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INTERACOES HIPERFINAS EM DNA E ANTICORPOS DE CAMUND ONGOS
INFECTADOS PELA CEPAY DE T. cruzi PELA TECNICA DE PAC.
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Resumo- O presente estudo investiga interacdes hiperfinas, pela técnica de PAC, em DNA e anticorpos de
diferentes linhagens de camundongos infectados pela cepa Y de T. cruzi. A técnica de PAC caracteriza
interacBes hiperfinas do campo elétrico das biomoléculas com o momento elétrico do ndcleo de prova,
fornecendo dessa forma, conhecimentos a respeito do comportamento dessas biomoléculas e a melhor
compreenséo de fendmenos biologicos relacionados com a dindmica metabolica dos sistemas bioldgicos. Tendo
em vista esta possibilidade utilizamos como materiais biolégicos os DNAs e anticorpos de diferentes linhagens de

camundongos infectados pela cepa Y de T. cruzi e como nucleo de prova o

. Os resultados obtidos, com

amostras diluidas em agua e a temperatura ambiente, demonstraram existir uma interacao dindmica entre o
material biolégico e o nicleo de prova, sendo que esta interacéo relaciona-se com o pardmetro A, que provoca o
decrescimento exponencial da funcdo de perturbacdo. Estes resultados contribuirdo grandemente para a
explicacdo dos diferentes padrbes de resposta imunoldgica apresentados pelas diferentes linhagens de

camundongos quando infectados pela cepa Y de T. cruzi.
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Introducao

A doenca de Chagas é uma parasitose tecidual
e hemética, de carater endémico em extensas
regibes do continente americano. Tem evolucao
geralmente cronica e € causada por um
protozoario  flagelado, Trypanosoma  cruzi,
transmitido ao homem e a varios mamiferos
sensiveis por hemipteros hematéfagos da
subfamilia Triatominae. Trata-se de uma infeccéo
de histéria natural muito antiga, as relagbes
parasita-hospedeiro apresentam-se extremamente
complexas, envolvendo adaptacBes profundas de
ambos os lados, interferindo no desenvolvimento
da infeccdo (NEVES, 1983).

Mesmo existindo muitas informacdes,
originadas a partir da investigacao clinica em
humanos, a maior parte dos conhecimentos
acerca da doenca de Chagas deriva dos ensaios
realizados com modelos animais, sendo frequente
0o uso de camundongos. Os resultados
encontrados na literatura com estes animais
demonstram que, assim como os humanos, a
doenca se manifesta de forma diferente, em
funcdo das constituicbes genéticas do parasita, do
hospedeiro e das relagbes entre ambos (MOULIA,
et al.,1996).

As interacdes hiprefinas fornecem informacées
sobre a vizinhanca atémica ao redor de um atomo
de prova numa escala nanométrica por meio de
interacdes entre os momentos do nucleo deste
atomo e as cargas e spins da sua vizinhanca. A
técnica PAC (Correlagdo Angular Perturbada)
consiste na observacao da perturbacao, devido as
interacdes hiperfinas, do estado intermediario de

um nucleo radioativo de um atomo que ocupa uma
determinada posicdo dentro de uma molécula ou
numa estrutura cristalina, ndcleo este que decai
emitindo duas radiacbes-y sucessivas. A partir da
medida destas interacbes € possivel obter
informacdes sobre a estrutura e da distribuicéo de
cargas em torno deste nucleo (BAUER, 1985). Em
sistemas biologicos as aplicagBes da técnica de
PAC estdo voltadas para o estudo do
comportamento da interacdo de quadrupolo
nuclear (NQI) devido a especificidade do ambiente
biologico (LEIPERT, et al., 1968; BUTZ,1989).

A espectroscopia de PAC tem mostrado ser
uma ferramenta muito Otil no estudo de
biomoléculas, e ndo existe no Brasil nenhum
grupo que a utilize neste tipo de aplicacao. Assim,
diante da importancia de todos os aspectos acima
descritos e dos avancos biotecnolégicos, vimos
relevdncia em estudar o comportamento das
imunoglobulinas 1gG1, 1gG2a e 1gG2b buscando
argumentos que fortalecam o0 estudo das
diferentes respostas imunologicas desencadeadas
pela presenca ou auséncia dessas
imunoglobulinas que séo pré-determinadas pelo
DNA de cada linhagem de camundongos que esta
sendo estudada.

Material e Método

Para a realizacdo da primeira etapa dos
experimentos foram utilizadas amostras de DNA
das linhagens A/J e C57BL/6 que sé&o
consideradas susceptiveis e resistentes
respectivamente a infeccdo provocada pela cepa
Y de T. cruzi. Estas amostras foram diluidas em
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agua destilada, onde foi acrescentado o InCls, que
€ a ponta de prova. A ponta de prova utilizada foi o
ey, produto do decaimento por captura
eletronica do nicleo-pai ™'In, que é obtido pela
iradiacdo da 'Ag com deuterons em um
acelerador ciclotron. Apés a separacdo quimica
dos atomos de In radioativos da matriz de prata,
uma solucdo de cloreto de indio livre de
carregador € obtida com uma concentragdo
extremamente baixa de ***In (TROGER, 1999).

As primeiras amostras foram feitas da seguinte
forma:

DNA - A/J:

48ul — H,0Od, 1 pl—=DNA e 1 pl — InCl;,

DNA - C57BL/6:

48ul — H,Od, 1 ul— DNA e 1 pl — InCly,

Para a realizacdo da segunda etapa dos
experimentos foram utlizadas amostras de
anticorpos (IgG1, IgG2a e 1gG2b), diluidas em
agua destilada, onde foi acrescentado o InCls.

Estas amostras seguiram 0 mesmo padrdo que
as anteriores:

IgG1:

48ul — H,0d, 1 pl—1gGl e 1 pl — InCly,

IgG2a:

48ul — H,0d, 1 pl - IgG2a e 1 pl — InCl3,

IgG2b:

48ul — H,Od, 1 pl - 1gG2b e 1 ul — InCls.

As medidas de PAC para todas as amostras
foram feitas utilizando o espectrémetro de quatro
detectores cintiladores de BaF,, ilustrado na figura

Figura 1. Espectrobmetro de PAC formado com
guatro detectores conicos de BaF..

Os 12 espectros de coincidéncias W(8,t)
acumulados no multicanal em cada medida PAC
foram tratados por um programa de computador
gue gerou uma curva de A,,G,,(t), dada por uma
combinagé&o dos espectros W(6,1):

C(180°,1) — C(90°, 1)

A,Gy(t) = 20(180°,t) 200 1

onde,
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C(180°,t) =3 |‘jwi (180°1) e

4
C(90°,t) = 4/ [T W, (90°,t)
i=
sendo W;(,t) os espectros de coincidéncias para
as diversas combinacdes de detectores nos
angulos 6 = 90°, 180° subtraidos os efeitos
devidos a eventos de coincidéncias acidentais
Wa(h): Wi(B, t) = Wi(6,t) - Wa(h).

A partir da curva de A,,Gx(t) foi possivel obter
as frequéncias de transigéo w; correspondentes ao
desdobramento em energia do nivel intermediario
da cascata gama do nlcleo de prova devido a
presenca do gradiente de campo elétrico originado
pela vizinhanca eletrénica (KARLSSON, et al.,
1965).

As medidas de PAC com biomoléculas séo
realizadas em solucdo, condicdo na qual sofrem o
efeito da difusdo rotacional que é representada
pelo tempo de correlacdo rotacional tcr que
descreve a mobilidade de uma molécula numa
solucado. Este tempo depende da viscosidade ¢, da
temperatura absoluta T e do volume da molécula
V e é definido por tcgr = V. &/(kgT), onde kg € a
constante de Boltzmann (ABRAGAM;
POUND,1953).

A influéncia da interagdo dinamica € mais forte
gquando wypTcr=l. Neste caso o efeito sobre a
correlagao angular sera um rapido amortecimento
da anisotropia como funcdo do tempo. Ha outras
duas situagBes possiveis: (1) a flutuagdo da
interacdo quadrupolar € rapida, definida por
WTer<<1, ou seja quando o tempo de flutuagao é
curto comparado com a escala de tempo
estabelecida pela interacdo guadrupolar
caracterizada por wy, 0 nicleo perde a coeréncia
de fase e a funcé@o de perturbagdo se torna um
simples decaimento exponencial, (2) no regime de
flutuacdo da interagdo quadrupolar lenta, definida
por wyir>>1, ou seja quando o tempo de
flutuacdo é longo comparado com a escala de
tempo estabelecida pela interacdo quadrupolar, o
efeito sobre a correlagdo angular serd um lento
amortecimento da anisotropia. No limite Tcg->=, a
interacdo sera puramente estatica. Somente neste
caso € possivel determinar simultaneamente tanto
wy € n(assimetria) que sdo os parametros
hiperfinos relacionados com a estrutura local do
sitio do nucleo de prova na biomolécula.

Foram realizadas medidas a temperatura
ambiente e a temperatura do nitrogénio liquido
T7K.

Resultados

Os resultados estdo apresentados nas figuras
2,3,4,5,6,7e8 onde se observam os espectros
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de interacdes hiperfinas para o nicleo de prova

'cd com as moléculas de DNA e anticorpos. As
amostras foram medidas a temperatura ambiente
e a temperatura do nitrogénio liquido 77 K. Os
espectros de coincidéncia foram reduzidos
utilizando-se o programa TDPAC, desenvolvido no
Laboratério de Interacdes Hiperfinas (LIH) do
IPEN e analisados pelo programa PACFIT,
desenvolvido no Laboratério de Correlagdo
Angular do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF).

Figura 2. Espectro interacéo hiperfina para a linhagem A/J com
ponta de prova "'Cd a 295K.
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Figura 3. Espectro mtera@ao hiperfina para a linhagem C57BL/6
com ponta de prova **'Cd a 295K.
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Figura 4. Espectro interacé@o hiperfina para a linhagem C57BL/6
com ponta de prova **'Cd a 77K.
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Figura 5. Espectro interacdo hiperfina para o anticorpo 1gG1
com ponta de prova **'Cd a 295K.
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Figura 6. Espectro interacédo hiperfina para o anticorpo IgG2a
com ponta de prova "'Cd a 295K.
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Figura 7. Espectro interacé@o hiperfina para o anticorpo 1gG2b
com ponta de prova "'Cd a 295K.
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Figura 8. Espectro interagdo hiperfina para o anticorpo 1gG2b
com ponta de prova "'Cd a 77K.
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Discussao

Os resultados apresentados, neste trabalho,
sdo preliminares. Desta forma, sera feita uma
analise apenas qualitativa, tendo em vista a
necessidade da realizacdo de medidas com maior
estatistica para uma analise mais detalhada.

As figuras 2, 3, 5 e 7 em que as amostras
foram medidas a temperatura ambiente,
descrevem uma interacdo dindmica onde a
flutuacdo da interacdo quadrupolar foi rapida.
Resultando num simples decaimento exponencial.

Na figura 6, a amostra também foi medida a
temperatura ambiente, porém, esta nao
apresentou 0 mesmo comportamento que as
anteriores. Neste caso, a flutuacdo da interacéo
quadrupolar foi lenta, resultando num lento
amortecimento da anisotropia.

Ja as figuras 4 e 6 que foram medidas a
temperatura do  nitrogénio  liquido 77K,
descreveram uma interacdo puramente estatica,
onde a flutuacdo da interagdo quadrupolar foi
muito lenta ou nem existiu pelo fato da amostra
estar congelada.

Os resultados obtidos demonstram,
gualitativamente, a existéncia de uma interacéo
dindmica entre o material biol6gico e o ndcleo de
prova. Observou-se também, uma variacdo
sistematica do parametro de difusdo rotacional
dependendo do tipo de molécula estudada e da
temperatura em que o sistema foi submetido,
mostrando que o ndcleo de prova se ligou em
algum sitio da molécula.

Concluséo

Dando continuidade ao trabalho, seréo
realizadas medidas mais detalhadas além de
simulacdo computacional (DANIELSEN, et al.,
2002) com o objetivo de definir-se com relativa
precisdo o local de fixacdo do nucleo de prova.

Estes resultados contribuirdio de forma
relevante para a explicacdo dos diferentes
padres de resposta imunologica apresentados
pelas diferentes linhagens de camundongos
guando infectados pela cepa Y de T. cruzi.
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