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Resumo

A ACLF ¢ uma metalopeptidase da pegonha da serpente Agkistrondon
contortrix laticinctus. A ACLF ¢ sintetizada na forma de zimogénio (pr6o-ACLF) com 412
aminoacidos, enquanto a sua forma ativa possui 222 aminoacidos. A fase aberta de leitura
que codifica para a peptidase foi isolada (de uma biblioteca de cDNA feita a partir da
glandula venenifera da serpente) e caracterizada. Este trabalho apresenta os efeitos da
rACLF em células endoteliais (HUVECs), tumorais (HeLa, MDA-MB-231 ¢ MCF-7) e
nao-tumorais (fibroblastos), bem como a atividade proteolitica da enzima sobre proteinas
da matriz extracelular, como coldgeno, fibronectina, laminina e trombospondina. Nossos
resultados demonstraram que a rACLF inibiu a apoptose induzida por privagdo de soro
fetal bovino em HUVECs, mas nao foi capaz de induzir a proliferagdo celular. A rACLF
apresentou efeito direto sobre as células endoteliais, aumentando a liberagao de IL-8, além
de induzir a expressdo de moléculas envolvidas na adesdo celular e reposta inflamatéria. A
rACLF e a rACLH nao foram citotdxicas para fibroblastos humanos. Por outro lado as
duas enzimas estudadas causaram reducdo na viabilidade alteragdo na morfologia e
desgrudamento em células HeLa. Em fibroblastos, a rACLF modulou a expressao das
quimoquinas CXC, IL-8 e GRO e CC, MCPI. Nos sobrenadantes de fibroblastos e HeLa
incubados com rACLF por 48 h ndo foi observada diferenca na secrecio de MMP-2
(gelatinase-A). A rACLF apresentou atividade sobre proteinas da matriz extracelular, como
laminina, fibronectina, colageno IV e trombospondina. A rACLF também hidrolisou
alguns substratos fluorogénicos e foi mais eficiente na hidrdlise do substrato
correspondente ao peptideo central da cadeia  da insulina, quando comparada com a
rACLH .Os resultados deste trabalho contribuiram para melhor entendimento dos efeitos
da proteina estudada sobre diferentes linhagens celulares e abrem perspectivas para novos
estudos voltados a elucidacdo dos mecanismos de regulacdo e sinalizagdo afetados pela

atividade da proteina.
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Abstract

ACLF is a fibrinolytic non-hemorrhagic metallopeptidase from the venom of
the snake Agkistrodon contortrix laticinctus. rACLF is synthesized as a zymogen (pro-
ACLF) with 412 aminoacids, while the active form of enzyme has 222 aminoacids. The
ORF (open reading frame) that codes for the peptidase was isolated (from a cDNA venom
gland library of A. contortrix. lacticinctus ) and characterized. This work shows the effects
of rACLF on endothelial cells (HUVECs), tumor cells (HeLa, MDA-MB-231 and MCF-7)
and non-tumor cell (fibroblast) as well its proteolytic activity on extracellular matrix
proteins. Our results showed that rACLF inhibited the apoptosis induced by serum
deprivation in HUVECsS, but had no effect on cell proliferation. rACLF had direct effect on
HUVEGC:s, since it was observed an increased amount of IL-8 in the cell supernatants, in
addition to the expression induction of molecules related to adhesion and inflammation
processes. rTACLF and rACLH were not cytotoxic to human fibroblasts. On the other hand,
both proteins caused decrease of cell viability, changes in morphology, and detachment of
HeLa cells. On human fibroblasts, rACLF modulated the expression of chemokines CXC,
IL-8 and GRO, and chemokine CC, MCP1. The supernatant of human fibroblasts and
HeLa cells were analyzed for MMP-2 (gelatinase-A) secretion. No difference was
observed after 48 h incubation with rACLF and controls. rACLF presented hydrolytic
activity on extracellular matrix proteins, such as laminin, fibronectin, collagen 1V, and
thrombospondin. Furthermore, hydrolytic activity on insulin B chain peptide was tested and
compared to rACLH activity. rACLF was shown to be more efficient than rACLH on this
substrate. In conclusion, the results of this study increased the knowledge on the protein
effects on different cell lines and open up perspectives for new studies concerning

signaling and regulation mechanisms affected by this protein activity.



1. Introducio

Os venenos de serpentes sdo compostos de uma variedade de proteinas, as
quais sdo responsaveis por varios processos patologicos durante o envenenamento.
Entretanto, o estudo destas proteinas vem demonstrando, que além de exercerem fungdes
patolégicas, muitas delas podem servir de ferramentas para processos terapéuticos. Neste
contexto o Laboratério de Bioquimica vem estudando a agdo de proteinas isoladas de
venenos de serpentes e de seus dominios, com o objetivo de elucidar ¢ compreender os
varios processos celulares que podem ser desencadeados por estas proteinas, tais como
proliferacdo, migragdo, adesdo, necrose e apoptose.

As pecgonhas de serpentes contém compostos inorganicos € organicos.
Compostos inorganicos como zinco, cobre, ferro e cobalto possuem fun¢do relacionada a
mecanismos de catalise enzimatica. Aproximadamente 95% do peso seco da peconha ¢é de
origem protéica (BJARNASON E FOX, 1994). Dentre estas, as serino e metalopeptidases
destacam-se por serem responsaveis pela maioria dos efeitos observados durante os

envenenamentos.

1.1 Metalopeptidases

As metalopeptidases (MPs) (E.C. 3.4.24) sao hidrolases do tipo endopeptidases
que dependem da ligacdo de um metal, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico para
manifestagdo de suas atividades (BODE et al, 1999). As MPs exercem funcdes em

processos fisiologicos tais como angiogénese, fertilizacdo, fusdo de mioblastos e



remodelamento tecidual (VU & WERB, 2000). Porém, estdo relacionadas a processos
patolégicos como cancer e artrite reumatdide (De CLERCK, 2000).

As metalopeptidases sdo enzimas encontradas em varios organismos Vivos
(GOMIS-RUTH, 2003) e foram classificadas em quatro familias, de acordo com a

similaridade das seqiiéncias (Tabela 1).

Tabela 1. Familias de metalopeptidases ¢ seus motivos de ligagdo ao zinco (Hooper,
1994).

Familia Motivo de ligagdo ao zinco
zincinas HEXXH
inverzincinas HXXEH
carboxipeptidase HXXE
DD-carboxipeptidases HXH

As zincinas formam o maior grupo, subdividido em gluzincinas (possuem Glu
como terceiro ligante do zinco), aspzincinas (possuem um residuo de aspartato como
terceiro ligante do zinco) e metzincinas (possuem His como terceiro ligante do zinco)
(Figura 1). As metzincinas possuem o motivo Met-turn, caracterizados pela presenca de
uma metionina (Met) em uma volta da estrutura terciaria localizada C-terminalmente em
relacdo ao motivo de ligacdo ao zinco. Estas peptidases apresentam uma seqiliéncia
consenso estendida de ligagdo ao zinco, HEXXHXXGXXH/D. Outras familias
estruturalmente caracterizadas incluem as astacinas, serralisinas, adamalisinas, MMPs,
snapalisinas e leishmanolisinas (GOMIS-RUTH, 2003).

As astacinas possuem um Glu imediatamente apds o terceiro ligante do metal e
participam de diversos processos biologicos, tais como remodelamento e diferenciacao

tecidual e ativagdo de fatores de crescimento (WEINMASTER, 1998). As reprolisinas



possuem um residuo Asp apos o terceiro ligante. Fazem parte desta familia as ADAMs (4
Desintegrin And  Metalopeptidases), as ADAMST (ADAM  com motivo tipo
trombospondina) e as metalopeptidases presentes em peconhas de serpentes SVMPs
(Snake Venom Metalopeptidases) (DECLERCK, 2000).

As ADAMS sdo caracterizadas por apresentarem dominios de metaloprotease e
desintegrina, uma regido rica em cisteina, dominios contendo repeticdes EGF (epidermal
growth factor), um dominio transmembrana e uma regido citoplasmatica. As ADAMs tém
funcdo na interagdo célula-célula, no processamento do ectodominio de proteinas de

superficie celular e na diferenciacao de tecidos

Zincinas
HEXXH
|
[ [ |
Gluzincinas Metzincinas Aspzincinas
HEXXH...E HEXXHXXGXXH HEXXH...D
Familia M10 Familia M12
[ | [ |
Serralisinas Matrixinas Astacinas Reprolisinas
(MMPs)
[ |
SVMPs ADAMs

Figura 1. Classificagcdo das metalopeptidases. Adaptado de De CLERCK, 2000, GOMES-
RUTH, 2003.



1.2 Metalopeptidases de Matriz Extracelular (MMPs)

As MMPs (Matrix Metalloproteases) sdo uma familia com mais de vinte
enzimas capazes de degradar componentes da matriz extracelular. Estas peptidases sao
secretadas na forma de zimogénio e requerem a ativagdo pela remocao do pro-dominio e
dependem da ligacdo de Zn*" para exercerem sua atividade (BIRKEDAL-HANSEN,
1995).

As MMPs foram organizadas em trés grupos baseados na especificidade pelo
substrato: colagenases, que atuam em colagenos fibrilares (tipo I, II e III), gelatinases, que
rapidamente degradam colageno desnaturado e de membrana basal (tipo IV) e
estromelisinas que clivam o a proteina central de proteoglicanas e outras proteinas da

matriz extracelular (LAUER-FILDS et al., 2002).

Tabela 2. Familia das metalopeptidases de matriz e seus substratos. Adaptado de
STERNLICHT & WERB, 2001, MC QUIBBAN et al., 2002.

MMP Massa molecular Substratos
MMP-1 (colagenase Pro- 57/54 kDa Agrecan, col I, II. III, VII, VIII, X, XI, decorina,
intersticial) ativa- 46/42 kDa elastina, fibronectina, gelatina, entacina/nidogénio,

tenascina, laminina, caseina, vitronectina, fibrina,
fibrinogénio, Pr6-TNF-o, MCP-1 a -4

MMP-13 (colagenase -3)  Pro- 60 kDa Agrecan, col I, II, III, VI, IX, X, XIV, decorina,
ativa- 48 kDa elastina, fibronectina, gelatina, entacina/nidogénio,
fibrilina, laminina, tenascina, vitronectina,, fibrina,

fibrinogénio, Pro-TGF- B, Pro-TNF-qa, substincia

MMP-2 (gelatinase A) Pro- 72 kDa Agrecan, col I, III, IV, V, VII, X, XI, , fibronectina,
ativa- 66 kDa gelatina, caseina, entacina/nidogénio, fibrilina,
laminina, fibrinogénio, MCP-3
MMP-9 (gelatinase B) Pro- 92 kDa Agrecan, col IV, col V, col XI, col XIV, decorina,
ativa- 88 kDa elastina, fibronectina, gelatina, entacina/nidogénio,

laminina, caseina vitronectina, E-caderina, IL-1f3,
fibrinogénio, Pro-TGF- B, Pro-TNF-a, substancia P,
MCP-3, IL-8

MMP-3 (estromelisina) Pro- 59 kDa Agrecan, col III, IV, V, VII, IX, X, XI, decorina,
elastina, fibronectina, gelatina, entacina/nidogénio,
fibrilina, laminina, tenascina, vitronectina, fibrina,
fibrinogénio, Pro-TNF-a, substancia, MCP-1 a -4

Plasminogénio.
MMP-7 (matrilisina) Pro- 28 kDa Agrecan, col I, col IV, decorina, elastina,
ativa- 18 kDa fibronectina, gelatina, entacina/nidogénio, laminina,

tenascina,  vitronectina, caseina, E-caderina,
fibrinogénio, Pro-TNF-a, plasminogénio




Estas enzimas sdo ativas em pH neutro e requerem Ca*" para sua completa
atividade. Elas sdo especificamente inibidas por inibidores teciduais de MMPs,
denominados TIMPS. Existem quatro TIMPS descritos (TIMP-1, -4), dentre os quais o
TIMP-1 parece ser ubiquo (NGUYEN et al., 2001).

A regulacdo da atividade das MMPs ocorre em varios estagios, incluindo a
ativacdo e transcricdo de genes, tradugdo e secrecdo da enzima latente, ativagdo da pro-
enzima e inibi¢ao por inibidores endogenos (CURRAN & MURRAY, 2000). Dentre estes,
os mais estudados sdo a regulagdo da transcrigdo, ativagdo de MMPs latentes e inibi¢ao por
TIMPs (YE, 2000). Alguns genes de MMPs (MMP-1,-3,-7,-9,-10,-12 e —13) sdo induziveis
e apresentam um alto grau de conservagdo de elementos regulatérios na regido promotora
de seus genes (MAUVIEL et al.., 1992). O elemento AP-1 (Activating Protein-1) ¢
necessario para a resposta transcricional a varios sinais, como interleucina-1 (IL-1),
glicocorticdides e retinodis. Outro elemento cis atuante € o sito PEA-3 (Polyoma Enhancer
Activator), necessario tanto para a transcricdo basal das peptidases, quanto para a trans
ativagdo por ésteres de forbol, citocinas e fatores de crescimento (CURRAN & MURRAY,
2000).

A MMP-2 (gelatinase A) ¢ a Unica dentre as MMPs que ndo possui uma
seqiiéncia no pro-dominio suscetivel a ativagdo proteolitica por outras proteases como
plasmina e tripsina. Além disso, diferente de outras MMPs onde a ativagdo ocorre no meio
extracelular, a ativagdo da MMP-2 ocorre na membrana, via MT1-MMP (membrane-type
MMP) (NGUYEN et al., 2001).

A excessiva ou inapropriada expressao de MMPs contribui para a patogénese
de muitos processos teciduais destrutivos, incluindo artrite reumatdide, esclerose multipla e
periodontite (KAPILA et al.., 1996; SHAPIRO, 1998). AS MMPs e os TIMPs também sdo

reguladores essenciais durante a angiogénese, uma vez que as MMPs podem atuar como



pro-angiogénicas, pela liberacao de fatores pré angiogénicos ligados a matriz extracelular,
mas também podem atuar como anti-angiogénicas através da clivagem dos componentes
da matriz extracelular em fatores anti-angiogénicos (KUO ef al.., 2001). A angiostatina ¢
um produto de clivagem do plasminogénio e a endostatina, que ¢ o fragmento C-terminal
do colageno tipo XVIII, sdo exemplos de produtos liberados pela acdo das MMPs, que
inibem a angiogénese (O’REILLY et al., 1997).

A expressdo de MMPs também estd associada com a ovulagdo, implantagdo
uterina e involu¢do da glandula mamaria (HULBOY et al., 1997). Entretanto, foi
demonstrado que as MMPs facilitam a metastase das células, pela destruicdo da membrana
basal e por promover a angiogénese, levando a progressao do tumor (COUSSENS &
WERB, 1996). A gelatinase A (MMP-2) ¢ altamente expressa por alguns tipos de células
endoteliais, como glioblastomas (VINCE ef al. 1999). A trombina, que € expressa em altos
niveis em situagdes angiogénicas como cancer e artrite reumatoide, interage com a
trombomodulina na superficie de células endoteliais e ativa a proteina C. Esta por sua vez
ativa gelatinase A latente, levando a disrupcao do capilar e degradagcdo da membrana basal
(NGUYEN et al., 2001).

A colagenase-3 (MMP-13) em condi¢cdes fisioldgicas tem funcdo
principalmente no remodelamento de tecidos e na embriogénese. Seu nivel aumenta muito
no poés-parto, durante a involu¢do do utero. Em condi¢des patoldgicas, a expressdo da

colagenase-3 esté associada principalmente com artrite reumatdide e tumores.

1.3 Metalopeptidases de peconha de serpentes (SVMPs)

Os envenenamentos pela maioria das serpentes norte americanas sdo causados

por espécies da familia Viperidae, géneros Crotalus, Sistrurus e Agkistrodon, e sio



caracterizados pelo rapido aparecimento de dor, bolhas, edema, necrose local e equimose.
Em adigdo, as alteragdes sistémicas incluem disturbios da coagulagdo, hemorragia,
distarbios cardiovasculares e disfuncdo renal (GOLD et al, 2002). No Brasil, o
envenenamento por serpentes do género Bothrops, como a jararaca, induz um quadro
fisiopatologico semelhante, sendo a hemorragia um dos efeitos mais pronunciados
(BJARNASON E FOX, 1994).

As SVMPs sdo abundantes nas peconhas das serpentes viperidicas, sendo
responsaveis por diversos efeitos patoldogicos no sistema vascular (OWNBY, 1990,
BJARNASON E FOX, 1994). As SVMPs digerem componentes da matriz extracelular,
como colageno, laminina, fibronectina, provocando hemorragia local e sistémica nos
envenenamentos crotalicos e viperidicos (BARAMOVA et al.., 1989).

Estas enzimas sdo sintetizadas na glandula venenifera como proteinas contendo
multiplos dominios, incluindo o dominio de pré-enzima e o dominio de zinco-protease,
altamente conservado (SELISTRE DE ARAUJO et al.., 1997, FOX E SERRANO, 2005).

As SVMPs sao agrupadas de acordo com a massa molecular e a estrutura de
seus dominios em quatro classes (PI a PIV), (BJARNASON & FOX, 1994; JIA et al..,
1996). A classe P-1 engloba as SVMPs pequenas, com massa molecular até 24 kDa e pouca
atividade hemorragica. A classe P-II engloba as proteinas de tamanho médio, que além do
dominio catalitico, possuem um dominio desintegrina. Estas proteinas na sua forma ativa
geralmente sdo processadas liberando desintegrinas livres (JIA et al.., 1996, 1997 FOX e
SERRANO, 2005). As proteinas da classe P-III possuem além dos dominios catalitico e
tipo desintegrina, um dominio rico em cisteina. Membros desta classe sdo potentes toxinas
hemorragicas e apresentam massa molecular por volta de 55 kDa. A classe P-IV abrange
proteinas grandes (cerca de 95 kDa) com pouca atividade hemorragica. Estruturalmente

estas proteinas sdo similares as da classe P-III, mas possuem um dominio adicional tipo



lectina. A funcdo biologica do dominio tipo desintegrina parece ser homologa a dos
peptidios desintegrina que apresentam uma seqiiéncia RGD e que inibem a agregacao
plaquetéaria (ZHOU et. al., 1995).

Recentemente Fox e Serrano (2005) baseados na analise estrutural das SVMPs
descreveram uma subdivisdo para as classes PII e PIII, que reflete o potencial para o
processamento proteolitico, bem como a formacdo de estruturas diméricas. A subclasse
PIla engloba toxinas que ndo possuem o dominio desintegrina processado do
metalopeptidase e s3o monoméricas, como por exemplo a Jerdonitina e Agkistina (NIKAI
et al., 2003, CHEN et al., 2003). J4 a classe PIIb ¢ representada por SVMPs com estrutura
dimérica, como a Bilitoxina -1, em razdo de residuos cisteinil adicionais nas posi¢des 65 e
237. Peptidases como a Acostatina-B, Contortrostatina e Lebetase, pertencem a classe PII e
possuem o dominio desintegrina processado (FOX E SERRANO, 2005). A classe Pllla
classifica as peptidases que podem sofrer proteodlise, resultando na liberagdo de dois
dominios, o metalopeptidase e o desintegrina simile/ rico em cisteina. Entretanto, o
dominio metalopeptidase geralmente ¢ instavel e nunca foi isolado intacto. A Botropasina,
Acuragina e Jararagina pertencem a esta subclasse. A subclasse PIIIb engloba toxinas
diméricas que nao possuem os dominios processados como a VAP1 e HV1 (MASUDA et
al., 1998, 2001)

As SVMPs n3o hemorragicas também foram descritas em peconhas de
serpentes (DATTA et al., 1995. TERADA et al., 1999, SILVA et al., 2003). Estas enzimas
possuem atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica direta, independente da ativagdo do
plasminogénio. Além disso, clivam a cadeia o do fibrinogénio mais rapidamente do que a

cadeia B (SIGUR etal 1998, RAMOS et al., 2003).



A maioria das SVMPs nao hemorragicas pertence a classe PI, entretanto
enzimas como a Ecarina e a Berythractivase sao SVMPs nao hemorragicas que pertencem
a classe PIII.

Foi demonstrado que as enzimas que apresentam baixa atividade hemorragica,
tais como a BaPl e¢ a Mutalisina II isoladas de Bothrops asper e Lachesis muta,
respectivamente, possuem maior atividade sobre proteinas da matriz extracelular, quando
comparadas aquelas enzimas com alta atividade hemorragica como a BaH4 (RUCAVADO
et al., 1995; 1999; FRANCESCHI et al., 2000). Deste modo, o efeito hemorragico ¢
provavelmente, conseqiiéncia da hidrélise seletiva de ligacdes peptidicas chave de
proteinas da matriz extracelular, sem necessariamente induzir a degradacdo de seus
componentes (FRANCESCHI et al., 2000).

Viérios estudos relacionados ao potencial hemorragico das SVMPs foram
realizados. A atividade hemorragica pode estar associada ndo somente a estrutura da
enzima, mas também a modificagdes pos-traducionais, como o padrdo de glicosilagao
(HITE et al., 1994, GARCIA et al., 2004). Ramos e Selistre-de-Araujo (2004) relataram
que caracteristicas estruturais permitem uma diferenciacdo entre as SVMPs hemoragicas e
ndo hemorragicas da classe PI. Os autores demonstraram que SVMPs ndo hemorragicas
possuem uma superficie polar maior do que as hemorragicas.

Garcia et al. (2004) demonstraram que a atividade hemorragica da Jararagina,
P-III de B. jararaca esté relacionada com sitios de glicosilagdo da proteina, uma vez que a
desglicosilagdo da enzima aboliu seu efeito hemorrdgico, mas nao interferiu na sua
atividade catalitica sobre componentes da MEC.

As SVMPs também hidrolisam proteinas que participam das jungdes celulares
como caderinas e integrinas (WU & HUANG, 2003). Estes autores verificaram que a

graminelysina, PI de Trimeresurus gramineus teve atividade sobre componentes da MEC e
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sobre proteinas que fazem juncgdes aderentes célula-célula (caderinas e cateninas),
resultando em apoptose.

Além disso, Saraiva-Otten ef al.. (2004) demonstraram que as SVMPs possuem
atividade sobre MMPs endogenas, tanto na ativagdo do zimogénio, quanto na degradagao
da enzima ativa.

Outros estudos demonstraram que as SVMPs induzem apoptose em células
endoteliais (TORII ef al.. 1997, MASUDA et al., 2001; ARAKI et al., 2002). A VAPI, P
IIT de Crotalus atrox, causou apoptose em células endoteliais, porém sem inibir a adesao
das células ao colageno (ARAKI et al., 2002). Desta maneira, foi sugerido que a VAP1
poderia atuar sobre as células endoteliais, clivando proteinas ancoradas a membrana
celular, promovendo assim a apoptose.

Respostas celulares mediadas pelas MMPs como alteragcdes em receptores,
geracdo de inibidores da angiogénese e processamento de TNF-o (fator de necrose
tumoral), também foram atribuidas as SVMPs (MOURA DA SILVA et al.., 1996, HO et

al., 2002).

1.4 Matriz Extracelular (MEC)

Os tecidos sao formados por células e pelo espago extracelular, constituido por
uma rede de macromoléculas, a matriz extracelular (MEC), que em alguns tecidos esta
organizada como uma membrana basal (MB) que circunda as cé€lulas epiteliais, endoteliais
e do musculo liso. As células crescem, migram e diferenciam-se em contato intimo com a

MEC (YURCHENCO & O’REAR, 1994).
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A MEC ¢ constituida por proteinas fibrosas estruturais como colageno e
elastina, glicoproteinas adesivas como fibronectina e laminina e por proteoglicanas. Nos
tecidos conectivos as moléculas de proteoglicanas formam um gel altamente hidratado,
embebendo as proteinas fibrosas. Este gel ¢ resiste as forgas compressivas e permite a
difusdo de metabolitos, nutrientes ¢ hormonios entre o sangue ¢ os tecidos.

Além de prover fungdo estrutural aos tecidos moles e rigidez aos tecidos
esqueléticos, a MEC serve de substrato no qual as células podem aderir, migrar e
proliferar, influenciando diretamente no crescimento, forma e sobrevivéncia das células
epiteliais. A MEC também serve de reservatorio para uma variedade de moléculas
biologicamente ativas (BOUDREAU & BISSEL, 1998). Os fatores de crescimento sio
armazenados na MEC através da ligacdo a HSPGs (heparan sulfate proteoglicans)
(I0ZZO & SAN ANTONIO, 2001).

O fator de crescimento para fibroblastos basico - 2, FGF-2 (fibroblast growth
factor) e o fator de crescimento endotelial vascular VEGF (vascular endothelial growth
factor) sdo exemplos de fatores ligados a matriz. A mobilizagdo destes fatores ¢ um
mecanismo importante para indugdo da angiogénese.

As interagdes entre célula—célula e célula—MEC suprem as células com
informagdes essenciais para homeostase e para o controle da morfogénese, fungdes tecido-
especificas, migragdo celular, reparo de tecidos, tumorigénese ¢ morte celular. A maioria
das células epiteliais requer adesdo a MEC para sobreviverem. A perda do contato com a
MEC resulta em apoptose, sendo este fendmeno denominado anoikis (FRISCH &
SCREATON, 2001). A indugdo de anoikis ocorre em processos fisioldégicos, como a
cavitagdo durante o desenvolvimento de vertebrados e na regressdo das glandulas

mamarias apés a lactacdo (WEISSEN & WERB, 2000).
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Os efeitos da MEC sobre as células sdo mediados principalmente por
receptores de superficie celular denominados de integrinas, os quais desencadeiam
diferentes respostas celulares (GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999). As integrinas sao
formadas por diferentes subunidades o e B, formando varias combinag¢des de integrinas
que se ligam a componentes especificos da MEC. Durante a transducdo de sinais, as
integrinas ativam em paralelo muitos efetores que geram um sistema complexo de
integracao de sinais. Enquanto que a porc¢ao extracelular da maioria das integrinas liga-se a
regides especificas de proteinas da MEC, a porcdo intracelular ¢ freqlientemente ligada ao
citoesqueleto através de varias proteinas estruturais e sinalizadoras como talina, vinculina e
paxilina, que participam de um grande complexo conhecido como adesdo focal
(GIANCOTTIL, 2000).

A protedlise da matriz extracelular também ¢ da vital importancia para uma
série de processos que ocorrem durante o remodelamento de tecidos em condi¢gdes normais
e patoldgicas. Além disso, os fragmentos bioativos liberados pela protedlise limitada da
MEC regulam diversas fungdes celulares (DAVIS ef al, 2000). Estes eventos sdo
mediados por proteases e proteinas de adesdo de superficie celular (WERB, 1997,
STRUELI 1999). Dentre as enzimas responsaveis pelo remodelamento da MEC estdo as
MMPs, a proteina morfogénica 6ssea (BMP1), serinoproteases, peptidases de membranas
adamalisinas- relacionadas de mamiferos que possuem dominios desintegrina e
metalopeptidase (ADAMs) e as ADAMTs que possuem um motivo adicional tipo

trombospondina (CHANG & WERB, 2001).
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1.5 Constituicio da MEC

1.5.1 Colagenos

Os colagenos sdo os componentes estruturais mais abundantes da MEC. Estas
proteinas sdo homo ou heterotriméricas, cujas subunidades, as cadeias o, sdo produtos de
genes distintos (VAN DER REST & GARRONE, 1991). As seqiiéncias das varias cadeias
apresentam um nimero de motivos repetitivos classicos Gly-X-Y que formam os dominios
COL (collagenous) e NC (noncollagenous) de diferentes comprimentos e localiza¢des. As
por¢des COL das cadeias formam uma hélice trifilamentar que constitui a caracteristica
estrutural dos colagenos (BROWN & TIMPL, 1995).

A molécula de coldgeno (tropocolageno) ¢ longa, rigida e possui uma estrutura
tripla hélice, na qual trés cadeias polipeptidicas de coldgeno se torcem como uma corda
helicoidal. Os coldgenos sdo extremamente ricos em glicina e prolina. A glicina
geralmente ocupa o terceiro residuo, pois possui uma cadeia pequena suficiente para ficar
no centro da estrutura, sem distorcé-la. Aproximadamente 20-22% dos residuos na
repeticdo [Gly-X-Y]n sdo, respectivamente os iminoacidos prolina (X) e hidroxoprolina
(Y). O grupamento hidroxila da hidroxiprolina ¢ essencial para a formagdo de pontes de
hidrogénio que estabilizam a tripla hélice. Residuos de hidroxilisina também sdo potenciais
sitios de glicosilacdo. A proporcao hidroxilisina/lisina bem como o grau de glicosilagdo da
hidroxilisina varia para deferentes tipos de coldgenos e para os mesmos colagenos em
diferentes tecidos. Os dominios tripla hélice também variam no comprimento para
diferentes colagenos e podem também ser continuos ou interrompidos por dominios nao

helicais (NIMNI E HARKNESS, 1988, apud FRIES, 1998).
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Os colagenos formam polimeros altamente organizados que podem ser
agrupados em duas classes principais, colagenos fibrilares e ndo-fibrilares. A principal
diferenga entre estas duas classes ¢ que as moléculas dos colagenos fibrilares sao
constituidas por um unico dominio COL, enquanto que as moléculas dos coldgenos nao-
fibrilares apresentam um ou varios dominios COL e NC de tamanhos variaveis.

A maioria dos colagenos apresenta distribui¢do especifica (BROWN & TIMPL,
1995). Os colagenos fibrilares e colageno VI sdo encontrados nos tecidos conectivos e
intersticiais. O componente estrutural mais abundante da membrana basal ¢ o colageno IV
(Tabela 3). A molécula possui o dominio NC C-terminal e o dominio tripla-hélice
relativamente longo (400 nm) com pequenas e varias interrupgdes que proporcionam

flexibilidade a molécula.

Tabela 3. Principais tipos e distribuicao de colagenos. Adaptado de FRIES (1998).

Tipo Caracteristica Distribuicio
I Feixes e fibras em bandas, Pele (80%), ossos (90%), tenddes
alta forcga elastica
II Fibras delgadas, proteina Cartilagem (50%), humor vitreo
estrutural
II Fibras delgadas e elasticas Pele (10%), utero, vasos sanguineos
v Amorfo Membrana basal
A% Amorfo, fibrilas finas Cornea, membrana placentaria, intersticio,
vasos sanguiineos
VI Amorfo, fibras finas Intersticio
VII Filamentos de ancoragem Pele, placenta, pulmoes, cornea
VIII ? Produzido por células endoteliais

O colageno VII ¢ um homotrimero e sua tripla-hélice ¢ a mais longa (450 nm)
descrita para os colagenos de vertebrados (BURGESON, 1993). Associado as estruturas
especializadas da MEC, sustenta o epitélio estratificado e ancora fibrilas.

Os colagenos XV e XVIII sdo denominados multiplexins (multiple triple-helix
domain and interruptions) e apresentam um dominio central COL flanqueado por regides

NC relativamente grandes (OH et al., 1994).
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1.5.2 Fibronectina

A fibronectina (Fn) ¢ uma glicoproteina heterodimérica (400 kDa) com
multiplos dominios, encontrada na matriz extracelular, plasma e outros fluidos corporeos.
Interage com uma variedade de moléculas tais como fatores da coagulagdo, proteinas de
fase aguda e do sistema complemento e varios receptores de superficie celular. As duas
subunidades sdo ligadas covalentemente por pontes dissulfeto proximo a regido c-terminal.
Cada subunidade é composta por uma série de dominios estruturalmente independentes,

ligados por segmentos polipeptidicos flexiveis (POTTS & CAMPBELL, 1994) (Figura 2).

—— I ) H H H )

T H ) H H H )

19kDa 30 kDa 110 kDa 50 kDa 29 kDa
(3 Dominio de ligag¢do 9 Seqiiéncias RGD [ Dominio de ligagdo
a fibrina ao colageno

(] Dominio de ligagio [) Dominio de ligagdo a
a heparina receptores de superficie
celular

Figura 2. Representacdo da estrutura dos dominios da fibronectina. A fibronectina nativa ¢
composta de duas subunidades ligadas por pontes dissulfeto proximo a regido C-terminal
de cada subunidade. Adaptado de AUMAILLEY & GAYRAUD, 1998.

A seqiiéncia de aminoacidos da fibronectina revelou trés tipos de repeti¢cdes ou
modulos internos separados por seqliéncias conectoras pequenas. Existem doze modulos
do tipo I, dois do tipo II e quinze do tipo III, também referidos como Fnl, Fn2 e Fn3. Cada

modulo constitui uma unidade independente, podendo ser isolado por digestdo enzimatica

ou expresso na forma recombinante. A analise tridimensional demonstrou que os trés tipos
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de modulos sdo constituidos exclusivamente por folhas betas antiparalelas e poucas ou
nenhuma alfa hélice (PLAXCO et al., 1996).

A digestao da fibronectina por proteases gera fragmentos ativos, uma vez que
estes possuem habilidade de interagir com outras macromoléculas. Quando termolisina ¢
utilizada, sdo obtidos os fragmentos: N-terminal de 29 kDa que liga a heparina, fragmento
de ligagdo a gelatina de 42-50 kDa, fragmento de ligagdo a célula de 110 kDa, fragmento
com alta afinidade a heparina de 30-40 kDa e o fragmento C-terminal que liga a fibrina. O
dominio central de ligagao as células contém a seqiiéncia consenso RGD (Arg-Gly-Asp), o
qual ¢ reconhecido por algumas integrinas. Os fragmentos proteoliticos especificos da
fibronectina, incluindo o N-terminal-29 kDa, ligacdo a gelatina- 50 kDa e de ligacdo a
célula-110 kDa, regulam a expressio de MMPs. O aumento da atividade das MMPs
mediado por estes fragmentos, causa por exemplo, condrdlise da cartilagem (BEWSEY et

al., 1996).

1.5.3 Trombospondinas (TSPs)

As TSPs sdo uma familia de proteinas homdlogas que possui cinco membros
bem caracterizados TSP-1,-2,-3,-4,-5, codificados por genes distintos. Cada um destes
cinco membros possui um padrio de expressdo especifico em tecidos adultos e
embriondrios e a maioria dos tecidos expressa pelo menos um tipo de TSP (LAWLER,
2000).

As TSP-1 e 2 sdo estruturalmente semelhantes e diferem na expressao durante o
desenvolvimento. As TSPs -3,-4 e- 5 também sdo estruturalmente semelhantes e diferem

das TSPs 1 e 2 na distribuicao e quantidade de dominios. Dentre estas, a TSP-1 é a mais
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estudada, particularmente sua funcao na ativacdo do TGF-B, angiogénese e tumorigénese
(LAWLER, 2000).

A TSP-1 ¢ uma glicoproteina modular composta de multiplos dominios ativos
que modulam respostas celulares através de ligagdes a receptores, componentes da MEC,
enzimas proteoliticas e fatores soluveis (CHEN et al., 2000, BORNSTEIN, 2001). A TSP-
1 soluvel é o produto de secre¢do mais abundante dos granulos a das plaquetas, sendo
rapidamente secretada em sitios de injuria, inflamacao e trombose (REED et al., 1995). A
TSP-1 também ¢ sintetizada e secretada por diversos tipos celulares incluindo fibroblastos,
células endoteliais e de musculo liso e esta relacionada com a migragao e proliferagdo das
células durante o desenvolvimento, cicatrizagdo, angiogénese e tumorigénese.

A TSP-1 ¢ um trimero constituido de trés cadeias idénticas de 140 kDa unidos
por ligagdo dissulfeto proximo a extremidade N-terminal. Cada cadeia possui um dominio
globular N-terminal responsavel pela ligagdo a heparina e a superficie celular por
intermédio da ligacdo a HSPG, um dominio de homologia ao procolageno, que contém a
seqiiéncia CSVTCG responsavel pela ligagio ao CD36 das plaquetas e trés tipos de

motivos repetidos designados tipo I, tipo 2 e tipo 3 (Figura 3).
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Dominio: repetigoes tipo | Dominio: repetigoes tipo 111
Fungdo: ligagdo a heparina, Fungdo: ligagdo ao calcio,
adesdo celular, ativagao TGF-B3 , ligacdo a célula, inibicao
inibi¢ao da angiogénese enzimatica

Receptores: TGF-f latente, Receptores: aVB3, a5p1,elastase,
HSPG, fibronectina catepsina G

| |
O peosssemi

Dominio: homologia ao procolageno
Funcao: adesao celular, agregacao
plaquetaria, inibicdo da angiogénese
Receptores: CD36

v

Dominio: N-terminal Y
Fungdo: ligagao a heparina, Dominio: C-terminal

adesao celular, migracao e Fungdo: adesdo e migragdo
proliferagdo celular, celular, agregacao plaquetaria
agregacao plaquetaria Receptores: IAP, CD47
Receptores: HSPG, a3p1,

a6B1, a4p1

Figura 3. Representagdo esquematica da estrutura modular e fungdes da TSP-1. (Adaptado
de LAWLER, 2000).

A TSP-1 foi o primeiro inibidor endoégeno da angiogénese identificado
(TARABOLETTI et al.,1990), embora sua fungdo na angiogénese seja complexa devido a
presenga de dominios com atividades pro - e antiangiogénicas na molécula.

A atividade anti-angiogénica foi localizada no fragmento de 140 kDa da TSP
(repeti¢des tipo I na Figura 3), que também apresenta atividade antineoplasica ( CASTLE
et al., 1997, TARABOLETTI et al., 2000). Através desse fragmento, a TSP liga-se com

alta afinidade com o FGF-2. (TARABOLETTI et al, 1997). O FGF-2 ¢ um fator
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angiogénico que ¢ armazenado na MEC através da ligacdo com HSPGs. A mobilizacao
desse fator ¢ um importante mecanismo para a indugdo da angiogénese. O FGF-2 ativo ¢
liberado por heparina, MMPs, heparanases e proteinas ligantes de FGF-2.

Diferentes mecanismos contribuem para a atividade antiangiogénica da TSP-1.
A interacdo das seqiiéncias do dominio tipo I da TSP-1 com CD 36 conduz a ativacdo da
cascata Fyn-caspase-3-p38 MAPK, que ¢ considerado o maior mecanismo de inibi¢do da
motilidade das células endoteliais e indugdo de apoptose.

Margosio et al. (2003), demonstraram que a TSP-1 inibe a associagdo do FGF-2
com a matriz e mobiliza o FGF-2 associados a MEC.

Além do FGF-2, a TSP-1 liga-se ao VEGF e HGF, inibindo suas atividades
proangiogénicas (GUPTA et al., 1999). Desse modo, a modulacdo da interacdo de fatores
angiogénicos com a MEC e suas disponibilidades ¢ um mecanismo que contribui para a

atividade antiangiogénica da TSP-1.

1.5.4 Lamininas

As lamininas s3o umas familias de glicoproteinas localizadas tipicamente na
membrana basal (MB) que junto com coldgeno IV, nidogenio/entactina e proteoglicanas,
contribuem com a formagdo supramolecular da MB. Além disso, possuem fungdes
essenciais na diferenciacdo celular, movimento ¢ forma das células e manutencdo do
fenotipo tecidual (COLOGNATO & YURCHENCO, 2000). Estas proteinas sdo
macromoléculas constituidas pela associacdo de trés polipetideos geneticamente distintos,
as cadeias a, B, ¢ y. Foram clonadas e seqiienciadas cinco cadeias a (al — a5), trés cadeias

B (Bl - B3) e duas cadeias v (vl - y2) (AUMAILLEY & KRIEG, 1996). O N-terminal de
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cada cadeia apresenta regides pobres em cisteinas que formam dominios globulares e
repeti¢des tipo EGF. A regido longa da molécula ¢ formada pela regido C-terminal de cada
cadeia, cujas seqiiéncias s3o constituidas por motivos que permitem a formagdo de uma

super hélice (TIMPL & BROWN, 1996) (Figura 4).

Fragmento E8: Dominio de ligagdo ao E
ligacdo a receptores colageno IV F_ragrrjento El-4:
de superficie celular ligagdo a receptores de
a6B1, a7pl superficie celular a1p1,
a2p1
- N

C
Y

Super hélice

I

Fragmento E3:

dominio de ligacao a

heparina j Dominio de ligacao ao
colageno IV

Figura 4. Representagdo esquematica da estrutura da laminina-1 e seus dominios de
ligagdo. Adaptado de AUMAILLEY & GAYRAUD, 1998.

Existem mais de doze isoformas de lamininas (PATARROYO et al., 2002) e
dentre estas, a mais estudada é a laminina-1, que foi isolada do tumor Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS) transplantado para camundongo (TIMPL & BROWN, 1996), sendo

frequentemente referida como laminina EHS.

A laminina-1 (alBlyl) é expressa majoritariamente durante a embriogénese,
sendo essecial para formacdo e organizagdo da MB. A laminina -1 também ¢ importante
durante a diferenciacdo e organogénese, ja que foi demonstrado que esta proteina ¢

requerida para a formacdo dos pulmdes, rins e intestinos, bem como para a migracdo da
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crista neural e maturacao das células ganglionares (De ARCANGELIS et al., 1996, LI et

al., 2003).

1.5.6 Proteoglicanas

As proteoglicanas s3o uma familia de moléculas caracterizadas por
apresentarem uma proteina central ligada a uma ou mais glicosaminoglicanas (GAGs). As
GAGs apresentam uma cadeia longa composta por unidades dissacaridicas repetidas. As
unidades dissacaridicas geralmente contém hexosamina e acido urdnico (glicuronato ou
iduronato), e estes acgticares sdo frequentemente sulfatados.

As GAGs sdo fortemente hidrofilicas ¢ tendem a assumir conformagoes
estendidas que ocupam grande volume em relagdo a sua massa. Formam géis que variam
quanto ao tamanho do poro ¢ regulam a passagem de moléculas através do meio
extracelular. Também podem ligar fatores de crescimento e outras moléculas que servem
de sinais para as células (I0ZZ0O & MURDOCH, 1996).

As proteoglicanas sdo encontradas no fluido sinovial, humor vitreo, parede das
artérias, medula e cartilagem. Elas sdo os componentes majoritarios MEC, onde interagem
com proteinas como colageno, elastina, fibronectina e laminina.

Os estudos na area da glicobiologia revelaram que as GAGs estdo envolvidas
ou influenciam eventos bioldgicos. Existem quatro familias de GAGs estruturalmente
distintas: heparan sulfato/heparina, condroitin sulfato/dermatan sulfato, queratan sulfato e
acido hialurénico (TAYLOR E GALLO, 2006).

O heparam sulfato induz a sintese de citocinas e auxilia na funcao de fatores de
crescimento, modifica fun¢des enzimaticas como antitrombina III, interage com citocinas e
quimiocinas e participa da ligagdo e recrutamento de leucécitos. Condroitin/dermatan

sulfato induzem a expressdo de ICAM-1 e recrutam leucécitos através da interagdo com
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selectinas. O acido hialurénico (AH) também esta envolvido no recrutamento de leucocitos
através da interacdo com CD44. O AH é uma macromolécula que consiste de repetidas
unidades dissacaridicas Gla-Nac e GIcA e juntamente com outras GAGs mantém a
estabilidade estrutural da MEC (FRASER et al., 1997).

Durante a inflamagdo ou apoés injuria o AH ¢é degradado em fragmentos de
baixa massa molecular. A degradag¢ao pode ocorrer enzimaticamente por hialuronidades ou
mecanicamente e tem implicagdo direta no reparo tecidual e eventos inflamatorios. Os
fragmentos do AH de baixa massa molecular participam de uma variedade de eventos de
sinalizacdo celular, como prolifera¢dao, migracgdo, diferenciagdo, angiogénese e indugdo de

citocinas (TAYLOR E GALLO, 2006).

1.6. Citocinas

As citocinas sao proteinas soluveis de baixa massa molecular que atuam como
mediadores nas interagdes celulares em eventos imunologicos e inflamatdrios. A maioria
das citocinas ¢ produzida por diferentes tipos celulares e possuem amplo espectro de acao
(BORISH e STEINKE, 2003).

As citocinas ativam o endotélio, pois induzem a sintese de moléculas de adesao
e mediadores quimicos como quimiocinas, fatores de crescimento, eicosandides, 6xido
nitrico e MMPs. (BALEVICQUA, 1993, KUSANO et al., 1998).

Embora muitas citocinas possuam varias fungdes, pode-se agrupa-las em cinco
classes de acordo com sua funcao principal ou a natureza da célula - alvo (ABBAS, 1997).

e Citocinas que medeiam a imunidade natural: IL-1f, interferons, TNF-a e IL-6.
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e Citocinas que regulam o crescimento e diferenciacao dos linfocitos: 1L-2, -4, -5,
-10, -12 e TGF- B.

e C(itocinas que ativam células inflamatorias: interferon-y, TNF-a, linfotoxina,
IL-5,-10e 12.

e Quimiocinas: IL-8, GRO (growth regulated oncogene, MGSA), MIP-1
(proteina inflamatoéria de macréfagos-1 a), MCP-1 (proteina quimiotatica de
monocitos), -3, RANTES (expressa e regulada por células T normais e
reguladas).

e Citocinas que estimulam a hematopoiese: IL-3, -7, GM-CSF, G-CSF.

1.6.1 Quimiocinas

As quimiocinas sao uma superfamilia de proteinas pequenas que atuam como
ativadores e quimioatratores para tipos especificos de leucocitos (ADAMS &
LOYD,1997). Apresentam semelhancas na seqiiéncia de aminoacidos e compartilham
padrdes de repeticdes de cisteinas em pares e duas pontes internas de dissulfeto. Medeiam
suas atividades através da ligagao a receptores nas superficies das células acoplados a
proteina G (PREMACK & SCHALL, 1996).

De acordo com o arranjo dos residuos de cisteina conservados nas moléculas, as
quimiocinas sao divididas em quatro classes (ZLOTNIK E YOSHIE,2000):

Quimiocinas C-X-C: possuem um residuo de aminoacido separando os dois
primeiros residuos de cisteinas conservados. A IL-8 ¢ tipica desta classe, sendo secretada
por macrofagos, células endoteliais e outros tipos celulares. A IL-8 causa ativagdo e
quimiotaxia de neutrofilos. Seus indutores mais potentes sdo as citocinas IL-1 ¢ TNF-a

(KUNKEL et al..,1995).
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Quimiocinas C-C: apresentam os dois primeiros residuios de cisteina
adjacentes. Desta familia fazem parte a MCP-1 MIP-1 a, RANTES, e geralmente atraem
monocitos, linfocitos, basofilos, mas nao neutréfilos (TEIXEIRA et al.., 1997).

Quimiocinas C: n3o possuem o primeiro ¢ o terceiro dos quatro residuos
conservados de cisteina. Quimiocinas C como a linfotactina s3o especificas para linfocitos.

Quimiocinas C-X3-C: apresentam trés aminiacidos entre as primeiras duas
cisteinas. A fractalcina ¢ ao mesmo tempo uma molécula de adesdo e um agente
quimiotatico que possui atividade sobre monocitos e linfocitos tipo T (ROLLINS, 1997).

As quimioquinas apresentam efeito pleiotropico na imunidade, regulacdo da
angiogénese ¢ metastases. Este grupo de citocinas também regula a polimerizagdo e
despolimerizagdo de actina nos leucocitos para movimentos e migracao e funcionam como
quimoatraentes. As quimiocinas sdo produzidas localmente nos tecidos e direcionam a
migracdo de leucocitos. O gradiente tecidual de quimiocinas atrai as células inflamatorias
para os sitios de infec¢do, inflamagao e cancer (FOXMAN et al., 1997).

As quimoquinas CXC sdo proteinas ligantes de heparina que disparam fungdes
na regulacdo da angiogénese. O N-terminal de varias quimoquinas CXC contém trés
residuos de aminoacidos Glu-Leu-Arg, (motivo “ELR”), que imediatamente precedem o
primeiro motivo de cisteina. As quimoquinas CXC com motivo ELR (ELR+) promovem
angiogénese. Ao contrario, as quimoquinas CXC que sdo em geral induziveis por
interferon e perderam o motivo ERL (ERL-) inibem a angiogénese (STRIETER et al..,
2005, MOORE et al., 1998). A Interleucina -8 (IL-8) pertence a familia de CXC com
motivo ELR+ e pode ser induzida em varias células, incluindo mondcitos, linfécitos,
fibroblastos, endoteliais e queratinocitos (ROEBUCK,1999)

A GRO ¢ uma proteina de 8 kDa que além de estimular a mitogénese em

células normais e tumorais, promove quimiotaxia e desgranulagdo de neutrofilos.
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A MCP-1 (monocyte chemoattractant-1) exerce efeito quimiotatico sobre monocitos e
linfocitos T. Além disso, esta envolvida em processos inflamatorios e angioproliferativos
em patologias cerebrais e da retina (HARKNESS et al., 2003).

As quimiocinas CXC angiogénicas promovem a angiogénese por mecanismos
adicionais via indu¢do da expressio MMPs, tais como MMP-2 e MMP-9, pois a
degradagcdo da MEC por estas enzimas facilita a migracdo de células endoteliais para o

estimulo angiogénico (LUCA et al., 1997, INOUE et al., 2000).

Tabela 4. Quimioquinas CXC que regulam a angiogénese (STRIETER et al., 2005).

Quimoquinas angiogénicas ELR+ Quimoquinas angiostaticas ELR-

IL-8 (CXCLS) PF-4 (fator plaquetario -4, CXCL4)

ENA-78 (CXCLS) MIG (CXCL9)

GRO-a (CXCL1) IP-10 (CXCL10) induzidas por interferon
GRO-B (CXCL2) ITAC (CXCL11)

GRO-y (CXCL3) CXCL14

GCP-2 (CXCL6)

1.7. Endotélio Vascular

O endotélio vascular é constituido de uma monocamada continua de células,
denominadas células endoteliais (CE), que recobre a luz dos vasos sanguineos. Forma uma
importante barreira seletiva, separando as células do sangue e fatores da coagulacao de
elemetos altamente trombogénicos do subendotélio. O endotélio mantém a fluidez do
sangue e regula o tonus vascular, além disso, proporciona a troca de gases e moléculas do

meio interno com o meio externo (SCHAFER, 1997, CINES et al., 1998).



26

As CE s3o derivadas de precursores mesodermicos pluripotentes, os
angioblastos e s3o caracterizadas por apresentarem nos seus citoplasmas organelas
denominadas corpos de Weibel-Palade. Estas organelas aramazenam e secretam proteinas
como o fator de von Willebrand (fvW) e interleucina-8 (IL-8). As CE exercem fungdes
importantes no controle da hemostasia, angiogénese e processos inflamatorios e
imunoldgicos ¢ no metabolismo de substincias vasoativas, como na conversdo de
angiotensina I e angiotensina II, na sintese substincias vasodilatadoras, prostaciclina
(PGI,) e 6xido nitrico (SCHAFER, 1997).

A estimulagdo das CE resulta, entre outros processos, na liberagcdo dos multimeros
grandes de fvW, que permitem a unido das plaquetas ao subendotélio e a unido plaqueta-

plaqueta que culmina com a formagao do trombo plaquetario (RUGGERI E WARE, 1993).

Desta maneira, existe um equilibrio dindmico entre o fenoétipo antiagregante e
procoagulante do endotélio vascular. Os codgulos de fibrina, formados em conseqiiéncia da
atividade procoagulante, podem ter uma fungdo protetora do 6rgao, limitando o dano
vascular induzido por trauma. No entanto, a infec¢do, inflamagao e a perda da atividade
anticoagulante de maneira repetida ou incontrolada podem predispor a desordens

tromboticas.

Os leucdcitos sdo essenciais na resposta inflamatoria devido as atividades fagocitica
e secretora (ULBRICHT et al., 2003). O movimento dos leucécitos da corrente sangiiinea
para o local da injuria é crucial na reagdo inflamatoria. O processo envolve captura,
rolamento e forte adesdo ao endotélio, seguido de transmigragdo através da parede do vaso
e migracao até o tecido (MIDDLETON et al., 2002). Todas estas etapas sdo conduzidas
pelas moléculas de adesdo celular (CAMs- cell adhesion molecules), tanto dos leucécitos

quanto das células endoteliais (KAPLANSKI et al., 2003).
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As CE apresentam moléculas de adesao celular (CAMs- cell adhesion molecules)
que atuam como moléculas sinalizadoras e tém participacdo essencial na regulacdo da
inflamacdo e resposta imune. A expressio de CAMs ¢ regulada por mediadores

inflamatorios (KAPLANSKI et al., 2003).

Entre as CAMs o endotélio apresenta selectinas (P e E) e VCAM-1 e ICAM-1 e 2,
que sdo responsaveis pelo recrutamento e migragdo seletiva de células inflamatérias dos

vasos sangiiineos até o local da inflamag¢ao (SILVERSTEIN, 1999).

A diminuicdo na velocidade de rolamento dos leucocitos, promovida pela
vasodilatagdo, favorece o encontro dos leucocitos com autacoides e quimioquinas, como
IL-8 e proteina quimiotatica de macrofagos (MCP-1), presentes na superficie apical de CE.
Estes mediadores ativam outros polimorfonucleares que se unem as moléculas de adesao

expressas no endotélio e estabelecem ligacdes resistentes (BERLIN ef al., 1995).

As CE também expressam proteinas regulatorias na superficie celular, como o
decay-accelerating factor (DAF, CD 55), que protege as CE do efeito deletério da ativacao
do sistema complemento. O DAF ¢ expresso de maneira constitutiva, porém sua expressao
pode ser aumentada pela estimulagcdo com trombina, lipopolissacarideos e TNF-a (fator de

necrose tumoral-alfa) (MIWA & SONG, 2001).

1.8 Apoptose

A homeostasia tecidual ¢ dependente de um balango entre a proliferagdo e a
morte celular. Um desequilibrio nesse balanco pode resultar em proliferacdo ou apoptose

indesejadas (VERMEULEN et al., 2003).
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As células animais necessitam de sinais provenientes de outras células e da
MEC para sobreviverem. Na auséncia destes fatores de sobrevivéncia, as células ativam
um programa de suicidio intracelular ¢ morrem por apoptose, um tipo de morte celular
programada que ¢ mediada por uma cascata proteolitica intracelular. A apoptose estd
envolvida em eventos fisiol6gicos como regressao tecidual, morfogénese, desenvolvimento
e involugdo de 6rgaos, mas também ocorre em diversos processos patologicos (HAIL et
al., 2006).

A apoptose foi classificada como tipo I (classica) e tipo II (ndo classica). A
apoptose tipo I € caracterizada pela condensagdo do citoplasma e da cromatina nuclear,
resultando na fragmentagdo do DNA e na alteracdo da membrana celular. Esta seqiiéncia ¢
seguida pela fragmentacdo celular, denominada corpos apoptoticos e posterior fagocitose
pelas células adjacentes. Este tipo de apoptose ocorre em células da granulosa, endoteliais
e linfocitos (LENARDO et al., 1999, STEFENEC, 2000).

A apoptose tipo II é reconhecida pela condensacao e fragmentagdo nuclear
tardias e foi caracterizada na glandula mamaria de camundongos. O primeiro sinal
morfoldgico deste tipo de morte celular € a expansao do sistema lisossomal, onde vacuolos
autofagicos removem seletivamente organelas especificas e eventualmente consomem todo
o citoplasma. A condensagdo do nucleo seguido de fragmenta¢do ocorre somente apos a
reducdo do citoplasma (ZAKERI et al, 1995). Este tipo de apoptose ¢ observada em
tecidos que sofrem massiva morte celular e morfogénese.

A maquinaria apoptotica inclui receptores de morte (Fas, TNF), proteinas pro e
antiapoptoticas da familia Bcl-2, e uma familia de proteases, denominadas caspases, que
ativam proteinas toxicas e destroem proteinas essenciais, levando a destruicao celular. Na
apoptose, as células sofrem condensagdo e encolhem. O citoesqueleto é destruido, o

envelope nuclear ¢ degradado e o DNA fragmentado, levando a formacdo de vesiculas
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apoptoticas. A célula ¢ entdo fagocitada por células vizinhas e pelos macrofagos
(KIECHLE & ZHANG, 2002).

A perda do contato das células com a MEC mediado por integrinas resulta na morte
de tais células por apoptose, sendo este fendomeno referido como anoikis (MEREDITH et
al., 1993, GROSSMAN, 2002). Em HUVECs, anoikis estd associada com o sistema

Fas/FasL, envolvendo a ativagao de caspase-8 (AOUDJIT e VOURI, 2001).

Outro tipo de inducdo de apoptose mediado por integrinas ocorre durante o
remodelamento de tecidos ¢ hemostasia (STUPACK et al., 2001). Este tipo de apoptose
denominado IMD (integrin — mediated death) é bioquimicamente diferente de anoikis e
ocorre quando integrinas ndo ligadas ou antagonizadas recrutam e ativam a casapase-8 de
maneira independente de receptor de morte celular. A superexpressao da integrina a5p1 foi

associada com apoptose e reducdo do crescimento tumoral in vivo (KIM et al., 2000).

Stupack et al. (2001) demonstraram que a integrina avB3 quando ndo ligada ou
antagonizada (STORGARD et al. , 1999) é pro-apoptotica. Entretanto a ligacdo da
integrina a fibronectina rompe o complexo caspase-integrina ¢ aumenta a sobrevivéncia
das células. Estas observagdes demonstraram que as integrinas influenciam a sobrevivéncia
das células, propondo uma funcdo para estas moléculas como mediadores pro-ativos da

morte celular.
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1.9 Resultados anteriores

A partir da biblioteca de cDNA feita das glandulas veneniferas da serpente
Agkistrodon contortrix laticinctus (Broad-banded copperhead), foram isolados e
seqlienciados dois clones, ACLPREF (GeneBank U18233) ¢ ACLPREH (GeneBank
U18234) que codificam metalopeptidases pequenas contendo trés pontes dissulfeto no
dominio catalitico (SELISTRE DE ARAUJO E OWNBY, 1995). O clone ACLPREF
codifica a proteina ACLF e o clone ACLPREH codifica a toxina hemorragica I, ACLH-I.

A ACLF e a ACLH possuem 98% de identidade, compartilhando 77,85% de
pareamentos idénticos e 84,18% de pareamentos similares.

Em nosso laboratorio, foi desenvolvido um sistema de expressdo em bactéria
para producdo recombinante da ACLF (rACLF) e ACLH (rACLH). A rACLF possui
atividades fibrino e fibrinigenolitica associadas a auséncia de homorragia (SELISTRE-DE-
ARAUIJO et al., 2000). Dentre os substratos sintéticos estudados, foi demonstrado que a
rACLF hidrolisa o peptideo central da cadeia B da insulina e que hidrolisa fracamente a
bradicinina (RAMOS, 2003).

A ACLH nativa ¢ uma metalopeptidase hemorragica (dose hemorragica minima
de 8,5 pg) que possui atividade sobre fibrinogénio e dimetilcaseina (Johnson e Ownby,
1993). Entretanto a sua forma recombinante ndo apresentou atividade hemorragica,
provavelmente devido a auséncia de N-glicosilagdo presente entre os residuos 367 — 370
(NCSY). Os sitios de N-glicosilagdo presentes na maioria das metaloproteases
hemorragicas supostamente estdo relacionados com o efeito hemorragicos destas proteinas.
Garcia ef al. (2004) demonstraram que a glicosilagdo ¢ importante para a atividade

hemorréagica, mas ndo interfere na atividade catalitica da enzima, uma vez que o tratamento
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da ACLH nativa com PNGgase F aboliu o potencial hemorragico da enzima, mas nao

alterou a atividade proteolitica da enzima sobre fibrinogénio e fibronectina.
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2. Objetivos

Objetivo geral: estudar o efeito da rACLF na viabilidade celular bem como sua atividade

proteolitica sobre componentes da MEC, e substratos sintéticos fluorogénicos.

Objetivos especificos:

Analisar o efeito da rACLF sobre respostas funcionais do endotélio,
enfatizando a producdo de moléculas envolvidas na modulagdo da fungao
plaquetaria (6xido nitrico, prostaciclina), na atividade inflamatéria (IL-8) e

na expressao de moléculas de adesao celular em células endoteliais.

Estudar o efeito da rACLF na viabilidade e morfologia de células tumorais e

nio tumorais

Analisar a secre¢do de MMPs e citocinas no sobrenadantes de células

tratadas com rACLF.

Realizar um estudo comparativo entre as enzimas rACLH e rACLF,
considerando os seguintes aspectos: degradagdo da proinsulina e do
peptideo fluorogénico correspondente a cadeia 3 da insulina, viabilidade de

células tumorais e ndo-tumorais.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Expressao da ACLF recombinante (rACLF) (Ramos et al, 2003)

Culturas de E.coli transformadas com o vetor pET28a contendo o inserto
ACLPREF foram crescidas a 37°C até atingir o inicio da fase log de crescimento (DOggo=
0,4 - 0,6). Atingido este valor, a expressdo da proteina recombinante foi induzida pela
adi¢do de IPTG (Sigma) na concentragdo final de 0,5 mM. O tempo de expressao foi de 3h
a 37°C. Em seguida a cultura foi centrifugada a 5000g a 4°C, por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em tampao de ligacdo 1x (Imidazol 5mM;
NacCl 0,5M; Tris-HC1 20 mM pH 7,9) contendo lisozima 1mg/ml, incubado em banho de
gelo durante 1h e sonicado. A suspenséo foi posteriormente centrifugada a 13000g a 4°C,
durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em
tampdo de ligagdo acrescido de uréia 6M (Promega) e incubado a 4°C por lh. O
sobrenadante foi cuidadosamente separado ¢ armazenado a -20 °C. Todas as etapas do
processo foram analisadas por SDS-PAGE.

A rACLH utilizada em alguns experimentos, foi cedida pelo estudante Lucas T.

Parreiras e Silva. O protocolo para a obtengdo da enzima esta descrito em Garcia et al

(2004).

3.2 Purificacao da rACLF

A fracdo do sobrenadante com uréia do item anterior foi centrifugada, filtrada e
submetida a purificagdo em coluna Ni-NTA (Niquel-Acido Nitriloacético, Quiagen) sob

fluxo constante de 0,5 ml/min.
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A coluna foi previamente equilibrada com 4 volumes de tampao de ligagdo
desnaturante (Imidazol SmM; NaCl 0,5M; Tris-HCI 20 mM pH 7,9, uréia 6M). Apds a
aplica¢dao da amostra foi aplicado o tampao de lavagem(Imidazol 20mM; NaCl 0,5M; Tris-
HCI1 20 mM pH 7,9) para remocdo de proteinas ligadas inespecificamente. A proteina
recombinante foi eluida com o mesmo tampao acrescido de 1M de imidazol. As fragdes

coletadas foram analisadas por SDS-PAGE.

3.3. Enovelamento in vitro

O enovelamento da proteina foi realizado segundo a metodologia descrita por
Itoh et al., (1996) com modificagdes introduzidas por Selistre-de-Araujo et al., 2000, com
a finalidade de remover o agente desnaturante com sucessivas didlises. A solugdao contendo
a proteina foi diluida para o dobro do seu volume em tampao de redugao (Tris-HCI 50 mM
pH 8,5; DTT 10 mM; uréia 6M) e incubada a temperatura ambiente por 30 min. Em
seguida a solucao foi diluida cinco vezes com tampao de oxidacao(Tris-HCl 50 mM pH
8,5;cisteina 5 mM; cistina 1mM; CaCl, 5 mM; ZnCl, 100 uM; uréia 6M). A proteina
diluida foi dialisada contra o tampao de oxidagdo contendo quantidades decrescentes de

uréia ( de 3M; 1,5M; 0,75M; até¢ OM).

3.4. Determinac¢do da concentracio protéica.

A concentragdo protéica das amostras foi estimada através do método

colorimétrico descrito por Bradford (1976), utilizando-se o reagente de Bradford da
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BioRad. A concentracdo das amostras foi determinada através da comparagdo com a curva
padrao de BSA (0,2-1,0 mg/ml), plotada e analisada por regressdo linear através do

programa Swift II.

3.5 Linhagens celulares utilizadas

HUVECs: células endoteliais de veia de corddo umbilical humano, aderente
Fibroblastos: humanos, aderente (Clonetics)
HelLa: carcinoma de cérvix uterino, tumoral, aderente (ATCC)

MDA-MB-231: carcinoma mamario, tumoral, aderente, invasiva

MCEF-7 carcinoma mamario, tumoral, ndo-invasiva

3.6 Estudos com HUVECsSs

Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratério de Bioquimica do Instituto

Butantan, sob supervisao da Dra Ana Marisa Chudzinski Tavassi.

3.6.1 Cultivo das células

As HUVECSs foram obtidas por digestao com colagenase, segundo o método de
Jaffe et al. (1973). Foram utilizadas células de 1-3 passagens em monocamada confluente e
subconfluente conforme o tipo de experimento realizado. Inicialmente as células foram
cultivadas em garrafas de 25 ou 75cm® com meio completo (RPMI contendo 10% soro

fetal bovino (SFB), heparina (45ug/ml), piruvato de s6dio (1mM), L-glutamina (2mM),
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penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100pug/ml), 2-mercaptoetanol (50uM), fator de
crescimento endotelial (EGF) (25ug/ml) e extrato do cérebro de camundongo (0.75%), em
estufa a 37C° em atmosfera com 5% de CO,). Quando confluentes, a monocamada foi
tripsinizada e as células foram semeadas em placas de 6, 12 ou 24 pogos, conforme o

experimento. Para os ensaios algumas modificagdes no meio foram realizadas.

3.6.2 Ensaio de proliferacao celular

O efeito das rACLF na proliferacdo celular foi estudado em diferentes condigdes:

1) Cultivos subconfluentes (3 x 10%/poco) em placa de 24 pogos foram incubados
durante 72h com meio RPMI contendo 10% SFB na auséncia (controle) ou

presenga da rACLF para avaliar a acdo direta da enzima.

2) Cultivos subconfluentes (3 x 104/pogo) em placa de 24 pogos foram incubados
durante 72h com meio RPMI contendo 10% SFB e EGF (25ug/ml) na auséncia

(controle) ou presenca da rACLF para avaliar possiveis efeitos sinérgicos com

outros fatores de crescimento.

Apo6s 72h de incubagdo, as células foram tratadas com tripsina e a contagem celular

foi realizada em cdmara de Neubauer, por microscopia Otica.

3.6.3 Deteccio de efeito apoptotico da rACLF em HUVECs
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Microscopia de Fluorescéncia

As alteragdes morfologicas e a viabilidade celular foram analisadas através da
coloragdo das HUVECs com uma mistura de corantes fluorescentes que se ligam ao DNA,
laranja de acridina (100pg/ml) para determinar a porcentagem de células que sofreram
apoptose e brometo de etidio (100ug/ml) para diferenciar entre células vidveis e ndo
viaveis.

A inducdo de apoptose foi avaliada em diferentes condigdes:

1) Cultivos confluentes (2 x 10° células/pogo) em placas de 96 pogos foram incubados
durante 24 ou 48h com meio RPMI contendo 1% SFB na auséncia (controle) ou

presenca da enzima.

2) Foram incubadas 2 x 10> células/pogo em placas de 96 pocos durante 24h com
meio RPMI contendo 10% SFB e EGF na auséncia (controle) ou presenca da
rACLF para avaliar a acdo da enzima em um microambiente mais proximo do

fisiologico.

Em ambas as condi¢des, a presenca de células apoptoticas foi avaliada por
microscopia de fluorescéncia, usando as células nao aderentes e as aderentes tripsinizadas.

Pelo menos 200 células foram analisadas em cada experimento

3.6.4 Detecciio de efeito antiapoptético da rACLF

Para avaliar se a rACLF exerce alguma atividade antiapoptotica, a morte celular

foi induzida pela incubagdo das HUVECs durante 24 ou 48h em meio RPMI contendo 1%
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do SFB na presenga ou auséncia (controle) de rACLF. As células foram analisadas por

microscopia de fluorescéncia como descrito anteriormente.

3.6.5 Expressao de ICAM e DAF

Monocamadas de HUVECs foram incubadas em meio RPMI com rACLF
durante 1 hora. Em seguida, o meio foi removido e as células foram incubadas por mais
23h com meio RPMI contendo 10% SFB. Em alguns experimentos as células foram
incubadas com a rACLF durante 24h. Apoés a incubagdo, as células foram lavadas com
PBS (sem Ca*" e Mg”"), centrifugadas (200 x g, 10 min, 4 °C), ressuspendidas em PBS
com 10% SFB e incubadas durante 30 minutos com concentragdes saturantes de anticorpos
monoclonais conjugados com PE anti- CD54 e CD55 (anti- ICAM-1 e anti- DAF) (IgG1)
ou com concentragdes equivalentes do anticorpo monoclonal irrelevante para determinar a
unido inespecifica. Apos a marcagao, as células foram fixadas com paraformaldeido (1%) e

analisadas por citometria de fluxo.

3.6.6 Liberacao de Prostaglandina I, (PGI,)

A PGI, liberada ¢ rapidamente (ndo enzimaticamente) hidratada para 6-keto-
PGF,. A liberagao de PGI, foi medida pelo acimulo do metabolito 6-keto-PGF;, no meio
de cultura (RPMI 1640). Apds 1h de tratamento das HUVECs sem (controle negativo) ou
com ACLF em diferentes concentragdes, o sobrenadante foi centrifugado durante 10 min,

400 g a 4°C. A concentragdo do 6-keto-PGF;, foi medido pelo método de ELISA
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competitivo, utilizando o EIA kit 6-keto-Prostaglandin F, (Cayman Chemical Company,

Ann Arbor, MI, USA).

3.6.7 Liberacao de IL-8

Os niveis de IL-8 foram determinados por ELISA (Oncogene Research
Products) nos sobrenadantes das HUVECs controles e tratadas com rACLF por 1h. Apos a
incubacdo, as células foram lavadas e meio fresco foi adicionado. A sintese de IL-8 foi

determinada ap6s 24 h e os niveis de IL-8 sdo expressos em pg/ml.

3.7 Estudos com HeLa, fibroblastos humanos e MDA-MB-231 e MCF-7)

As células HeLa, fibroblastos humanos ¢ MDAMB-231 foram cultivadas em
meio DMEM (Dulbeco’s Minimum Medium), contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de
L-glutamina e 10 mL da solugdo penicilina-estreptomicina, em uma incubadora de CO, a
37 °C. As células MCF-7 foram cultivadas em meio DMEM F12 acrescido de 10 % de

SFB e HEPES 2mM.

3.7.1 Ensaio de viabilidade celular

Para o ensaio de viabilidade celular, as células foram adicionadas (2 x 10"

células) em DMEM sem soro contendo albumina sérica bovina 2mg/ml - 200mL/pogo) em
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placa de 96 pocos e incubadas por 2h a 37°C em estufa com 5% de CO,. Em seguida,

diferentes concentracdes de rACLF foram adicionadas e as células foram novamente
incubadas por 24 ou 48h. As células incubadas sem a enzima foram utilizadas como
controle. Decorrido cada tempo, o meio de cultura foi aspirado e foram adicionados
50uL/pogo de solugdo de MTT (0,5mg/mL) [3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il 2,5-difenil brometo
de tetrazdlio] (SIGMA). Apos 4 horas de incubagdo a 37°C em estufa com 5% de CO, o
precipitado formado foi solubilizado com isopropanol e a absorbancia foi determinada em
leitor MRX Dynex (595 nm e filtro de 690 nm).

A andlise morfologica das células foi realizada em microscopio invertido

(Olympus), e as imagens capturadas pela camera (CoolSnap-Pro Color).

3.7.2 Zimografia

Para detectar e caracterizar peptidases secretadas pelas células, gelatina foi
utilizada como substrato nos géis de zimografia. Vinte ug de proteina total de cada meio
condicionado foram misturados com tampao de amostra 5X e aplicados em gel SDS-PAGE
10%, copolimerizado com gelatina 2mg/mL. Apoés a eletroforese a 4 °C, o gel foi incubado
em 2,5% de Triton X-100 por 30 min e em seguida o gel foi incubado em tampao de
incubacao ( Tris-HC1 50 mM pH 8,0/CaCl, 5 mM/ 0,02% de NaNj3). Apds esta etapa, o gel
foi corado com Coomassie R-250 e descorado com 10% de acido acético/40% de metanol,

até a visualizacdo das bandas de degradagdo da gelatina.
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3.7.3 Western blot para analise de MMPs

Para identificacdo de MMP-2 secretada no meio de cultura, trinta microlitros
da cada meio condicionado foram aplicados em SDS-PAGE 15%. Apos a eletroforese, as
proteinas presentes no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Apds o
bloqueio com BSA 1%, as membranas foram incubadas por 2 h com anticorpos primarios
anti-MMP-2 (Triple Point Biologics, Inc.) na diluicdo de 1:1000. Apds as lavagens, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundério (1:5000) conjugado a fosfatase
alcalina, e para o desenvolvimento da coloragado foi utilizado o kit AP conjugate Substrate

(Bio Rad, Hercules CA).

3.7.4 Expressao de citocinas

A deteccdo de citocinas nos meios condicionados de fibroblastos humanos
incubados sem rACLF (controle) e com rACLF 120 nM foi realizada utilizando-se o kit
Ray Bio Human Cytokine antibody array, (Ray Biotech, Inc.) seguindo especifica¢des do
fabricante. Ap6s o bloqueio, as membranas foram incubadas com 1 mL de meio
condicionado. Em seguida foram lavadas para remog¢ao do material ndo ligado e incubadas
com anticorpo biotinilado contra diferentes citocinas. As membranas foram lavadas
novamente e incubadas com estreptavidina conjugada a peroxidase por 2 h a temperatura
ambiente. Apds a lavagem, os sinais foram detectados pela exposicdo da membrana ao

filme de raios-X (ECL hyperfilm, Amersham) por 40 segundos.
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3.7.5 Atividade proteolitica da rACLF sobre componentes da matriz extracelular.

Laminina, trombospondina, fibronectina(Gibco BBR), ¢ colageno IV (Sigma)
foram incubados com a enzima na proporcao 20:1 (substrato: enzima) em tampao Tris-HCI
50 mM/ NaCl 10 mM/CaCl, 2mM, pH 8,0. Os substratos incubados sem a enzima foram
utilizados como controle. Apds a incubagdo por 1 h, 6 h e 24 h a 37 °C, aliquotas foram
retiradas, adicionadas ao tampao de amostra contendo mercaptoetanol e fervidas por trés
min. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e as proteinas foram visualisadas

através da coloragdo do gel com azul de Coomassie.

3.7.6 Atividades sobre pro-insulina recombinante porcina

A pro-insulina (Biomm) foi incubada com as enzimas na propor¢ao enzima:
substrato (1:10) por 4 horas. O substrato incubado sem a enzima foi utilizado como
controle. Apds a incubagdo, as amostras foram adicionadas ao tampao de amostra contendo
mercaptoetanol e fervidas por trés min. As amostras foram analisadas em gel de Tricina

16% e as proteinas visualisadas com azul de Coomassie.

3.7.7 Atividade proteolitica da rACLF sobre os substratos sintéticos

Os ensaios com peptideos fluorogénicos foram realizados em tampao Tris-HCI
50 mM pH 8,0 a 37°C. A hidrolise foi monitorada continuamente em fluorimetro Hitachi

F-2000 com os comprimentos de ondas de excitagdo ¢ emissdo de 320 nm e 420 nm,
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respectivamente. Os parametros cinéticos foram calculados por analise da regressao linear
da velocidade inicial da hidrolise dos substratos pelo programa Grafit (Erithacus Software,
Steines, UK). O desvio padrao dos valores de kcat e Km foram menores que 5%. Os
valores de eficiéncia catalitica foram calculados como razio resultante de kcat/Km. Os
seguintes peptideos foram utilizados: Abz-LVEALYQ-EDDnp, Abz-KLAFSKQ-EDDnp,
Abz-KLGFSKQ-EDDnp, Abz-KLKFSKQ-EDDnp, Abz-KLRFAKQ-EDDnp. Estes

experimentos foram realizados sob orientacao da Dra. Adriana Carmona (UNIFESP-EPM)

3.7.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como as médias (X) = erro padrao (ES) e
analisados utilizando-se a andlise da varidncia (ANOVA) seguido do teste de Dunett.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1 Expressao, purificacio e ativacdo da rACLF

As amostras provenientes do ensaio de expressdo e solubilidade foram
analisadas por SDS-PAGE 15%.

O ensaio de expressdo mostra que a proteina foi produzida na forma insolavel
de corpos de inclusdo, mas foi solubilizada pela adi¢do de agentes desnaturantes (Figura 5
A). Apo6s o ensaio de expressdo e solubilidade, foi realizada a purificagdo da proteina em
coluna de niquel. Cerca de 50 mL de S2 obtidos a partir de 1litro de cultura foram filtrados
e aplicados em 10 mL de resina de niquel. As fragdes eluidas com 1M de imidazol foram
analisadas por SDS-PAGE 15% estdo representadas na figura 5 B. As fragdes contendo a

proteina recombinante em condi¢gdes de pureza adequada foram utilizadas para os ensaios de

atividade.
A
WDa M TO T3 SI S2 P B
66 _|
66 - i
45 Ml -4
- 45 -

Figura 5 Ensaio de expressao e solubilidade da pro-rACLF em E.coli (A). M: marcador de
massa molecular TO: extrato celular basal, T3: extrato celular apds indu¢do com IPTG, S1:
sobrenadante sem uréia, S2: sobrenadante com uréia, P: precipitado solubilizado com
uréia. A seta indica a super produgdo da proteina de 48 kDa. (B): purificagdo da proteina
recombinante em coluna Ni-NTA. As fracdes apresentadas foram eluidas com 1M de
imidazol



45

A proteina desnaturada foi reduzida em tampao contendo DTT e uréia 6M.
Através da remocao gradativa do agente desnaturante, foi possivel obter a rACLF na forma
ativa. ApoOs esta etapa, a enzima foi concentrada por filtracdo sob pressdo e a concentragao
protéica foi determinada pelo método de Bradford (1976). A dosagem protéica apés o
processamento e concentragdo foi estimada em 2,5 mg, por litro de cultura. Como
demonstrado na figura 6, a rACLF sofre autoprocessamento ap6s a remogao do agente
desnaturante, pois observa-se o desaparecimento da banda de 48 kDa e o surgimento de

tré€s novas bandas (29, 27 e 23 kDa).

1 2

Figura 6 Ativacdo da pro-rACLF. SDS-PAGE 15%. 1: rACLF apods renaturagdo por
diélise e ap6s 1h de incubagdo a 37°C, canaleta 2.

4.2 Efeito da rACLF sobre a proliferacio de células endoteliais

O cultivo de HUVECs assincronicas em meio suplementado somente com SFB
(10%) mantém as mesmas em estado quiescente, ou seja, ndo ha crescimento celular,

porém as células se mantém viaveis por um determinado periodo de tempo.

Nestas condicoes, a presenca de rACLF (210 nM), nas culturas ndo mostrou
diferenca significativa quando comparada com o controle (Tabela 5). Pode-se concluir que

a enzima nao foi capaz de estimular a proliferacdo das HUVECs.
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Tabela 5. Proliferagio de HUVECs em RPMI (10% SFB). HUVECs foram incubadas
durante 72h em meio RPMI (10% SFB) com ou sem as rACLF. As células aderidas foram
tripsinizadas e a contagem celular foi realizada em cdmara de Neubauer por microscopia

optica. Os valores indicam a média + ES de 6 experimentos independentes. Nao houve
diferenca significativa (ANOVA, Dunett).

n° de células x 1000

Controle ACLF (210 nM)

26,1 +1,3 28,3 £3,7

4.3 Apoptose induzida por rACLF em células endoteliais

Neste experimento foram avaliadas a presenga de nucleos apoptdticos e
viabilidade celular através da marcagdo das células com laranja de acridina e brometo de
etidio respectivamente, em distintas condigdes de cultivo. Quando monocamadas de
HUVECs foram mantidas por 24 h em presenga de 10% SFB, a rACLF (210nM) nao foi

capaz de induzir apoptose ou mudancgas na viabilidade celular (Tabela 6) .

Tabela 6. Inducao de apoptose em HUVECs por rACLF. HUVECs foram incubadas
durante 48h em meio RPMI (10% SFB) com ou sem a ACLF. Os nucleos apoptoticos
foram avaliados por laranja de acridina em microscopia de fluorescéncia. Os valores

indicam a média + ES de 6 experimentos independentes.Os valores ndo deferiram
estatisticamente (ANOVA/Dunett)

% de células apoptodticas

Controle ACLF

18,6 £ 1,0 17,0 £ 3,8
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4.4 Inibicao de apoptose de células endoteliais induzida rACLF

Neste experimento, foi estudado o efeito antiapoptotico da rACLF, quando a morte
celular em HUVECs foi induzida por deprivacdo de SFB. Como demonstrado na figura 6,
a rTACLF (630 e 1050 nM) apresentou atividade inibitoria na morte celular induzida por

deprivagdo de SFB.

% de inibicao

0 ‘ ‘
0 210 630 1050

ACLF (nM)

Figura 7. Inibicdo de apoptose de HUVECs mediada por rACLF. HUVECs foram
incubadas durante 24 h com RPMI (1% SFB) sem ou com diferentes concentragcdes de
rACLF. Os nucleos apoptoticos foram avaliados por laranja de acridina em microscopia de
fluorescéncia. Os valores representam a média = ES de 4 experimentos independentes
*p<0,05 vs controle. (ANOVA, Dunett)

4.5 Efeito rACLF sobre a expressio de ICAM-1

A ICAM-1 ¢ uma molécula da superfamilia das IgG presente na membrana das
células endoteliais. Sua expressdo ¢ aumentada significativamente por moléculas
proinflamatorias. Uma up-regulation de ICAM-1 permite e assegura a transmigragdo dos

leucocitos através do endotélio vascular até os sitios de infeccdo (ROTHLEIN et al., 1986).

A incubagdo das células com rACLF (50 uM), produziu um aumento
estatisticamente significativo nos niveis de expressdao de ICAM-1 quando comparados as

células controles (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo de ICAM-1 induzida por ACLF. HUVECs foram estimuladas com
ACLF (5 e 50 pg) por 1h. Apos incubagdo, o meio foi substituido por RPMI com 10% de
SFB e a expressdao de ICAM-1 foi determinada ap6s 24h por citometria de fluxo. Os
resultados expressam a média £ ES da intensidade de fluorescéncia de 4 experimentos
independentes. **p<0,01 (ANOVA, Dunett)

4.6 Efeito rACLF na secrecao de Interleucina-8

A Interleucina-8 pertence a familia das citocinas de baixa massa molecular (8
kDa) e ¢ produzida por varias células, especialmente macréfagos e células endoteliais. Esta
envolvida na inflamac¢ao e migragao celular, além de ser um potente indutor da quimiotaxia
de neutrofilos (KOCH et al. 1992)

O tratamento das HUVECs com ACLF (5 e 25 pg) resultou no aumento

significativo da produg¢do de IL-8. (Figura 9)
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Figura 9. Produgdo de interleucina-8 pelas HUVECs. As células foram estimuladas com
ACLF (5 e 25 pg) por 1h. Apos incubagdo, o meio foi substituido por RPMI com 10% de
SFB e a produgdo de IL-8 foi determinada ap6s 24h por ELISA. TNF, trombina e LPS
foram utilizados como controles positivos. Os resultados representam a média + ES de 4
experimentos independentes. **p<0,01 (ANOVA, Dunett).

4.7 Efeito rACLF na secre¢io de Prostaglandina PGI2

Uma das principais vias do metabolismo do acido araquidonico, a via da
ciclooxigenase, leva a producdao de prostaglandinas. A PGI2 tem acdo em processos
inflamatorios causando vasodilatagdo potencializando a formagao do edema.

A incubacdo das HUVECs com rACLF estimulou significativamente a
produ¢do de PGL2 de maneira semelhante a estimulacdo das células por TNF e LPS

(Figura 10).
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Figura 10. Produgdo de PGI2 pelas HUVECs. As células foram estimuladas com rACLF 5
pug. Apds lh de incubagdo, a produgcdo de PGI2 foi determinada pelo actimulo do
metabolito 6-keto-PGF;, no meio de cultura, por ELISA. TNF e LPS foram utilizados

como controles positivos. Os resultados representam a média + ES de 4 experimentos
independentes. **p<0,01 (ANOVA, Dunnett)

4.8 Efeito da rACLF na expressao de DAF (fator de aceleracio do decaimento)

A DAF ¢ uma glicoproteina de superficie, que atua desestabilizando a C3 e a
CS5 convertases, previnindo desta maneira a formagao de complexos de ataque & membrana
e lise celular (WALPORT, 2001; LUBLIN & ATKINSON, 1989)

Como demonstrado na figura 11, a incubagdo da HUVECs com rACLF (50
uM) resultou no aumento da expressdo do DAF, sendo este semelhante aquele produzido

com estimulacdo da HUVECs com TNF.
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Figura 11. Expressdao de DAF induzida por ACLF. HUVECs foram estimuladas com
ACLF (5 e 50 pg) por 1h. Apds incubagdo, o meio foi substituido por RPMI com 10% de
SFB ¢ a expressao de DAF foi determinada ap6s 24h por citometria de fluxo. TNF foi
utilizado como controle positivo. Os resultados representam a média + ES da intensidade
de fluorescéncia de 4 experimentos independentes. **p<0,01 (ANOVA, Dunnett)

4.9 Efeito da rACLF em fibroblastos humanos

A rACLF ndo teve efeito citotoxico em fibroblastos humanos.Além disso, nos
pogos onde os fibroblastos foram incubados com rACLF (30 ¢ 60 nM) durante 24 h,
ocorreu um aumento na intensidade da formagdo do produto resultante da clivagem do
MTT, sugestivo de proliferacdo celular. Porém, apés 48 h de incubagdo somente nos pogos
onde as células foram incubadas com rACLF 60 nM ocorreu aumento na intensidade do

produto formazam, quando comparadas as células nao tratadas. (Figura 12).
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Figura 12. Viabilidade de fibroblastos humanos tratados com rACLF. As células foram
incubadas com diferentes concentragdes de rACLF por 24h e 48h. A viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT. * p< 0,05; (ANOVA/Dunett)

Como demonstrado na figura 13, a andlise microscopica das culturas revelou

que a incubagdo de fibroblastos com rACLF nao alterou a morfologia das células.

Figura 13. Analise morfolégica de fibroblastos humanos. As células foram incubadas por
48 h na auséncia (A) ou presenca de 250 nM de rACLF (B) e analizadas por microscopia
de luz. (barra: 40 um).

A analise de proteases secretadas pelos fibroblastos nos meios condicionadas foi

realizada, por zimografia em gel de poliacrilamida copolimerizado com gelatina. Neste
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experimento, foi observado que ndo houve variagdo no padrao de secre¢do de proteases por
fibroblastos incubados com rACLF. Como demonstrado na figura 14, foram identificadas
bandas com atividade gelatinoliticas de 72 kDa, 66 kDa e 20 kDa, correspondentes as

formas inativa, ativa e degradada, respectivamente de MMP-2 (gelatinase-A)

rACLF (nM)
A 250
— —
c 15 30 60 120 500
72 -
66 -
20 -

Figura 14. Zimograma em gelatina. Analise eletroforética das proteases secretadas por
fibroblastos humanos incubados com diferentes concentragdes de rACLF por 48h. As setas
indicam as bandas de degradagdo da gelatina.

A secrecdo de MMP-2 (gelatinase A) por fibroblastos foi confirmada por
western blot. Em todas as condic¢des de cultivo, (com ou sem rACLF ). As formas inativa
(72 kDa) ativa (66kDa) e degradadas (50 e 20 kDa) da MMP-2 foram detectadas
(Figura 15)

c 1 2 3 4 56

70-

<_
50- «
20- i«

Figura 15. Identificacio de MMP-2 secretadas nos sobrenadantes dos meios
condicionados de fibroblastos incubados com rACLF por 48h. C: controle, canaletas 1-6:
15, 30, 60,120, 250 e 500 nM de rACLF.
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4.10 Deteccao de citocinas/quimiocinas no sobrenadante de fibroblastos humanos

incubados com rACLF.

A figura 16 representa as citocinas/quimiocinas que podem ser detectadas nas
membranas utilizadas. As IgGs biotiniladas com sinal positivo (Pos) servem para a

identificar a orientagdo da membrana e comparar a intensidade do sinal.

A B C D E F G H
1 Pos Pos Neg Neg GCSF GM-CSF GRO GRO-alfa
2 Pos Pos neg Neg GCSF GM-CSF GRO GRO-alfa
3 IL-1 alfa 1L-2 IL-3 IL-5 IL-6 1L-7 1L-8 IL-10
4 IL-1 alfa 1L-2 IL-3 IL-5 IL-6 1L-7 1L-8 IL-10
5 IL-13 IL-15 IFN-gama | MCP-1 MCP-2 MCP-3 MIG Rantes
6 IL-13 1L-15 | IFN-gama| MCP-1 MCP-2 MCP-3 MIG Rantes
7 TGF- TNF a | TNF-beta Blank Blank Blank Blank Pos
betal
8 TGF TNF a | TNF-beta Blank Blank Blank Blank Pos
beta2

Figura 16. Representacdo dos anticorpos anti-citocinas ligados a membrana.

Nossos resultados demonstraram que fibroblastos humanos incubados sem a
enzima secretam IL-8. Quando as células foram tratadas com rACLF (120 nM), além da

IL-8, foram detectadas as quimiocinas GRO e MCP-1 no sobrenadante da cultura

(Figura 17)

A B

»GRO
»[L-8

v

’ Pos

v

MCP-1

Figura 17. Deteccao de citocinas secretadas por fibroblastos humanos incubados por 48h
sem rACLF (A) e com 120 nM de rACLF.
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4.11 Efeito da rACLF em células tumorais HelLLa

Quando as células HelLa foram incubadas por 48h com rACLF nas
concentragdes de 15 a 500 nM, foi observado que ocorreu reducdo na viabilidade celular.

Este efeito foi observado tanto em 24h quanto 48h de incubag¢do, como demonstra a

figura 18.
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Figura 18. Efeito de diferentes concentragdes de rACLF na viabilidade de células HeLa
em 24h (A) ou 48h (B) de incubagdo a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<
0,05; ** p< 0,01 (ANOVA/Dunett).

Além disso, quando as células foram visualisadas sob microscopio invertido

(Fig 19), foi observado que a enzima provocou alteracdao na morfologia celular evidenciado

por desgrudamento e arredondamento das células (Fig 19 B).



56

F

L & \

Figura 19. Morfologia de HeLa tratadas com rACLF. As células foram incubadas por 48 h
na auséncia (A) ou presencca de 60 nM de rACLF (B) e analizadas por microscopia de luz.
(barra: 40 um).

Os sobrenadantes dos meios condicionados de células HelLa incubadas com
rACLF por 48h foram submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida copolimerizado
com gelatina. Como demonstrado na figura 20, em todas as condi¢des foi observada a

secrecdo de proteases de aproximadamente 116, 97 e 45 kDA.

rACLF (nM)

A

—

c 15 30 60 120 250 500

116 -
97 -

45 -

Figura 20. Zimograma em gelatina. Analise eletroforética dos meios condicionados de
c¢lulas HeLa incubadas com vérias concentragdes de rACLF por 48h. O sobrenadante de
células incubadas sem a enzima foi utilizado como controle (c). As setas indicam as bandas
de degradagdo do substrato.
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4.12 Efeito da rACLF em células tumorais MDA- MB-231 e MCF-7

Como foi observada a sensibilidade das células HeLa na presen¢a da rACLF,
decidimos estudar o efeito da enzima na viabilidade de outras linhagens tumorais . Para
esta finalidade foram utilizadas as linhagens MDA-MB — 231 (carcinoma mamario,

migratéria e invasiva) e MCF-7 (carcinoma mamario, dependente de estrogeno).

Quando as células MDA-MB-231 foram incubadas com rACLF por 24h, nao
foi observada a redugdo na viabilidade (fig. 21 A). Seguindo-se 48h, somente células
incubadas na presenca de 500 nM de rACLF apresentaram redugdo na viabilidade

(Figura 21 B)
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Figura 21. Efeito de diferentes concentragdes de rACLF na viabilidade de células MDA-
MB 231 em 24h (A) ou 48h (B) de incubacdo a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<
0,05; ** p< 0,01 (ANOVA/Dunnett).

A incubagdo de células MCF-7 na presenca de rACLF por 24h, causou reducao
na viabilidade celular quando as células foram incubadas com a enzima nas concentragdes

de 30 a 500 nM, como observado na figura 22.
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Figura 22. Efeito de diferentes concentracdes de rACLF na viabilidade MCF-7 em de
incubacdao a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados representam a média de dois

experimentos independentes realizados em triplicata. * p< 0,05; ** p< 0,01
(ANOVA/Dunnett).

4.13 Atividade da rACLF sobre proteinas da matriz extracelular: laminina,

fibronectina, trombospondina e colageno IV.

A laminina é uma proteina heterotrimérica al (400 kDa) Bl e yl (200 kDa
cada) que juntamente com o colageno tipo IV, nidogenio e perclam, constitui um dos
principais componentes das membrana basais. Como demonstrado na figura 23, duas
principais bandas de alta massa molecular foram observadas apos a incubag¢ao da laminina
sem a enzima (controle). Seguidas 2h de incubagdo com a enzima, observou-se o
aparecimento de uma banda de aproximadamente 60 kDa, que tornou-se mais evidente nas

aliquotas correspondentes a 6h e 24h de incubag¢ao com a rACLF.
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Figura 23. Degradagdo da laminina pela rACLF. As canaletas 2, 4 ¢ 6 correspondem a
laminina incubada sem a enzima por 2h, 6h e 24h respectivamente. As canaletas 3, 5 e 7
correspondem a laminina incubada com rACLF por 2h, 6h e 24h.. A seta indica o produto
de degradagao.

A fibronectina é uma glicoproteina heterodimérica (230-280 kDa) que
apresenta as duas subunidades ligadas covalentemente por ponte dissulfeto proximo a
regido carboxi-terminal. A fibronectina incubada por 24h sem a enzima apresentou além de
banda de alta massa molecular de aproximadamente 220kDa, outras duas bandas (100 e 60
kDa), que podem ser resultados de hidrolise ou indicagdo que a proteina ndo estava
totalmente pura. A banda de maior massa molecular foi parcialmente degradada apds 2h e
6h de incubacdo com a rACLF, resultando em um produto de hidrélise de
aproximadamente 150 kDa (indicado pela seta) (Fig 24). Apds 24h de incubagdo com a
enzima, a banda de alta massa molecular foi quase totalmente degradada e varios produtos

de baixa massa molecular resultantes da hidrdlise foram observados.
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Figura 24. Degradacdo da fibronectina pela rACLF. A fibronectina foi incubada com a
rACLF a 37 °C. Apos varios intervalos de tempo, aliquotas foram retiradas e analisadas por
SDA-PAGE. C: fibronectina incubada sem a enzima por 24h. As setas indicam os produtos
de degradag¢do. M: marcador de massa molecular

A TSP ¢ uma glicoproteina homotrimérica de aproximadamante 180 kDa. Apds
a incubagdo da TSP por 2h, observou-se a hidrdlise parcial da banda de alta massa
molecular, que se tornou mais evidente apds 6h e 24 h de incubacdo com a enzima. Com
24h de incubag¢do a principal banda foi quase totalmente degradada pela rACLF

(Figura 25).

M 2h  6h 24h  C

160-
70-

40-

Figura 25. Degradagdo da TSP pela rACLF. A TSP foi incubada com a enzima a 37 °C.
Apos varios intervalos de tempo, aliquotas foram removidas e analisadas por SDS-PAGE.
C: Tsp incubada sem a enzima por 24h. M: marcador de massa molecular. A seta indica o
produto de degradacao do substrato.
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O colageno IV incubado por 24 h sem a rACLF apresentou duas principais
bandas (110 e 120 kDa). Seguida da incubagdo com a enzima, a hidrdlise parcial da
proteina foi evidenciada como mostra a figura 26. Apos 6h e 24 h de incubag¢dp varios

produtos de hidrolise foram observados (Figura 26).

M 2h 6h 24h C

120-

70-

50-

Figura 26. Degradacdo do col IV pela rACLF. O col IV foi incubado com a rACLF a 37
°C. Apos varios intervalos de tempo, aliquotas foram removidas e analisadas por SDS-
PAGE. C: ColagenolV incubado sem a enzima por 24h. M: marcador de massa molécular

4.14 Efeito da rACLH em células normais e tumorais

Como um dos objetivos do trabalho foi comparar as atividades das enzimas
rACLF e rACLH, os testes de viabilidade celular foram paralelamente realizados com a
enzima recombinante TACLH. Semelhante a acdo da rACLF, a rACLH nao teve efeito

citotoxico quando incubada com fibroblastos humanos por 24 ou 48h (fig 27 A ¢ B).
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Figura 27. Efeito de diferentes concentragdes de rACLH na viabilidade de fibroblastos
humanos em 24h (A) ou 48h (B) de incubagao a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados
representam a média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Os
dados nao diferiram estatisticamente (ANOV A/Dunett)

Porém, a incubacdo de rACLH com células HeLa também resultou em reducao
na viabilidade celular tanto em 24h (fig 28 A), quanto em 48h (fig 28 B), demonstrando

dessa maneira a sensibilidade desta linhagem celular as enzimas rACLF e rACLH.
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Figura 28. Efeito de diferentes concentragdes de rACLH na viabilidade de células HeLa
em 48h (A) ou 24h (B) de incubagdo a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<
0,05; ** p< 0,01 (ANOVA/Dunett).
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Por outro lado, a presenca de rACLH em culturas de células MDA-MB-231 nao
causou efeito citotoxico intenso. Somente quando estas células foram incubadas com 500
nM de rACLH por 24h, foi observada reducao na viabilidade celular (fig 29 A). Este efeito

ndo foi observado quando as células foram incubadas com a enzima por 48h, (fig 29 B).
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Figura 29. Efeito de diferentes concentragdes de rACLH na viabilidade de células MDA-MB 231
em 24h (A) ou 48h (B) de incubacao a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados representam a
média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. * p< 0,05; ** p< 0,01
(ANOVA/Dunnett).

Na linhagem celular MCF-7 a rACLH também reduziu a viabilidade celular ja

em 24h de incubagdo, em todas as concentragdes testadas (Figura 30 ).
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Figura 30. Efeito de diferentes concentragdes de rACLH na viabilidade MCF-7 em de
incubacdao a 37°C contendo 5% de CO,. Os resultados representam a média de dois
experimentos independentes realizados em triplicata. ** p< 0,01 (ANOVA/Dunnett).
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4.15 Parametros cinéticos para a hidrdlise do substrato Abz-LVEALYQ-EDDnp
pelas enzimas rACLF e rACLH

As enzimas (0,44p M) foram incubadas com o substrato (10 pM) em Tris -HCl
50 mM pH 8,0 a 37°C. As hidrélises foram monitoradas pela medida das fluorescéncias a
A420 nm de emissdo e A320 nm de excitagdo. Neste ensaio foi demonstrado que a rACLF

apresenta maior eficiéncia enzimatica sobre o substrato testado, quando comparada com a

rACLH (tabela 6).

Tabela 6. Estudo cinético das enzimas rACLF e rACLH sobre o substrato fluorogénico
Abz-LVEALYQ-EDDnp

rACLF rACLH
Km 5,08 uM, 19,45 uM
Kcat 0,0119 5™ 0,0071 s
Kcat/Km 233 mM " s 038 mM "' s

4.16 Atividade proteolitica da rACLF sobre substratos fluorogénicos

Como foi demonstrado que a rACLF hidrolisa o peptideo central da cadeia 3 da
insulina entre os aminodcidos A-L (RAMOS et al., 2003), a atividade proteolitica da
ACLF também foi testada contra peptideos fluorogénicos com variagdes de aminoacidos.

A tabela 7 demonstra os parametros cinéticos obtidos.
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Tabela 7. Parametros cinéticos para a hidrolise de substratos de fluorescéncia apagada pela

rACLF
substrato Km(uM) Kcat(s- ) Kcat/Km (mM- s-)
Abz-LVEALYQ-EDDnp 5.7 0.019 2.33
Abz-KLAFSKQ-EDDnp 20.8 0.011 0.55
Abz-KLGFSKQ-EDDnp 22.7 0.002 0.10
Abz-KLKFSKQ-EDDnp 65.8 0.0009 0.01
Abz-KLRFAKQ-EDDnp 5.4 0.0004 0.08

4.17 Atividade proteolitica da rACLF, e rACLH sobre pro-insulina

A incubagdo da pré-insulina com a rACLF resultou no aparecimento de trés

produtos de hidrolise. J& a incubagdo do substrato com a rACLH resultou em apenas um

produto de hidrolise de massa molecular diferente daqueles produzidos pela rACLF como

demonstrado na figura 31.
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Figura 31. Degradagdo da pro-insulina por rACLF (1) e rACLH (2). C: substrato incubado

sem enzima.
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5. Discussao

Dentre os diversos componentes encontrados nas pegonhas de serpentes
viperidicas, as metalopeptidases constituem uma classe de enzimas que interferem na
coagulacdo e hemostasia, sendo responsaveis por diversos efeitos observados no
envenenamento como hemorragia, edema, hipotensao, hipovolemia, inflamacdo e necrose
(GUTIERREZ E RUCAVADO, 2000, FOX E SERRANO, 2005).

Neste trabalho, foi estudado o efeito da rACLF, uma metalopeptidase
desprovida de atividade hemorragica sobre células endoteliais (HUVECsS), células tumorais
(HeLa, MDA-MB-232 ¢ MCF-7) e ndo tumorais (fibroblastos humanos). Além da agdo
sobre as células, também foi estudada a atividade proteolitica da rACLF sobre diversos
substratos, como proteinas da matriz extracelular, pré-insulina e peptideos sintéticos.

Nossos resultados demonstraram que a incubag¢do de rACLF com HUVECs nao
altera a morfologia das células nem induz morte celular. Além disso, quando a apoptose foi
induzida nestas células por deprivacdo de soro fetal bovino, foi observado que a rACLF
teve efeito protetor, dose dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo de rACLF no
meio, menor a propor¢do de células apoptoticas.

No sobrenadante de HUVECs incubadas com rACLF foi observado um
aumento dos niveis da quimiocina CXC IL-8. Esta quimiocina ¢ um potente quimiotatico
para polimorfonucleares, principalmente neutréfilos (BORISH & STEINKE, 2003). A
expressdo e secrecdo de IL-8 pode ser induzida por diversos estimulos inflamatorios (IL-
1B, IL-1o, TNF, LPS, trombina, histamina) em diferentes células, incluindo células
endoteliais. Substancias secretagogas tais como trombina, epinefrina, histamina induzem a
fusdo dos corpos de Weibel-Palade (WP) com a membrana citoplasmatica e a liberagdo do

conteudo armazenado (WOLF et al., 1998, DATTA & EVENSTEIN, 2001).
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Schatner et al. (2005), demonstraram que as SVMPs Berythractivase, PIII nao
hemorragica de Bothrops erythromelas e Jararagina, PIII hemorragica de B. jararaca
também promovem a liberacdo de IL-8 dos corpos de WP, mas ndo sdo capazes de induzir
sua sintese. Estes resultados evidenciam que tais SVMPs causam ativagdo imediata das
CE, independente da sintese de proteinas (BURGOYNE & MORGAN, 2003).

Em adi¢do ao seu papel na inflamacgao, as quimiocinas CXC ELR+, como a IL-
8, regulam a angiogénese e promovem a migracdo e proliferagdo de células endoteliais
(STRIETER et al., 1995, 2005). LI et al.(2003) demonstraram que as HUVECs expressam
constitutivamente os receptores de quimiocinas CXCR1 e CXCR2. A adi¢do de IL-8
recombinante em culturas de HUVECs inibe a apoptose, promove a expressdo de genes
anti-apoptoticos e aumenta a producdo de MMP-2 e -9 (LI et al., 2003). Desse modo, a IL-
8 tem sido designada como um potente fator de sobrevivéncia para as células endoteliais,
pois modula a via anti-apoptoética , interagindo com seus receptores nas CE. O mecanismo
de regulagdo da angiogénese pela IL-8 pode ser devido ao aumento da proliferagdo celular,
pela expressdo de genes anti-apoptéticos e em parte pela ativagdo de MMP-2, -9.

AS SVMPs ativam a cascata do complemento (FARSKY et al., 2000), um
conjunto de proteinas que modulam a resposta inflamatéria (WALPORT, 2001). Com a
finalidade de proteger as células dos danos causados pela ativagdo do complemento, uma
variedade de fatores soluveis ou ligados @ membrana sdo expressos. Estes fatores incluem
as proteinas de superficie celular DAF (CD 55), MCP (CD 36), protectina (CD 59) e CR
1(CD35). A proteina DAF ¢ expressa constitutivamente pelas células endoteliais,
entretanto sua expressdo aumenta pela estimulagdo com trombina, LPS ¢ TNF-a. A DAF
atua evitando a formagdo e acelerando o decaimento das C3 e C5 convertases, enzimas

centrais na amplifica¢do da cascata do complemento (MIWA & SONG, 2001).
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Nossos resultados demonstraram que a rACLF induziu a expressao de DAF nas
HUVECs. O aumento da expressdo de DAF na superficie celular, juntamente com a
expressdo de IL-8 e a auséncia do efeito citotoxico e hemorragico sugere que a ACLF
nativa exerca um efeito protetor nas CE durante a injuria vascular causada pelo
envenenamento.

Durante o processo inflamatério, ndo somente ocorre um aumento nos niveis de
citocina e quimiocinas, como também na expressdo de moléculas de adesdo celular que
participam no recrutamento, adesdo e transmigragdo dos leucocitos do endotélio para os
sitios de inflamacdo. A rACLF modulou a expressdo da molécula de adesdo ICAM-1 nas
HUVECs. Silva et al. (2003) também observaram o aumento de ICAM-1 em HUVECs
incubadas com Berythractivase. Por outro lado, a Jararagina, mesmo em altas
concentragdes ndo modificou os niveis de ICAM -1 nestas células (SCHATNER et al.,
2005).

Nas sobrenadantes de HUVECs tratadas com rACLF também foi observado um
aumento dos niveis de prostaciclina (PGI,). A PGI,, juntamente com o 6xido nitrico (NO),
sdo potentes vasodilatadores e inibidores da agregacdo plaquetaria. A estimulagdo dos
receptores endoteliais pela rACLF com conseqliente liberagdo de PGI, pode estar
relacionada com a hipotensdo que ocorre em envenenamentos humanos por picada de
serpentes (ROSENFELD, 1971). O aumento na produg¢do de NO e PGI, também foi
observado em HUVECs tratadas com Insularinase A (MODESTO et al, 2005),
Berythractivase e Jararagina (SCHATTNER et al., 2005)

A rACLF ndo teve efeito citotoxico em fibroblastos humanos nem alterou a
morfologia dessas células. Além disso, foi observado um aumento na redugdo do MTT
quando os fibroblastos foram incubados com rACLF (30 ¢ 60 nM) por 24h. Esses

resultados sugerem que nestas concentragdes a enzima pode induzir proliferagdo celular.
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Outra possibilidade seria o efeito de protecao contra morte celular, como observado em
HUVEC:s tratadas com rACLF. Entretanto, para comprovar o efeito de proliferagdo celular
existem métodos mais apropriados que determinam a sintese de DNA.

No sobrenadante de fibroblastos incubados com 120 nM de rACLF foi
detectada a secrecdo das quimiocinas IL-8, MCP-1 e GRO. Estes resultados corroboram
com aqueles descritos por Gallagher er al., 2005. Estes autores estudaram o perfil da
espressdo génica de fibroblastos humanos tratados com Jararagina, demonstrando que esta
SVMP causa aumento na expressdo de genes associados a inflamag¢ao (IL-1p, IL-6, IL-8,
GRO-a e GRO-B). Outras metalopeptidases de veneno de serpentes foram reportadas,
como indutoras de proteinas associadas ao processo inflamatério (RUCAVADO et al.,
2002, ZAMUNER et al. 2005).

As quimiocinas apresentam efeito pleiotropico na imunidade, regulagdo da
angiogénese ¢ metastases. Este grupo de citocinas também regula a polimerizagdo e
despolimerizagdo de actina nos leucocitos para movimentos e migracao e funcionam como
quimoatraentes. As quimoquinas CXC sdo proteinas ligantes de heparina que disparam
funcdes na regulacdo da angiogénese. Esta familia de quimoquinas apresenta quatro
residuos de cisteina altamente conservados. O N-terminal de varias quimoquinas CXC
contém trés residuos de aminoacidos (Glu-Leu-Arg, motivo chamado de “ELR”), que
imediatamente precedem o primeiro motivo de cisteina. As quimoquinas CXC com motivo
ELR (ELR+) promovem angiogénese. Ao contrario, as quimoquinas CXC que sdo em
geral induziveis por interferon e perderam o motivo ERL (ERL-) inibem a angiogénese
(STRIETER et al.., 1995, MOORE et al., 1998). A IL -8 é um potente membro da familia
de CXC com motivo ELR+ e pode ser induzida em varias células, incluindo mondcitos,

linfocitos, fibroblastos, endoteliais e queratindcitos (ROEBUCK,1999).
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A GRO ¢ uma proteina de 8 kDa que além de estimular a mitogénese em
calulas normais e tumorais, promove quimiotaxia ¢ desgranulacdo de neutr6filos. A MCP-
1 exerce efeito quimiotatico sobre mondcitos e linfocitos T. Além disso, estd envolvida em
processos inflamatérios e angioproliferativos em patologias cerebrais e da retina. Os
resultados demonstrados neste trabalho sugerem que o efeito da rACLF na viabilidade e
prote¢do contra morte celular observados em HUVECs e fibroblastos, podem estar
associados a modulagdo de moléculas como GRO e IL-8 pela enzima..

As quimoquinas CXC angiogénicas promovem a angiogénese por mecanismos
adicionais via inducdo da expressio de metalopeptidases degradadoras da matriz
extracelular (MMPs), tais como MMP-2 e MMP-9 (LUCA et al., 1997).

A andlise dos sobrenadantes dos fibroblastos incubados com a rACLF
demonstrou que ndo houve diferenga na secre¢do de MMP-2 (gelatinase A).

A atividade de MMP ¢ associada a condi¢des fisiologicas e patologicas que
envolvem a degradagdo e o remodelamento da matriz extracelular (MEC). As proteinas da
MEC sdo os substratos tradicionais para MMPs. Entretanto McCAWLEY &
MARTRISIAN, 2001, demonstraram que receptores celulares e moléculas de adesdo
também sdo alvos de MMPs. Estas atividades também foram observadas em SVMP. A
graminelysina, PI de Trimeresurus gramineus teve atividade sobre componentes da MEC e
sobre proteinas que fazem juncgdes aderentes célula-célula (caderinas e cateninas),
resultando em apoptose (WU & HUANG, 2003). As MMPs também estdo envolvidas no
crescimento e proliferagdo celular. Existem mecanismos para explicar o crescimento
celular mediado por MMP. Um deles ¢ a clivagem de proteinas de matriz associadas a
fatores de crescimento. O FGF e o TGF-f, por exemplo, sdo fatores que apresentam forte
afinidade por componentes da matriz. Desse modo, a protedlise de moléculas da matriz

resulta na liberacao desses fatores associados a matriz (IMAI et al., 1997).
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A TrACLF clivou proteinas da MEC como fibronectina, laminina,
trombospondina e colageno IV. A atividade da enzima sobre estes componentes pode tanto
contribuir para o efeito toxico da rACLF em células tumorais, resultando em
desprendimento, quanto pode ser responsavel pela geragdo de fragmentos biologicamente
ativos, resultantes da protedlise de proteinas da MEC.

O efeito citotoxico tanto da rACLF quanto da rACLH sobre células tumorais
como HelLa e MCF-7 pode ser resultado de desprendimento das células, o que levaria a
morte celular conhecida como anoikis, ou ainda devido a acdo destas enzimas sobre
proteinas presentes na membrana celular como por exemplo integrinas e caderinas. Nesta
ultima situacdo a morte celular antecede ao desgrudamento, ja em anoikis, o
desgrudamento das células ¢ que levaria a morte. Para elucidar o mecanismo de
citotoxicidade exercido pelas enzimas rACLF e rACLH sobre células tumorais, outros
estudos precisariam ser realizados.

A atividade citotoxica das enzimas estudadas especificamente em células
tumorais, pode estar relacionada a diferencas na MEC produzida e na expressdo de
integrinas pelas células. Tang et al. (2004), demonstraram que culturas primarias de
osteoblastos murinos e de osteosarcoma apresentam expressao diferenciada de integrinas e
do microambiente de MEC. Estes autores verificaram que a incubagao destas células com
crovidisina, uma PIII de Crotalus viridis, resultou no desgrudamento somente da linhagem
tumoral de osteosarcoma.

Diaz et al. (2005) verificaram que nao ha correlagdo entre o método MTT e a
analise de fragmentacdo do DNA, uma vez que pelo método do MTT, a BaP1 ndo foi
citotoxica para HUVECs, mesmo em concentragdes maiores que 100 ug/ml, embora a
fragmentacdo do DNA tenha ocorrido nas primeiras horas de incubagdo. Estes autores

demonstraram que a apoptose ocorre precocemente embora a disrup¢do da membrana
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celular so6 ¢ evidente apos 24 h de incubagao. Além disso, a apoptose induzida por BaP1 foi
independente de Bcl-xl e Bax, mas associada com a ativacdo da caspase-8 e aumento de
cFLIPy, (cellular FLICE-inhibitory protein)(DIAZ et al., 2005). A graminelysina também
causou apoptose em HUVECs. Entretanto, diferente da agdo da BaPl, na apoptose
induzida por graminelysina ocorre ativagdo de caspase-3 ¢ diminui¢do da propor¢do Bcl-
xl/Bax (WU e HUANG, 2001). Foi demonstrado também que a apoptose ocorreu antes do
desprendimento, uma vez que a PARP (Poly[ADP-ribose] Polymerase) estava clivada
tanto nas células aderidas quanto nas flutuantes (soltas no meio de cultura). Apesar de
apresentar alta homologia com a BaPl, a Insularinase A ndo foi capaz de causar
desgrudamento nem apoptose em HUVECs (MODESTO et al., 2005).

Embora os efeitos das enzimas rACLF e rACLH sobre a viabilidade das células
tenham sido semelhantes, as atividades enzimaticas das enzimas sobre o0s substratos
testados foram diferentes. Foi demonstrado que a eficiéncia enzimatica da rACLF sobre o
substrato sintético correspondente a cadeia central da insulina é maior do que a rACLH.
Além disso, quando incubadas com a pro-insulina recombinante também foi observada
diferenga nos produtos de hidrolise do substrato. Apesar da alta similaridade entre as
enzimas estudadas, algumas diferengas estruturais podem interferir na hidrélise dos
substratos testados.

As diferentes respostas celulares ao tratamento com rACLF podem ser devido
ao efeito direto da enzima sobre receptores celulares, induzindo a fatores que
potencializem a viabilidade celular ou a enzima poderia estar atuando em proteinas da
matriz extracelular gerando fragmentos com atividade bioldgica. Como evidenciado neste
trabalho, a rACLF pode ser utilizada para elucidar mecanismos de desgrudamento e morte
celular em linhagens celulares tumorais ou at¢ mesmo na tumorigénese in vivo, avaliando-

se a a¢do da enzima no crescimento tumoral.
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Se por um lado, as SVMPs, baseadas nas suas propriedades bioquimicas
potencializam os efeitos sist€émicos nos envenenamento, por outro lado sdo excelentes
ferramentas para a investigagdo de mecanismos moleculares e celulares, assim como para
aplicagdes farmacéuticas.

A auséncia da atividade hemorragica associada ao efeito citotoxico em células
tumorais, potencializam a rACLF como ferramenta para estudos terapéuticos, como por

exemplo, desenvolvimento de compostos antitumorais e para o tratamento de trombose.
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6. Conclusoes e perspectivas

Neste trabalho demonstrou-se que a rACLF apresenta efeito direto sobre
HUVECs, aumentando a expressdao de moléculas envolvidas na quimiotaxia, regulagdo do
tonus vascular e inflamagdo. Além disso, foi observado que a enzima atua sobre a
sobrevivéncia celular, evitando a morte das células quando incubada tanto com HUVECs
quanto com fibroblastos.

A rACLF ndo apresentou efeito citotoxico sobre fibroblastos humanos nem
sobre a linhagem tumoral MB-MDA-231. A analise dos meios condicionados de
fibroblastos tratados com a enzima revelou que a rACLF modula a expressio de
quimiocinas CXC (IL-8 e GRO) e CC(MCP-1). Porém, nao teve efeito na expressdo de
MMPs.

Quando incubada com células tumorais HeLa ¢ MCF-7, a rACLF diminuiu
significativamente a viabilidade das células, além de induzir alteracdes na morfologia e
causar desgrudamento de células HeLa. Efeito semelhante foi observado quando as células
foram incubadas com rACLH (outra metalopeptidase de A. contortrix lacticinctus).

Com respeito a atividade proteolitica, mostrou-se que a rACLF hidrolisa
proteinas da matriz extracelular, tais como fibronectina, laminina, colageno IV e
trombospondina. Comparando-se as ativiadades da rACLF e da rACLH, demonstrou-se
que a rACLF ¢ mais eficiente na degradacdo do peptideo correspondente a cadeia central
da insulina. J& a hidro6lise da pro-insulina por estas enzimas gerou produtos com massas
moleculares distintas, o que indica diferenca na atividade.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que a rACLF
apresentou efeito citotdxico somente para as linhagens tumorais HeLLa e MCF-7. Por outro

lado, quando incubada com HUVECs e fibroblastos, a enzima atuou como fator de
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sobreviéncia e induziu a liberacdo e expressdo de moléculas envolvidas em diferentes
processos celulares. Estes resultados abrem perspectivas para novos estudos visando a
elucidagdo das vias de sinalizagdo responsaveis pelos efeitos especificos sobre as

diferentes linhagens celulares.
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