.

A vacina contra o tétano produzida com toxina tetanica inativada pelo formol
vem sendo utilizada desde 1924 e confere alta prote¢do. No entanto, a vacina feita
com o toxoide teténico estd relacionada a efeitos colaterais apés a vacinagéo,
toxicidade, perigos oferecidos pelo meio de producéo e poluicdo ocasionados pelo
uso do formaldeido??!. Atualmente, vacinas contra o tétano que ndo necessitam de
adjuvantes e do uso de formaldeido para o seu desenvolvimento estdo sob
investigacdo: como, por exemplo, o uso do fragmento C ligado a sulfidrilas???,
fragmento C associado a flagelina®?® e vacina recombinante do fragmento C com a
subunidade B da toxina colérica??.

Inicialmente, realizamos a caracterizacdo da toxina teténica concentrada e
nao purificada em seu estado nativo e das aliquotas submetidas a radiacao.

Em relacdo & amostra da toxina nativa, no perfil eletroforético realizado em
condi¢bes ndo redutoras, observamos a banda de 150 kDa correspondente a toxina
e também a presenca de proteinas distintas, com maior destaque da banda de 100

kDa . Ensaios realizados por Guilhen et al.?!? com a amostra da toxina nas mesmas
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condi¢Bes que a nossa, obtiveram resultados parecidos e sugeriram trés hipoteses
para bandas entre 70 kDa e 60 kDa: em primeiro lugar, a cadeia leve pode ter
formado complexos com outras proteinas do meio de cultura ou do proprio
microrganismo, em segundo lugar, estas bandas representam outras proteinas do
Clostridium tetani ndo relacionadas a toxina teténica e, em terceiro, pode ter
ocorrido a degradacdo da cadeia pesada da toxina. Essas hipOteses também
podem justificar a banda de 100 kDa, o que também pode ter ocorrido, é o
rompimento da ponte dissulfeto e essa banda ser apenas a cadeia pesada da
toxina. Uma possivel explicagdo para a presenca de diferentes proteinas do
Clostridium tetani na amostra estudada, pode ser resultado da lise bacteriana que é
realizada para obtenc&o da toxina logo apés o cultivo do microrganismo??°,

Na amostra incubada com o0 agente redutor, a toxina tetdnica esta
representada pelas bandas de 100 kDa e de 50 kDa respectivamente. Quando
comparamos os perfis da toxina tetanica em condi¢des redutoras e ndo redutoras,
observamos massas distintas da molécula. Na amostra ndo tratada com 2-
mercaptoetanol, a toxina manteve sua massa molecular de 150 kDa, j& a amostra
gue foi incubada com o agente redutor, ha presenca de uma banda de 100 kDa e
outra de 50 kDa. Isso se da devido ao 2-mercaptoetanol ser agente redutor e
dissociar ligagdes feitas por pontes dissulfeto??®, O perfil observado é o esperado, e
a literatura mostra resultados semelhantes obtidos nas mesmas condi¢gdes??’:2%8,

A caracterizacdo das amostras irradiadas demonstrou que a radiacéo
ionizante causou modificacdo na massa molecular da toxina conforme o aumento
da dose de radiacdo, sendo que a partir da dose de 5 kGy essa modificacédo foi
mais representativa no perfil das bandas nos dois géis. O surgimento de novas
bandas sugere que a radiacdo ionizante pode ter causado danos na estrutura
primaria das proteinas, provavelmente destruindo as ligacdes covalentes entre 0s

amino&cidos e assim gerando fragmentos de proteinas. E apenas no gel em
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condicbes redutoras, podemos sugerir que houve o inicio da formacdo de
agregados ou cross-link, devido ao alargamento da banda nas doses de 7 kGy e 8
kGy.

Também podemos observar perfis distintos entre as proteinas irradiadas
sem o0 uso de agente redutor e tratadas com agente redutor. No perfil eletroforético
em condi¢des redutoras, houve uma modificagdo gradual até a dose de 4 kGy e, a
partir de 5 kGy, houve um arraste com a presenca de apenas uma banda de baixa
massa molecular pouco definida e ndo visualizada em doses anteriores. Ja em
condi¢bes redutoras, observamos maior quantidade de bandas de média e baixa
massa molecular. O perfil também modificou gradualmente, mas as bandas
permaneceram definidas até a dose mais elevada, mesmo que menos expressivas.
Ao considerar os efeitos produzidos nas proteinas até a dose de 5 kGy, trabalhos
anteriores sem o uso do agente redutor apresentam resultados semelhantes aos
nossos, entretanto, em doses menores. Analises de caracterizacdo da lectina do
veneno da Bothrops leucurus irradiada, mostrou similaridade na dose de 1 kGy
quando nenhuma alteragcédo foi observada, no entanto, a partir da dose de 2 kGy
houve mudancas significativas, como a degradacdo da banda principal, 0 que em
nossa andlise ocorreu a partir da dose de 5 kGy??°. Abib e Laraba®°, mostraram
que as proteinas de alta massa molecular irradiadas foram clivadas nas doses de 2
kGy. O mesmo ocorreu nos achados de Clissa et al.?! em que os componentes
com maior massa molecular do veneno de Crotalus durissus terrificus foram
destruidos ap6s serem submetidos as doses de 2, 3 e 5 kGy. Em contrapartida, no
perfil eletroforético da crotamina, ndo foi observado diferenga da toxina nativa e
irradiada, isto sugere que n&o houve agregacdo ou ruptura dos fragmentos
produzindo cadeias de polipeptidio?2.

Trabalho realizado com venenos brutos irradiados em solucdo de cinco

espécies dos géneros Echis e Bitis e seis espécies dos géneros Naja e
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Dendroaspis, demonstraram perfis diferenciados quanto ao uso do redutor, mas em
ambos foram observados agregacdo em doses mais elevadas que 4,5 kGy?2. Por
outro lado, Caproni et al.?** mostraram que a radiacdo promoveu alteracdes
estruturais caracterizadas por proteinas de maior massa molecular, mas nédo
apresentou dissociacdo das subunidades mesmo na presenca de agente redutor,
sugerindo que a radiacdo resultou na formacdo de ligagbes intermoleculares
resistentes ao agente redutor.

Em nosso experimento, as alteragbes da massa molecular como o
aparecimento de novas bandas, formacdo de agregados e possivel cross link em
doses mais elevadas, sdo condizentes aos resultados demonstrados por outros
autores, como o0s encontrados em estudo utlizando papaina® e B-
Lactoglobulina?®®. No entanto, ainda ndo podemos comprovar que houve
modificacdo, uma vez que o0s autores relatam tal observacdo nos produtos
irradiados a partir de 10 KGy.

A espectrometria de massa MALDI-TOF confirmou as fragmentacfes
observadas no gel causado pelo uso da radiagdo em todas as fracdes de proteinas
expostas a diferentes doses. Essas fragmentagfes ocorreram de forma aleatéria
entre as doses podendo ser observadas a partir da dose de 1 kGy. A partir da dose
de 5 kGy, observamos a formagéo de picos acima de 170000 m/z ndo observados
nos espectros das doses de 1 kGy a 4 kGy, o que provavelmente indique a
formacdo de agregados. De um modo geral, a literatura mostra observagdes
semelhantes as nossas analises por MALDI-TOF. Em botropstoxina |, formas
multiméricas até a dose maxima investigada de 2 kGy foram identificadas, enquanto
na toxina nativa, apenas a forma monomérica foi detectada®’. Estudos realizados
com crotamina demonstraram aumento da massa nas doses de 2 kGy e 10 kGy

gue pode ser atribuida a oxidagédo do veneno?%®
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Também observaram por meio desta andlise, a formacdo de fragmentos
menores na amostra irradiada em comparacao a proteina nativa. Quanto a razao
massa/carga de 175261, este pico sugere ser uma proteina de membrana do
Clostridium tetani, ja que esse tipo de proteina varia com o sua massa de 160 kDa
a 180 kDa entre as cepas do microrganismo?3°,

O uso de diferentes faixas de deteccédo nos espectros pode ter ocorrido em
razao da toxina ser uma molécula de massa molecular alta, ou devido a
sensibilidade dos detectores de ions padrao diminuir com o aumento da massa
iGnica4.

A radiagdo ionizante vem sendo estudada ao longo dos anos por causar
mudangas na estrutura das proteinas e por contribuir na diminuigdo da toxicidade
de moléculas?*-243, Trabalhos com proteinas irradiadas tem sido realizados ha pelo
menos 30 anos?** e a etapa de caracterizacdo é muito importante para observar os
efeitos da radiacdo nas estruturas das moléculas. Vérios estudos foram realizados
para caracterizar essas acoes e alteragdes estruturais entre as toxinas nativas e
irradiadas’’?%*, Essa mudanca conformacional e fragmentacdo ocorrem por
degradagdo e outras acdes causadas pela agdo direta e indireta da radiacéo
ionizante, onde efeitos diretos da radiagdo sdo causados quando o0s raios gama e
os elétrons de alta energia interagem diretamente com as moléculas. JA o maior
dano pode ser por via indireta, em que a partir da radiélise da agua pela ionizacéo,
formam-se radicais livres que interagem com aminodacidos através de adicdo ou
reducéo dos ions por oxidacao?*.

Os efeitos diretos da radiacdo surgem das intera¢cdes de modo direto entre a
radiagdo ionizante e as macromoléculas, em que outras moléculas ndo exercem
nenhuma funcéo nesses efeitos. Quando comparada aos efeitos indiretos, a acéo

direta sobre moléculas em solucgédo é quantitativamente insignificante?*”.
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Apos a irradiagdo de moléculas em solucdo, os radicais livres produzidos
reagem de forma muito eficiente com as proteinas, favorecendo modificacbes tais
como dimerizacédo e fragmentacdo?*®. Apds a geracdo dos radicais livres, em uma
solucdo altamente dindmica e concentrada, os aminoacidos expostos a solventes
sd0 mais propensos a serem oxidados por radical hidroxila®3. Desta forma, os
efeitos biologicos da radiacdo ionizante em proteinas resultam em oxidacdo de
aminoécidos, clivagem oxidativa do esqueleto proteico e modificagdo das cadeias
laterais dos aminoacidos?#.

A andlise por espectrometria de massa comprovou que a radiagdo ionizante
promoveu fragmentacdo e degradagdo progressiva de peptideos conforme o
aumento da dose e com maior efetividade a partir da dose de 5 kGy. Houve maior
estabilidade nas doses de 1 kGy e 3 kGy em que possivelmente a degradacéo foi
menor. Ensaios realizados com angiotensina Il apontaram para resultados similares
em que houve uma diminuicdo de forma néo linear na quantidade & medida que a
dose de radiacdo gama aumenta®®. Em um estudo feito com diferentes peptideos,
Vieira et al.?>! avaliaram o efeito de espécies reativas de radicais gerados pela
radidlise da &gua nessas moléculas, na qual também detectaram degradacao
progressiva nao linear dos peptideos investigados. Essa degradacdo e
fragmentagdo pode ter ocorrido principalmente pela formacdo de radicais livres
presentes na amostra, ja que as proteinas sdo os principais alvos dos radicais nos
sistemas biologicos devido a sua abundancia e alta taxa de reacéo, esses radicais
altamente reativos, provocam danos em varios locais dos amino&cidos resultando
no aumento da hidrofilicidade da cadeia lateral, fragmentacdo, agregagcdo por
interligacdo covalente ou interagdo hidrofébica, desdobramento da proteina e
alteracdo em sua conformacéo??. A andlise protedmica também contribuiu para a
identificacdo de algumas das diferentes massas moleculares observadas no SDS

Page, o que confirmou a presenga de outros peptideos do Clostridium tetani além
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dos peptideos da toxina tetanica. Baar et al.?>® ao realizar a caracterizacdo do
sobrenatante lisado do meio de cultura do Clostridium tetani também notaram a
grande variedade de proteinas mesmo submetendo a amostra a filtracdo por um
filtro de 100 kDa.

Os resultados obtidos por ELISA confirmaram que os anticorpos IgG
especificos anti-toxina teténica foram capazes de reconhecer o0s antigenos
irradiados a diferentes doses, embora tenha ocorrido diferenca significativa em
todas as doses no reconhecimento dos epitopos antigénicos das proteinas quando
comparadas as proteinas nativa. Apesar das modificagbes estruturais provocadas
pelo processo de radiagéo, foi possivel observar o reconhecimento de anticorpos
anti-TeNT frente as toxinas irradiadas nas diferentes doses, com queda gradual em
propor¢do ao aumento da dose, mas permanecendo com niveis satisfatorios até a
maior dose.

O ensaio por Western Blot proporcionou observar a reatividade dos
anticorpos apenas pelos epitopos antigénicos da toxina tetanica ja que as proteinas
foram separadas previamente por SDS Page. Assim como observado nos ensaios
por ELISA, o reconhecimento dos anticorpos pela toxina diminuiu gradualmente
conforme o aumento da dose, confirmando ter apresentado mudancas estruturais e
destruicdo conformacional nos epitopos antigénicos dos dois polipeptideos, ja que
0s anticorpos reconheceram o0s epitopos duas cadeias da toxina. Teste de
antigenicidade da toxina tetanica tratada com formaldeido para a sua destoxificacdo
também foi realizado por Metz et al.’®® e mostraram resultados parecidos. Isso pode
ter ocorrido devido as modificacdes estruturais em epitopos especificos na
molécula da toxina. Experimentos realizados com a-lactoalbumina bovina irradiada
demonstraram que as propriedades de ligacdo a IgE diminuiram gradualmente com
o aumento da dose em até 10 kGy?®* Resultados similares também foram

encontrados em crotoxina?>® e extrato total de proteinas de Toxoplasma gondii®®
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em que esses antigenos mostram propriedades antigénicas e imunolégicas
conservadas ap0s o processo de radiagao.

O teste de atividade enzimética demonstrou atenuacdo da atividade da
toxina tetanica a medida que a dose de radiacdo aumenta, com exce¢do da dose
de 3 kGy que teve a menor atividade residual. Provavelmente, a diminuicdo da
atividade nesta aliquota teve contribuicdo de fatores ambientais como a degradacgéo
da amostra, 0 que colaborou para essa queda juntamente com a dose de radiagéo
absorvida.

Os resultados obtidos a partir desta analise estdo de acordo com estudos
anteriores que demonstram a atenuacdo da atividade enzimatica pela radiagéo
como, por exemplo, a perda de 52% da atividade enzimética do veneno total da
serpente Echis coloratus irradiado a 3 kGy®’ e a atenuacdo dos venenos de
Cerastes cerastes e Vipera lebetina irradiados a 2 kGy®%.

A perda da atividade enzimatica demonstrou que a radiagcdo agiu na toxina
tetanica, isso poderia ser explicado pelos efeitos diretos e indiretos da radiagéo
causando fragmentacdo do sitio ativo, fragmentacGes nos aminoacidos e
modificagbes nas estruturas secundarias, o0 que sugere que alguns fragmentos
conservam sua atividade de forma parcial ou totalmente, enquanto algumas
proteinas perderam a sua atividade permanecendo com a massa molecular
intacta®®.

Embora a radiacdo gama tenha causado os mesmos efeitos nesses
experimentos, a dose de radiagdo utilizada € inferior a nossa, mostrando certa
resisténcia por parte da toxina tetanica a radiacdo, que mesmo na dose de 8 kGy a
toxina permaneceu com 65% de atividade residual. Tal resisténcia pode ter sido
proporcionada por algum tipo de protecdo contida no meio de cultura da amostra,
como a presenca de algumas substancias antioxidantes. Segundo Fratelli, 0 meio

de cultura IB produzido no Instituto Butantan para a producgéo da toxina tetanica é
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composto por glicose, N Z-Case TT®, NaCl (cloreto de sddio), MgSO, (sulfato de
magnésio), vitamina B12, acido nicotinico, L-cistina, biotina, cloridrato de tiamina,
riboflavina, cloridrato de piridoxina, pantotenato de célcio, uracila e FeCls; .6H.0O
(cloreto férrico)?®°. Ha evidéncias na literatura em que algumas vitaminas do
complexo B tem desempenhado papel antioxidante, e algumas destas estdo
presentes no meio de cultura utilizado: a piridoxina (vitamina B6)?%!, a tiamina
(vitamina B1)?522%3 e riboflavina (vitamina B2)?%4. O sulfato de magnésio, também
presente no meio de cultura, foi descrito na literatura como um poderoso
antioxidante que forma complexos com o radical hidroxila afetando a disponibilidade
deste radical®®>2%%, Qutro fato que pode ter contribuido para a resisténcia da toxina
perante a radiacao, € a presenca de outras proteinas, conferindo protecdo mutua e
competicéo pelos radicais formados pela a¢édo indireta da radiacéo.

Por outro lado, estudo com enterotoxina de Salmonella entérica var
Typhimurium parcialmente purificada, demonstrou inativagdo completa em um
intervalo de dose de 25 kGy e 80 kGy mas permaneceu com uma ligeira
enterotoxicidade na dose de 10 kGy, 0 que sugere que algumas proteinas podem
precisar de doses mais elevadas para a atenuacéo de sua atividade?®®’.

Diante desses resultados, optamos por néo realizar o teste de potencial
imunogénico da toxina tetanica irradiada, levando em consideracdo que todas as
amostras irradiadas permaneceram com mais de 50% de atividade e o valor de
concentracdo da dose letal da toxina teténica € de 1 ng/Kg. Fica clara a
necessidade de submeter a toxina & doses mais elevadas para ser considerada
segura para a inoculacdo nos camundongos, evitando assim, alta mortalidade dos
animais. No entanto, isso ndo sera possivel devido a falta de toxina tetanica em
nosso laboratério e a indisponibilidade do fornecimento por parte do Instituto
Butantan em que a linha de producdo de vacinas anaerObias encontra-se em

reforma. Compreender o mecanismo de resisténcia da toxina tetanica a radiacéo
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também se torna um ponto importante para estudos posteriores com proteinas
resistentes a raios gama. Ainda que a toxina tetanica tenha permanecido com
atividade enzimatica acima de 50%, os dados sugerem a possibilidade de
inativacdo em doses mais elevadas e 0 uso da radiacdo ionizante como método
alternativo de destoxificacdo da toxina tetanica para o uso como imunégeno. O uso
da radiacdo ionizante também contribuira para a melhoria do processo de
producdo, otimizando o tempo de incubacdo para destoxificacdo, reducdo dos
residuos quimicos resultante do processo e a possibilidade de elaborar uma vacina

sem a necessidade de adjuvante.
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6 Concluséao

6.1 Geral:

a) Os dados produzidos neste trabalho sugerem que a irradiacdo da toxina
tetanica por raios gama de Cobalto 60, em diferentes doses, alterou a estrutura
molecular conforme o aumento da dose, mantendo sua capacidade antigénica,

porém ndo apresentando eficiéncia satisfatéria na perda da atividade enzimética.

6.2 Especificas:

a) A toxina tetanica, ap0s ser submetida a radiagdo gama por Cobalto 60,
apresentou modificagdes estruturais, proporcionalmente com o aumento da dose;

b) Em todas as doses analisadas, foi possivel observar a manutencdo dos
epitopos antigénicos, com reconhecimento por imunoglobulinas IgG anti-TeNT,;

c) A atividade enzimatica demonstrou-se pouco comprometida mesmo apos

as maiores doses de radiagdo empregadas.
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Descrigao

Massa

Nativa

Doses (KGy)

3

4

5

Vitamin B12-dependent ribonucleotide
reductase OS=Clostridium tetani 12124569
OX=1231072 GN=BN906_0 0598 PE=3
Sv=1

137036

Putative cell wall binding repeat 2
OS=Clostridium tetani OX=1513
GN=SAMNO02745112_01893 PE=4 SV=1

131147

Putative S-layer protein/N-acetylmuramoyl-L-
alanine a midase OS=Clostridium tetani
(strain Massachusetts / E 88) OX=212717
GN=CTC_00462 PE=4 SV=1

118694

Ribonucleoside-diphosphate reductase
OS=Clostridium tetani OX=1513
GN=C3B72_06770 PE=4 SV=1

117109

Vitamin B12-dependent ribonucleotide
reductase OS=Clostridium tetani (strain
Massachusetts / E88) OX=2127 17
GN=CTC_00574 PE=3 SV=1

117096

Endonuclease MutS2 OS=Clostridium tetani
12124569 OX=1231072 GN=mutS_2 PE=3
Sv=1

89392

Membrane-associated protein
OS=Clostridium tetani 12 124569
OX=1231072 GN=BN906_00799 PE=4 SV=1

73206

Endopeptidase La OS=Clostridium tetani
0X=1513 GN= SAMN02745112_02462 PE=3
Sv=1

70540

Endopeptidase La OS=Clostridium tetani
(strain Massac husetts / E88) OX=212717
GN=CTC_00113 PE=3 SV=1

70540

Endopeptidase La OS=Clostridium tetani
12124569 OX =1231072 GN=BN906_00087
PE=3 SV=1

70505

Aspartate--tRNA ligase OS=Clostridium tetani
1212456 9 OX=1231072 GN=aspS PE=3
Sv=1

67887

Arginine--tRNA ligase OS=Clostridium tetani
OX=1513 GN=argS PE=3 SV=1

65076

Arginine--tRNA ligase OS=Clostridium tetani
12124569 OX=1231072 GN=argS PE=3
Sv=1

65058

Ferrous iron transport protein B-like protein
OS=Clostridium tetani (strain Massachusetts /
E88) OX=212717 G N=CTC_00534 PE=4
Sv=1

50028

Peptidase M56, BlaR1 OS=Clostridium tetani
12124569 OX=1231072 GN=BN906_01551
PE=4 SV=1

49276

Methylaspartate ammonia-lyase
OS=Clostridium tetani 12124569
0X=1231072 GN=BN906_02814 PE=4 SV=1

45633

7 Methylaspartate ammonia-lyase
OS=Clostridium tetani OX=1513
GN=C3B72_05920 PE=4 SV=1

45617




Pili retraction protein pilT OS=Clostridium
tetani 12124 569 OX=1231072 GN=pilT_2
PE=4 SV=1

43181

101

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
OS=Clostridium tetani OX=1513
GN=C3B72_02795 PE=3 SV=1

41652

Peptide chain release factor 1
OS=Clostridium tetani OX =1513 GN=prfA
PE=3 Sv=1

40841

Peptide chain release factor 1
OS=Clostridium tetani 12 124569
0X=1231072 GN=prfA PE=3 SV=1

40841

Cobalamin biosynthesis protein chiG
OS=Clostridium tetani (strain Massachusetts /
E88) OX=212717 GN=chiG PE=4 SV=1

36444

Cobalamin biosynthesis protein ChiG
OS=Clostridium tetani 12124569
0X=1231072 GN=chiG PE=4 SV=1

36443

D-alanine--D-alanine ligase OS=Clostridium
tetani 1212 4569 OX=1231072 GN=ddI_2
PE=3 SV=1

34063

Elongation subunit of DNA-dependent
DNApolymerase OS=Clostridium tetani
12124569 OX=1231072 GN=BN906_01028
PE=4 SV=1

32184

Transcriptional regulatory protein
OS=Clostridium tetani 12124569
0X=1231072 GN=BN906_01833 PE=4 SV=
1

18627
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