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RESUMO

Revisa-se na literatura a caracterização físico-química e propale
dades imunológicas da miosina obtida do músculo cardíaco, a produção de
anticorpo monoclonal anti-míosina, a radiomarcação deste anticorpo e sua
aplicação como radiofármaco no diagnóstico do miocárdio infartado. A de
teção do infarto do miocárdio por anticorpos radiomarcados para miosina
é um exemplo clássico de diagnóstico radioimunológico de tecido não-ma-
ligno.
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ABSTRACT

The present communication is a review of the physicochemical char

acterization and immunological properties of myosin isolated from the

cardiac muscle, the production of monoclonal antibody anti-myc-ain, the

radiolabeling of this antibody and its application as radiopharmaceuti-

cal to imaging myocardial infarcts. The classical example of radioimmu-

nologic diagnosis of non malignant tissues is the detection of myocardi^

al infarction by radiolabeled antibodies to myosin.



INTRODUÇÃO

Desde a descrição por Kõhler e Milstein em \975 da Tecnolo-

gia de HibridoM e a subseqüente disponibilidade de anticorpos monoclo-

nais contra um único determinante antigênico,estas técnicas tornaram-se

um suporte para a maioria dos laboratórios que utilizam procedimentos î

munoquítnicos em pesquisas básicas, aplicadas ou clínicas.

A produção de anticorpos é um dos aspectos da resposta itnu-

nologica a agentes estranhos denominados antígenos. Os antígenos.através

de seus determinantes antigênicos, interagem especificamente com recep-

tores de linfocitos induzindo à resposta imune específica.

Os antígenos possuem duas propriedades: imunogenicidade,ca-

pacidade de produzir uma resposta imune específica e antigenicidade,ca-

pacidade de interagir com os anticorpos. '••••,

No estabelecimento de uma infra-estrutura para obtenção de

anticorpos monoclonais utilizando a Tecnologia de Hibridoma, "considera

velmente" trabalhosa, o uso de um antigeno com alta imunogenicidade con

tribue para o bom êxito da produção de anticorpos monoclonais.Quanto maior

a complexidade molecular do antigeno, maior a imunogenicidade.Quanto matar

for a molécula antigênica maior sera o numero de determinantes antigêni^

cos aumentando assim a probabilidade de interação com os receptores dos

linfocitos.

A miosina cardíaca, sendo uma macromolecula corn um grande

número de determinantes antigênicos, portanto altamente imunogenica e an

tígeno ideal para induzir uma resposta imune específica, ponto de partî

da para a obtenção de anticorpos monoclonais.

Miosina é a proteína mais abundante nas células cardíacas.A

pós o infarto do miocárdio o dano irreparável às células conduz a um au

mento na permeabilidade da membrana celular miocardial permitindo a en*

trada de mac-omoléculas. Se a molécula extra-celular é um anticorpo mo-

noclonal para um componente intra-celular (miosina) concentra-se dentro

do tecido danificado. Assim um anticorpo monoclonal para miosina cardía

ca ligado a um radionuclídeo identifica necroses do miocárdio.

mOSINAc CONCEITOS BÁSICOS

A miosina e uma molécula longa em forma de bastão. Possui u

ma "cauda" composta de dois polipeptídeos e uma "cabeça" complexa com a

tivldade enzimática cataiizando a hidrólise de ATP em ADP e fosfato.Tem

peso molecular total em torno de 500.000 daltons e 160 nm de comprimen-

to.

No sistema contráctil das células moleculares existem 2 tipos

de filamentos: os espessos, formados por moléculas de miosina e os del-

gados, formados por moléculas de actina. Esses filamentos se organizam

em arranjos paralelos, encaixando-se uns nos outros formando grupos de-

nominados sarcômeroB. Durante a contração muscular em cada sarcomero,of



filamentos espessos deslizam para o espaço entre os filamentos provocan

do o encurtamento de toda a fibra muscular. A hidrólise do ATP a ADP e

fosfato fornece a energia química para o deslizamento dos filamentos.Ca

da molécula de miosina em um filamento espesso tem uma "cabeça". Essas i.

"cabeças", regularmente espaçadas ao longo do filamento espesso, são na

realidade enzimas. Hidrolizam o ATP à medida que perfazem contatos fuga

zes e repetitivos com o filamento delgado, de tal forma que se exerçam

forças de deslizamento provocando o movimento dos filamentos espessos

ao longo dos filamentos delgados em direção às extremidades dos sarcôme

ros. Acredita-se que a hidrólise do ATP e acompanhada de mudanças na for

ma ou conformação da "cabeça" da miosina, produzindo força mecânica. As

sim actina e miosina, alem de outras proteínas do sistema contract! l,sâo

especializadas nas transformações de energia química do ATP na energia

mecânica da contração e relaxamento muscular. As células musculares têm

diferentes formas de especialização. 0 músculo cardíaco tem contrações

rítmicas. 0 músculo esquelético branco tem resposta rápida e pode funcio

nar sem oxigênio, enquanto que o vermelho é mais lento e requer oxigê-

nio. 0 músculo cardíaco contem filamentos de miosina e actina mas dife-

re do músculo esquelético por ser continuamente ativo no ritmo regular

de contração e relaxamento e nao possui intervale de trabalho amplo co-

mo o mostrado pelo músculo esquelético. Além disso, o coração tem um me

tabolismo completamente aerobico em todos os instantes, contrastando com

o esquelético que pode funcionar anaerobicamente em curtos períodos. Pe

Io fato do coração ser normalmente aerótàco e obter praticamente toda a

sua energia da fosforilação oxidativa, a impossibilidade do oxigênio a-

tingir uma porção do músculo cardíaco, quando cs vasos sangüíneos são blo

queados por deposito de lipídeos, pode ocasionar a morte desta região do

músculo cardíaco, processo conhecido como ínfarto do miocárdío.

A análise das atividades enzimáticas da miosina,extraída do

músculo cardíaco e músculo esquelético, branco e vermelho, de coelhos,

demonstram a existência de dois tipos de miosina. Um tipo caracterizado

por uma atividade enzimática (ATPase) alta está presente no músculo es-

quelético branco. 0 outro tipo, caracterizado por baixa atividade enzi-

mática, é encontrado no músculo cardíaco e esquelético vermelho (Katz e

col.,1966). Uma grande quantidade de ferro presente no músculo cardíaco,'

e esquelético vermelho (Amberson e col.,1964) pode ser responsável pela

ATPase baixa (Inesí e col.,1964). A possibilidade de impurezas ou trocas

na miosina durante os procedimentos de purificação influenciam a ativi-

dade enzimática. As diferenças enzimáticas entre os dois tipos de mios^

na não refletem em diferença nas propriedades hidrodinâmicas (Katzecol.,

1966). A conformação, tamanho e o peso molecular são os mesmos (Gergely

e col.,1957; Mueller e col.,1964; Davis e col.,1960), aspectos na estru

tura secundária e terciária e a composição de aminoácidos,geralmente são

similares (Kay e col.,1964; Iyencor e col.,1965). As diferenças observa

ias estão no conteúdo de cisteína (Barány e col.,1964) na sensltividade

proteolítica (Gergely,1969; Kay e col.,1964; Mueller e col,,1964) e imu



nológicas (Finck.1965).

Os estudos sobre o tamanho e a natureza química da miosina ft>

ran exaustivos em preparações enzimáticas de músculo esquelético (Holtzer

e col.,1959; Szentgyorgy,1951) porem são poucos os dados disponíveis pa-

ra a miosina cardíaca (Davis e col.,1960). Alem disso foram descritos va

lores diferentes de peso molecular para miosina cardíaca. Olson (Olson,

1959) relata 223.000 daltons enquanto que Gergely e Kõlher,1957 e Davise

col.,1960, apresentam evidências de que a miosina obtida do músculo car-

díaco tem peso molecular de 500.000 daltons.similares a miosina obtida do

músculo esquelético (Haltzer e col.,1959; Laki e col.,1955) sugerindo for

mas de monômeros e dímeros (Davis e col.,1960).

PREPARAÇÃO DA MIOSINA CARDÍACA

A miosina cardíaca humana usada como antígeno na obtenção de

anticorpo monoclonal anti-miosina, pode ser extraida do músculo cardíaco

fresco e purificada (Khaw e col.,1984 ) de acordo com o método de Katz,

1966. Extrações iniciais de miosina eram obtidas com músculo cardíaco es

tocado em congelador (Barany e col.,1964). Entretanto, apesar das inúme-

ras lavagens, da homogenização exaustiva das miofibrilas, das repetidas

reprecipitações de actomiosina para remoção da actina, a miosina cardía-

ca extraida apresentava um colorido avermelhado, que não era observado nas

preparações de micsina esquelética, alem disso apresentava contaminação

de actomiosina bem maior como a que ocorre com a miosina esquelética. Es_

te incoveniente e superado quando se usa músculo cardíaco fresco (Katz e

col.,1966).

A miosina cardíaca é precipitada em força iônica baixa forman

do "pellet" menos denso do que a miosina esquelética branca, após a cen-

tri fugação.

A concentração da miosina obtida na extração e determinada por

espectrofotometria. 0 rendimento deve ser em torno de 75 a 300 mg de mio

sina pura por 100 g de músculo cardíaco (Elenbogen e col.,1960; Katz e

col.,1966). A homogeneidade da preparação e determinada através de eletro

forese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE)

(White e col.,1968; Neville e col.,1971; Gibson,1974; Shephens e col.,

Zingales,1984). A amostra de miosina separa-se em bandas de cadeias pes_a

da, leve e traços de proteínas contaminantes, a miosina extraída pode ser

purificada por cromatografia de troca ionica em gel de dietíl-amino-etíl

DEAE-Sephadex A-50 (forma DE CLORETO) ou em dietil-amino-etil DEAE celu-

lose (Asahi,1963; Ruchards e col.,1967).

A miosina, extraída do músculo cardíaco humano, pelo método

de Katz,1966, é usada na imunização de camundongos da linhagem BALB/c.Os

camundongos são injetados intraperitonealmente. São imunizados vários a-

nimais, ao mesmo tempo, para aumentar a possibilidade de obtenção de an-

ticorpos com a especificidade e título desejados.Avalia-se a resposta dos

animais injetados, geralmente através do imunoensaio ELISA, e os melhores
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respondedores são selecionados. Alguns desses animais servirão a produ-

ção de soro imune. Outros serão ««pregados nos experimentos de fusão ce

lular. No caso de fusão celular, o animal é sacrificado e, em condições

estéreis, o seu baço é removido e dele é preparado uma suspensão de cé-

lulas que são fundidas com células de mieloma de acordo com a técnica

descrita por Camargo e Lcpes.1983, e cultivadas em placas plásticas de

96 poços. Apôs o desenvolvimento das colônias no poço avalia-se a presen

ça do anticorpo antimiosina por imunoensaio ELISA. Híbridos positivos são

clonados por diluição limitante. Observa-se a produção de anticorpo mo-

noclonal para miosina cardíaca em cerca de 30X dos poços (Khaw e col.,

1984 ). Esses autores obtiveram uma linha parental híbrida R11D1O par*»

a produção de anticorpo monoclonal usado na imunodeteção do infarto do

mio ~"*dio. 0 anticorpo monoclonal foi purificado do fluido ascítico por

afii. dade cromãtográfica utilizando proteína A na imunoadsorção QttDonan

e col.,1973; Khaw e col.,1983) e o grau de pureza determinado por eletro

forese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE)

(Neville.1971).

Em Medicina Nuclear utiliza-se o fragmento, em vez do anti

corpo no seu todo, pois além de melhorar a imagem é depurado do sangue

rapidamente (Larson e col.,1983).

0 fragmento é preparado por digestão papainica (Porte,1959;

Khaw e col.,1984 ) e o Fab é separado do Fe e o anticorpo monoclonal não

digerido por imunoadsorção em Proteína A. A mistura de Fab é finalmente

cromatografada em coluna TSK 4000 em HPLC (cromatografia líquida de al-

ta resolução) (Khaw e col.,1987).

RADIOMARCAÇXO K APLICAÇÃO

As tentativas iniciais em utilizar, como radiofármaco, frag

mentos de antimiosina policlonal marcados com I (Khaw e col., 1978),

Tc (Kramer e col.,1974) e In (Krycareck e col.,1977) para locali-

zação e visualização experimental do infarto de miocárdio encontraram vá

rias limitações (Matter,1986). A miosina, pelo fato de ser uma proteína

de peso molecular alto, possuindo portanto, vários determinantes antigê

nicos na sua estrutura, estimula a produção de anticorpos específicos com

diferentes afinidade e especificidade. Por outro lado sendo o anticorpo

policlonal uma mistura de anticorpos com afinidade e correlação varian-

do de animal para animal, de sangria para sangria, adiciona uma retero-

geneidade na já complexa resposta imune. 0 fator crítico para o uso cl£

nico do policlonal é a dificuldade em se obter quantidades significati-

vas de fragmento Fab antimiosina estéreis e livres de pirogênio. Porém,

com o advento da tecnologia de hibridoma (Kõhler e Mílstein,1975) con-

seguiu-se a produção praticamente ilimitada de anticorpo monoclonal,pro

teína homogênea, monoespecífica com alto grau de confiança e reproduti-

bilidade. Khaw e col. em 198* utilizando a tecnologia de fusão celular,

desenvolveram anticorpo monoclonal para miosina cardíaca designadoRllDlO.



Os fragmentos R11D1O ligados a substancias radioativas localizam e vi sua

lizam regiões do infarto do miocárdio por cintilografia gama (Khaw e col,

1984a).

Apôs o infarto do miocardio, o dano irreparável às células

conduz a um aumento na permeabilidade da membrana celular permitindo a

entrada de macromoléculas na célula, o que não acontece com o miocardio

normal (Khaw e col.,1976; Khaw e col.,1979; SUõcJanackis e Deland.1982).

Ea pacientes com infarte agudo de miocardio os anticorpos especificos^-a

diomarcados, para miosina cardíaca, localizam-se especificamente nasmem

branas das células danificadas e sao identificados por cintilografia.Ne£

te sistema os componentes intracelulares sao usados como antígeno para

o imunodiagnóstico (Khaw e col.,1976; Khaw e col.,1978; Stakianakis e

col.,1982; Khaw e col.,1984a).

Os anticorpos monoclonais são extremamente específicos, po-

rem sua especificidade e para epitopes antigènicos e não para toda a mo

lecula o que faria supor uma redução substancial da sua localização no

tecido alvo em relação aos policlonais. Foi observado, porem, uma loca-

lização elevada no infarto miocardial canino (Khaw e col.,1983) sugerin

do que a quantidade de anticorpo monoclonal anti-miosina ligado a miocî

tos necroticos nao apresenta fator lirnitante, pois existe um excesso de

t-pi topos de miosina em relação a concentração de anticorpo usado (Khaw

e col.,1984a).

A preparação de radiofarmacos a partir de anticorpos monccl£

nais depende de um sistema de marcação que conduza a uma ligação consis

tente com o radionuclideo selecionado, sem afetar significsntemente a mo

lecula do anticorpo, purificação e avaliação do composto marcado quanto

as suas características que o adequam .os estudos ín vivo. Neste senti-

do desenvolveram-se vários métodos para a radioioei;icão e o uso de rea-

gentes radíometalicos tais como In e Tc acoplados a quelatos como

o DTPA (ácidp áietileno-triamino-pentacético) (Cole e col.,1987). Ini-

cialmente o I, apesar da meia-vida de 8 dias, decaimento 0 e y, ener

gia de foton alta, 364 KeV, foi o radionuclideo de escolha para a mar-

cação dos anticorpos monoclonais. 0 In com meia-vida de 67 horas, e-

nergí» 4f foton 171-?.S.d K*»V. rnmpativpl mm rol imariores e. gama-rfimarHS

convencionais, e a ausência de emissão 0, mostrou-se vantajoso no I.

Porem, ao contrario do sucesso relativamente uniforme de proteínas mar-

cadas por vários métodos de iodação, muitos investigadores não obtiveram

resultados consistentes com quelatos de anticorpos monoclonais marcados

com In (Stakianakis e col.,1982). 0 Tc com meia-vida de 6 horas e

energia Y de 141 KeV já vem sendo usado como traçador radioativo na mar

cação de moléculas na imagem do miocardio quando conjugado a cintilogra

fia (Gorten e col.,1966; Hubner,1970; Kramer e col.,1974;•Parkey e col.,

1974; Zeiweiman e col.,1975) porém a especificidade desses radiofámacos

não era exclusiva para o infarto do miocardio (Pugh e col.,1976; Beller

e col.,1977; Prasquier e col.,1977; Khaw e col.,1987). já o anticorpo

monoclonal para miosina cardíaca, por localizar-se especificamente nas



10

membranas das células darificadas, identificam necroses do náocánüo por

cintilografia.

Radiomarcação do fragmento R11D10: Radioiodação. Entre cs aé

todos clássicos, Cloramina T, Lactopercxidase e Iodogen, este último IDS

trou-se o mais conveniente (Haisma e col.,1986). Fab R11D10 acoplado ao

DTPA, preparado pelo método de tfCrejcarek e col.,1977) como descrito ore-

vigmente por Khaw e col. (Khaw e col.,1984 ) pode ser marcado com In

e Tc. Imagens cintilográficas obtidos com Fab R11D10 marcado com Tc

mostram claramente que este radiofármaco visualiza a área infartada duas

horas após a sua administração (Khaw e col.,1984 ).
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