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PREPARACAO DE ANTI-MIOSINA CARDIACA HUMANA: UMA REVISKO
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Revisa-se na literatura a caracterizacao ffsico-quimica e proprie
dades imunologicas da miosina obtida do musculo cardiaco, a produgao de
anticorpo monoclonal anti-miosina, a radiomarcagao deste anticorpo e sua
aplicagao como radiofarmaco no diagnostico do miocardio infartado. A de
tecio do infarto do miocardio por anticorpos radiomarcados para miosina
e um exemplo classico de diagnéstico radioimunolégico de tecido nao-ma-

ligno.



PREPARATION OF HUMAN CARDIAC ANTI-NYDSIN: A REVIEW
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The present communication is a review of the physicochemcal char
acterization and immunological properties of myosin isolated from the
cardiac muscle, the production of monoclonal antibody anti-myosin, 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.



INTROMICAO

Desde a descrigao por Kohler e Milstein em 975 da Tecnolo-
gia de Hibridoma e a subseqiiente disponibilidade de anticorpos monoclo-
nais contra um unico determinante antigénico.estas tecnicas tornaram-se
um suporte para a maioria dos laboratorios que utilizam procedimentos i
mynoquimicos em pesquisas basicas, aplicadas ou clinicas.

A produgso de anticorpos e um dos aspectos da resposta imu-
nologica a agentes estranhos denominados antigenos. Os antigenosatraves
de seus determinantes antiginicos. interagem especificamente com recep-
tores de linfocitos induzindo a resposta imune especifica.

Os antigenos possuem duas propriedades: imunogenicidade,ca-
pacidade de produzir uma resposta imune especifica e antigenicidade,ca-
pacidade de interagir com os anticorpos. 4 B

No estabelecimento de uma infra-estrutura para obtengSO de
anticorpos monoclonais utilizando a Tecnologia de Hibridoma, "considera
velmente” trabalhosa, o uso de um antigeno com aita imunogenicidade con
tribue para o bom exito da produgao de anticorpos monoclonais.Quanto maior
a complexidade :molecular do antigeno, maior a imunogenicidade.Quanto maior
for a molecula antigenica maior sera o numero de determinantes antigeni
cos aumentando assim a probabilidade de interagao com os receptores dos
linfocitos.

A miosina cardiaca, sendo uma macromolecula com um grande
numero de determinantes antigénicos, portanto altamente 1munog3nica e an
tigeno ideal para induzir uma resposta imune especifica, ponto de parti
da para a obtengao de anticorpos monoclonais.

Miosina e a proteina mais abundante nas celulas cardiacas.A
pos o infarto do miocardio o dano irreparavel as celulas conduz a um au
mento na permeabilidade da membrana celular miocardial permitindo a ens
trada de macromoleculas. Se a molecula extra-celular e um anticorpo mo-
noclonal para um componente intra~celular (miosina) concentra-se dentro
do tecido danificado. Assim um anticorpo monoclonal para miosina cardig
ca ligado a um radionuciideo identifica necroses do miocardio.

NIOSINA: CONCEITOS BASICOS

A miosina e uma molecula longa em forma de bastdao. Possui u
ma "cauda" composta de dois polipeptideos e uma "cabega" complexa com a
tividade enzimatica catalizando a hidrolise de ATP em ADP e fosfato.Tem
peso molecular total em torno de 500.000 daltons e 160 nm de comprimen-
to.

No sistema contractil das celulas moleculares existem 2 tipos
de filamentos: os espessos, formados por moleculas de miosina e os del-
gados, formados por moleculas de actina. Esses filamentos se organizam
em arranjos paralelos, encaixando-se uns nos outros formando grupos de-
nominados sarcomeros. Durante a contracdo muscular em cada sarcomero,os



filamentos espessos deslizam para o espago entre os filamentos provocan
do o encurtamento de toda a fibra muscular. A hidrolise do ATP a ADP e
fosfato fornece a energia quimica para o desljzamento dos filamentos.Ca
da molecula de miosina em um filamento espesso tem uma "cabega"”. Essas

"cabegas", regularmente espacadas ao longo do filamento espesso, S&0 na.

realidade enzimas. Hidrolizam o ATP a medida que perfazem contatos fuga
zes e repetitivos com o filamento delgado, de tal forma que se exergam
forgas de deslizamento provocando o movimento dos filamentos espessos
ao longo dos filamentos delgados em direcac as extremidades dos sarcamg
ros. Acredita-se que a hidrolise do ATP e acompanhada de mudangas na for
ma ou conformagao da "cabe¢a" da miosina, produzindo forga mecanica. As
sim actina e miosina, alem de outras proteinas do sistema contréétiLs;o
especializadas nas transformagoes de energia quimica do ATP na energia
mecanica da contracao e relaxamento muscular. As celulas musculares tem
diferentes formas de especializagao. O musculo cardiaco tem contracoes
ritmicas. O musculo esqueletico branco tem resposta rapida e pode funcio
nar sem oxigsnio, enquanto que o vermelho e mais lento e requer oxigi-
nio. 0 musculo cardiaco contem filamentos de miosina e actina mas dife-
re do musculo esquelético por ser continuamente ativo no ritmo regular
de contracao e relaxamento e nao possui intervalc de trabalho amplo co-
mo o mostrado pelo musculo esqueletico. Alem disso, o coragio tem um me
tabolismo completamente aerobico em todos os instantes, contrastando com
o esqueletico que pode funcionar anaerobicamente em curtos periodos. Pe
lo fato do coracao ser normalmente aerohico e obter praticamente toda a
sua energia da fosforilagao oxidativa, a impossibilidade do oxigsnio a-
tingir uma porcao do musculo cardiaco, quando cs vasos sangufneos éi)ﬁg
queados por deposito de lipideos, pode ocasionar a morte desta rqﬁao do
musculo cardiaco. processo conhecido como infarto do miocardio.

A analise das atividades enzimaticas da miosina,extraida do
musculo cardiaco e musculo esquelético, branco e vermelho, de coelhos,
demonstram a existencia de dois tipos de miosina. Um tipo caracterizado
por uma atividade enzimatica (ATPase) alta esta presente no musculo es-
quelético branco. 0 outro tipo, caracterizado por baixa atividade enzi-
matica, e encontrado no musculo cardiaco e esqueletico vermelho (Katz e

col.,1966). Uma grande quantidade de ferro presente no musculo cardiaco;

e esqueletico vermelho (Amberson e col.,1964) pode ser responsavel pela
ATPase baixa (Inesi e col.,1964). A possibilidade de impurezas ou trocas
na miosina durante os procedimentos de purificacao influenciam a ativi-
dade enzimatica. As diferencas enzimaticas entre os dois tipos de miosi
na nao refletem em diferenca nas propriedades hidrodinamicas (Katz e col.
1966). A conformacao, tamanho e o peso molecular s&o os mesmos (Cergely
e col.,1957; Mueller e col.,1964; Davis e col.,1960), aspectos na estru
tura secundaria e terciaria e a composicgao de aminoécidos,gera]na1te 880
similares (Kay e col.,1964; Iyencor e col,,1965). As diferengas observa
das estao o conteudo de cisteina (Barany e col.,1964) na sensitividade
proteolitica (Gergely,1969; Kay e col.,1964; Mueller e col.,1964) e imu
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nologicas (Finck,1965).

Os estudos sobre o tamanhc e a natureza qufmica da miosimna g
ram exaustivos em preparagoes enzimaticas de musculo esqueletico (Holtzer
e col.,1959; Szentgyorgy,1951) porém sao poucos os dados disponiveis pa-
ra a miosina cardiaca (Davis e col.,1960). Além disso foram descritos va
lores diferentes de peso molecular para miosina cardiaca. Olson (Ol1son,
1959) relata 223.000 daltons enguanto que Gergely e Kolher,1957 e Davise
col.,1960, apresentam evidencias de que a miosina obtida do musculo car-
diaco tem peso molecular de 500.000 daltons,similares a miosina obtida do
musculo esquelético (Haltzer e col.,1959; Laki e col.,1955) sugerindo fog
mas de monomeros e dimeros (Davis e col.,1960).

PREPARACAO DA MIOSINA CARDIACA

A miosina cardiaca humana usada como antigeno na obtencao de
anticorpo monoclonal anti-miosina, pode ser extraida do musculo cardiaco
fresco e purificada (Khaw e col.,1984 ) de acordo com o metodo de Katz,
1966. Extragoes iniciais de miosina eram obtidas com musculo cardiaco es
tocado em congelador (Barany e col.,1964). Entretanto, apesar das inume-
ras lavagens, da homogenizacao exaustiva das miofibrilas, das repetidas
reprecipitacoes de actomiosina para remocao da actina, a miosina cardia-
ca extraida apresentava um colorido avermelhado, que nao era cbservado nas
preparacoes de micsina esqueletica, alem disso apresentava contaminagao
de actomiosina bem maior como a que ocorre com a miosina esquelética. Es
te incoveniente e superado quando se usa musculo cardiaco fresco (Katz e
col.,1966).

A miosina cardiaca e precipitada em forga ionica baixa faman
do "pellet” menos denso do que a miosina esquelética branca, apés a cen-
trifugacao.

A concentragao da miosina obtida na extraggo e detemi nada por
espectrofotometria. O rendimento deve ser em torno de 75 a 300 mg de mio
sina pura por 100 g de musculo cardiaco (Elenbogen e col.,1960; Katz e
col.,1966). A homogeneidade da preparagao é determinada atraves de eletro
forese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sodio (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 pesa
da, leve e tragos de proteinas contaminantes, a miosina extraida pode ser
purificada por cromatografia de troca ionica em gel de dietil-amino-etil
DEAE~-Sephadex A-50 {forma DE CLORETO) ou em dietil-amino-etil DEAE celu-
lose (Asahi,1963; Ruchards e z0l1.,1967).

A miosina, extraida do musculo cardiaco humano, pelo metodo
de Katz,1966, e usada na imunizagao de camundongos da linhagem BALB/c.0Os
camundongos sao injetados intraperitonealmente. Sac imunizados varios a-
nimais, ao mesmo tempo, para aumentar a possibilidade de obtencao de an-
ticorpos com a especificidade e titulo desejados.Avalia-se a resposta dos
animais injetados, geralmente atraves do imunoensaio ELISA, e os melhores



respondedores sao selecionados. Alguns desses animais servirao a produ~
¢80 de soro imune. Outros serao empregados nos experimentos de fusso ce
lular. No caso de fusao celular, o animal e sacr:i“icado e, en condicaes
estereis, o seu baco e removido e dele e preparado uma suspensao de ce-
lulas que sao fundidas com celulas de mieloma de acordo com a tecnica
descrita por Camargo e Lcpes, 1983, e cultivadas em placas plisticas de
96 pogos. Apos o desenvolvimento das colonias no pogo avalia-se a presen
ga do anticorpo antimiosina por imunoensaio ELISA. Hibridos positivos sso
clonados por diluigao limitante. Observa-se a producao de anticorpo mo-
noclgnll para miosina cardisca em cerca de 30% dos pogos (Khaw ¢ col.,
1984 ). Esses autores obtiveram uma linha parental hibrida R11D10 para
a producao de anticorpo monoclonal usadc na imunodetecao do infarto do
mioc “~dio. O anticorpo monoclonal foi purificado do fluido ascitico por
afi.. dade cromatografica utilizando proteina A na imunoadsorgao Milkman
e col.,1973; Khaw e col.,1983) e o grau de pureza determinado por eletro
forese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(Neville, 1971).

Em Medicina Nuclear utiliza-se o fragmento, em vez do anti
corpo no seu todo, pois alem de melhorar a imagem e depurado do sangue
rapidamente (Larson e col.,1983).

0 fragmento e preparado por digestao papainica (Porte, 1959;
Khaw e col.,1984 ) e o Fab & separado do Fc e o anticorpo monoclonal nao
digerido por imunoadsorcao em Proteina A. A mistura de Fab e finalmente
cromatografada em coluna TSK 4000 em HPLC (cromatografia liquida de al-
ta resolucao) (Khaw e col.,1987).

RADIOMARCACAO B APLICACAO

As tentativas iniciais em utilizartzgomo radioférmaco, frag

B gtos de antimiosina policlogfi marcados com I (Khaw e col., 1978),
Tc (Kramer e col.,1974) e In (Krycareck e col.,1977) para locali-
zagao e visualizacao experimental do infarto de miocardio encontraram va
rias limitacoes (Matter,1986). A miosina, pelo fato de ser uma proteina
de peso molecular alto, possuindo portanto, varius determinantes antigé
nicos na sua estrutura, estimula a producao de anticorpos espec{ﬁcos ocom
diferentes afinidade e especificidade. Por outro lado sendo o anticorpo
policlonal uma mistura de anticorpos com afinidade e correlaqao varian-
do de animal para animal, de sangria para sangria, adiciona uma betero-
geneidade na ja complexa resposta imune. O fator critico para o uso cli
nico do policlonal e a dificuldade em se obter quantidades significati-
vas de fragmento Fab antimiosina estereis e livres de piroganio. Porem,
com o advento da tecnologia de hibridoma (Kdhler e Milstein,1975) con-
seguiu-ge a produgao praticamente ilimitada de anticorpo monoclonal, pro
teina homoganea, monoespecifica com alto grau de confianga e reproduti-
bilidade. Khaw e col. em 1984 utilizando a tecnologia de fusao celular,
desenvolveram anticorpo monoclonal para miosina cardiaca designadoR11D10.



Os fragmentos R11D10 ligados a substancias radioativas localizam e visua
lizag regioes do infarto do miocarcio por cintilografia gama (Khaw e col,
1984 ).

Apos o infarto do miocérdio, o dano irreparével as celulas
conduz a um aumento na permeabilidade da membrana celular permitindo a
entrada de macromoleculas na célula, 0 que nao acontece com o miocardio
rormal (Khaw e col.,1976; Khaw e col.,1979; Siakianackis e Deland,L1982).
Em pacientes com infarte agudo de miocardio os anticorpos especificosrg
diomarcados, para miosina cerdiaca, localizam-se especificamente nas mem
branas das celulas danificadas e sao identificados por cintilografia.Nes
te sistema os componentes intracelulares sao usados como ant{geno para
() imunodiagnéstico {Khaw e gol.,1976; Khaw e c0l.,1978; Stakianakis e
col.,1982; Khaw e co0l1.,1984 ).

Os anticorpos monoclonais sa0 extremamente especificos. po-
rem sua especificidade e para epitopes antigenicos e nao para toda a mo
lecula o que faria supor uma reducao substancial da sua localizacao no
tecido alvo em relagac aos policlonais. Foi observado, porém, uma loca-
lizacao elevada no infarto miocardial canino (Khaw e col.,1983) sugerin
do que a quantidade de anticorpo monoclonal anti-miosina ligado & miéci
tus necroticos nao apresenta fator limitante, pois existe um excesso de
epitopos de miosina em relacao a (:uncenfrag;jo de anticorpo usade (Khaw
e col., 1984").

A preparacac de radiofarmacos a partir de anticorpos monocl o
nais depende de um sistema de marcaggo que conduza a uma ligagéo consisg
tente com o radionuclideo selecionado, sem afetar significantemente a mo
lecula do anticorpo, purificagao e avaliagao do composto marcado quanto
as suas caracteristicas que o adequam .os estudos in vivo. Neste senti-
do desenvolveram-se varios metodgf para 8 radioiodiicac e o uso de rea-
gentes radi ometalicos tais como In e Tc acoplados a quelatos como
o DTPA (écxdf fietl1eno—tr1am1no-pentacético) (Cole e c0l1.,1987). Ini-
cialmente o I, apesar da meia-vida de 8 dias, decaimento B e v, ener
gia de foton alta, 364 KeV, foi o ra? ?nuclideo de escolha para a mar-
cagao dos anticorpos monoclonais., O In com meia-vida de 67 horas, e~
nergia de fnaton 171-964 KeV, r-nmnahvpl com eolimadores e uama-r‘amfgaq
convencionais, e a ausencia de emissao 8, mostrou-se vantajoso ao I.
Porem, ao contrario do sucesso relativamente uniforme de proteinas mar-
cadas por varios metodos de iodagao, muitos investigadores nao obtiveram
resulffdos consistentes com quelatos de Sntlcorpos monoclonais marcados
com (Stakianakis e col,,1982). Tc com meia-vida de 6 horas e
energia v de 141 KeV ja vem sendo usado como tragador radicativo na mar
cagao de moleculas na imagem do miocardio quando conjugado a cintilogra
fia (Gorten e col.,1966; Hubner,b1970; Kramer e ¢ol.,1974; -Parkey e col.,
1974; Zeiweiman e col.,1975) porem a especificidade desses radiofamacos
nao era exclusiva para o infarto do miocardio (Pugh e col.,1976; Beller
e col.,1977; Prasquier e col.,1977; Khaw e col.,1987). Ja o anticorpo
monoclonal para miosina cardiaca, por localizar-se especificamente nas
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membranas das celulas darificadas, identificam necroses do miocardio por
cintilografia.

Radiomarcagao do fragmento R11D10: Radioiodagao. Entre os me
todos classicos, Cloramina T, Lactopercxidase e lodogen, este ﬁltiuom_s_
trou-se o mais conveniente (Haisma e co0l.,1986). Fab R11D10 acoplado ao
DTPA, preparado pelo metodo de Krejcarek e col.,1977) como descrito ﬂrie—
vi nte por Khaw e col. (Khaw e col.,1984 ) pode ser marca-o com In
e Tc. Imagens cintilograficas obtidos com Fab R11D10 marcado com 'S
mostram claramente que este radiofarmaco visualiza a area infartada duas
horas apos a sua administragao {Khaw e col.,1984a).
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