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RESUMO

As desintegrinas sdo pequenas proteinas isoladas de veneno de serpente,
ricas em cisteina e com um motivo RGD. DisBa-01, uma desintegrina-RGD
recombinante de do veneno de Bothrops alternatus, inibe metastase de melanoma e
a agregacao plaquetaria em modelos murinos pela interagdo com integrinas 3.
Além disso, a desintegrina-RGD inibe a proliferacdo endotelial in vitro e a
angiogénese in vivo. Alternagina-C (ALT-C), uma desintegrina-like de Bothrops
alternatus inibe a ligagao ao colageno através da integrina a2f31, a qual desempenha
um papel essencial na adesdo normal e tumoral a MEC. Esta proteina do veneno
também pode modular a angiogénese, onde doses baixas de ALT-C regulam
positivamente, ao passo que doses maiores inibem o0 processo.

Este trabalho apresenta os efeitos de DisBa-01 e ALT-C: 1) na adesao de
células de adenocarcinoma mamario MA-MB-231 a proteinas da MEC e MEC
subendotelial, sobre condicfes estéticas e dinamicas; e na expressao de VEGFR em
células endoteliais.

ALT-C inibiu a adeséo das células tumorais a quase todos 0os componentes
de MEC testados individualmente e também a MEC. Entetanto, somente uma dose
alta da proteina, 10.000nM, teve efeito sobre a MEC em condi¢Bes estaticas. Sob
estresse de cisalhamento, a ades&o tumoral foi totalmente inibida por ALT-C 100 e
1.000nM. O fluxo induz a ativacdo de a2B1. Assim, uma possivel ativacdo das
células por estresse de cisalhamento pode ter reforcado a interacdo com ALT-C.

DisBa-01 ndo teve efeito na adesdo tumoral sob condicBes estaticas. Por
outro lado, sob fluxo a desintegrina-RGD inibiu fortemente a adesdo tumoral. Assim,
uma possivel ativacdo de aVB3 por fluxo pode ter reforcado as interagdes com
DisBa-01.

Sobre a expressdo dos VEGFRs, DisBa-01 diminuiu o nivel de ambos em
guase todas as concentracdes testadas. ALT-C em baixas doses, por sua vez,
aumentou a expressao do VEGFR-2. Tais resultados podem explicar, ao menos em
parte, os efeitos de DisBa-01 e ALT-C na modulagdo da angiogénese.

Os efeitos anti-adesivos e anti-angiogénicos de ALT-C e DisBa-01 podem ser
Uteis para o estudo de metastase tumoral, bem como para o desenho de novos
agentes terapéuticos que ajam na adesao tumoral nas etapas de extravasamento e
invasao.



ABSTRACT

Disintegrins are small cysteine-rich proteins with an RGD motif isolated from
viperidae snake venoms. DisBa-01, a recombinant RGD-disintegrin from Bothrops
alternatus snake venom, inhibits melanoma cell metastasis and also platelet
aggregation in murine models by interactions with B3 integrin cell receptors. Also, this
RGD-disintegrin inhibits human microvascular endothelial cell (HMEC-1) proliferation
in vitro and angiogenesis in vivo. Alternagin-C (ALT-C), a disintegrin-like protein from
Bothrops alternatus, is a potent inhibitor of the collagen binding to a2p1 integrin
which plays an essential role in the adhesion of normal and tumor cells to the
extracellular matrix. Also, this protein can modulate angiogenesis where low
concentrations of ALT-C positively regulate the formation of new blood vessels,
whereas high ALT-C concentrations negatively modulates this process.

This work presents the effects of DisBa-01 and ALT-C: 1) on the adhesion of
breast cancer invasive MDA-MB-231 cells to the ECM proteins and to the
subendothelial matrix produced by HUVEC (human vascular endothelial cells) under
static and dynamic conditions; and 2) on the VEGFRs expression on endothealial
cells.

ALT-C inhibited tumoral cell adeshion to almost ECM proteins individually and
also to ECM. Only 10000nM ALT-C inhibited tumoral cell adhesion to the HUVEC
matrix under static conditions. Under flow, tumoral adhesion were inhibited by 100nM
and 1.000nM ALT-C. Flow induces a2B1 activation in endothelial cells and MDA-MB-
231 cells expressed high levels of a2B1. Thus, a possible activation of this integrin by
the shear stress could enhance its interactions with ALT-C.

DisBa-01 had no effect on the tumoral cell adhesion to HUVEC matrix under
static conditions. On the other hand, under flow the RGD-disintegrin strongly inhibited
tumoral and platelet adhesion. Thus, a possible activation of aVp3 by flow could
enhance its interactions with DisBa-01.

About VEGFR expression, DisBa-01 down-regulated VEGFR-1 and VEGFR-2
expression in almost all tested concentrations. ALT-C up-regulates VEGFR-2
expression at lower concentration. These results can explain at least in part the
effects of DisBa-01 and ALT-C in angiogenesis.

The anti-adhesives and antiangiogenics ALT-C and DisBa-01 properties may
be helpful for the study of tumoral metastasis as well as in the design of new
therapeutic agents targeting tumor cell adhesion on extravasation and invasion
steps.
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1. INTRODUCAO

A natureza tem sido fonte de produtos medicinais ha muito tempo. Buscando
alivio e cura para doencas, extratos de origem vegetal e animal sao ingeridos ou
aplicados localmente. Entre os produtos de origem animal utilizados para a cura
estdo os venenos produzidos por diversos organismos, como abelhas, escorpides,
ras, sapos e serpentes.

Anualmente, 2,5 milh6es de pessoas no mundo todo sdo vitimas de ataques
de serpentes, das quais mais de 100.000 sao vitimas fatais (LALLOO et al., 1995).
Entretanto, se por um lado os ataques de serpentes podem ser mortais, por outro o
veneno desses animais é uma fonte natural de diversos componentes com potencial
valor terapéutico, tais como peptideos, proteinas e enzimas.

Os venenos tém sido utilizados no tratamento de diversas condi¢cdes
patofisioldgicas na homeopatia, medicina Ayurveda e também na medicina popular.
Com o advento da biotecnologia, a eficAcia de tais tratamentos estd sendo
comprovada pelos componentes purificados do veneno e delineando suas
propriedades terapéuticas. As pesquisas ajudardo ndo somente na compreensao
das implicacdes de cada interacdo, mas também levardo ao desenvolvimento de
drogas efetivas dirigidas para funcdes particulares de proteinas.

Esta tese teve como objeto de estudo duas proteinas do veneno da serpente
brasileira Bothrops alternatus, ALT-C e DisBa-01, ambas pertencentes ao grupo das
desintegrinas, as quais apresentam potencial terapéutico. A seguir serdo descritos

temas relevantes para a compreenséao do estudo aqui apresentado.
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1.1.ADESAO CELULAR

A adesdo das células ao seu meio é essencial para a organizacdo e o
funcionamento dos organismos multicelulares. As interagcdes possibilitam diversos
processos bioldgicos como migracdo, organizacdo tecidual e diferenciagéo,
desempenhando papel central no desenvolvimento embriondrio, resposta imune,
remodelamento e homeostase de tecidos e 6rgdos (CARLOS & HARLAN, 1994;
LOFTUS et al.,, 1994; SPRINGER, 1994; WAGNER & WYSS, 1994; GUMBINER,
1996; SHATTIL & GINSBERG, 1997; APLIN et al., 1998; SHATTIL et al., 1998). As
células podem ligar-se a outras células (EDELMAN, 1983) ou a componentes da
matriz extracelular (ECM) (RUOSLAHTI & PIERSCHBACHER, 1986; HYNES, 1999),
formando tecidos.

A ECM proporciona suporte e resisténcia para tecidos e 6rgdos, além de
participar de sua manutencédo (REICHARDT, 1999). Trata-se de uma rede complexa
de macromoléculas importantes para as funcfes celulares e arquitetura tecidual
(Figura 1). Os componentes da ECM incluem proteinas, polissacarideos, fatores de
crescimento produzidos e secretados principalmente pelos fibroblastos. Estas
células participam da organizacdo da ECM (GEIGER et al., 2001). As diferencas na
expressdo e combinacdes de colagenos, proteoglicanas e varias proteinas tais como
fibronectina e laminina fornecem um ambiente especifico morfofuncional dos tecidos.

A composicdo e as propriedades da ECM variam de acordo com a
identidade/localizacdo das células/tecidos que ela circunda e do estagio de
desenvolvimento do organismo. No caso dos vasos ha uma especializacdo da ECM
formar a membrana basal (BM), que separa o endotélio da ECM. A membrana basal
€ essencialmente composta por laminina, colageno tipo IV, glicoproteinas estruturais

(nidogénio e fibulina) e proteoglicanas. J& a ECM subjacente é composta por
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diversos tipos de colageno (I, lll, V, VI, VIII), microfibrilas, glicosaminoglicanas, além
de glicoproteinas como fibronectina, trombospondina, fator de Von Willebrand e

vitronectina.

Colageno Fibronectina TS " a3, Laminina
A .
7D G N Proteoglicana

it 242
“‘%m)mz

.- - -
/r‘ tta, ettt e o’

Figura 1 — Organizacdo macromolecular da matriz extracelular (ECM). A ECM é composta por
diversas proteinas e polissacarideos, organizados formando uma rede complexa de macromoléculas,
essencial para a manutencgao tecidual. Extraido e modificado
(http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail4.htm).

Diversos grupos de moléculas presentes na superficie celular estédo
envolvidos nos processos adesivos, sendo denominadas de moléculas de adeséo
celular (CAMSs). Tais moléculas podem ser classificadas em seis grupos, de acordo
com sua estrutura primaria: selectinas (LASKY, 1992), caderinas (TAKEICHI et al.,
2000), membros da superfamilia de imunoglobulinas (lg) (BRUMMENDORF &
RATHJEN, 1995), adressinas (WAGNER & WYSS, 1994), as integrinas (HYNES,
1987) e as ADAMs (BLOBEL et al., 1992; HORWITZ & HUNTER, 1996; BLACK &

WHITE, 1998).
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1.1.1. Integrinas

As integrinas sdo os principais receptores envolvidos nas adesdes célula-
ECM e também desempenham papéis importantes em algumas adesfes célula-
célula. As interacfes das integrinas com seus ligantes sdo essenciais em diversos
processos, como desenvolvimento embrionario, inflamacdo, homeostase,
cicatrizacdo e cancer (RUOSLAHTI & PIERSCHBACHER, 1986; RUOSLAHTI &
PIERSCHBACHER, 1987; HYNES, 1992).

A terminologia “integrina” foi aplicada em 1987 para descrever uma familia de
receptores expressos na membrana celular que integram a ECM ao citoesqueleto

intracelular (Figura 2) para mediar a migracao e adesao das células (HYNES, 1987).

Matriz extracelular

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 2 — Integracdo dos meios intra e extracelular através de integrinas. As integrinas séo
receptores transmembrana cuja por¢cdo citoplasmatica interage com proteinas intracelulares,
ocorrendo ligages com o citoesqueleto, enquanto o dominio extracelular interage com a ECM.
Extraido e modificado (KINBARA et al., 2003).
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Tais receptores estdo presentes em metazoarios e esponjas, ndo havendo
homologos detectados em procariotos, plantas ou fungos (HYNES, 2002;
WHITTAKER & HYNES, 2002; GAHMBERG et al., 2009).

Estruturalmente as integrinas sao constituidas por um heterodimero
transmembrana, com as subunidades glicoprotéicas o (120 a 180kDa) e B (90 a
110kDa), ligadas nao covalentemente entre si (Figura 3). Cada subunidade contém
um dominio extracelular (700-900 amino4cidos), um pequeno dominio
transmembrana e um dominio citoplasmatico menor que o extracelular (20-60

aminoacidos) (HUMPHRIES, 2000; HYNES, 2002).

Dominio | a

"\ Dominio | B
,_,/_//\)
/ -////
(& > Dominios transmembrana
Extracelular
o orang Dominios transmembrana
plasmética

B €8 o intracelular o »
Dominios citoplasmaticos

Figura 3 — Estrutura das subunidades das integrinas. As integrinas sé@o receptores heterodimero
transmembrana, com as subunidades glicoprotéicas o e 3 ligadas ndo covalentemente entre si. Tais
subunidades apresentam uma porcao extracelular, um dominio transmembrana e um dominio
citoplasmatico menor que o extracelular. Algumas integrinas apresentam um dominio denominado |
(inserido) na extremidade externa da cadeia a ou da cadeia J, importantes nas interacbes com o
ligante. Extraido e modificado (GAHMBERG et al., 2009).



20

Algumas integrinas apresentam um dominio denominado | (inserido) na
extremidade externa da cadeia a (al, a2, al0, all, aM, oL, aD e aX), sendo a
regido primaria de interacdo com o ligante nessas integrinas (Figura 3). Nas
integrinas que perderam o dominio-l da cadeia a o sitio de ligacdo na extremidade
da porcédo extracelular é formado por contribuicbes de ambas as cadeias, a e B
(SARANTOS et al., 2005).

O dominio-l pode assumir duas conformacoes diferentes: conformacao
“aberta” (alta afinidade) e “fechada” (baixa afinidade). Uma caracteristica importante
€ a presenca da regido denominada MIDAS (Metal lon Dependent Adhesion Site),
gue coordena cations metdlicos divalentes, requeridos para o0 estado de alta
afinidade da integrina (KERN et al., 1993; KAMATA & TAKADA, 1994,
CALDERWOOD et al., 1995; TUCKWELL et al., 1996; XIONG et al., 2001; MEYER
et al., 2006). Tal regido fica constitutivamente ocupada pelo ion magnésio divalente
sob condicdes fisiologicas (MEYER et al., 2006).

Nas integrinas que perderam o dominio-l da cadeia a um dominio tipo | na
cadeia B € o sitio primario de ligagdo nessas integrinas (TUCKWELL &
HUMPHRIES, 1997). O dominio tipo | contem trés sitios de ligacdo a metal: o
MIDAS, o ADMIDAS (adjacente ao MIDAS) e o LIMBS (Ligand Induced Metal
Binding Site). No estado fisioldgico de baixa afinidade todos os sitios de ligacdo a
metal estdo ocupados, sendo o MIDAS por ion magnésio e os outros dois sitios pela
ligagéo com ions calcio. O magnésio no sitio MIDAS coordena diretamente o residuo
de acido aspartico dos ligantes RGD (ETO et al., 2002). Além de seu papel
regulatorio, o ion calcio no sitio ADMIDAS pode estar envolvido na interagdo com o

ligante (GARNOTEL et al., 2000).
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Estudos cristalograficos mostraram que a extremidade de interacdo com os
ligantes extracelulares das integrinas ficam voltados para a membrana, em uma
estrutura em forma de “V” (Figura 4) (SARANTOS et al.,, 2005). Desta forma, foi
proposto um modelo em que as integrinas inativas assumem tal configuracéo,
enguanto que na forma ativa a regiao de ligacdo se estende de maneira a permitir a

interacdo com os ligantes.

Extracelular

Intracelular

Figura 4 — Regulacdo estrutural das integrinas. As integrinas podem assumir diferentes
conformacdes associadas a diferentes niveis de afinidade: a conformacéo em “V” (esquerda), com a
extremidade externa voltada para a membrana, apresenta baixa afinidade, enquanto a conformacgao
extendida (direita) apresenta maior afinidade j& que permite as interagdes com os ligantes. Extraido e
modificado (GAHMBERG et al., 2009).

Trabalhos posteriores verificaram trés conformagdes para as integrinas:
estrutura dobrada, de baixa afinidade; estendida, mas com o sitio de ligagdo ainda
indisponivel; e de alta afinidade, com a integrina estendida e sitio de ligac&o pronto
para interagir com o ligante (RUSNATI et al., 1997; TARUI et al., 2001; TARUI et al.,
2001; VLAHAKIS et al., 2005; TARUI et al., 2006). A cadeia (3 € critica para a

conformacao e ativacdo da integrina ja que seu dominio tipo | participa da regulagéo
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do dominio | da cadeia a (TARUI et al., 2001; ANDRE et al., 2002; TAVERNA et al.,
2005; O'CONNOR, 2007; WEGENER et al., 2007).

Em humanos sédo conhecidas 24 diferentes integrinas, que surgem de
associagdes entre 18 subunidades a e 8 subunidades B (Figura 5). Algumas
subunidades sao largamente expressas, enquanto outras sdo expressas de maneira
tecido- ou estagio-dependente (HUMPHRIES et al., 2006). Exemplos da expresséo
dependente do tipo celular ou de tecidos sao: allbp3, presente em plaquetas; a6p4
em queratindcitos; aER7 em células T, células dendriticas e mastdcitos em tecidos
mucosos; o431 em leucdcitos; a437 em um subgrupo de células T; e integrinas 32 é
expressa somente em leucdcitos (TAKADA et al.,, 2007). Outras integrinas séo

encontradas na superficie de diversas células, tal como a aVB3, expressa no

endotélio.
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Figura 5 — Esquema das diferentes associac¢des entre as subunidades a e B das integrinas. As
associagbes ocorrem entre 18 tipos de cadeias o e 8 tipos de cadeia 3, formando pelo menos 24
heterodimeros descritos atualmente. Extraido e modificado (KINASHI, 2005).
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A interacdo das integrinas com os ligantes podem ser especificas de acordo
com os tipos de tecidos. A a2B1 plaquetaria, por exemplo, é especifica para o
colageno, mas também pode se ligar a laminina em outros tipos celulares (HYNES,
1992). Os niveis particulares de integrinas podem ser alterados em diversas
doencas, incluindo a progressao do cancer. Normalmente, a integrina 6 tem sua
expressao restrita a células epiteliais no desenvolvimento embrionario, ndo sendo
expressa em tecidos adultos. Elas sdo expressas em associacdo com aV como
receptoras para fibronectina, tenascina e vitronectina. A expressdao de aVp6 é
induzida em células epiteliais durante a cicatrizacdo e em carcinomas de colon,
pulméo, cavidade oral, mama e cérvix (JANES & WATT, 2006). Além disso, a
especificidade e afinidade de uma integrina podem ndo ser constantes para o
mesmo receptor na mesma célula (HYNES, 1992). A combinacédo especifica das
subunidades a e B, sequéncias definidas contendo os aminoacidos Asp ou Glu nos
ligantes e a presenca de cations divalentes (XIONG et al., 2003) permitem que as
células reconhecam e respondam a uma variedade de diferentes ligantes.

As integrinas podem se ligar tanto a moléculas de superficie celular como a
proteinas da ECM. As moléculas de adesao que podem interagir com as integrinas
sdo as ICAMs (moléculas de adesédo intercelular), as MadCAMs (moléculas de
adesdo celular a adressina mucosa) e as VCAMs (moléculas de adesao celular
vascular). A variedade de proteinas da ECM com as quais as integrinas podem se
ligar inclui a fibronectina, a vitronectina, o colageno, o fibrinogénio, o componente
iIC3b do sistema complemento, entre outros (SPRINGER, 1994; HUMPHRIES,
2000). Alem disso, embora a maior parte das interacdes das integrinas seja
heterotipica, como a ligacdo de uma integrina a uma proteina da ECM, por exemplo,

podem ocorrer também interacdes heterofilicas, como a ligacdo a.p1 e azpi que
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media a adesao intercelular entre queratinécitos (SYMINGTON et al., 1993) e
também interacdes homofilicas entre integrinas asp1 (SRIRAMARAOQ et al., 1993).

Algumas integrinas parecem ligar-se a apenas um tipo de ligante, enquanto
que outras reconhecem mais de um tipo. Da mesma forma, diversas proteinas da
ECM e da superficie celular se ligam a multiplas integrinas (HYNES, 1987;
HUMPHRIES, 1990; ALBELDA, 1993; PLOW et al.,, 2000; VAN DER FLIER &
SONNENBERG, 2001; HUMPHRIES et al., 2006). Analises recentes de estrutura e
funcdo de integrinas e seus ligantes revelaram um modo similar de interagéo
molecular que explica a existéncia de sobreposicbes nas especificidades de
combinagdes integrina-ligante.

A sequéncia RGD da fibronectina foi originalmente identificada como um
motivo de ligacdo a integrina (PIERSCHBACHER & RUOSLAHTI, 1984), assim
como sequéncias relacionadas encontradas em moléculas da ECM.

Diversas integrinas, como a3p1, allbpf3, o5B1, avfl, avpf3, avp5, avps,
reconhecem a seqUéncia de aminoacidos RGD presente em varias proteinas
diferentes que compdem a ECM, enquanto outras integrinas reconhecem
sequéncias alternativas, como EILDV (a4Bl, a4p7), REDV (a4pl), IDG (a8pB1,
a9B1), entre outras (MIZEJEWSKI, 1999).

As sequéncias adesivas reconhecidas por integrinas tém permitido a
utilizacdo de moléculas inibidoras que blogueiam a funcéo desses receptores, como
anticorpos monoclonais, peptideos e pequenas moléculas miméticas, peptidicas ou
nao (CURLEY et al., 1999). A estrutura RGD, por exemplo, tém servido como base

para o desenho de drogas testadas na inibicdo da funcédo de integrinas para o
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tratamento de trombose, inflamacao, aterosclerose, osteoporose e cancer (HART et
al., 1995).

Embora peptideos RGD inibam a ligacdo de ligantes as integrinas com uma
especificidade de reconhecimento RGD, estes receptores podem discriminar entre
ligantes contendo essa sequéncia. A especificidade pode ser determinada pelo
contexto da sequéncia RGD, como seus residuos flanqueadores e a conformacéao
tridimensional da seqiéncia, além de pequenas caracteristicas individuais (HAAS &
PLOW, 1994).

Outros fatores ainda contribuem para a diversidade e complexidade das
interacbes mediadas por integrinas: splicing alternativo, modificacbes poés-
traducionais e interacdes com outras moléculas de superficie celular e intracelular
(GREEN et al., 1998; PORTER & HOGG, 1998; DE MELKER & SONNENBERG,

1999).

1.1.2. Integrinas e sinalizagao

Diversos estudos tém evidenciado que a interagao das integrinas com o meio
extracelular dispara uma série de eventos de transducdo de sinais que modulam
comportamentos celulares como proliferagcdo, sobrevivéncia ou apoptose, forma,
polaridade, motilidade, haptotaxia, expresséo génica e diferenciacdo (TAKADA et al.,
2007).

As integrinas participam dos diversos processos celulares através da
transducdo de sinais celulares em ambas as dire¢cdes, outside-in e inside-out
(GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999; GINSBERG et al., 2005; LUO et al., 2007; ROSE
et al., 2007). A informacdo de sinalizacdo gerada pelas interacdes de ligacao entre

as integrinas e os ligantes é transduzida através da membrana plasméatica em uma
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variedade de vias de sinalizacdo em um processo denominado sinalizacao outside-
in. Reguladores intracelulares, por sua vez, modificam as propriedades externas de
ligagéo da integrina ao ligante em um processo chamado sinaliza¢do inside-out.
Diversas proteinas do citoesqueleto interagem com dominio citoplasmatico da
cadeia B das integrinas formam complexos multi-moleculares com proteinas
envolvidas na sinalizacdo e com proteinas adaptadoras que fornecem uma conexao
ao citoesqueleto, algumas das quais regulam o estado de ativacdo da integrina
(ZAMIR & GEIGER, 2001; HYNES, 2002; DELON & BROWN, 2007; ZAIDEL-BAR et
al., 2007). Tais moléculas sdo ativadas de acordo com o tipo celular e o estimulo
recebido pela célula (GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999; COPPOLINO & DEDHAR,

2000; LIU et al., 2000).

1.1.2.1. Sinalizacao outside-in

A ativacao outside-in envolve mudancas na conformacgdo das integrinas
(Figura 6). A interacdo destes receptores com seus ligantes induz mudancas
conformacionais capazes de aumentar a afinidade pelo ligante (ARNAOUT et al.,
2005; LUO et al.,, 2007). A ativacdo da integrina € acompanhada por varias
mudancas conformacionais sutis na regiao de ligacdo da integrina que criam um sitio
de alta afinidade ao ligante (TAKAGI & SPRINGER, 2002). Subsequentemente,
sinais podem ser gerados atraveés de alteragdes nas estruturas citoplasmaticas da
integrina. Tais alteracbes resultam na formagdo de clusters de integrinas e
aumentam sua avidez pelo ligante (Figura 6). Assim, interacdes inicialmente fracas
entre a integrina e seu ligante podem resultar na formacao de grandes agregados de

ligante/receptor, um dos principais mecanismos de adeséo.
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Figura 6 — Ativacdo e regulacdo estrutural das integrinas. As integrinas podem assumir
conformacdes com diferentes niveis de afinidade (esquerda): a conformacdo em “V”, com a
extremidade externa voltada para a membrana, apresenta baixa afinidade, enquanto as
conformacdes extendidas apresentam afinidade intermediaria ou alta pelos ligantes. Sinais gerados
através de alteracdes nas estruturas citoplasméaticas da integrina podem resultar na formagéo de
clusters de integrinas (direita), aumentando a avidez pelo ligante. Extraido e modificado (KINASHI,
2005).

A ativacao, por sua vez, leva a organizacao de estruturas especializadas
de adesédo denominadas adesdes focais (FAs) (LO & CHEN, 1994). Este complexo
inclui proteinas estruturais e de sinalizacdo, como as integrinas, proteinas do
citoesqueleto e quinases, que incluem FAK (focal adhesion kinase) e Src, entre
outras. As FAs asseguram a adesdo ao substrato, bem como a localizacéo
direcionada do citoesqueleto e dos componentes de sinalizacdo, sendo
consideradas organelas de transducdo de sinais dependente da adesdo (LO &
CHEN, 1994).

A maioria das integrinas ativa a FAK, proteina fundamental na sinalizacéo
mediada por integrinas (ZACHARY & ROZENGURT, 1992; SCHALLER &
PARSONS, 1994). A ativacado da FAK e sua fosforilacdo dependem da ligagao da
integrina aos seus ligantes (GUAN et al., 1991; KORNBERG et al., 1991;
SCHWARTZ et al.,, 1995), sendo que elas podem ser ativadas pelo dominio

citoplasmatico da subunidade B da integrina (AKIYAMA et al., 1994; LUKASHEYV et



28

al., 1994) e por interacdes de proteinas do citoesqueleto associadas a integrina.
Uma vez ativada e fosforilada, a FAK se associa a varias moléculas de sinalizacao,

disparando vias de sinalizacdo celular (Figura 7).

1.1.2.2. Sinalizacao inside-out

A ativacdo das integrinas afeta suas interacbes com 0 meio extracelular
(GINSBERG et al., 2005; LUO et al., 2007). Assim, os processos de ativacdo das
integrinas devem ser controlados tanto extra como intracelularmente, de forma que
esses receptores interajam com seus ligantes e disparem sinalizacées de maneira
regulada (HUMPHRIES et al., 2003).

As interacbes entre o dominio citoplasmatico das integrinas e os fatores
intracelulares regulam a atividade das integrinas e sua interagdo com o ligante.
Diversas proteinas interagem diretamente com o dominio citoplasmatico das
integrinas, incluindo proteinas do citoesqueleto, proteinas adaptadoras, quinases e
mesmo co-ativadores da transcricdo. As regifes citoplasméaticas das integrinas
assumem conformacdes diferentes de acordo com as proteinas citoplasmaticas com
as quais interagem. Algumas destas proteinas possuem sobreposicdo do sitio de
ligacdo no dominio citoplasmatico das integrinas, de modo que deve haver uma
regulacéo espaco-temporal de tais interacdes (GAHMBERG et al., 2009).

A subunidade B é o principal sitio para a ligacgdo de moléculas do
citoesqueleto e de sinalizagdo, ao passo que a subunidade o possui um papel
regulatorio. Portanto, deve haver interacdo entre o dominios citoplasmaticos de

ambas as subunidades (VINOGRADOVA et al., 2002).
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Figura 7 — Sinalizag&o mediada por integrinas. As interagfes integrinas-ligantes pode desencadear
0 recrutamento de diversas proteinas citoplasmaticas, sendo a FAK uma das principais. A FAK
ativada e fosforilada se associa a varias moléculas de sinalizagdo, disparando vias de sinalizagcédo que
culminam na proliferagdo, sobrevivéncia e migracdo celular. Receptores tirosina quinase podem
participar de tais processos de sinalizacao celular. Extraido e modificado (GUO & GIANCOTTI, 2004).
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1.2. ADESAO CELULAR E DOENCAS

Diversos estudos utilizando camundongos knockout tém evidenciado que as
integrinas possuem papel crucial em processos como sobrevivéncia e proliferacao
celular, cicatrizacdo e tumorigénese (MIRANTI & BRUGGE, 2002; DANEN &
SONNENBERG, 2003; GUO & GIANCOTTI, 2004; GINSBERG et al., 2005; LI et al.,
2005; JANES & WATT, 2006; LUO et al., 2007).

A pesquisa sobre a adesédo celular € um dos campos de mais rapida
expansdo nas ciéncias biologicas e biomédicas. Uma das razbes para tal
crescimento esta na importancia da adesao celular em diversos processos celulares
normais e também em situacfes patoldgicas, incluindo o desenvolvimento de 6rgaos
complexos, a disseminacédo das células sanguineas durante a defesa imunoldgica,
desordens inflamatdrias e a liberacdo de células metastaticas do tumor maligno e
sua adesdo em sitios secundarios de colonizacdo. Outra razdo € que 0s recentes
progressos metodoldgicos tém permitido o aprofundamento na compreensdo da
organizacdo de sistemas celulares complexos e sua regulacdo. A familia das
integrinas, em particular, tem recebido bastante atencdo devido ao seu papel chave
em diversos processos fisiolégicos, bem como em situacdes patoldgicas

(GAHMBERG et al., 2009).

1.2.1. Metastase

A metastase é tida como o auge da progressao neoplasica, sendo a causa de
cerca de 90% das mortes em casos de cancer. A cascata metastatica é uma série
complexa de processos (AUERBACH, 1988; BLOOD & ZETTER, 1990; LIOTTA et
al., 1991) que inclui a disseminacao das células a partir do tumor primario, migracao

pela ECM, penetracdo através da membrana basal, intravasamento, interacao



31

adesiva com o endotélio no 6rgdo-alvo, extravasamento, colonizacdo secundaria e
neovascularizacao (Figura 8).

Durante as etapas envolvidas na metastase, a adesédo celular € obviamente
um evento critico em que as células tumorais devem interagir com as células
adjacentes e com os componentes da ECM e membrana basal, o que ocorre através

de receptores tumorais especificos.
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Figura 8 — Cascata metastatica. O processo metastéatico inclui a disseminacéo das células a partir
do tumor primario, migragéo pela ECM, intravasamento, extravasamento no érgéo-alvo, colonizacéo
secundaria e neovascularizacdo (Figura 8). A adesao celular mediada por integrinas é certamente um
evento critico para a progressao da metastase. Extraido e modificado (GUO & GIANCOTTI, 2004).
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Comparada com células normais, a expressao de algumas integrinas é
alterada nas células tumorais, sugerindo que diferentes subunidades componentes
dessas moléculas possam contribuir positivamente ou negativamente para a
progressdo tumoral (RUOSLAHTI, 1992). As modificacbes na expressdo e na
distribuicdo das integrinas na superficie celular sdo especificas para o0s tipos
tumorais. Células tumorais de mama, de prostata e de coélon, por exemplo,
apresentam diminuicdo na expressao de o2B1, a3pl, a5B1, et a6p4, enquanto os
osteosarcomas superexpressam o2p1, integrina receptora de colageno, que
desempenha papel importante na formacdo de metastases (GRINSTEIN et al., 1989;
INGBER et al., 1990). As alteracGes quantitativas e qualitativas na expresséo das
integrinas sdo observadas in vitro e in vivo. Algumas integrinas sao expressas ou
ndo durante um periodo determinado da progressdo, enquanto outras Sao
fosforiladas, afetando as propriedades do citoesqueleto e da ligacdo das integrinas
aos ligantes extracelular (KLEIN et al., 1991; FAWCETT & HARRIS, 1992).

A integrina multi-especifica aVB3 é expressa por diversas células tumorais e
sua expressao esta envolvida no desenvolvimento tumoral (BROOKS et al., 1994;
BROOKS et al., 1995) e na metastase de células de cancer de mama para 0 0SSO
(PECHEUR et al., 2002), além de desempenhar importante papel em outros tipos de
células tumorais, como melanoma, carcinoma de colon (VONLAUFEN et al., 2001),
gliomas e cancer de ovario (ALBELDA et al., 1990; PIGNATELLI et al., 1992).

As integrinas 31 apresentaram importante papel na tumorigénese em modelos
de cultura celular (ZUTTER et al., 1995; WEAVER et al., 1997; WANG et al., 2002)
e, mais recentemente, em um modelo murino transgénico (WHITE et al., 2004). A
sinalizagao pela integrina B1 envolve varias etapas, incluindo a ligagdo a ligantes

extracelulares-chave, tais como a fibronectina e a laminina-1. De fato, ligantes da



33

ECM facilitam e promovem o crescimento de varios tumores sdlidos, talvez por
oferecerem um microambiente mais permissivo (MUSCHLER et al., 2002; SINGH et
al.,, 2004). A expressao aumentada da integrina B1 esta correlacionada com a
sobrevivéncia diminuida no cancer de mama. Outras integrinas tais como aV33 e
a6p4 sao induzidas em células de melanoma altamente metastaticas e na
progressdo do adenocarcinoma pancreatico, respectivamente (BERRIER &
YAMADA, 2007).

Os processos metastaticos requerem a sobrevivéncia de células tumorais
circulantes na corrente sanguinea, sua chegada em sitios distantes, extravasamento
e sucesso na colonizacdo do novo tecido. Durante seu transito na circulacdo, as
células tumorais ficam expostas a forcas mecéanicas de cisalhamento, proteinas do
plasma e células sangiliineas como plaquetas e neutrdfilos, tudo podendo afetar sua
sobrevivéncia e extravasamento da parede sanguinea (WEISS, 1990). O
extravasamento de células tumorais é um dos eventos mais importantes no
processo metastatico. No fluxo sangtiineo, a célula tumoral circulante se adere
transientemente ao endotélio, seguindo-se uma retracdo endotelial e adeséo tumoral
ao subendotélio (ZETTER, 1990). Tal adesdo ocorre principalmente através de
integrinas, a ligantes adesivos do endotélio, tais como laminina (KITAYAMA et al.,
1999), colageno (HAIER et al., 1999), fibronectina (AKIYAMA et al., 1995),
trombospondina-1 (TSP-1) (INCARDONA et al., 1993) e fator Von Willebrand (VWF)
(NIERODZIK et al., 1995), e a expressao de alguns desses componentes pode ser
modificada pelo stress de cisalhamento (THOUMINE et al., 1995).

As plaquetas estdo envolvidas na progressdo tumoral e podem facilitar a
formacdo de metastases pelo reforco na adesdo de células tumorais a ECM

subendotelial sob condi¢des de fluxo (BASTIDA et al., 1989; DARDIK et al., 1997).
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Alguns estudos sugerem que o0s agregados plaguetarios protegem as ceélulas
tumorais da atividade citotoxica de agentes naturais como células killer (HONN et al.,
1992; NIESWANDT et al.,, 1999). Entretanto, os mecanismos pelos quais as
plaguetas auxiliam a metastase ainda ndo sao claramente compreendidos.

A interacdo entre as células tumorais e a ECM determina ndo apenas a
metastase, mas também influencia outros eventos necessarios a formacao das
metastases, como a mobilidade das células tumorais, a degradacdo da ECM e a
proliferacdo tumoral. Todos esses processos estdo constantemente interagindo
entre si e sob a influéncia de fatores de crescimento produzidos pelo tecido
hospedeiro, os quais podem interagir com as integrinas (HONN & TANG, 1992). Um
dos processos extremamente importantes para a progressao tumoral em que ha
interacdo de integrinas e fatores de crescimento, além de componentes da ECM, é a
angiogénese (BIKFALVI & BICKNELL, 2002). Uma vez que a metastase tenha
ocorrido, o crescimento tumoral é altamente dependente da habilidade dos tumores
induzirem sua propria vascularizacdo (HARLOZINSKA, 2005). Diversos estudos
mostram que as integrinas sdo importantes nas interacées complexas requeridas
para células tumorais expandirem-se nos tecidos distantes e também na
angiogénese necessdria para a oxigenacao e crescimento tumoral (PARISE et al.,
2000; GOEL & LANGUINO, 2004; AKALU et al., 2005). O bloqueio das fungbes das
integrinas pode exercer efeito na resposta angiogénica de células endoteliais,
mostrando que tais receptores estdo envolvidos na formacdo de novos vasos
(SERINI et al., 2006). Pequenos peptideos e anticorpos contra as integrinas aV3 e
aVp5 levaram a inibicho da angiogénese e consequientemente, a uma répida
regressao tumoral (BROOKS et al., 1994; BROOKS et al., 1994; FRIEDLANDER et

al., 1995; KIM et al., 2000).
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Além de promover 0s processos tumorais, a adesao celular media resisténcia
a drogas em multiplos tipos de cancer, protegendo as células tumorais da morte por
radiacdo, quimioterapia genotéxica ou inibidores de vias de sinalizacdo. Integrinas
B1 estdo envolvidas na resisténcia a quimioterapia (HAZLEHURST et al., 2000;
DAMIANO, 2002) e a radiacdo (CORDES & BEINKE, 2004; CORDES et al., 2004)
em Vvarios tipos de cancer, ilustrando seu papel potencialmente multifacetado como

alvo terapéutico e fator preditivo.

1.3. ANGIOGENESE

O desenvolvimento de novos vasos sanglineos, processo denominado
angiogénese, € essencial para o desenvolvimento de 6rgdos e para a diferenciacao
durante a embriogénese, bem como para processos normais tais como a
cicatrizacdo, regeneracao de tecidos e 0rgaos, e o crescimento ciclico do corpo lateo
e do endométrio (FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987; KLAGSBRUN & D'AMORE,
1991; CARMELIET et al., 1996; FERRARA et al., 1996).

As etapas da angiogénese incluem a ativacao das células endoteliais por
fatores angiogénicos, proliferacdo dessas células, migracdo direcional,
remodelamento da ECM circundante, formacao e estabilizacdo do tubo vascular.

A regulagdo da angiogénese é resultante do equilibrio dindmico entre fatores
pré e anti-angiogénicos (JAIN, 2003). Quando os fatores pro-angiogénicos sao
produzidos em excesso em relagcéo aos inibidores, o equilibrio € inclinado a favor do
crescimento de vaso sangulineo, ocorrendo o0 oposto quando os inibidores estéao
presentes em excesso aos estimuladores. Em condicdes normais, 0 corpo mantém
um equilibrio perfeito entre os moduladores angiogénicos. Nos casos em que O

organismo perde o controle sobre a formacédo de novos vasos sangiiineos, surgem
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estados patolégicos nos quais a angiogénese pode ser excessiva ou insuficiente
(TONINI et al., 2003).

A angiogénese persistente e up-regulada esté relacionada a patologias como
cancer, aterosclerose, artrite reumatoide, retinopatia diabética, psoriase, etc.
(FOLKMAN, 1995). Em tais condicGes, 0S novos vasos sanglineos alimentam os
tecidos doentes e, no caso do cancer, permitem as células tumorais desenvolverem
sua vantagem critica de crescimento e facilitam a metastase (FOLKMAN, 1987;
FOLKMAN, 1990). Os portadores de tais doencas podem se beneficiar da inibicdo
terapéutica da angiogénese. Por outro lado, terapias pré-angiogénicas poderdo ser
utilizadas em casos onde o processo de formacdo de vasos é down-regulado,
desencadeando doencas das artérias coronarias (CAD), falha cardiaca, injaria
tecidual, cicatrizacao retardada de ferimentos, etc. Nestas condi¢des, o crescimento
dos vasos sanguineos é inadequado, o que afeta a circulacdo sangiinea local e leva
invariavelmente ao risco de morte tecidual por necrose.

As diversas moléculas participantes da regulacdo da neovascularizacdo
incluem fatores sollveis, proteases, moléculas de adesdo celular e integrinas
(BIKFALVI & BICKNELL, 2002). Um conjunto de interagdes criticas entre ligantes e
receptores coordena a angiogénese, nas quais a ligacdo do VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) ou VEGF-A aos seus respectivos receptores
tirosina-quinases (RTKs) VEGFR-1 e -2 se destaca como interacdo chave (FONG et
al., 1995; SHALABY et al., 1995). Fatores adicionais como os FGFs (fatores de
crescimento de fibroblastos) e membros da familia de PDGFs (fatores de
crescimento derivado de plaquetas) também desempenham um papel importante

(THOMAS et al., 1985; ISHIKAWA et al., 1989).
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1.3.1. VEGF

Ha mais de uma década o papel do VEGF na regulacdo da angiogénese tem
sido objeto de intensa investigacdo (MAGLIONE et al., 1991). Evidéncias recentes
indicam que o crescimento e a maturacdo de novos vasos Sao processos altamente
complexos e coordenados que requerem a ativacdo sequencial de uma série de
receptores por ligantes em células endoteliais (YANCOPOULOS et al., 2000;
CARMELIET, 2003; JAIN, 2003). Entretanto, a sinalizacao disparada pela interacao
do VEGF (ou VEGF-A) com seus receptores € considerada a mais especifica e
critica na regulacao da neovascularizacao.

Os VEGFs séo glicoproteinas homodiméricas de 34-42 kDa. Este fator de
crescimento, descoberto por Dvorak et al. por volta de 1980 (SENGER et al., 1983),
desempenha papel importante ndo apenas na angiogénese fisiologica, como
também em desordens angiogénicas, incluindo isquemia, inflamacdo e cancer
(FERRARA & HENZEL, 1989; FERRARA et al.,, 1992; AUTIERO et al., 2003;
CARMELIET, 2003).

A familia do VEGF inclui pelo menos sete membros: VEGF-A (ou
simplesmente VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF (fator de
crescimento placentario) e svWEGF (VEGF derivado de veneno de serpentes)
(TAKAHASHI & SHIBUYA, 2005; SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 2006). Todos
0s membros, exceto VEGF-E e svWEGF, sdo encontrados em mamiferos.

Um Unico gene que compreende 8 éxons origina, através de splicing do
MRNA, isoformas de VEGF (ou VEGF-A) com diferentes numeros de aminoacidos
(VEGF121 145, 165 189 205) (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997), que diferem em
propriedades bioquimicas e no padrdao de expressao (PARK et al., 1993; GITAY-

GOREN et al., 1996; NEUFELD et al., 1996; ROBINSON & STRINGER, 2001).
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VEGFi1;1 e VEGFis sé8o as Unicas isoformas soluveis e também as mais
abundantes, sendo VEGF45 0 estimulador mais poderoso da proliferacao de células
endoteliais (SOKER et al., 1997). Outras isoformas também foram descritas, com
148, 162 e 183 aminoacidos (VEGF14s 162, 183) € Mais recentemente uma variante do
VEGFi65, denominada VEGFgsp.

Outros fatores de crescimento e também condi¢des de stress como a hipoxia
regulam a expressao do VEGF, o que pode ocorrer tanto em células endoteliais
como em outros tipos celulares (HARRIS, 2002).

Multiplos processos envolvendo o endotélio vascular sdo mediados pelo
VEGF, incluindo proliferacdo (FERRARA & HENZEL, 1989), permeabilidade
microvascular (SENGER et al., 1983; SENGER et al., 1990), sobrevivéncia (ALON et
al., 1995; PIERCE et al., 1996; GERBER et al., 1998), adeséo e migracao (BYZOVA
et al.,, 2000), e inducdo da expressdo génica (OLSSON et al., 2006), etapas
envolvidas na angiogénese (FERRARA & ALITALO, 1999). Outras fungdes tém sido
atribuidas ao VEGF, tais como atividade anti-apoptotica, linfangiogénese (BALDWIN
et al., 2002; NAGY et al., 2002), imunossupressdo (OHM & CARBONE, 2001; OHM
et al., 2003), estimulo e recrutamento células precursoras hematopoiéticas e
endoteliais derivadas da medula na angiogénese (LYDEN et al., 2001; RAFII et al.,
2002), e regulacdo da sobrevivéncia de células-tronco hematopoiéticas (MANN &
PLANT, 2002). As diversas atividades do VEGF sdo, em parte, dependentes dos
tipos de células que interagem com ele e do micro ambiente extracelular, permitindo
gue esse fator exerca funcdes especificas de acordo com as necessidades de cada
tecido (NG et al., 2006).

As atividades multifuncionais de VEGF em células endoteliais e n&o-

endoteliais podem ser explicadas pelas diferencas funcionais ou pela expressao
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distinta dos receptores para esse fator de crescimento. Os dois receptores
expressos em células endoteliais vasculares pertencem a familia de receptores
tirosina-quinases: o VEGFR-1 (Flt-1) e o VEGFR-2 (Flk-1/KDR), sendo este o
responsavel pela sinalizacdo mediada pelo VEGF (Figura 9) (TERMAN et al., 1991,
DE VRIES et al., 1992; WALTENBERGER et al., 1994; FERRARA et al., 2003). Um
terceiro membro desta subfamilia de receptores é o VEGFR-3 (Flt-4), expresso no

endotélio linfatico (KUKK et al., 1996).

—
PIGF D
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Figura 9 — VEGFs e seus respectivos receptores. Os membros da familia do VEGF interagem de
maneira especifica com trés diferentes receptores tirosina quinases, VEGFR-1. -2 e -3. O VEGFR-1
também é expresso na forma sollvel. VEGFR-1 e seus ligantes estdo representados em amarelo,
VEGFR-2 e seus ligantes estdo em azul e o VEGFR-3 e seus ligantes estdo em verde. Ligantes com
mais de uma cor interagem com mais de um receptor. Extraido e modificado (CROSS et al., 2003).

O VEGFR-1 (flt-1) ocorre diversos tipos celulares (como células endoteliais e
macréfagos) (CLAUSS et al., 1996; WANG & KEISER, 1998; NIIDA et al., 1999), e
sua expressao e regulada por hipoxia (GERBER et al., 1997). Embora tenha sido o

primeiro receptor identificado para o VEGF (DE VRIES et al., 1992), a funcéo precisa
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do VEGFR-1 permanece em discussdo. Evidéncias recentes indicam que suas
atividades positivas e negativas conflitantes podem ser devidas, ao menos em parte,
ao fato de dependerem do estagio de desenvolvimento e do tipo celular.

A afinidade do VEGFR-1 pelo VEGF € alta, pelo menos uma ordem de
magnitude maior que do VEGFR-2 (DE VRIES et al., 1992; SAWANO et al., 1996).
Por outro lado, o VEGFR-1 mostra uma fraca autofosforilacdo da tirosina em
resposta ao VEGF em condicdes fisiologicas, e a ligacdo desse fator ao VEGFR-1
parece ndo ativar os sinais downstream requeridos para as respostas em células
endoteliais tais como proliferacdo e sobrevivéncia (DE VRIES et al., 1992;
WALTENBERGER et al.,, 1994; KEYT et al.,, 1996; RAHIMI et al., 2000). A
observacdo de que o ligante especifico de VEGFR-1, PIGF, reforca a atividade do
VEGF-A na célula endotelial sugere que o VEGFR-1 possa funcionar como um co-
receptor ou como uma “esponja”’ extracelular para absorver VEGF, impedindo a
sinalizacdo em excesso por VEGFR-2, sendo que PIGF desloca o VEGF-A do
VEGFR-1 tornando-o disponivel para ligar-se ao VEGFR-2 e disparar a sinalizacéo
através desse receptor quando necessario (PARK et al., 1994). Camundongos com
delecdo para o VEGFR-1 morrem in utero entre 8,5-9,5 dias devido ao
supercrescimento e desorganizacdo dos vasos sanguineos (FONG et al., 1995;
FONG et al., 1999). Por outro lado, camundongos que expressam VEGFR-1 sem o
dominio quinase sdo saudaveis e ndo apresentam defeitos no desenvolvimento da
vasculatura (HIRATSUKA et al., 1998). Assim, embora a ligacdo dos ligantes ao
VEGFR-1 seja essencial, a sinalizacéo através desse receptor, pelo menos durante
o desenvolvimento embrionario, é dispensavel. O sVEGFR-1, uma forma soltuvel do
receptor originada por splicing alternativo, também inibe a atividade do VEGF

(KENDALL & THOMAS, 1993).
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O VEGFR-1 também pode ser um regulador positivo crucial da angiogénese
sob condicbes patolégicas (CARMELIET et al.,, 2001; HIRATSUKA et al.,, 2001;
LUTTUN et al., 2002; AUTIERO et al., 2003). Ja foi demonstrado que o VEGFR-1
participa da neovascularizacdo associada a patologias como artrite reumatdide,
aterosclerose, crescimento tumoral e metastase (CARMELIET et al.,, 2001;
HIRATSUKA et al., 2001; LYDEN et al., 2001; HIRATSUKA et al., 2002; LUTTUN et
al., 2002; ZHAO et al.,, 2004; MURAKAMI et al., 2006). Analises in vitro
subsequentes mostraram que a angiogénese observada em condicdes patolégicas é
uma consequéncia da sinalizacdo de VEGFR-1, o qual reforca a sinalizacdo de
VEGFR-2 através do complexo heterodimérico VEGFR-1/-2 (AUTIERO et al., 2003).

O VEGFR-2 é expresso principalmente em células do endotélio vascular, mas
também é encontrado na superficie de algumas células hematopoiéticas que seriam
progenitoras das endoteliais (ASAHARA et al., 1999; LYDEN et al., 2001). No
endotélio, o VEGF estimula a expressdo do VEGFR-2 por um mecanismo de
feedback positivo (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997).

O papel deste receptor na angiogénese do desenvolvimento e na
hematopoiese é evidenciado pela morte in utero entre 8,5-9,5 dias de camundongos
com delecéo para o VEGFR-2, resultante da perda da vasculogénese e da falha na
organizacdo dos vasos (SHALABY et al., 1995). O VEGFR-2 é o principal mediador
dos efeitos mitogénico e angiogénico, e da permeabilidade aumentada disparados
pelo VEGF. Sob o estimulo deste fator, o VEGFR-2 sofre dimerizagdo e se
autofosforila, ativando a via PKC-c-Raf-MEK-MAPK (Figura 10) (TAKAHASHI et al.,

2001).
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Figura 10 — Sinalizacdo celular através do receptor VEGFR-2. A ligacdo do VEGF ao dominio
extracelular do VEGFR-2 induz sua dimerizacdo e autofosfoilagdo de residuos tirosina,
desencadeando a ligacdo de proteinas citoplasméticas aos residuos de tirosina. Tais proteinas
sofrem fosforilacdo e ativagdo. A transducd@o de sinais resulta em diferentes funcdes das células
endoteliais, tais como sobrevivéncia, permeabilidade, migragdo e proliferacdo. Extraido e modificado
(Cross, Dixelius et al. 2003).

O VEGFR-2 tem papel essencial também na angiogénese patoldgica, como
na retinopatia diabética e no cancer. No tecido tumoral, as células tumorais e as do
estroma expressam altos niveis de VEGF mas pouco VEGFR-2, enquanto que na
vasculatura tumoral a expressdo do VEGFR-2 é de 3-5 vezes maior que na normal
(PLATE et al., 1994). Isto sugere uma regulacdo paracrina entre VEGF tumoral e do
estroma circundante e o VEGFR-2 das células endoteliais no estimulo da

angiogénese.
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1.3.2. Angiogénese e integrinas

A angiogénese requer a coordenacdo de receptores de fatores de
crescimento e integrinas (BROOKS et al.,, 1994; FRIEDLANDER et al., 1995),
levando a ativacdo de sinais outside-in em células endoteliais (ELICEIRI et al., 1998;
SHORT et al., 1998). Duas vias de angiogénese induzida por fator de crescimento
foram identificadas, nas quais o bFGF induz a angiogénese dependente da ligacao a
integrina awP3, ao passo que o VEGF induz angiogénese dependente da ligacdo a
integrina ovps (FRIEDLANDER et al., 1995). Trabalhos recentes indicam que Src e
FAK sdo ativados por receptores de fatores de crescimento e/ou apdés a adesédo
celular mediada por integrinas (PARSONS & PARSONS, 1997; SCHLAEPFER &
HUNTER, 1998) Src e FAK também se associam ao dominio citoplasmatico de
GFRs (SIEG et al.,, 2000) e ap6s a adesdo mediada pela integrina, FAK pode
recrutar Src para as FAs levando a ativacdo da MAPK (WARY et al.,, 1998). Ha
evidéncias que VEGF e outros fatores de crescimento ativam Src quinase, que induz
a fosforilacdo da FAK, facilitando sua associagdo com a integrina owfs in vivo e in
vitro. A deficiéncia de Src ou o bloqueio de sua atividade inibem a formacdo de um

complexo FAK/ayfs induzido por VEGF.

1.3.3. VEGF e integrinas

Estudos revelaram interagdes entre as integrinas e a sinalizacéo de fatores de
crescimento/citocinas em muitos processos celulares (BRAKEBUSCH & FASSLER,
2003). Fatores como PDGF, receptores para insulina, EGF (fator de crescimento

epidérmico) e VEGF participam destas interacoes.
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Para responderem aos sinais dos fatores de crescimento, as células devem
interagir com a ECM. As integrinas recrutam GFRs (receptores de fator de
crescimento) bem como componentes do citoesqueleto, moléculas adaptadoras e
tirosina-quinases ndo-receptoras para sitios de adesao (MIYAMOTO et al., 1996). A
importancia da sinergia GFR-integrina é ilustrada para a progresséo do ciclo celular
(ASSOIAN & SCHWARTZ, 2001) e para a migracao celular (IVANKOVIC-DIKIC et
al., 2000; SIEG et al., 2000). Em fibroblastos e células endoteliais, por exemplo, a
adeséao as proteinas da ECM induz a ativacao parcial do GFR, levando a ativacédo da
MAPK e a sobrevivéncia celular dependente de ancoragem (MORO et al., 1998).
Estudos posteriores revelaram que a FAK interage diretamente com o dominio
citoplasmatico do GFR, podendo agir como uma ponte entre esse receptor e 0S
componentes de ligacdo a integrina (SIEG et al.,, 2000). Além disso, fatores de
crescimento, como o VEGF, podem ativar integrinas, aumentando a capacidade de

ligacdo das células a seus ligantes (BYZOVA et al., 2000).

1.3.4. Angiogénese terapéutica

A area que tem como alvo a busca de terapia estimuladoras ou inibidoras da
neovascularizacdo estd em grande expansao, visando a descoberta de novos
compostos ativos que possam ser utilizados como coadjuvantes do processo de
formacéao ou inibicdo da formacg&o de novos vasos (GRIFFIOEN & MOLEMA, 2000).
Estima-se que pelo menos 314 milhdes de pacientes no mundo ocidental possam se
beneficiar de alguma forma com a terapia pré-angiogénica e que pelo menos 184

milhdes de pacientes possam se beneficiar com a terapia anti-angiogénica.
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1.3.4.1. Terapia proé-angiogénica

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas mundiais de
morte em homens e mulheres, entre todos 0s grupos étnicos e racas. A disfungéo
endotelial estd envolvida na patogénese de muitas doencas que afetam o sistema
cardiovascular, apresentando-se como traco caracteristico na trombose, em vasos
ateroscleroticos, artérias sujeitas a injuria mecanica e vasos colaterais que se
desenvolvem em resposta a isquemia severa (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980;
VANHOUTTE & HOUSTON, 1985).

Abordagens disponiveis atualmente para o tratamento de pacientes com
doenca isquémica no coracao incluem terapia médica ou revasculariza¢cao coronaria
por angioplastia ou através de ponte de safena. Entretanto, um numero significante
destes pacientes ndo € candidato a revascularizacdo corondria ou alcancam
revascularizacdo incompleta através de tais procedimentos. Desta forma, a
descoberta de moléculas candidatas capazes de estimular angiogénese do
miocardio tem causado crescente interesse no uso dessas moléculas para aplicacéo
terapéutica. Experiéncias clinicas preliminares sugerem que angiogénese
terapéutica pode prover fluxo sangiineo adicional para areas incompletamente
vascularizadas (SCHUMACHER et al., 1998; LAHAM et al., 1999; ROSENGART et
al.,, 1999). A administracdo perivascular ou intracoronaria de VEGF em modelos
animais de isquemia miocardial cronica melhorou o fluxo colateral (BANAI et al.,
1994). Métodos clinicamente aplicaveis baseados em cateterismo e meétodos
cirargicos estédo sob avaliacado (SIMONS et al., 2000; POST et al., 2001). Uma Unica
aplicacdo de VEGF na superficie intimal de uma artéria que sofreu injuria poderia

acelerar a re-endotelizacao (ASAHARA et al., 1995).
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As abordagens terapéuticas atuais apontam para um direcionamento
altamente efetivo de fatores angiogénicos para a regiao isquémica (SIMONS et al.,
2000; RISSANEN et al., 2001). Testes pré-clinicos e clinicos iniciais tém sido
realizados, buscando eficacia na geracdo de novos vasos sangiiineos de estrutura,
funcdo e estabilidade adequadas. Os efeitos colaterais locais, bem como os
sistémicos de fatores de crescimento, precisam ser minimizados, mesmo quando

sao implementadas administragdes primariamente locais (EPSTEIN et al., 2001).

1.3.4.2. Terapia anti-angiogénica

A idéia de um fator de crescimento para vasos sanguineos foi proposta
primeiramente por Michelson em 1948. Folkman e seu grupo de pesquisa, no inicios
dos anos 1970, foi capaz de mostrar que o crescimento tumoral estava intimamente
relacionado ao crescimento de novos vasos tumorais, que, por sua vez, dependem
de fatores de crescimento (FOLKMAN, 1972).

O conceito de terapia anti-angiogénica foi formulado h&a mais de 30 anos por
Judah Folkman e desde entdo, os pesquisadores vém adquirindo conhecimentos
essenciais nos mecanismos bioldgicos da angiogénese.

Estudos clinicos mostram a importancia do VEGF em doencgas humanas.
Altos niveis de VEGF no soro em pacientes com cancer de pulmdo em pré-
tratamento estdo relacionados a baixa resposta a quimioterapia convencional e a
baixa taxa de sobrevivéncia (SALVEN et al., 1998). Assim, diante dos papéis deste
fator de crescimento angiogénico, diferentes estratégias tém sido desenhadas para
inibir sua funcdo em processos patolégicos. Estudos demonstraram que anticorpos

especificos para VEGF sédo capazes de interromper seus efeitos angiogénicos,
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suprimindo significantemente o crescimento tumoral e reduz sua massa em até 96%
em camundongos (KIM et al., 1993; BORGSTROM et al., 1999).

Um dos anticorpos humanizados que age diretamente com o VEGF-A é o
bevacizumab. Tal molécula tem sido recomendada como a primeira linha de terapia
para pacientes com carcinoma coloretal metastatico e em subgrupos de pacientes
com carcinoma de pulmdo metastatico avancado. Em 2007, o Bevacizumab foi
aprovado na Europa para o tratamento de cancer renal e de mama.

Outra abordagem €é o acoplamento de uma toxina ao proprio VEGF. Quando
partes ativas da toxina de difteria (DT390) sdo ligadas ao VEGF155 ou VEGF31, a
molécula quimérica exerce efeitos toxicos altamente seletivos em células endoteliais,
diminuindo a velocidade de crescimento tumoral em modelo de sarcoma de Kaposi
(ARORA et al., 1999).

A interacdo do VEGF com seus receptores também se constitui em um alvo
para as terapias anti-angiogénicas. A administracdo de VEGFR-1 soluvel purificado
blogueia a proliferacdo de células endoteliais, pois esse receptor se liga ao VEGF
com alta afinidade e impede que haja a transducao de sinais proliferativos disparada
pela ligacdo desse fator de crescimento ao VEGFR-2 (HIRATSUKA et al., 1998). A
transfeccdo de células tumorais com cDNA codificante de VEGFR-1 solavel nativo
truncado inibe significantemente sua implantacdo e crescimento no pulméo de
camundongos apos a injecao intravascular. A tabela 1 mostra alguns dos inibidores
de receptores tipo tirosina quinase que estédo fase de desenvolvimento.

Tais abordagens sdo um ponto de partida promissor para o desenvolvimento
de novas drogas anti-angiogénicas, pois elas esclarecem interacdes criticas entre 0os

fatores de crescimento angiogénicos e seus receptores.
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Fase natriagem

Inibidor Nomes alternativos Companhia Alvo i
clinica
sunitinb— g ente, SU11248 Pfizer VEGFR2, Fase III: cancer de
PDGFRa e B, c- mama, coloretal e de
KIT, FIt3, pulméo
RETQO,Ql
Sorafenib Nexavar®, BAY 43-  Bayer VEGFR2 e Fase Ill: NSCLC e
9006 HealthCare VEGFR3, Raf, melanoma
. PDGFRB, Flt-3 e
Pharmaceuticals 27
c-KIT
and Onyx
Pharmaceuticals
Pazopanib  Armala™, GlaxoSmithKline VEGFR1-3, Fase |: cancer
GW786034 PD%SZFRO( e B,c- coloretal
KIT Fase II: NSCLC,
cancer ovariano,
sarcoma
Fase Ill: RCC
Axitinib AG-013736 Pfizer VEGFR1-3, Fase Il: pulmao,
PDGFRB, c- GISTs, tiredide, mama
KIT* e RCC
Fase lll: pancreatico
Cediranib Recentin™, Astrazeneza VEGFR1-3, Fase lll:gioblastoma
AZD2171 PD?AFRG e B,c- recorrente
KIT Fase II/lll: NSCLC,
cancer coloretal
Vatalanib PTK787, ZK222584  Novartis VEGFR1-3, Fase II: tumores
PDGFRa e 3, c-  neuroenddécrinos
KIT> metastaticos, tumores
de cérebro e do
sistema nervoso
central, sarcoma
Vandetanib Zactima™, ZD6474  Astrazeneca VEGFR1-3, Fase lll: NSCLC
PDGFR B, F Il: cancer d
EGFR e RET® -ase |I: cancer de
95 tiredide
Brivanib BMS-582664 Bristol-Myers VEGFR1-3, Fase Ill: cancer
alaninate Squibb fgfr1-3%° coloretal
Fase Il: carcinoma
hepatocelular
BIBF 1120  Vargatef™ Boehringer VEGFR1-3, Fase lll: NSCLC
Ingelheim PDGFRa e 8,
FGFR1-3, FIt3,

Scr, Fyn, Lck®’

Tabela 1 - Inibidores de quinases em uso clinico e desenvolvimento.
Abreviacdes: FGFR, receptor de fator de crescimento de fibroblasto; GIST, tumor estromal
gastrointestinal; NSCLC, cancer de pulmdo ndo-pequenas células; PDGFR, receptor de fator de
crescimento derivado de plaqueta; RCC, cancer de célula renal.
Fonte: (HEATH & BICKNELL, 2009)
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1.4.VENENOS DE SERPENTES

As serpentes surgiram ha cerca de 130 milhdes de anos, quando divergiram
dos lagartos (KOCHVA, 1987). Atualmente existem cerca de 2.700 espécies em
quase todas as partes do planeta, das quais 2% sdo venenosas. No Brasil, ha
aproximadamente 260 espécies catalogadas de serpentes, das quais cerca de 40
Sao venenosas.

As espécies de serpentes venenosas sao classificadas em quatro familias:
Viperidae; Atractaspididae; Elapidae e Colubridae. Cada familia apresenta serpentes
com venenos cujas familias de proteinas sdo compartilhadas. As diferencas
encontradas nos venenos de serpentes de diferentes familias estdo nas sequéncias
de aminoacidos e na abundancia das proteinas, contribuindo para as diferencas nas
atividades biologicas dos venenos individualmente. Em muitos casos, toxinas
homologas séo encontradas no veneno de todas as serpentes nas quatro familias.

Os venenos de serpentes sdo produtos de glandulas secretorias
especializadas localizadas acima do maxilar das serpentes venenosas. Assim como
a maioria das proteinas secretadas por glandulas, as proteinas do veneno sdo
sintetizadas no citoplasma das células secretdrias da glandula, transferidas para o
reticulo endoplasmatico, de onde vado para o aparato de Golgi, finalmente sendo
transportadas por granulos secretérios para o lumen da glandula venenifera
(WARSHAWSKY et al., 1973).

Os venenos de serpentes sdo complexas misturas compostas principalmente
de proteinas, nucleotideos e ions inorganicos (FRIEDERICH & TU, 1971;
MARKLAND, 1998; FRY, 1999). A maior parte dos venenos € composta por
proteinas e peptideos com variadas atividades biologicas, compreendendo cerca de

90 a 95% do peso seco do veneno (MARKLAND, 1998).
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A composicdo quantitativa e qualitativa dos venenos varia ndo apenas entre
as familias de serpentes, mas em todos os niveis, passando por género, espécie,
subespécie e mesmo entre serpentes da mesma espécie (PINTO et al.,, 2007).
Fatores como a idade da serpente, habitat, periodo sazonal, dieta e dimorfismo
sexual também podem alterar a composicdo do veneno das serpentes (CHIPPAUX
et al., 1991) (DALTRY et al., 1996).

Os compostos toxicos produzidos pelas serpentes incluem enzimas
(acetilcolinesterases, ADPases, fosfolipases, hialuronidases) e compostos que
atuam na hemostasia (metaloproteases e serinoproteases). Proteinas néao-
enzimaticas tais como as desintegrinas e peptideos potencializadores de bradicinina
também interferem na hemostase (BJARNASON & FOX, 1994; MARSH, 1994;
KAMIGUTI et al., 1996; SUHR & KIM, 1996; MATSUI et al., 2000).

Os efeitos biolégicos dos venenos sdo complexos pela acdo distinta dos
diferentes componentes do veneno, além de poderem agir em conjunto com outras
moléculas do veneno. As toxinas desempenham diversos papéis adaptativos que
incluem a imobilizacdo e morte da presa, auxiliando também na digestdo da mesma.
A acdo sinergistica de proteinas do veneno pode reforcar suas atividades
(FRIEDERICH & TU, 1971; MARKLAND, 1998; CALVETE et al., 2005).

A complexidade dos venenos de serpentes é devida ndo somente a estrutura
gendmica, mas também nos processos de transcricdo e traducdo, envolvendo
também modificacbes pos-traducionais. A sofisticacdo dos métodos para analise do
proteoma dos venenos de serpente tem permitindo tanto a identificacdo de
diferencas nos venenos de espécies diferentes, auxiliando nos estudos taxondémicos
e evolutivos das serpentes e seus grupos protéicos, além de permitir o

aprofundamento na compreensdo dos processos de producdo e modificacdo dos
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componentes do veneno, bem como o papel dos componentes no envenenamento.
Atualmente mais de 55 géneros de serpentes tiveram seu proteoma do veneno
analisado (FOX & SERRANO, 2008; FOX & SERRANO, 2008).

De acordo com seu principal efeito no envenenamento os venenos podem ser
classificados como neurotéxicos, causando morte por bloqueio da transmissao
neuromuscular; ou hemorragicos, 0s quais causam choque, coagulacéo
intravascular, hemorragia local e sistémica, edema e necrose tecidual, devido a acao

de toxinas hemorragicas e mionecroéticas (BJARNASON & FOX, 1994).

1.4.1. Metaloproteases de veneno de serpentes - SVMP

As proteases isoladas do veneno de serpentes podem ser classificadas
funcionalmente em (1) serinoproteases e (2) metaloproteases (SVMPs -
metaloproteases de veneno de serpentes). Entre os efeitos desencadeados por
estas proteases estdo as atividades pro-coagulante (SELISTRE & GIGLIO, 1987),
hemorragica (BJARNASON & TU, 1978; SELISTRE et al.,, 1990; JOHNSON &
OWNBY, 1993), anticoagulante (CHEN & RAEL, 1997), fibrinolitica (GUAN et al.,
1991), ativadora de plaquetas (SERRANO et al., 1995) e inibidora de agregacao
plaguetaria (KINI & EVANS, 1991; FUJIMURA et al., 1995).

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPS) sdo enzimas com
multiplos dominios capazes de agir no sistema hemostatico. Nos ultimos anos estas
proteases tém sido objeto de diversos estudos por sua relevancia patologica
(JOHNSON & OWNBY, 1993; RUCAVADO et al., 1999; GUTIERREZ &
RUCAVADO, 2000; RODRIGUES et al., 2004) e também por potenciais aplicacdes
terapéuticas (TRIKHA et al., 1994; KANG et al., 1999; SELISTRE-DE-ARAUJO et al.,

2000; TOOMBS, 2001; SWENSON et al., 2004).
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As SVMPs sao classificadas de acordo com a organizacdo de seus
multidominios nas classes P-1 a P-1ll (Figurall) (FOX & SERRANO, 2008). SVMPs
da classe P-I consistem somente do dominio metaloprotease. As metaloproteases
contendo um dominio desintegrina adicionado ao C-terminal do dominio catalitico
pertencem a classe P-ll, a qual foi subdividida em P-lla-d de acordo com o
processamento para liberacdo do dominio desintegrina. Na subclasse P-lla o
dominio desintegrina € liberado da forma madura da proteina, enquanto os
precursores P-llb permanecem com todos os dominios apdés a maturacdo; a
subclasse P-lic compreende as SVMPs diméricas, sem a liberacdo do dominio
desintegrina, assim como as P-llb; as proteases da classe P-lld originam as
desintegrinas homodiméricas liberadas do restante da proteina, enquanto a
subclasse P-lle origina as desintegrinas heterodiméricas, também processadas do
restante da estrutura da metaloprotease. Uma classe denominada D-I foi criada para
precursores que possuem o dominio desintegrina porém nao o dominio catalitico.

As SVMPs da classe P-lll apresentam um dominio tipo desintegrina e um
dominio rico em cisteina adicionados C-terminalmente ao metaloprotease. Assim
como a classe P-Il, a classe P-lll apresenta as subclasses P-llla-c agrupando as
metaloproteases de acordo com o processamento da forma madura. Na subclasse
P-llla ndo h&a liberacdo dos dominios adicionados ao dominio catalitico; as
metaloproteases da subclasse P-IlIb liberam o dominio tipo desintegrina juntamente
com o rico em cisteina; na subclasse P-llic os precursores originam as SVMPs
diméricas sem a liberacdo dos dominios desintegrina e rico em cisteina. Uma
subclasse P-llId inclui os precursores que possuem um dominio tipo lectina ligado ao
rico em cisteina por pontes dissulfeto. Tais precursores foram anteriormente

classificados como classe PIV (BJARNASON & FOX, 1994; HITE et al., 1994). O
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critério para formular esta nova classificacdo das SVMPs foi baseado na presenca
ou ndo de dominios adicionais ao catalitico através da analise de mRNA e proteinas
isoladas do veneno. Sem a presenca de mRNA para a classe PIV, sugere-se que a
estrutura de tais SVMPs seja devida a modificac6es pos-traducionais da estrutura P-

[l (FOX & SERRANO, 2008).

CEPN P RN Proteinase( S Proteinasel Atrolysin B, C, D

LS EY P BRI Proteinase! S (IDis Proteinase( S | JADisil An;:;’g;'; E
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Figura 11 — Esquema das classes de SVMP. As SVMPs séo produzidas na forma de precursores
inativos, com os membros apresentando um peptideo sinal de secrec¢ao (P), um pré-dominio (Pro),
um dominio catalitico metaloprotease (Proteinase) e uma regido espacadora (S). As SVMPs
pertencentes ao grupo P-Il apresentam um dominio desintegrina adicional (Dis), enquanto as do
grupo P-lll possuem os dominios adicionais desintegrina-like (Dis-Like) e rico em cisteina (Cys-Rich).
Algumas SVMPs do grupo P-lll possuem, ainda, um dominio tipo lectina (Lec) (FOX & SERRANO,
2008).

As SVMPs séo sintetizadas e armazenadas na glandula venenifera na forma

de zimogénios ou precursores inativos. O peptideo sinal destas metaloproteases
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possui cerca de 18 aminoacidos 0s quais servem como sequéncia sinal para
determinacao de sua localizac&o sub celular ou secrecdo (SHAH et al., 1997).

O pro-dominio é composto de uma sequencia de 200 aminoacidos altamente
conservada entre as SVMPs. Ele interage com o dominio catalitico, modulando sua
atividade enzimatica Apds a secrecdo da glandula, o processamento proteolitico
converte 0 zimogénio para a enzima ativa, mecanismo de ativacao tipo “Cys-switch”
(GRAMS et al., 1993; HITE et al., 1994; NISHIDA et al., 1995). O processamento
proteolitico dos precursores de SVMPs ocorre nas vesiculas secretorias liberadas
para o limen da glandula venenifera (FOX & SERRANO, 2008).

O dominio metaloprotease ou catalitico € composto de aproximadamente 215
aminoéacidos, com atividade endoprotease dependente de metal, no caso zinco, o
qual interage com o motivo de ligacdo HEBxHXBGBxHD (B: residuo hidrofébico; x:
qualquer residuo) (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

Entre os dominios catalitico e desintegrina ou tipo desintegrina ha uma
sequencia denominada peptideo espacador, definido como um segmento de 13-15
residuos, que pode ser liberado de alguns precursores. Entretanto, desintegrinas
maiores e proteinas tipo desintegrina podem apresentar o peptideo espacador, cujo
residuo extra de cisteina forma uma ponte dissulfeto com o dominio rico em cisteina.
Possivelmente ele estaria envolvido na resisténcia proteolitica de algumas SVMPs
(FOX & SERRANO, 2005).

Os dominios desintegrina e tipo desintegrina possuem de 41-100 residuos e
pontes dissulfeto caracteristicas. Diversos estudos relataram que tais dominios
interagem fortemente com as integrinas, disparando processos bioldgicos mediados
por esses receptores (GOULD et al., 1990; SCARBOROUGH et al., 1993; MORRIS

et al., 1995; KANG et al., 1999; SOUZA et al., 2000; COMINETTI et al., 2003;
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MARIANO-OLIVEIRA et al.,, 2003; COMINETTI et al., 2004). A maioria das
desintegrinas origina-se do processamento de SVMPs P-Il e apresentam mo motivo
tripeptidico RGD de adesdo (RAHMAN et al., 2000; OKUDA & MORITA, 2001;
YAHALOM et al., 2002). Os dominios tipo desintegrina liberados a partir das SVMPs
P-Ill apresentam sequéncias alternativas ao motivo RGD, substituindo-o por
tripeptideos como DCD ou ECD (PAINE et al., 1992; HITE et al., 1994; ZHOU et al.,
1995; SELISTRE DE ARAUJO et al., 1997; SOUZA et al., 2000). Desintegrinas com
motivos MLD e KTS e diversas desintegrinas homo e heterodiméricas também séo
descritas (CALVETE, 2005; MARCINKIEWICZ, 2005).

O dominio rico em cisteina possui 112 residuos e assim como os dominios
desintegrina e tipo desintegrina, apresenta alta quantidade de cisteinas, como sua
designacéo sugere. Estudos mais recentes indicam que este dominio possui papel
importante nos efeitos toxicos das SVMPs (IBA et al., 1999; JIA et al., 2000) bem
como nos efeitos apresentados pelas proteinas contendo os dominios tipo-
desintegrina e rico em cisteina (JIA et al., 2000; KAMIGUTI et al., 2003; SERRANO

et al., 2005; SERRANO et al., 2006; PINTO et al., 2007; SERRANO et al., 2007).

1.4.2. Desintegrinas

Em 1983 pesquisadores verificaram que o veneno de algumas serpentes
contém peptideos capazes de inibir fortemente a agregacéo plaquetaria (OUYANG
et al.,, 1983), com a purificacdo do primeiro de tais peptideos, denominado
trigramina, ocorrida apenas em 1987 (HUANG et al., 1987). A atividade inibitéria
ocorreu através da interagdo entre a trigramina e a integrina allbp3 presente na

superficie plaquetaria, impedindo sua ligacéo ao fibrinogénio. Devido a sua interacao
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com integrinas, os peptideos apresentando tal atividade foram denominados
“desintegrinas” (GOULD et al., 1990).

As desintegrinas compreendem uma familia de pequenos polipeptideos
sollveis (40-100 aminoacidos, 7-10kDa) originalmente descritos em venenos de
serpentes, ricos em cisteinas, ndo enzimaticos e capazes de interagir com as
integrinas presentes na superficie celular (DENNIS et al., 1990; GOULD et al., 1990;
NIEWIAROWSKI et al., 1994; HUANG, 1998; MCLANE et al., 1998).

As desintegrinas originam-se a partir do processamento proteolitico de
precursores maiores contendo um dominio metaloprotease, conforme descrito
anteriormente na secdo SVMP (BJARNASON & FOX, 1994; YAMADA et al., 1999).
Entretanto, alguns trabalhos mostraram que pode haver uma origem alternativa em
alguns casos. Pelo menos quatro desintegrinas apresentam precursores com a
sequencia sinal, o pré-dominio, mas ndo o dominio catalitico, como € o caso da
acostatina (Agkistrodon contortrix contortrix), piscivostatina (Agkistrodon piscivorus
piscivorus) (OKUDA et al., 2002) e gabonina-1 e -2, de Bitis gabonica
(FRANCISCHETTI et al., 2004).

As desintegrinas, inicialmente descritas como potentes inibidores da integrina
oubPs, receptora para fibrinogénio plaquetario, sdo freqientemente inibidores de
outras integrinas RGD-dependentes, incluindo ayvBs e aspi; (DANEN et al., 1998;
WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999).

Algumas desintegrinas ndo possuem a sequéncia adesiva RGD, mas sim o
motivo XXCD e também sdo capazes de interagir com as integrinas (JIA et al.,
1997). Tais proteinas, denominadas tipo desintegrina (desintegrina-like), sao
originadas do processamento das SVMP da classe PIll, gerando-se proteinas

maiores que possuem um dominio rico em cisteina além do desintegrina-like. Assim,
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estas proteinas possuem massas moleculares maiores que as desintegrinas-RGD,
em torno de 23-32kDa (JIA et al., 1997). As desintegrinas-like mostram-se potentes
inibidoras da ligacdo do colageno a um de seus principais receptores, a integrina
azB1 (SOUZA et al., 2000).

Existe, ainda, um grupo de desintegrinas formadas pela unido de duas
cadeias ligadas por pontes dissulfeto, sendo denominadas desintegrinas diméricas
(MARCINKIEWICZ et al., 1999). Tal grupo foi mais recentemente descoberto e inclui
desintegrinas com cadeias idénticas, homodiméricas, e as que possuem cadeias
diferentes entre si, heterodiméricas. Uma caracteristica interessante das
desintegrinas diméricas é que o motivo adesivo de cada cadeia pode ser diferente
nas heterodiméricas. As desintegrinas heterodiméricas exibem maior variabilidade
nas sequéncias de aminoacidos de seus sitios ativos (CALVETE et al., 2003).
Algumas possuem a sequéncia RGD em ambas as subunidades (GASMI et al.,
2001), enquanto em outras a sequéncia correspondente em uma subunidade pode
ser MGD (MARCINKIEWICZ et al., 1999), KGD (NIKAI et al., 2000), WGD
(CALVETE et al, 2002), e MLD e VGD (MARCINKIEWICZ et al., 1999;
MARCINKIEWICZ et al., 2000). Assim, a diversidade estrutural apresentada pelas
desintegrinas diméricas esta diretamente associada a seletividade pelas integrinas
nos membros desse grupo (CALVETE et al., 2000).

Os primeiros estudos estruturais de desintegrinas revelaram que o motivo
RGD localiza-se no topo de um “loop” saliente (SMITH et al., 1996; FUJII et al.,
2003). Em desintegrinas diméricas, os “loops” se localizam opostamente um ao
outro, permitindo a reunido (“clustering”) de integrinas devido a interagbes com as

duas cadeias simultaneamente (CALVETE et al., 2003).
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Nas desintegrinas-RGD, o residuo conservado de aspartato foi apontado
como responsavel pela ligacdo as integrinas, enquanto os outros dois residuos do
motivo (RG, MG, WG, ML, VG) podem fornecer a especificidade (CALVETE et al.,
2003). Estudos do motivo KTS, que ndo apresenta o residuo de glicina, também
apontaram que o residuo da posi¢cao central estaria envolvido no reconhecimento de
integrinas e ndo na ligacao propriamente dita (MORENO-MURCIANO et al., 2003).

Além da composicdo do motivo de ligacdo, outros fatores contribuem para o
reconhecimento e interacdo entre as desintegrinas e as integrinas. Os aminoacidos
flanqueando o motivo tripeptidico de reconhecimento de integrinas possuem papel
essencial nas caracteristicas de interacdo com as integrinas (PFAFF et al., 1994; LU
et al.,, 1996; MCLANE et al., 1996; JIA et al., 1997). Outros residuos presentes no
“loop” porém mais distantes do motivo de ligacdo também sdo importantes na
modulacdo da especificidade de ligacdo com integrinas (RAHMAN et al., 1998;
WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999; BAZAN-SOCHA et al., 2004).

A porcao C-terminal das desintegrinas também € importante nas interacées
dessas proteinas com as integrinas (WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999).
Diferengas espaciais entre o motivo no “loop” e o C-terminal da desintegrina podem
determinar diferencas na ligacdo com integrinas (CHUANG et al., 2003). Tanto o
“loop” como o C-terminal exibem um alto grau de mobilidade (ADLER et al., 1991;
SAUDEK et al., 1991; SENN & KLAUS, 1993; SMITH et al., 1996; MONLEON et al.,
2003; MONLEON et al., 2005)

Desta forma, a composi¢ao, a conformagao e a dinamica do “loop” com a
porcdo C-terminal das desintegrinas determinam a interacdo seletiva com as
integrinas. Tais fatores estruturais podem explicar o fato de diferentes desintegrinas

contendo um mesmo motivo de ligacdo apresentarem afinidade e seletividade de
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ligacdo diferentes para a mesma integrina. Diferentes desintegrinas com o motivo
RGD interagem de maneiras distintas com integrinas que reconhecem a sequencia
RGD (allbp3, aVB3 e a5B1) (DANEN et al., 1998; WIERZBICKA-PATYNOWSKI et
al., 1999).

As desintegrinas podem ser divididas em cinco grupos diferentes baseando-
se em seu tamanho e no numero de pontes dissulfeto (CALVETE et al., 2003). O
primeiro grupo inclui desintegrinas pequenas, formadas por 41-51 residuos de
aminoacidos e quatro pontes dissulfeto, e inclui a echistatina, a eristocophina, a
eristostatina e a ocellatusina (CALVETE et al., 1992; BAUER et al., 1993; MCLANE
et al., 1996; SMITH et al., 2002). Desintegrinas de tamanho médio, com cerca de 70
aminoacidos e seis pontes dissulfeto compdem o segundo grupo. A grande maioria
das desintegrinas caracterizadas atualmente pertence a este grupo, que inclui a
trigramina, a kistrina, a flavoridina, a albolabrina e a barbourina (ADLER et al., 1991;
CALVETE et al., 1991; CALVETE et al., 1992; BAUER et al., 1993; KLAUS et al.,
1993). O terceiro grupo inclui as desintegrinas de maior tamanho, como a bitistatina,
composta de 84 residuos e sete pontes dissulfeto (CALVETE et al., 1997) e a
salmosina (PARK et al., 1998). Um quarto grupo é formado pelas desintegrinas-like,
formadas por cerca de 100 residuos e oito pontes dissulfeto no dominio
desintegrina-like, e 110-120 residuos no dominio rico em cisteinas com seis pontes
dissulfeto (CALVETE et al.,, 2000). Pertencem a este grupo a jararagina-C, a
catrocolastatina-C e a alternagina-C, entre outras (USAMI et al., 1994; SHIMOKAWA
et al., 1997; SOUZA et al., 2000). Finalmente, o quinto grupo € formado por
desintegrinas diméricas, diferentemente das proteinas dos grupos anteriores,
monomericas. As desintegrinas pertencentes ao quinto grupo podem ser homo ou

heterodiméricas, e incluem, entre outras, a contortrostatina, EC3, EC6 e EMF10
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(TRIKHA et al., 1994; MARCINKIEWICZ et al., 1999; MARCINKIEWICZ et al., 1999;
MARCINKIEWICZ et al., 2000), que apresentam aproximadamente 67 residuos cada
cadeia, com dez cisteinas envolvidas na formacdo de quatro pontes dissulfeto

intracadeia e duas intercadeias (CALVETE et al., 2000).

1.4.2.1. Efeitos de desintegrinas

Desde a sua descoberta em 1983 (OUYANG et al., 1983), as desintegrinas
tém sido bastante estudadas, gerando informac¢des importantes sobre sua estrutura
e efeitos bioldgicos nas interacdes com integrinas.

O papel das desintegrinas na agregacao plaquetaria foi a primeira atividade a
ser estudada ja que essas proteinas foram primeiramente isoladas a partir de
venenos hemorragicos (HUANG et al., 1987). Diversos estudos mostraram, tanto in
vitro como in vivo, que a ligacdo de desintegrinas-RGD a integrina plaquetaria allbf3
blogueia sua interacdo com o fibrinogénio, impedindo a ultima fase da agregacéo e a
formacdo de coagulos, o que contribui para os sintomas hemorragicos do
envenenamento.

Desintegrinas-RGD monoméricas como a trigramina, a albolabrina, a kistrina,
a flavoridina, a echistatina e a saxatilina sdo potentes inibidoras da agregacao
plaquetaria (GOULD et al., 1990; HONG et al., 2002), efeito observado também para
a contortrostatina (CN), uma desintegrina homodimérica-RGD (CLARK et al., 1994).
Desintegrinas-like também sdo capazes de inibir a agregacdo plaquetéria,
entretanto, o efeito se da através da inibicdo da integrina a2B1, principal receptor
para o colageno. Catrocollastatina-C, halysetina e jararagina-C sdo exemplos de
proteinas que inibem a agregac¢ao plaquetaria induzida por colageno (SHIMOKAWA

et al., 1997; LIU et al., 2000).
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Além de estudar os efeitos das desintegrinas na agregacao plaquetaria,
outros experimentos enfocando osteoporose (OURSLER & SPELSBERG, 1993),
angiogénese (HUANG et al., 2001), metastase em camundongos (HUANG et al.,
2001), entre outros, tém sido testados para avaliar os efeitos dessas proteinas em

integrinas de diferentes células/tecidos.

1.4.2.2. Desintegrinas e cancer

Uma das areas de investigacdo mais desafiadoras € o cancer. As células
tumorais séo caracterizadas por modificacdes na expressao de integrinas. Células
metastaticas A375 de melanoma humano, por exemplo, tém a expressdo da
integrina aVB3 aumentada de 50-100 vezes (GEHLSEN et al., 1992). Por interagirem
de forma especifica com as integrinas, os efeitos das desintegrinas em células
tumorais tém sido bastante estudados.

Diversas desintegrinas tém mostrado capacidade de interacdo com integrinas
expressas em células tumorais. Os efeitos de ligacdo entre desintegrinas e
integrinas tém sido verificados para desintegrinas RGD monoméricas, como a
salmosina (KIM et al., 2004), triflavina (SHEU et al., 1994), DisBa-01 (RAMOS et al.,
2008), entre outras; para a homodimérica contortrostatina (ZHOU et al., 2000); e
também para desintegrinas-like, como jararagina-C (MOURA-DA-SILVA et al., 2001)
e alternagina-C (SOUZA et al., 2000). Salmosina (KANG et al., 2000) e DisBa-01
(RAMOS et al., 2008), por exemplo, reduziram de modo significativo o numero de
metastases experimentais in vivo da linhagem B16F10 de melanoma em
camundongos, um dos modelos mais utilizados para estudo metastatico nesses

animais (RUCINSKI et al., 1990; SHEU et al., 1992; TRIKHA et al., 1994; BEVIGLIA
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et al., 1995; MORRIS et al., 1995; STAIANO et al., 1995; KANG et al., 2000; ZHOU
et al., 2000).

Em outro modelo in vivo, um vetor de expressdo contendo o gene da
salmosina foi administrado através de lipossomas em camundongos com tumores
metastaticos B16F10 e resultou na diminuicdo do tumor e no nimero de metastases
(KIM et al.,, 2004). A técnica utilizando lipossomas também foi utilizada com a
desintegrina dimérica contortrostatina, resultando na diminui¢cdo do crescimento de

tumor de mama in vivo em camundongos (SWENSON et al., 2004).

1.4.2.3. Desintegrinas e angiogénese

Interacbes adesivas e sinalizacdo celulares mediadas por integrinas sao
essenciais para a angiogénese (BIKFALVI & BICKNELL, 2002), destacando-se as
integrinas aVB3, aVR5, a5B1, a4B1, alpl e a2B1 (ECCLES, 2004). Assim, os efeitos
das desintegrinas em eventos relacionados a angiogénese também tém sido
estudados devido a importancia da neovascularizagédo em diversas patologias.

As desintegrinas tém se mostrado capazes de modular os eventos adesivos e
sinalizacdes relacionadas a angiogénese.

As desintegrinas-RGD rhodostomina (YEH et al., 2001) e DisBa-01 (RAMOS
et al., 2008), entre outras, inibem a proliferacdo de células endoteliais in vitro e in
vivo. Além disto, ambas as desintegrinas, assim como outras, foram capazes de
inibir a formacé&o dos vasos propriamente dita através da interacdo com integrinas do
endotélio. Tais resultados sao interessantes do ponto de vista da busca de
moléculas terapéuticas para o tratamento de doencas onde se deseja a inibicdo da

neovascularizacdo, como o cancer. A angiogénese associada a tumores também
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pode ser inibida por desintegrinas, conforme ja mostrado em diversos casos (YEH et
al., 1998; KANG et al., 1999; ZHOU et al., 1999).

A desintegrina-like alternagina-C € capaz de modular a angiogénese in vivo
(RAMOS et al., 2007). Entretanto, enquanto algumas concentracdes testadas inibem
a migracado de células endoteliais e a formacdo de vasos (1.000nM), quantidades
inferiores (10-100nM) curiosamente estimulam os processos (RAMOS et al., 2007).
Assim, esta proteina se torna particularmente interessante dependendo do enfoque

terapéutico, pro ou anti-angiogénico.

Embora um grande enfoque seja dado aos efeitos das desintegrinas na
agregacdo plaguetaria e no desenvolvimento tumoral, outras possiveis aplicacdes
tém sido estudadas para essas proteinas, incluindo sua utilizacdo para tratamento
de doencas auto-imunes, inflamacédo, osteoporose, Alzheimer, asma e bloqueio de
infeccdo viral (MARCINKIEWICZ, 2005) nos casos em que 0S virus utilizam
integrinas para entrar nas células, como o HIV e o hantavirus (LAFRENIE et al.,

2002; MAHER et al., 2005).

1.4.2.4. Desintegrinas e sinalizagao celular
As integrinas, como ja citado anteriormente, sdo importantes mediadores de
sinalizacdo celular que resultam em processos como migracao, diferenciacdo e
sobrevivéncia. Portanto, sabendo-se que as desintegrinas sdo capazes de interagir
com as integrinas, essas proteinas do veneno de serpente tém sido estudadas
quanto a sua capacidade de promoverem ou inibirem as cascatas de sinalizacéo, o
gue pode ser bastante Util para uma melhor compreensdo dos complexos processos

celulares.



64

Jarastatina, uma desintegrina-RGD, foi capaz de disparar sinalizacao
participante de quimitaxia em neutrdfilos através da ligagdo com a integrina aM
(COELHO et al., 1999). Efeitos similares foram observados para a alternagina-C
(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). Alternagina-C também foi capaz de disparar
sinalizacdes envolvidas na sobrevivéncia celular de fibroblastos e células endoteliais
(COMINETTI et al., 2004).

Os efeitos de desintegrinas na sinalizacdo de células tumorais também vém
sendo avaliado. Contortrostatina aumentou a fosforilagdo nestas células através da
integrina aVR3 (RITTER & MARKLAND, 2000), enquanto echistatina e flavoridina

nao tiveram o mesmo efeito (RITTER & MARKLAND, 2001).

1.4.2.5. Medicamentos derivados de venenos de serpentes

Os avancos cientifico/tecnoldgicos alcancados nas Ultimas décadas tém
permitido que as pesquisas de proteinas dos venenos de serpente fornecam
informacdes importantes para a compreensao de processos fisiolégicos e, junto com
elas, o desenvolvimento de agentes terapéuticos.

Diversas drogas derivadas de proteinas do veneno de serpentes estdo em
avanco clinico. Alguns dos medicamentos sdo derivados de desinteginas, como
Aggrastat (Merck®), Integrilina (Eptifibatide®) e Ancrod (Knoll®), utilizados para o
tratamento de trombose e outras doencas cardiovasculares, sendo derivados,
respectivamente da echistatina, da barbuorina e da kistrina.

Certamente o aumento de informacdes que colaborem para a compreensao
dos efeitos das desintegrinas contribuira para o desenvolvimento de um numero
maior de medicamentos derivados de venenos de serpentes buscando o tratamento

de diversas condicfes patoldgicas.
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1.5.ALTERNAGINA-C E DisBa-01

Os objetos do estudo apresentados nesta tese sdo as desintegrinas
alternagina- C (ALT-C) e DisBa-01 ambas da serpente brasileira Bothrops alternatus,
popularmente conhecida como urutu-cruzeiro.

A alternagina-C (ALT-C), uma desintegrina-like nativa com 29kDa, foi isolada
em nosso laboratério (SOUZA et al., 2000). Analises da estrutura primaria da ALT-C
confirmaram sua homologia com as proteinas tipo desintegrina, com o motivo
conservado ECD (Figura 12). A partir da sequéncia obtida para ALT-C, um peptideo
sintético foi projetado, abrangendo o motivo ECD e contendo uma ponte dissulfeto.

ALT-C interage com células de eritroleucemia K562-0.231 através da integrina
a2p1 (SOUZA et al., 2000) e também com fibroblastos, células endoteliais HUVEC
(célula endotelial de veia umbilical humana) (COMINETTI et al., 2004), células
tumorais das linhagens ECV-304, HeLa e MDA-MB-231 (resultados ndo publicados)
e mioblastos (MESQUITA-FERRARI et al., 2009).

ALT-C incubada em sua forma soltvel com fibroblastos humanos, € capaz de
induzir a expressdo de diversos genes relacionados a proliferacdo e a sinalizacéo
celular, dentre eles o VEGF (COMINETTI et al., 2004). A desintegrina-like também é
capaz de promover a proliferacdo de HUVECs, efeito ndo observado para
fibroblastos de camundongo (COMINETTI et al., 2004) e nem para células de
linhagens tumorais como ECV-304, HeLa e MDA-MB-231 (resultados n&o
publicados), indicando uma possivel especificidade de acdo proliferativa de ALT-C
para células endoteliais. Além disso, concentracbes de ALT-C entre 10-100nM
estimularam a migracdo de células endoteliais in vitro e a angiogénese in vivo,

enquanto concentragcdes mais elevadas (1000nM) inibiram a proliferacdo, a
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migracdo e a angiogénese (RAMOS et al., 2007). ALT-C PEP também foi capaz de
modular a angiogénese in vivo (RAMOS et al., 2007). ALT-C e ALT-C PEP também
foram capazes de modular a angiogénese e a expressao de fatores de crescimento
envolvidos na neovascularizacdo em um modelo de a cicatrizacdo em pele de ratos

(SANT’ANNA et al., 2008).

1

b 44 i ik
Alternagin-C (B. alternatus) IISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCONX XX DAATCKLESGSQCGHXDCC
Jararhagin (B. jararaca) ITISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCONECCDAATCKLESGSQCGHGDCC
ACLD (A.c.laticinctus) IVSPPVCGNELLEVGEECDCGSPTNCONPCCDARATCKLTPGSQCADGVCC
Catrocollastatin (C. atrox) ITISPPVCGHELLEVGEECDCGTPENCONECCDAATCKLEKSGSQCGHGDCC
Echis I (E.p.leakeyi) IVSPSVCGNYFVEVGEECDCGSRTYCRNPCCNATTCKLTPGSQCADGECC

1

U + {
Trigramin (T. gramineus) TVSTPVSGNELLEAGEDCDCGSPAN-——PCCDAATCKLIPGAQCGEGLCC
Trimucrin (T. mucrosquamatus) TVSTPVSGNEFLEAGEECDCGSPEN---PCCDAATCKLRPGAQCREGLCC
Rhodostomin {C. rhodostoma) TVSIPVSGNEHLEAGKECDCSSPEN-——PCCDAATCKLRPGAQCGEGLCC
Halystatin (Gloydius halys) TVSTPVSGNELLEAGEDCDCGAFAN---PCCDAATCKLRPGAQCREGLCC
Atrolysin e (Crotalus atrox) TVSTPVSGNEFLEAGEECDCGSPEN-~-~-PCCDAATCKLRPGAQCAEGLCC
Alternagin-C (B. alternatus) EQCKFTESGTECRASMS ECD PAEHCTGOSXXOC{XDVFHKNGOPCLDN
Jararhagin (B. jararaca} EQCKFSKSGTECRASMS.ECD PRAEHCTGQSSECPADVFHENGQPCLDN
ACLD (A.c.laticinctus) DOCRFTRAGTECRQAKD DCD MADLCTGQSAECPTDRFQRNGHPCLND
Catrocollastatin (C. atrox) EQCKFSKSGTECRASMSIEdQ PRAEHCTGQOSSECPADVFHENGQPCLDN
Echis I (E.p.leakeyi) NQCRFRPARTECRRKID_DCQ VPEYCTGQSGECPLDVEQRNGQPYQSN

51 g

Trigramin (T. gramineus) DOCSFIEEGTVCRIA RGE}DLDDY CHNGRSAGCPRENPEHA
Trimucrin (T. mucrosquamatus) DQCRFEKKRTICRRA RGD NPDDR CTGQSADCPENGLYG
Rhodostomin (C. rhodostoma) EQCKFSRAGKICRIP RGD MPDDR CTGQSADCPRYHSHA
Halystatin (Gloydius halys) DOQCREFMKEGTICRMA RGD DMDDY CNGISAGCPRNPFHA

Atrolysin e (Crotalus atrox)  DQCRFKKKRTICRRA RGD NPDDR STGQSADCPRN

Figura 12 — Sequéncia de aminoacidos de ALT-C. Fragmentos de ALT-C obtidos através de
fragmentagdo por digestdo enzimatica foram submetidos a seqiienciamento. Andlises através da
comparacéo das sequéncias de ALT-C com outras SVMPs/desintegrinas mostraram homologia com
proteinas tipo desintegrina. O motivo conservado em cada sequéncia esta destacado em cinza.
Extraida e modificada (SOUZA et al., 2000).

Outra desintegrina de Bothrops alternatus foi clonada e expressa em nosso
laboratério, denominada DisBa-01. Trata-se de uma desintegrina-RGD (figura 13),
com massa molecular de 12 kDa, que apresentou indicios de forte ligagdo com

integrinas B3 (RAMOS et al., 2008). DisBa-01 é capaz de interagir com allbp3 de
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plaquetas, inibindo a formagé&o de trombos in vivo (KAUSKOT et al., 2008). DisBa-01
foi capaz, ainda, de inibir a proliferacdo de células endoteliais HMEC-1 (célula
endotelial de microvasculatura de derme humana) e a neovascularizagédo in vivo,
bem como a metéastase de melanoma também in vivo, através da interacdo com a

integrina aVP3 (RAMOS et al., 2008).

o 10 20 30 40 50

70
DisBa-01 1 GNELLEAGEE CDCG'P PC CDAATCKLRP GAQCAEGLCC DQCRFMKEGT VCRIARGD! DDYCNGISAG CP PFHA 78
Halystatin 1l covieecnnns aons ScBce coccocces ® ceccvcncee voececccMer ceccececofl cocieiees coofiane 78
Bothrostatin 1 m ........ l ....... ﬁ ............................. : ....................... 77
Trigramin l covcevees 'S cos E Ei E .................. | I RS 78
Flavoridin 1 E .......... Silloco cneniicii wessifosee waeEs KN RE DRLREE L LLD-- 77
Salmosin 2 l cececnes li ......A .............. E .................. 09K . ..E. SO RND NP - N .E 78
Albolabrin oW - - - BAER PR SRS RN [ R e il ssansianca weis i 73
Contortrostatin 1 ......4... 3.8.A... ........ Jiilnies melesiiee e Novvinllie snssvsssi sl s B s
Trimestatin S — T R TR N B T K RE P R RIT o M [P L [

Figura 13 — Sequéncia de aminoacidos de DisBa-01. Através do seqlienciamento do cDNA de
DisBa-01, sua sequéncia de aminoacidos foi deduzida e alinhada com as sequéncias de outras
desintegrinas. Andlises comparativas mostraram alta similaridade com outras desintegrinas. Os
residuos idénticos estdo representados por pontos, residuos conservados estdo mostrados em fundo
branco, destacados em cinza estdo os residuos similares mas ndo convervados e as substituicdes
estdo destacadas em preto. Extraida e modificada (RAMOS et al., 2008).

Diante dos resultados promissores obtidos com ALT-C e DisBa-01 em relacao
ao0s processos angiogénicos e metastaticos, resolveu-se investigar o papel das duas
desintegrinas na expressao génica de fatores de crescimento angiogénicos em
células endoteliais e em fibroblastos, bem como na adesdo de células tumorais a
ECM, visando uma melhor compreensdo dos mecanismos de acado de ambas as

desintegrinas e suas possiveis aplicacfes terapéuticas.
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2. OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivos investigar os efeitos das desintegrinas ALT-C e

DisBa-01 nos seguintes processos:

a) adesao de células tumorais (MDA-MB-231 e B16F10) e ndo tumorais
(fibroblastos) a componentes da matriz extracelular (ECM);

b) adesdo das células tumorais MDA-MB-231 ao colageno e a matriz
subendotelial produzida por HUVECs em condi¢Bes dinamicas (sob fluxo);

c) expressdo génica do VEGF (isoforma 165) e dos seus receptores (VEGFR-1
e VEGFR-2) em culturas de células endoteliais (HUVEC e HMEC-1) e em

fibroblastos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.0BTEN(}AO DAS DESINTEGRINAS

3.1.1. Alternagina —C (ALT-C)

ALT-C pura foi obtida conforme metodologia padronizada por SOUZA et al.
(2000). Para tal, 50mg de veneno bruto da serpente Bothrops alternatus (cedido pelo
Instituto Butantan de S&o Paulo, SP) foram solubilizados em 1,0ml de tampéao Tris-
HCI 10mM, NaCl 100mM, pH 8.6, e submetidos a cromatografia de gel-filtragdo em
resina Superdex-200 (Amersham Biosciences), previamente equilibrada com o
mesmo tampao. A eluicdo foi realizada com o mesmo tampdao, sob fluxo de 0,5
ml/min. As fracdes foram coletadas com o auxilio de um coletor automatico
(Pharmacia) e foram incubadas durante 24 horas a 4 °C para a obtenc¢ao de ALT-C a
partir do autoprocessamento da metaloprotease alternagina.

As fracBes contendo a proteina de interesse (primeiro pico da eluicao) foram
concentradas em Centricon Plus 20 (10,000 NMWL) (Millipore) e submetidas a uma
segunda cromatografia de filtracdo na mesma coluna sob as mesmas condicdes da
primeira etapa de purificacdo. Por ultimo, as fragcdes contendo ALT-C obtidas nesta
segunda cromatografia foram submetidas a uma terceira etapa de purificacdo em
cromatografia de troca anidnica. Para tal, as fracdes com ALT-C foram reunidas,
dialisadas contra o tampao de equilibrio Tris 10mM, pH 8. A amostra dialisada e
concentrada foi aplicada em a uma coluna Mono Q Hr, previamente equilibrada com
tampéo Tris 10mM, pH 8 e eluida com gradiente de NaCl (0-1M), sob fluxo de 2
ml/min, no equipamento cromatografico AKTA Explorer 10 (Amersham Bioscience).

As etapas da purificacdo foram acompanhadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) sob condigbes desnaturantes (LAEMMLI, 1970),
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utilizando-se o sistema Mighty Small Il (Hoefer). As amostras foram aplicadas em
um gel de empilhamento de 5% de poliacrilamida e gel de resolucdo de 15% e
submetidas a eletroforese com corrente elétrica de 15 mA e voltagem até 125V,
durante aproximadamente uma hora e meia. As bandas protéicas foram reveladas
incubando-se 0s géis em solucdo corante contendo 0,25% de Comassie Brilliant
Blue R-250 (Sigma) dissolvidos em 50% isopropanol e 10% &cido acético, e solucdo
descorante de 10% acido acético e 10% de metanol.

O tampao de amostra consistiu de Tris-HCI 125mM, pH 6,8, SDS (dodecil
sulfato de sédio) 4% (m/v), glicerol 20%, 0,02% de azul de bromofenol (m/w) e o
agente redutor 3-mercaptoetanol 0,1M. A amostra foi entdo submetida a 100 °C por
5 minutos.

A massa molecular aparente da proteina de interesse foi confirmada
utilizando-se padrées de massa molecular produzidos em nosso laboratério a partir

da mistura de proteinas puras (Sigma).

3.1.2. DisBa-01
DisBa-01 foi expressa e purificada de acordo com metodologia descrita

abaixo (KAUSKOT et al., 2008; RAMOS et al., 2008).

3.1.2.1. Expresséao
Culturas de E. coli BL21(DE3) pDisBa-01 (pET-28a com o cDNA da
desintegrina) foram crescidas em meio LB seletivo com canamicina (30 ug/ml) a 37

°C e 250rpm durante 16 horas. Apoés este periodo, o pré-inéculo foi diluido 25 vezes

em LB contendo canamicina (30 ug/ml) e a cultura foi incubada a 37 °C sob
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agitacdo, até atingir a fase logaritmica de crescimento, identificada por uma
D.O.660nm = 0.4 - 0.6. Neste momento, foi retirada uma aliquota TO para verificagao
da expresséo protéica basal.

A cultura teve a expressdo da DisBa-01 induzida pela adicdo de IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) em uma concentracao final de 0,5mM, a 37 °C
e 250rpm. Apoés duas horas de incubacao, foi retirada uma nova aliquota (T2). O
restante da cultura foi centrifugado, o precipitado foi ressuspendido em tampéo de
ligagdo Tris-HCI 20mM, NaCl 0,5M, Imidazol 5mM e as células foram lisadas através
de sonicacdo. A cultura foi centrifugada e foi retirada uma aliquota do sobrenadante
(S1). O precipitado foi ressuspendido em tampéao de ligacdo com 6M de uréia e apds
incubagédo (1 hora no gelo), foi realizada nova sonicagdo. O lisado foi entdo
novamente centrifugado. O sobrenadante (S2) foi armazenado a - 20 °C.

A expressao e solubilidade de DisBa-01 foram analisadas em todas as
aliquotas (TO, T2, S1, S2 e ppt) através eletroforese SDS-PAGE, nas mesmas

condicBes descritas no item 3.1.1 para a purificacdo da ALT-C (Laemmli 1970).

3.1.2.2. Purificacao

Apos a confirmacdo da expressdo da DisBa-01 através de SDS-PAGE, a
purificacdo da desintegrina foi realizada através de duas etapas cromatograficas. Na
primeira, o sobrenadante S2 foi submetido a uma cromatografia de afinidade por
guelacdo de metal em resina Ni-NTA (Sigma) sob condi¢cées desnaturantes (eluicdo
com Imidazol 1M NaCl 0,5M, HCI 160mM pH7,9). As fragbes contendo DisBa-01
foram reunidas, dialisadas (membrana Millipore) uma vez contra uréia 3M e trés
vezes contra agua Milli-Q e concentradas sob vacuo (SC210A Speed Vac). Na

segunda etapa de purificacdo, a amostra dialisada e concentrada foi aplicada em
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uma coluna Mono Q Hr, previamente equilibrada com tampao Tris 10mM, pH 8 e
eluida com gradiente de NaCl (0 — 1M), sob fluxo de 2 ml/min, no equipamento
cromatografico AKTA Explorer 10 (Amersham Bioscience).

As etapas de purificacbes foram analisadas por SDS-PAGE nas mesmas

condicBes descritas no item 3.1.1 para a purificacdo da ALT-C (Laemmli 1970).

3.1.3. Peptideo Sintético

Um peptideo baseado na estrutura primaria da ALT-C foi utilizado em alguns
ensaios de expressao génica.

a) C-R-A-S-M-S-E-C-D-P-A-E-H-NH2 PM — 1406,59

O peptideo foi cedido pela Profa. Dra. Maria Juliano, da Universidade Federal

de S&o Paulo (UNIFESP).

3.2.DOSAGEM DE PROTEINAS

A gquantificacdo das desintegrinas foi realizada através do kit BCA™ Protein
Assay Kit (Pierce), uma formulacdo baseada no método do acido bicinconinico
(BCA) para a deteccao colorimétrica e quantificacdo de proteina total (SMITH et al.,
1985). Uma série de diluicbes de soroalbumina bovina (BSA) de concentracédo
conhecida (25ug/ml a 2.000ug/ml) foi preparada e testada juntamente com as
amostras de concentracdo desconhecida, de acordo com as instrugbes do
fabricante. A reacdo produzida por este método exibe uma forte absorbéancia em
562nm que é aproximadamente linear com as concentracdes protéicas crescentes

em um intervalo de 20 a 2.000ug/ml. Desta forma, apds a leitura da absorbancia de
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todas as reacOes, a concentracdo protéica das duas desintegrinas foi determinada a

partir da curva padréo construida através das diluicdes de BSA.

3.3.LINHAGENS CELULARES

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas as seguintes linhagens
celulares:

- HUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana), cultura primaria

- HMEC-1 (células de endotélio microvascular humano), nas passagens 16 e
17

- Células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231 de adenocarcinoma
de mama, gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Michel Crépin (INSERM U553, Franca),
passagens 20-35.

- Fibroblastos humanos FGH (fibroblastos gengivais humanos), adquiridos no
BCRJ (Banco Banco de Células do Rio de Janeiro), passagens 15-30.

- Células de melanoma murino B16F10 gentilmente doadas pelo Prof. Dr.

Michel Crépin (INSERM U553, Franca), passagens 27-40.

3.3.1. Cultivo das células

As células endoteliais HUVEC foram isoladas através de digestao do interior
da veia umbilical por colagenase 0,2% (JAFFE et al., 1973) e mantidas em meio 199
(M-199) com HEPES (Sigma), suplementado com penicilina 100 Ul/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, fungizona anfotericina-B 5 pg/ml, I-glutamina 2 mM e FBS

10% (Gibco) ou em meio MCDB 131 suplementado com I|-glutamina 2 mM, penicilina
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100 Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml, hidrocortisona 1mg/ml, fator de crescimento
epidérmico (EGF) (Gibco) 2ug/ml e soro fetal bovino (FBS) (Gibco) 10%.

As células da linhagem HMEC-1 foram cultivadas em meio MCDB-131
(Gibco) suplementado com FBS (Gibco) 10%, I-glutamina 2mM, hidrocortisona
1mg/ml, fator de crescimento epidérmico (EGF) (Gibco) 10ug/ml e antibidticos.

As células da linhagem MDA-MB-231 de adenocarcinoma de mama e 0S
fibroblastos humanos foram cultivados em meio DMEM (Vitrocell) suplementado com
FBS (Vitrocell) 10%, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml, I-glutamina 2mM
e fungizona anfotericina-B 5 pg/ml.

As células de melanoma murino B16F10 foram cultivadas em meio RPMI
(Vitrocell) suplementado com FBS (Vitrocell) 10%, penicilina 100 Ul/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, I-glutamina 2mM e fungizona anfotericina-B 5 pg/ml.

Todas as células foram mantidas a 37 °C, 5% CO, em estufa umidificada.

3.4.0BTENQAO DE ECM PRODUZIDA POR HUVEC

3.4.1. ECM para ensaios de inibicdo da adesao estatica

Para obtencdo da ECM para os ensaios de adesdo estatica, 5 x 10* células
em meio MCDB 131 foram adicionadas aos pocos recobertos por gelatina 0,5% de
placas de 96 pocos e cultivadas a 37 °C, 5% CO, em estufa umidificada. No dia
seguinte, o meio foi trocado por meio suplementado com 10% de FBS. Dois a trés
dias apos atingirem confluéncia, as células foram lisadas imediatamente antes de
seu uso com NH,OH 100nmol/L em PBS 100mmol/L pH 7,4 contendo NEM 5mmol/L
e PMSF 1 mmol/L (COELHO et al., 2004; GOMES et al., 2004) e a ECM isolada foi

lavada trés vezes com PBS.
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3.4.2. Obtencéo de ECM produzida por HUVECs para ensaios de inibicao

da adeséo sob fluxo
As células em meio 199 com 10% de FBS foram adicionadas a laminulas de
vidro recobertas com gelatina 0,5% e cultivadas 37 °C, 5% CO, em estufa
umidificada. Dois a trés dias apés atingirem confluéncia, as células foram lisadas
imediatamente antes do inicio do experimento com NH,OH 100nmol/L em PBS
100mmol/L pH 7,4 contendo NEM 5mmol/L e PMSF 1 mmol/L (COELHO et al., 2004;

GOMES et al., 2004) e a ECM isolada foi lavada trés vezes com PBS.

3.5.ENSAIOS DE PROMOCAO DE ADESAO CELULAR

Os efeitos da ALT-C e DisBa-01 foram estudados na adesé&o de fibroblastos
humanos (linhagem FGH), células tumorais de mama MDA-MB-231 e melanoma
murino B16F10.

Para os ensaios de promocao da adesao celular de células tumorais de mama
MDA-MB-231, pocos de placas de 96 pocos foram sensibilizados com ALT-C e
DisBa-01 em diversas concentracdes (0,1; 1; e 10 pug/poco). Foi testada também a
capacidade adesiva de diversos componentes da ECM e da membrana basal:
colageno tipos I, Il e IV, laminina-1, fibronectina e trombospondina-1 sendo cada
componente imobilizado em placas de 96 pocos na concentragcdo de 1 pg/poco,
“overnight” a 4 °C. A adesédo foi verificada, ainda, para matrigel (BD Matrigel™
Matrix), preparado de acordo com instrugcbes do fabricante (170 pl/poco).
Soroalbumina bovina (BSA) 2% foi adicionada aos pog¢os do controle negativo,
engquanto a adesédo ao colageno tipo | foi considerada como sendo 100%.

Os pocos foram blogueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos,

temperatura ambiente), sendo entdo lavadas com DMEM sem FBS. 5 x 10* células
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foram adicionadas em cada poc¢o. Decorridos 45 minutos (a 37 °C), os pocos foram
lavados duas vezes com DMEM sem FBS e as células aderidas foram fixadas com
paraformaldeido (PFA) 4% ou etanol 70% (100ul), por 10 minutos. Apés lavagem
dos pocos com PBS (100ul), as células aderidas foram coradas com 70ul Cristal
Violeta 0,5% durante 30 minutos. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS
diversas vezes para retirada do excesso de corante e as células coradas foram
solubilizadas em 100ul SDS 1% durante 30 minutos. A leitura da placa foi feita a
540nm em leitor da absorbancia Dynex.

Os experimentos foram realizados no minimo trés vezes, em triplicata. Os
dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia ANOVA
e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de
significancia. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relacao
a adesdao ao colageno tipo I.

Ensaios de adesdo com os fibroblastos humanos e com as células de
melanoma murino B16F10 foram realizados seguindo-se o mesmo protocolo descrito
para as MDA-MB-231. A adesédo dos fibroblastos foi verificada para os colageno
tipos I, Ill e IV, e para a fibronectina (1 pg/poco), bem como para as desintegrinas,
enquanto B16F10 foram testadas também sobre a vitronectina alem dos substratos

utilizados para os fibroblastos.

3.6.ENSAIOS DE INIBICAO DE ADESAO CELULAR
ALT-C e DisBa-01 foram testadas na adesdo dos fibroblastos ao colageno
tipo I, das células MDA-MB-231 aos mesmos componentes utilizados nos ensaios
de promocéo de adeséo e também sobre a ECM produzida por HUVECs (obtencéo

descrita em 3.4.1), e na adeséao das células B16F10 aos colagenos | e .
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As proteinas de matriz foram imobilizadas em placas de 96 pocos na
concentracao de 1 pg/poco, “overnight” a 4 °C. BSA 2% foi adicionada aos pocos do
controle negativo. As placas foram ent&o incubadas a 4°C overnight.

Os pocos foram blogueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos,
temperatura ambiente), sendo entdo lavados com DMEM sem FBS. 5 x 10* células
foram incubadas com ALT-C ou DisBa-01 (concentragéo final de 1 a 10.000 nM para
fibroblastos e células MDA-MB-231; 1 a 2.500nM para células B16F10) durante 30
minutos, a 37 °C e adicionadas em cada poco. A adesédo das células foi verificada da
mesma maneira descrita para os ensaios de promoc¢ao da adesao acima.

Os experimentos foram realizados no minimo trés vezes, em triplicata. Os
dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia ANOVA
e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de
significancia. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relacao

ao controle positivo (células ndo incubadas com as desintegrinas).

3.7.ENSAIOS DE DESADESAO/DESCOLAMENTO CELULAR

Os efeitos de ALT-C e DisBa-01 foram verificados também na adesdo dos
fibroblastos e das células tumorais de mama e de melanoma murino previamente
aderidas ao colageno tipo |, sendo as desintegrinas também testadas em células
B16F10 aderidas ao colageno lll. Para tal, o colageno foi imobilizado em placas de
96 pocos na concentragcdo de 1 pg/poco, incubadas a 4°C overnight. BSA 2% foi
adicionada aos pocos do controle negativo.

Os pocos foram blogueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos,

temperatura ambiente), sendo entdo lavados com DMEM sem FBS. 5 x 10* células
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em DMEM sem FBS foram adicionadas em cada poco e apés 2 horas de incubacao
em estufa, ALT-C ou DisBa-01 (1 a 10.000 nM, concentracdo final) foram
adicionadas aos pocos, incubando-se novamente a placa durante 30 minutos. A
adesao das células foi verificada da mesma maneira descrita para os ensaios de
promocao e inibicdo da adesao descritos acima.

Os experimentos foram realizados no minimo trés vezes, em triplicata. Os
dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia ANOVA
e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de
significancia. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relacao

ao controle positivo (células ndo incubadas com as desintegrinas).

3.8.ENSAIOS DE PROLIFERACAO/VIABILIDADE CELULAR

Os efeitos da ALT-C e DisBa-01 foram estudados na proliferacdo dos
fibroblastos humanos e das células tumorais de mama MDA-MB-231.

Colageno tipo | foi imobilizado em placas de 96 pocos na concentracéo de 1
Mg/poco, “overnight” a 4 °C. As placas foram entao incubadas a 4°C overnight.

Os pocos foram blogueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos,
temperatura ambiente), sendo entdo lavados com DMEM sem FBS. 5 x 103 células
em meio DMEM com soro foram adicionadas em cada poco e apOs 2 horas de
incubacéo em estufa, ALT-C ou DisBa-01 (1 a 10.000 nM, concentracéo final) foram
adicionadas aos pocos, incubando-se novamente a placa durante 24, 48 ou 72
horas. A proliferacdo celular foi verificada da mesma maneira descrita para os
ensaios de adesdo. BSA 2% foi adicionada aos pocos do controle negativo. A

proliferacéo de células incubadas apenas com PBS foi considerada como 100%.
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Os experimentos foram realizados no minimo trés vezes, em triplicata. Os
dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia ANOVA
e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de
significancia. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relacao

ao controle positivo (células ndo incubadas com as desintegrinas).

3.9.ENSAIOS DE INIBICAO DE ADESAO CELULAR SOB FLUXO

Os ensaios de adesado celular sob fluxo foram realizados de acordo com
(COELHO et al., 2004; GOMES et al., 2004). Células MDA-MB-231 marcadas com
“cell tracker red” CMTPX (Invitrogen) (20-30 minutos a 37 °C) foram adicionadas ao
sangue total anticoagulado com heparina (13 1U/mL) na concentracdo final de 10’
células/mL, imediatamente antes da realizacdo do ensaio. Para verificar os efeitos
de ALT-C e DisBa-01 na adeséao celular sob fluxo, as desintegrinas foram incubadas
em diversas concentragbes (ALT-C 10, 100 e 1.000nM, DisBa 100 e 1.000nM) por
30 minutos com as células marcadas antes de sua adicdo ao sangue total. Como
controle positivo, as células foram incubadas com PBS.

O sangue total com as células tumorais marcadas foi submetido a uma
camara de fluxo (50 s) em contato com as laminulas previamente recobertas por
colageno tipo | (2,5mg/mL) ou por ECM produzida por HUVECs (obtida conforme
descrito em 5.11). Decorridos 10 minutos, a camara foi lavada com PBS (50 s™, 5
min). A adesao de células tumorais foi visualizada com microscopio epifluorescente
equipado com filtro de dois comprimentos de onda (Nikon Eclipse TE 300). Os dados
dos experimentos foram obtidos através da contagem do numero de células
tumorais aderidas em 15 campos diferentes/tratamento capturados através de uma

camera fotografica acoplada ao microscopio.
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Os experimentos foram realizados no minimo trés vezes, em triplicata. Os
dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia ANOVA
e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de
significancia. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relacao

ao controle positivo (células ndo incubadas com as desintegrinas).

3.10. CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE INTEGRINAS POR

CITOMETRIA DE FLUXO

A expressao de algumas integrinas na superficie dos fibroblastos humanos e
das células tumorais MDA-MB-231 e B16F10 foi analisada através de citometria de
fluxo. Para tal, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas, lavadas com PBS e
1 x 10° células foram incubadas com 1 pg de anticorpo em gelo. Os anticorpos
utilizados foram: anti-o2, anti-a3, anti-a4, anti-a5, anti-a6, anti-aV, anti-f1, anti-p4,
anti-aVB3 e anti-aVp5 (Santa Cruz). Ap6s 30 minutos, as células foram lavadas com
1ml de PBS, centrifugadas (1.200 rpm, 10 minutos) e incubadas com 0,5 pug de anti-
IgG de camundongo marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Santa Cruz).
Decorridos mais 30 minutos de incubacdo em gelo e na auséncia de luz, as células
foram novamente lavadas com PBS e analisadas em um citdmetro de fluxo

FACscalibur (BD Biosciences).

3.11. ENSAIOS DE EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL
Para investigar modificagdes induzidas por ALT-C e DisBa-01 na expressao
génica do VEGF e seus receptores, VEGFR-1 e -2, em células endoteliais HUVEC e
HMEC-1 e em fibroblastos humanos, as células foram tratadas com diferentes

concentracbes das desintegrinas por diferentes periodos de incubacdo. Também
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foram estudados os efeitos de um peptideo sintético (ALT-C PEP), baseado na
sequéncia adesiva da ALT-C, na expressao de HUVECSs.

As células em meio adequado (aproximadamente 80% da confluéncia) foram
adicionadas a placas de Petri de 6 cm de diametro (Corning) tratadas para cultura
celular, previamente recobertas por gelatina 2% (HUVEC) ou colageno tipo |
(Img/ml)e incubadas por aproximadamente 1 hora e meia em estufa a 37°C com 5%
de CO,. Apls sua adesado, ALT-C ou DisBa-01 em diferentes concentragbes (1nM,
10nM, 100nM, 1000nM) foram adicionadas em cada placa, as quais foram
novamente incubadas em estufa durante 4h, 24h, 48h ou 72h. Apenas nos
fibroblastos foram testados nas condic6es envolvendo 1.000nM das desintegrinas e
cultivo até 72 horas. Células ndo tratadas com as desintegrinas foram utilizadas
como controle. Apds o término de cada periodo de incubacédo, o meio de cultura
(meio condicionado) de cada placa foi aspirado.

Para analise da expressao génica ao nivel de RNA, as células foram lisadas e
o RNA total foi isolado através do uso de TRIzol (Invitrogen), de acordo com as
instrucbes do fabricante. O RNA obtido foi quantificado através de leitura em
espectrofotdmetro (Azsonm) € Sua integridade foi verificada através de eletroforese em
gel de agarose-formaldeido 1%. A partir do RNA mensageiro foi produzido o cDNA,
utilizando-se kit M-MLV Transcriptase Reversa (Promega), seguindo-se as
instrugdes do fabricante.

Primers para o VEGF foram desenhados a partir da sequéncia do VEGF

NM_001033756, atraves do site www.idtdna.com. A quantificacdo relativa da

expressdo dos genes em estudo foi normalizada atravées da comparagdo da
amplificacdo de controles enddgenos, utilizando-se para tal os genes da p-actina e

da GAPDH.


http://www.idtdna.com/
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Os primers para o receptor VEGFR-1 foram sintetizados baseando-se nas
sequéncias fornecidas por Hervé et al. (2005), enquanto os primers para o0 VEGFR-2

foram desenhados a partir da sequéncia AF063658.

Sequéncia de primers utilizados nos experimentos de PCR em tempo real

. . Produto
Primer Primer .
Gene amplifica
Forward Reverse
do (pb)
VEGF CACATTGTTGGAAGAAGCAGCCCA ACTCACACACACACAACCAGGTCT 165
VEGFR-1 CGACGTGTGGTCTTACGGAGTA CTTCCCTCAGGCGACTGC 107
VEGFR-2 TCTCAATGTGGTCAACCTTCTAGG AAATTTGCAGAATTCCACAATCACC 79
B-actina | CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAGGG CGGAGGAAGAGGATGCGGCAGTGG 604
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGT GTGGTGCAGGATGCATTGCT 197

A reacdo de PCR em tempo real foi padronizada para os primers utilizando-se
o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), o qual é baseado na
deteccdo do agente SYBR® Green. Cada reacéao consistiu de 0,5 pl de cDNA molde;
1,25ul de cada primer 10uM (0,5uM final); 12,5ul do QuantiMix EASY Mastermix
(contendo Real Time Polymerase, sNTPs, MgCl,, Quantisyg Buffer e SYBR® Green)
e agua estéril bi-destilada para um total de 25upl. O ciclo da amplificacdo foi
padronizado para cada par de primer, de acordo com a temperatura de melting de

cada um. As amplificacdes ocorreram conforme as condi¢cdes a seguir:

VEGF
95 °C, 10 minutos
Ciclos (40 repeticoes) Etapa 1: 95 °C, 15 segundos
Etapa 2: 60 °C, 15
segundos

Etapa 3: 72 °C, 20 segundos

Melt (72-95 °C), 45 segundos na etapa 1, 5 segundos
nas etapas seguintes
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VEGFR-1 e VEGFR-2

95 °C, 10 minutos

Ciclos (40 repeticoes) Etapa 1: 95 °C, 15 segundos

Etapa 2: 55 °C, 5 segundos

Etapa 3: 72 °C, 20 segundos

Melt (72-95 °C), 45 segundos na etapa 1, 5 segundos
nas etapas seguintes

B-actina

95 °C, 10 minutos

Ciclos (40 repeticoes) Etapa 1: 95 °C, 15 segundos

Etapa 2: 60 °C, 15 segundos

Etapa 3: 72 °C, 20 segundos

Melt (72-95 °C), 45 segundos na etapa 1, 5 segundos
nas etapas seguintes

GAPDH

95 °C, 10 minutos

Ciclos (40 repeticoes) Etapa 1: 95 °C, 15 segundos

Etapa 2: 56 °C, 15 segundos

Etapa 3: 72 °C, 20 segundos

Melt (72-95 °C), 45 segundos na etapa 1, 5 segundos
nas etapas seguintes

O tamanho dos fragmentos amplificados foi confirmado através de
eletroforese em gel de agarose 1%.

O nivel comparativo de expressao para 0s genes em cada condicdo é dado
pela unidade arbitraria, calculada como 2 “*“' (método do AACt), onde AACt =
ACtiatado — ACtcontrole (Ct, threshold cycle). Os valores de Ct das amostras tratadas e

dos controles foram normalizados para a quantidade de B-actina (ACtcontrole ou tratado =

thontrole ou tratado ~ Ct[2»—alctina controle ou tratado)-

Para a documentacdo de imagens dos géis de poliacrilamida, agarose-

formaldeido e agarose foi utilizado o sistema de documentacdo de imagens Kodak.
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Os experimentos foram realizados independentemente, em duplicata. Os
dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia ANOVA
e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de
significancia. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relacao

ao controle positivo (células ndo incubadas com as desintegrinas).

Parte dos ensaios cujos resultados sdo apresentados nesta tese foi realizado
através de colaboraces com outras instituicdes de ensino e pesquisa.

O efeito das desintegrinas na expresséo do VEGF e seus receptores VEGFR-
1 e -2 em células endoteliais HUVEC e HMEC-1 foram iniciados nos laboratorios do
Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), sob orientacdo da Prof? Verdnica Maria Morandi da Silva (cultivo e
lise celular), e finalizados em nosso laboratério (extracdo de RNA e ensaios de PCR
em tempo real), ou em colaboracdo com a UERJ através do envio das células para
realizacdo total em S&o Carlos.

Os ensaios de adesdo estatica com a linhagem MDA-MB-231 de
adenocarcinoma de mama foram realizados sob a supervisao Prof. Dr. Michel Crépin
e da Profa. Dra. Francoise Fauvel-Lafeve, durante estagio na Unidade 553 do
INSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale), no “Hépital
Saint Louis”, Paris, Franca (colaboracéo internacional FAPESP-INSERM).

A adesdao das células MDA-MB-231 sob fluxo foi verificada através de ensaios
realizados primeiramente na Unidade 553 do INSERM, sob a supervisdo Profa. Dra.
Francoise Fauvel-Laféve, e posteriormente repetidos nos laboratérios do
Departamento de Biologia Celular e Genética da UERJ, sob orientagdo das Prof®

Verdnica Maria Morandi da Silva e Camila Castro Figueiredo.
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4. RESULTADOS

Para a purificagdo de ALT-C, o veneno bruto de B. alternatus foi fracionado
através de trés etapas cromatograficas, sendo as duas primeiras em resina de gel-
filtracdo e terceira em coluna de troca ibnica (SOUZA et al., 2000). A anélise em
SDS-PAGE de fracbes obtidas apdés a Ultima etapa cromatografica mostra a

obtencéo de ALT-C purificada (figura 14).

66 kDa -

45 kDa -

29kDa  w» - - . <+— ~30kDa
20 kDa -

12kDa W

Figura 14 — Andlise do perfil eletroforético das fragdes obtidas na segunda etapa de
purificacdo da ALT-C. SDS-PAGE 15%. 1) Padrdo de massa molecular; 2 — 8) fragdes eluidas.

DisBa-01 pura foi obtida de acordo com a metodologia descrita por Ramos et
al. (2008). Resumidamente, a desintegrina recombinante foi expressa em células
bacterianas BL21(DE3) utilizando-se pET-28a (figura 15a). A purificacdo de DisBa-
01 foi realizada através de cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA e
cromatografia de troca ibnica (RAMOS et al., 2008). A analise em SDS-PAGE de
fracOes obtidas ap0s a cromatografia de troca idbnica mostra que DisBa-01 pura foi

obtida (figura 15b).
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Figura 15 — Expresséo (a) e purificacdo (b) de DisBa-01. SDS-PAGE 15%. (a) 1) Padréo de
massa molecular; 2) TO; 3) T3; 4) S1; 5) S2. (b) 1) Padrdo de massa molecular; 1) Padrdo de
massa molecular; 2-12) Fragdes eluidas.
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4.1.ENSAIOS DE ADESAO E PROLIFERAC}AO CELULAR
Para estudar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 na adesdo de células da
linhagem MDA-MB-231 (tumor de mama), fibroblastos humanos e na linhagem
B16F10 (melanoma murino) foram realizados ensaios de promocdo de adeséo,
inibicdo da adeséo e desadesao ou descolamento celular.
As desintegrinas foram testadas, ainda, na proliferacdo das células tumorais

de mama e nos fibroblastos.

4.1.1. Células de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231
4.1.1.1. Promocéo de adesao celular
Primeiramente, foram realizados ensaios de promocdo da adesdo para
verificar se as desintegrinas sdo capazes de agir como moléculas de adesdo para
essas células tumorais mamarias. Assim, ALT-C e DisBa-01 em diferentes

concentracbes foram imobilizadas nos pocos e sua capacidade de adeséo foi
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comparada a adesdo mediada por diversos componentes da ECM e da membrana
basal: colageno tipos I, Il e IV, laminina-1 (LN), fibronectina (FN) e trombospondina-
1 (TSP), e também sobre matrigel (M).

ALT-C néo foi capaz de promover a adesdo das células tumorais de mama,
enquanto as células aderiram a DisBa-01 em todas as quantidades testadas, ambas
comparadas ao BSA 2%, controle negativo (Figura 16). DisBa-01 1 e 10 ug/poco
apresentaram uma alta capacidade de promocéo da adesado das células MDA-MB-
231, comparavel estatisticamente a dos colagenos | e lll, fibronectina e matrigel,
substratos aos quais essas células aderiram mais fortemente. Das proteinas de ECM
testadas, apenas a laminina e a trombospondina ndo promoveram a adesdo das

células de carcinoma mamario (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na adesédo de células MDA-MB-231. As células
foram adicionadas sobre ALT-C ou DisBa-01 imobilizadas em diversas concentragbes. A
adesd@o das células sobre diversas proteinas da ECM e sobre matrigel. FN: fibronectina, M:
matrigel, LN: laminina, TSP: trombospondina. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett,
comparando-se ao controle negativo. *p<0,05 e **p<0,01.
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4.1.1.2. Inibicdo de adeséo celular

Apos verificar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 imobilizadas na interacdo com
as células da linhagem MDA-MB-231, foram realizados os ensaios de inibicdo de
adesao.

ALT-C inibiu a adeséo de células MDA-MB-231 ao colageno tipo I, conforme
ja havia sido constatado anteriormente (TERRUGGI, 2006), ao contrario da DisBa-
01, que ndo apresentou efeitos inibitdrios na adesdo dessas células ao colageno |
(Figura 17a). ALT-C 1.000nM inibiu aproximadamente 35% da adesdo de MDA-MB-
231, enquanto tanto em 5.000nM como 10.000nM inibiram 67% da celular.

Similarmente ao observado com o colageno |, ALT-C também inibiu a adesao
celular ao colageno Ill (Figura 17b). O efeito se deu nas mesmas concentracées
observadas para o0 colageno |, porém com menores taxas de inibicao,
aproximadamente 26% de inibicdo na incubacdo com ALT-C 1.000nM, 48% com
ALT-C 5.000nM e 53% com ALT-C em 10.000nM. DisBa-01, por sua vez, aumentou
a adesao celular em 17% em sua maior concentragéo testada, 10.000nM. (Figura
17b).

A adesdao das células MDA-MB-231 ao colageno tipo 1V também foi inibida por
ALT-C, porém o efeito foi verificado sob concentracdo maior do que observado para
os colagenos | e lll, a partir de 5.000nM e ndo de 1.000nM (Figura 17c). ALT-C
5.000nM e 10.000nM inibiram aproximadamente 46% e 58% da adesao celular ao
colageno 1V, respectivamente. Assim como verificado para o colageno tipo I, DisBa-

01 n&o foi capaz de inibir a adeséo ao tipo IV (Figura 17c).
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Figura 17 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibi¢cdo da adesao de células MDA-MB-231
aos colagenos tipo | (), lll (b) e IV (c), e a fibronectina (d). Células incubadas com diversas
concentracdes de ALT-C ou DisBa-01 foram adicionadas sobre diferentes tipos de colageno ou
fibronectina. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle

positivo. *p<0,05 e **p<0,01.

&9

ALT-C também foi capaz de inibir a adeséo celular a fibronectina, o que

ocorreu apenas na maior concentracao testada, 10.000nM, com inibicdo da adesao

de aproximadamente 33% das células (Figura 17d).
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ALT-C foi capaz de inibir a adesdo celular a laminina em quase todas as
concentracbes testadas: ALT-C 10nM inibiu aproximadamente 27% da adesao;
100nM inibiu 29%; 1.000nM inibiu 25%; e 10.000nM inibiu 51% (Figura 18d).

DisBa-01 ndo apresentou efeitos na adeséo das células a fibronectina (Figura
17d) e a laminina-1 (Figura 18a). Nenhuma das desintegrinas foi capaz de inibir a

adeséao a trombospondina (Figura 18b).
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Figura 18 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibicdo da ades&o de células MDA-MB-231 a
laminina-1 (a), trombospondina-1 (b), matrigel (c) e ECM subendotelial (d). Células
incubadas com diversas concentracfes de ALT-C ou DisBa-01 foram adicionadas sobre
diferentes componentes de ECM, matrigel ou ECM de HUVEC. Valores de p determinados pelo
teste de Dunnett, comparando-se ao controle positivo. *p<0,05 e **p<0,01.
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Nos ensaios utilizando o matrigel, houve inibicAo da adesédo das células
incubadas com 10.000nM de ambas as desintegrinas (Figura 18c), com as taxas de
inibicdo da adesé&o sendo de 33% para ALT-C e 23% para DisBa-01.

A adesdao das células MDA-MB-231 a ECM produzida por HUVECs foi inibida

apenas por ALT-C 10.000nM (Figura 18d), com taxa de inibicdo de 42%.

4.1.1.3. Desadesao/descolamento celular
Os efeitos de ALT-C e DisBa-01 também foram verificados nas células
tumorais de mama previamente aderidas ao colageno tipo I. ALT-C 2.500nM foi
capaz de desaderir 12% das células do colageno |, enquanto DisBa-01 néo

apresentou efeito nas doses testadas (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 em células MDA-MB-231 aderidas ao colageno |.
As células aderidas ao colageno foram incubadas com diversas concentracdes de ALT-C ou
DisBa-01. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle
positivo. **p<0,01.
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4.1.1.4. Proliferacaol/viabilidade celular

Além de verificar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 na adeséo celular, ambas
as desintegrinas foram testadas quanto ao seu efeito na proliferacdo das células
previamente aderidas ao colageno I.

ALT-C foi capaz de diminuir a proliferacdo das células MDA-MB-231
incubadas com 2.500nM dessa desintegrina em 24 e 48 horas de incubacéo, com
taxa de inibicdo de 29% e 18%, respectivamente (Figura 20a). DisBa-01, por sua
vez, ndo apresentou efeitos sobre a proliferacdo de células desta linhagem nas

concentracdes utilizadas (Figura 20b).
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Figura 20 — Efeito de ALT-C (a) e DisBa-01 (b) na proliferagcdo de células MDA-MB-231
aderidas ao colageno |. As células aderidas ao colageno foram incubadas com diversas
concentracdes de ALT-C ou DisBa-01 durante 24, 48 ou 72 horas. Células nao tratadas com as
desintegrinas foram consideradas controle. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett,
comparando-se ao controle positivo. *p<0,05 e **p<0,01.
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4.1.2. Fibroblastos humanos
4.1.2.1. Promocéo de adeséo celular

ALT-C e DisBa-01 foram testadas quanto a sua capacidade de agirem como
moléculas de adesdo para fibroblastos humanos, os quais foram adicionados
também sobre diferentes proteinas da ECM.

Os fibroblastos aderiram a todos os substratos testados quando comparados
com ao controle negativo (Figura 21). A adesédo ocorreu mais fortemente e de forma
semelhante aos trés tipos de colageno, em ALT-C 10 pg/poco e em DisBa-01 em
todas as quantidades testadas; e de maneira igualmente menos intensa em
fibronectina e em ALT-C 0,1 e 1 pg/poco. Portanto, a adesdo ocorreu de forma

dependente da dose para ALT-C, mas nao para DisBa-01.
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Figura 21 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na adesé&o de fibroblastos humanos. As células
foram adicionadas sobre ALT-C ou DisBa-01 imobilizadas em diversas concentracbes. A
adesdo das células sobre diversas proteinas da ECM. FN: fibronectina. Valores de p
determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle negativo. **p<0,01.
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4.1.2.2. Inibicdo de adeséo celular
Nos ensaios de inibicAo da adesdo, ALT-C inibiu em 30% a adesdo dos
fibroblastos ao colageno na maior concentracao testada (10.000nM), ao contrario da

DisBa-01, que nao apresentou efeitos sobre a adeséo ao ligante (Figura 22).

Inibicao da adesao
120 -

100 4 ——

80 H

60 A

Adesdo celular (%)

—o—ALT-C
20 A

—a— DisBa-01
O L] L] L] L] L] 1

0 1 10 100 1.000 5.000 10.000

[desintegrina] (nM)

Figura 22 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibicdo da adeséo de fibroblastos humanos
ao colageno |. Células incubadas com diversas concentragdes de ALT-C ou DisBa-01 foram
adicionadas sobre colageno I. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-
se ao controle positivo. *p<0,05.

4.1.2.3. Desadesao/descolamento celular

Os fibroblastos previamente aderidos ao colageno | ndo apresentaram

desadeséo apds incubacédo com ALT-C ou DisBa-01 (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 em fibroblastos humanos previamente aderidos

ao colageno I. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle
positivo. *p<0,05.

4.1.2.4. Proliferagéo/viabilidade celular
Os ensaios de proliferacao de fibroblastos mostram que as células incubadas
com ALT-C tiveram seu nimero aumentado em relacdo ao controle apos 48 e 72
horas (figura 24a). Em 48 horas, as células tratadas com ALT-C 100nM aumentaram
seu numero em 13% e com ALT-C 1.000nM o valor foi de 14%. A inducdo da
proliferacdo aumentou para 24% e 22% em 72 horas de incubacdo com ALT-C
100nM e 1.000nM, respectivamente. DisBa-01 ndo apresentou efeitos sobre a

proliferacdo de células desta linhagem (figura 24b).
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Figura 24 — Efeito de ALT-C (a) e DisBa-01 (b) na proliferacdo de fibroblastos humanos
aderidos ao colageno |. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao
controle positivo. *p<0,05 e **p<0,01.

4.1.3. Células de melanoma murino B16F10

Os efeitos de ALT-C e DisBa-01 foram verificados também em outra linhagem

tumoral, B16F10 de melanoma murino.

4.1.3.1. Promocéo de adeséo celular
As células B16F10, assim como as células tumorais de mama e o0s
fibroblastos, foram adicionados sobre ALT-C, DisBa-01 e diversos componentes de
ECM.
Todas as proteinas testadas promoveram a adeséo das células de melanoma,
com as desintegrinas apresentando o efeito nas trés concentracdes utilizadas (figura
25). A adesédo foi mais intensa e de forma semelhante a todas as proteinas da

matriz, bem como em ALT-C 10 pg/poco e DisBa-01 0,1 e 1 pg/poco, ocorrendo de
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maneira igualmente menos intensa em ALT-C 0,1 e 1 pg/poco, e DisBa-01

10pg/poco.
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Figura 25 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na adesdo de células de melanoma murino
B16F10. As células foram adicionadas sobre ALT-C, DisBa-01 ou diversas proteinas da ECM.
FN: fibronectina, VN: vitronectina. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett,

comparando-se ao controle negativo. **p<0,01.

4.1.3.2. Inibicdo de adeséo celular

ALT-C

DisBa-01

ALT-C inibiu a adesdo das células de melanoma aos colagenos tipo | e lli

(Figura 26). A inibicéo foi verificada para as células incubadas com ALT-C 2.500nM

e ocorreu de maneira bastante semelhante para os dois tipos de colageno, sendo de

51% para o tipo | e 53% para o tipo Ill. Assim como observado para 0s outros tipos

celulares, DisBa-01 néo foi capaz de inibir a adeséo ao colageno.
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Figura 26 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibicdo da adesédo de células de melanoma
murino B16F10 aos colagenos tipo | (a) e Il (b). Células incubadas com diversas
concentracdes de ALT-C ou DisBa-01 foram adicionadas sobre colageno | ou lll. Valores de p
determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle positivo. *p<0,05.

4.1.3.3. Desadesao/descolamento celular
As células B16F10 ligadas aos colagenos tipo | ou Il e posteriormente
incubadas com ALT-C permaneceram aderidas (Figura 27a). Por outro lado, DisBa-
01 2.500nM foi capaz de desaderir aproximadamente 45% as células aderidas ao

colageno | (Figura 27b).
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Figura 27 — Efeito de ALT-C e DisBa-01 em fibroblastos humanos previamente aderidos
aos colagenos tipo | (@) e Ill (b). Valores de p determinados pelo teste de Dunnett,
comparando-se ao controle positivo. *p<0,05.



4.2.INIBICAO DE ADESAO CELULAR SOB FLUXO

sob condi¢cdes dindmicas no qual sangue total contendo células previamente
incubadas ou ndo com as desintegrinas foram submetidos a um fluxo sobre laminas

recobertas por colageno tipo | ou ECM produzida por HUVECs. A linhagem MDA-

As desintegrinas ALT-C e DisBa-01 foram submetidas a ensaios de adesao

MB-231 foi utilizada no experimento.
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Figura 28 — Efeito de ALT-C (a) na adesdo de MDA-MB-231 ao colageno | e a ECM
subendotelial (b) e de DisBa-01 (c) sob fluxo. As células tumorais foram incubadas com
diferentes concentra¢Bes de ALT-C ou DisBa-01 e entéo adicionadas ao sangue total. A mistura
foi submetida a perfusao sobre laminulas recobertas por colageno tipo | ou por ECM produzida
por HUVECs. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle.
*p<0,05 e **p<0,01.
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ALT-C inibiu a adesao das células MDA-MB-231 ao colageno | sob condi¢des
de fluxo em todas as concentra¢cdes testadas, 10, 100 e 1.000nM, com taxas de
inibicdo de 51%, 79% e 74%, respectivamente (Figura 28a).

Nos experimentos de adesao celular sobre ECM, ALT-C 100 e 1.000nM
inibiram, respectivamente, 47% e 80% a adesado das células tumorais de mama, nao
sendo verificado efeitos para ALT-C 10nM (Figura 28b).

DisBa-01, assim como ALT-C, foi capaz de inibir a adesédo celular ao
colageno | sob condi¢cbes de fluxo nas duas concentracdes testadas, 100 e 1.000nM.
As células incubadas com 100nM da desintegrina recombinante tiveram sua adeséo
inibida em 90%, enquanto taxa de inibicdo com DisBa-01 1.000nM foi de 64%
(Figura 28c). Nao houve diferenca estatistica entre a inibicdo causada pelas duas

desintegrinas nas concentracdes de 100 e 1.000nM.

4.3.ANALISE DA EXPRESSAO DE INTEGRINAS POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Para verificar quais integrinas estéo presentes nas células tumorais de mama

MDA-MB-231 e nos fibroblastos foram realizados ensaios de citometria de fluxo com

anticorpos para algumas integrinas, sendo elas: anti-a2, anti-a3, anti-a4 anti-a5,

anti-a6, anti-aV, anti-B1, anti-g4, anti-aVp3, anti-aVf5.

4.3.1. Fibroblastos humanos FGH
Os resultados obtidos por citometria mostram que os fibroblastos humanos

utilizados nos ensaios apresentam em sua superficie as subunidades a3, a5, a6, aV
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e B1 de integrinas, e as integrinas aVB3 e aVp5. As subunidades a2, a4 e B4 néo

foram detectadas (Figura 29).
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4.3.2. Células de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231

As células tumorais de mama MDA-MB-231 apresentaram reacao positiva
para as subunidades a2, a3 e f1, e menos intensa para as subunidades o5, o6 e aV
e para as integrinas aVB3 e aVp5. Ndo ha indicios de expressdo das subunidades

o4 e B4 (Figura 30).
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Figura 30 — Analise da expressédo de
diferentes integrinas em células MDA-
MB-231 através de citometria de fluxo.
As células foram incubadas com
anticorpos primarios anti-a2, anti-a3, anti-
o4, anti-o5, anti-a6, anti-aV, anti-B1, anti-
B4, anti-aVB3 e anti-aVB5, anticorpo
secundéario  FITC-anti-lgG e  foram
analisadas em um citdbmetro de fluxo
FACscalibur (BD Biosciences). Curva
preenchida: controle.

4.4. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

A expressao génica de VEGF e seus receptores VEGFR-1 e -2 foram

verificadas em células tratadas com ALT-C ou DisBa-01. As células utilizadas foram

os fibroblastos humanos (andlise de VEGF), as linhagens endoteliais HUVEC e

HMEC-1 (ambas analisadas para os VEGFRS).

Um peptideo sintético com

sequéncia baseada no motivo adesivo da ALT-C, ALT-C PEP, também foi testado

nas células endoteliais HUVEC.
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Para a andlise da expressao através de PCR em tempo real, as células foram
lisadas para extracdo do RNA total, o qual foi submetido a eletroforese em gel de
agarose-formaldeido 1% para verificar sua integridade. A presenca de bandas

integras mostra que a extracao foi realizada com sucesso, obtendo-se RNA de boa

qualidade (figura 31, gel representativo).
1 2 3

4—288\

<« 18S

> RNA

4—58)

Figura 31 — Anélise do RNA em gel de agarose-formaldeido 1%. (1) controle; (2) ALT-C; (3)
DisBa-01.

O RNA mensageiro foi transformado em cDNA, que por sua vez foi utilizado
nas amplificacbes para a analise quantitativa da expresséo dos genes-alvo. O cDNA
foi amplificado para o VEGF, VEGFR-1 e -R2, e para B-actina e GAPDH para
controle enddégeno. O produto das amplificacdes foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1%, confirmando-se o tamanho esperado dos fragmentos amplificados

(figura 32, gel representativo).

b VEGF
a) VEGFR-1 VEGFR-2 B-actina ) P 1 2 3
200pb>
1 2312312 3 <165pb
800pb —s 100pb>
<604pb
400pb —s
C) GAPDH
600pb —> P 1 2 3

107pb
100pb>

Figura 32 — Anélise de produto de PCR quantitativo em gel de agarose 1%. (a) VEGFR-1,
VEGFR-2 e B-actina; (b) VEGF; (c) GAPDH. P) Padrdo Low DNA (Invitrogen); 1) células controle;
2) células tratadas com ALT-C; 3) células tratadas com DisBa-01.
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A sequéncia dos amplicons foi confirmada através do seqienciamento
automatico de DNA do produto das reacdes de amplificacdo. A sequéncia resultante
comparada com sequéncias de nucleotideos depositadas em um banco de dados,
através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Além disto, possiveis amplificacdes a partir de

DNA gendmico contaminante foram evitadas pelo fato de os primers para 0s
receptores de VEGF terem sido desenhados para anelamento na juncdo de

diferentes éxons.

4.4.1. Fibroblastos humanos

Nas analises da expressdo de VEGF pelos fibroblastos, ALT-C apresentou
efeito apos os periodos mais longos de incubacéo, com as alteracdes ocorrendo sob
as menores concentracdes (Figura 33). ALT-C 1nM aumentou significativamente os
niveis de mRNA para o VEGF em 48 horas, enquanto houve diminuicdo na

incubagéo com ALT-C 10nM durante 72 horas em relagéo ao controle.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Figura 33 — Analise do efeito de ALT-C e da DisBa-01 na expressédo de VEGF em
fibroblastos humanos através de PCR em tempo real. Analise estatistica dos dados foi feita
por ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.4.2. Células endoteliais HUVEC

As células endoteliais primarias HUVEC tratadas com ALT-C tiveram
expressdo alterada dos receptores para o VEGF em diferentes condicbes de
tratamento.

Os VEGFRs -1 e -2 apresentaram modificagdes em sua expressao nas
células tratadas com ALT-C (Figura 34). A expressédo do VEGFR-1 foi modulada em

4 e 24 horas de incubagdo com ALT-C. Apos 4 horas, os niveis de mRNA para este
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receptor foram superiores ao do controle nas células incubadas com ALT-C 1nM. O
nivel de expressédo do VEGFR-1 dobrou em relacdo ao controle em 24 horas, porém
a modificacdo ocorreu com a maior concentracao testada, ALT-C 100nM.

As alteracbes nos niveis de expressdo do VEGFR-2 sao verificadas para
todos os periodos de incubacédo com ALT-C (Figura 34). Em 4 horas, apenas ALT-C
1nM modulou a expressao, elevando-a para quase o dobro da observada para o
controle. Apés 24 horas, verifica-se aumento da expressdo do VEGFR-2 nas células
incubadas com ALT-C 1nM e diminuicdo sob ALT-C 100nM, o mesmo ocorrendo em
48 horas de tratamento (figura 34).

Um peptideo sintético baseado na sequéncia da ALT-C, denominado ALT-C
PEP, também foi testado na expressdo do VEGF e seus receptores em células

HUVECs.

ALT-C PEP apresentou efeito na modulacdo dos niveis de mRNA os
receptores de VEGF (Figura 35). A expressdo foi modulada apenas nas células
incubadas durante 24 horas com uma maior concentragcdo de ALT-C PEP, 100nM,
quando o nivel do mRNA para ambos 0s receptores superou o0 controle em

aproximadamente duas vezes (Figura 35).
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Figura 34 — Analise do efeito de ALT-C na expressdo de VEGFR-1 e VEGFR-2 em células
HUVEC através de PCR em tempo real. Andlise estatistica dos dados foi feita por
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.
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Figura 35 — Analise do efeito de ALT-C PEP na expressé@o de VEGFR-1 e VEGFR-2 em
células HUVEC através de PCR em tempo real. Andlise estatistica dos dados foi feita por
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.

DisBa-01 alterou a expressdo do VEGF nas células incubadas com 10 ou
100nM da desintegrina.
Entre os dois receptores de VEGF analisados, apenas o VEGFR-1 teve sua

expressdo modificada na incubagdo das HUVECs com DisBa-01 (Figura 36). A
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alteracdo ocorreu somente na maior concentracdo, 100nM, e apds 24 horas, quando

a desintegrina duplicou os niveis do mMRNA para o receptor.
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Figura 36 — Andlise do efeito de DisBa-01 na expressdo de VEGFR-1 e VEGFR-2 em

células HUVEC através de PCR em tempo real. Andlise estatistica dos dados foi feita por
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.
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4.4.3. Células endoteliais HMEC-1

Nos experimentos com as ceélulas endoteliais HMEC-1, os niveis do mRNA
para o VEGFR-1 ndo foram afetados pela adicdo da ALT-C ao meio de cultura
celular (Figura 36). O VEGFR-2, por outro lado, teve sua expressdo aumentada nas
células incubadas com ALT-C 100nM em 4 horas (Figura 37). O nivel de VEGFR-2
superior ao do controle também foi obtido para as células tratadas com ALT-C 1 e
100nM em 48 horas, com aumento de aproximadamente 9 e 2 vezes em relacdo ao

controle, respectivamente (Figura 37).

ALT-C: VEGFR-1

VEGFR-1 (UA)
o

ALT-C: VEGFR-2

T
—_ 8 1
)
5 °
[
g 47 \
> 2_ *
0 - T .
4 hs 24 hs 48 hs
Tempo

W Controle O1nM O10nM @100nM

Figura 37 — Andlise do efeito de ALT-C na expressédo de VEGFR-1 e VEGFR-2 em células
HMEC-1 através de PCR em tempo real. Andlise estatistica dos dados foi feita por
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.



111

DisBa-01 foi capaz de modular a expressédo do VEGFRs nas células HMEC-1
(Figura 38).

A expressdo do VEGFR-1 foi inferior a do controle em todas as células
tratadas com DisBa-01 10 e 100nM, diminuindo para aproximadamente metade do
observado para o controle (Figura 38). Em 24 horas, a desintegrina em 1nM também
foi capaz de diminuir a expressdo do VEGFR-2, de maneira semelhante a das duas

outras concentra(;(")es.
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Figura 38 — Anédlise do efeito de Disba-01 na expressdo de VEGFR-1 e VEGFR-2 em
células HMEC-1 através de PCR em tempo real. Analise estatistica dos dados foi feita por
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.
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Com relacdo ao receptor VEGFR-2, em 4 horas de incubacdo apenas a
concentragdo intermediaria de 10nM de DisBa-01 afetou sua expressao, tornando
seus niveis duas vezes menor que o do controle (Figura 38). Em 24 horas todas as
concentracdes da desintegrina diminuiram a expressao do receptor para valores por
volta da metade daqueles para o controle, com a maior concentracdo, 100nM,
apresentando efeito mais pronunciado. Assim como verificado em 4 horas, apensa

DisBa-01 10nM apresentou efeito na expresséo do VEGFR-2.
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5. DISCUSSAO
5.1.ADESAO CELULAR

O funcionamento normal dos organismos multicelulares depende da
coordenacao de células e 6rgaos, sendo fundamental a adesédo das células a ECM.

Os processos adesivos possibilitam a interacdo e comunicacdo das células
com o meio, fonte de diferentes sinais que regulam o comportamento celular. A
adesao ceélula-ECM é essencial para a organogénese durante o desenvolvimento
embrionario e vital para a manutencao da integridade tecidual e para as fun¢des dos
orgdos no organismo adulto. Assim, alteracbes na adesao célula-ECM estéo
freqientemente associadas a doencas.

Devido ao seu papel importante em condicdes fisiolégicas e patoldgicas, a
adesdo célula-ECM é objeto de numerosos estudos nos quais se busca a
compreensao das bases moleculares dos mecanismos de regulacdo da adesao
celular e da sua funcéo nos diversos processos biolégicos.

As trés ultimas décadas trazem as principais descobertas sobre 0s processos
adesivos, gracas a avancos metodoldgicos. Entre as informacdes chave esta a
identificacdo das integrinas como uma das principais classes de receptores para
proteinas da ECM.

As integrinas tém recebido bastante atencéo por sua participacdo essencial
em diversos processos fisiologicos e em situacdes patoldgicas, constituindo-se alvos
para o desenvolvimento de terapias para o tratamento de diversas patologias como

o cancer, umas das condi¢des patologicas mais estudadas.

Em 2008 ocorreriam 12,4 milhdes de novos casos de cancer e 7,6 milhdes de

Obitos pela doenca no mundo, segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em
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Cancer (IARC)/OMS (World Report 2008). Destes, os mais incidentes foram o
cancer de pulméo (1,52 milhées de novos casos), mama (1,29 milhdes) e colon e
reto (1,15 milhdes).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, apontam que ocorrerdo 489.270
novos casos de cancer, valores validos também para 2011. casos novos de cancer

(Estimativa 2010: incidéncia do cancer no Brasil, www.inca.gov.br). Os tipos mais

incidentes, a excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres
de prostata e de pulmdo no sexo masculino e os canceres de mama e de colo do
Gtero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observado na
América Latina. De um total de 236.240 casos novos de cancer estimados para 0s
homens, os tumores mais incidentes serdo de pele ndo-melanoma (53 mil casos
novos), prostata (52 mil), pulméo (18 mil), estbmago (14 mil) e célon e reto (13 mil).
Para o sexo feminino, destacam-se os tumores de pele ndo-melanoma (60 mil casos
novos), mama (49 mil), colo do utero (18 mil), célon e reto (15 mil) e pulmé&o (10 mil),
de um total de 253.030 novo casos estimados entre as mulheres.

A metéstase € a principal causa da falha no tratamento de pacientes com
cancer, levando-os a morte. Apesar de sua relevancia clinica, o processo
metastatico é o aspecto menos compreendido da carcinogénese.

O envolvimento de integrinas na disseminacdo metastatica estd sob
investigacdo ha varios anos (RUOSLAHTI & GIANCOTTI, 1989). Assim como para
as células normais, as sinalizacbes desencadeadas pelas interacbes destes
receptores com componentes da ECM séo cruciais para a sobrevivéncia das células
tumorais (HANAHAN & WEINBERG, 2000; WALENTA et al., 2004; BARCELLOS-
HOFF et al.,, 2005; LU et al., 2006). Portanto, as integrinas tém sido alvos

importantes na busca de drogas para tratamento de cancer. Neste sentido, as


http://www.inca.gov.br/
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desintegrinas, pequenas proteinas isoladas de veneno de serpentes, capazes de
interagir com as integrinas, sdo moléculas com potencial para o desenvolvimento de
drogas anti-cancer, entre outras doencas que envolvem processos adesivos
mediados por integrinas.

Deste modo, diante dos resultados obtidos para as desintegrinas ALT-C e
DisBa-01, previamente descritos na introducdo desta tese, resolveu-se investigar
seus efeitos na adesao de células tumorais e ndo tumorais a diversos componentes
da ECM. As linhagens tumorais utilizadas foram a de adenocarcinoma mamario

MDA-MB-231 e a de melanoma murino B16F10.

5.1.1. Células de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231

Primeiramente, foram realizados ensaios de promoc¢ao de adesédo celular a
ALT-C e DisBa-01, e a diversos componentes de ECM (colagenos I, Il e IV,
fibronectina, laminina-1, trombospondina-1 e matrigel) para testar a capacidade
adesiva de cada um para as células MDA-MB-231.

ALT-C nao foi capaz de agir como molécula de adesédo para as células MDA-
MB-231, ao contrario da DisBa-01, que promoveu a adesdo em todas as
quantidades testadas. As células apresentaram maior adesao sobre os colagenos | e
I, fibronectina e matrigel (composto principalmente por colageno e laminina) e
sobre DisBa-01 nas maiores concentracdes testadas da desintegrina.

Células MDA-MB-231 (altamente metastaticas e invasivas) expressam taxas
relativamente altas de a2p1, a3p1, a5B1 e avp3 em comparacdo com células menos
agressivas como MCF-7, T47D e ZR75-1 (SHEU et al., 1997; VAN DER et al., 1997).
Os ensaios de citometria de fluxo mostraram que a linhagem utilizada apresenta a

integrina aVB3, embora ndo muito forte. DisBa-01 interage fortemente com integrinas
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B3, como allbp3 e aVB3 (KAUSKOT et al., 2008; RAMOS et al., 2008). Assim,
provavelmente a desintegrina recombinante interagiu com as células tumorais
através de integrina mesmo esta sendo expressa em quantidade moderada.

A familia das integrinas contém pelo menos quatro receptores para
colagenos: a1B1, a2B1, a101 (CAMPER et al., 1998) e a11p1 (VELLING et al.,
1999). A integrina a2B1 interage com uma variedade de colagenos (KAMATA &
TAKADA, 1994; KERN et al., 1994; TULLA et al., 2001), sendo o principal receptor
para o tipo | e outros colagenos fibrilares (CALDERWOOQOD et al., 1997; GARDNER
et al., 1999; NYKVIST et al., 2000; TULLA et al., 2001; ZHANG et al., 2003).

Analises da expressao de integrinas por citometria de fluxo confirmaram que
as ceélulas tumorais de mama apresentam as subunidades o2 e B1, portanto,
justificando a adesdo observada para os colagenos fibrilares | e lll e ao matrigel,
composto principalmente por colageno e laminina.

E importante salientar que o conjunto das integrinas expressas em cada tipo
celular determina a ligacdo e a afinidade das integrinas aos ligantes. Células
expressando todas as integrinas ligantes de colageno exceto a21 podem se aderir
a colagenos fibrilares. Assim, além da integrina a2p1, uma combinacdo de outros
receptores para colageno séo capazes de mediar a adesdo a essa proteina (TULLA
et al., 2001; ZHANG et al., 2003). Além disso, a funcdo das integrinas pode variar
entre os diferentes tipos celulares. Em algumas células, as integrinas a5B1 e aV[33,
principais receptoras para fibronectina e vitronectina, respectivamente, sdo capazes
de interagir com matrizes de colageno (GOTWALS et al., 1996; RACINE-SAMSON
et al.,, 1997; COOKE et al., 2000; GRUNDSTROM et al., 2003). Em MDA-MB-231,
entretanto, a adesdo aos colagenos |, Ill e IV é exclusivamente mediada por

integrinas 31, com 60-80% via a2B1 (LICHTNER et al., 1998).
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A promocao da adesdo pela fibronectina provavelmente ocorreu através da
integrinas a5B1, cuja presenca foi detectada nas células tumorais de mama atraves
de citometria de fluxo. A integrina a5B1 € o principal receptor para a fibronectina.

As células tumorais foram capazes de aderir fortemente também ao colageno
IV, porém de forma um pouco inferior comparada a apresentada pelos outros
colagenos, pela fibronectina e pelo matrigel. Isso poderia ser explicado pelo fato da
linhagem utilizada néo expressar o principal receptor para este tipo de colageno, a
integrina a1p1. Entretanto, estudos mostram que esse ligante é capaz de interagir
com a2p1, mas com menor afinidade do que para os colagenos fibrilares, como os
tipos | e 1ll (VANDENBERG et al., 1991; KERN et al., 1993; CALDERWOOD et al.,
1997; NYKVIST et al., 2000; TULLA et al., 2001; ZHANG et al., 2003), explicando os
resultados observados no ensaio de promocédo da adeséao.

Das proteinas de ECM testadas, apenas a laminina-1 e a trombospondina-1
nao promoveram a adesdo das células de carcinoma mamario em comparacdo com
o controle negativo. Células desta linhagem mostraram capacidade invasiva atraves
de laminina-1 in vitro, entretanto, estudos mostraram que a laminina-1 interage
pouco ou € incapaz de se ligar as integrinas a2B1 e a3p1 (MAEMURA et al., 1995;
LICHTNER et al., 1998), esta ultima tendo sido confirmada nas células utilizadas
através de citometria de fluxo. Assim, a fungao de a231 como receptor para laminina
pode ser regulada durante a progressao maligna de células de carcinoma de mama.
Uma contribuicdo reduzida da a2B1 na ligagado celular a laminina parece estar
associada com o aumento da malignidade em células de mama. Além disso, 0 uso
de anticorpos mostrou que a2B1 media a ligagdo a laminina-1 em algumas células,

mas nao em outras (ELICES & HEMLER, 1989).
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Embora diversas integrinas tenham sido descritas como receptores para a
laminina-1, como alBl, a2B1, a6B1, a7pl, a6B4 (PATARROYO et al., 2002), a
principal integrina que interage com essa proteina da matriz nas células MDA-MB-
231 é a a6B34 (PEROU et al., 2000). Tais células sdo descritas apresentando altos
niveis da integrina a6B4, entretanto os resultados obtidos através de citometria de
fluxo foram positivos para a subunidade a6, porém a subunidade B4 néo foi
detectada. As analises de citometria mostraram que as ceélulas utilizadas
apresentam as subunidades a2, a6 e B1, as quais poderiam estar envolvidas na
adesdo a laminina-1. Estudos mostraram que a laminina pode se ligar a integrina
a2B1, entretanto isso ocorre de maneira fraca (KERN et al., 1993). Assim, a falta da
principal integrina presente nesta linhagem pode ser responsavel pela fraca ligacéao
celular a laminina-1.

Os ensaios mostraram que as células MDA-MB-231 também nao foram
capazes de aderir a trombospondina-1. Embora a integrina aVB3 seja importante
para a adesao de diversos tipos celulares a este substrato, a adesao de células de
carcinoma mamario a este ligante ndo é mediada por essa integrina e sim por a331
(CHANDRASEKARAN et al., 1999), confirmada pela citometria das células utilizadas
neste trabalho. Entretanto, apesar de MDA-MB-231 expressar a3f31, esta € mantida
em um estado inativo ou parcialmente ativado, podendo ser completamente ativada
por estimulos exdgenos como soro (0s ensaios de adeséao foram realizados sem
soro) e insulina, ou pela adeséao celular a vitronectina através de aV33. As integrinas
a2B1 e a5B1 também participam da adeséo a trombospondina-1 em outras células,
mas ndao em MDA-MB-231 (CHANDRASEKARAN et al., 2000; KVANSAKUL et al.,

2004).
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Apos verificar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 imobilizadas na interacdo com
as células da linhagem MDA-MB-231, foram realizados ensaios para verificar se as
desintegrinas seriam capazes de inibir a adesdo das células tumorais a diversas
proteinas da ECM, ao matrigel e a propria ECM produzida por HUVEC.

ALT-C foi capaz de inibir a adesdao de MDA-MB-231 a todos os tipos de
colageno, com efeito mais forte observado sobre o colageno | e menos proeminente
ao tipo IV. O colageno tipo | é o principal ligante da integrina o231, com a qual ALT-
C é capaz de interagir em diversas células, normais e tumorais (SOUZA et al., 2000)
e através da qual a desintegrina interagiu também com as células tumorais de
mama.

Levando-se em conta que as células MDA-MB-231 apresentaram expressao
da integrina a21, através da qual interagem com os colagenos tipos |, lll e IV, e que
ALT-C é capaz de se ligar a esse receptor em diversos tipos celulares (SOUZA et
al., 2000), provavelmente a inibicdo da adesdo aos colagenos causada por ALT-C
provavelmente ocorreu através de a2p1. Salienta-se, ainda, que sendo o colageno |
o ligante mais forte de a2B1, é possivel que o efeito inibitério de ALT-C,
apresentando-se mais forte nos ensaios com esse tipo de colageno, tenha ocorrido
no mesmo sitio de ligacdo na integrina ao qual se liga a proteina da ECM.

ALT-C também inibiu a adesdo de MDA-MB-231 a fibronectina, entretanto
isso ocorreu de maneira mais fraca com relacdo a observada para os colagenos
(todos os tipos). Como ALT-C néo interage com a integrina a5B1, o principal receptor
para a fibronectina e que foi detectado nessas células, e possivel que sua interacao
com a célula tenha ativado um mecanismo de trans-dominancia (DIAZ-GONZALEZ
et al., 1996) entre as integrinas a2p1 e a5B1, com a primeira inibindo a adesao da

segunda a fibronectina.
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Outra possibilidade € que a adeséo destas células tumorais de mama estas
células a fibronectina seja mediada por outras integrinas além de a5p1. A adesao de
MDA-MB-231 foi apenas parcialmente inibida por anticorpos anti-a5 e anti-p1,
sugerindo que outras integrinas podem participar da adesdo dessas células a
fibronectina, ainda que indiretamente (BARTSCH et al., 2003). Nossos resultados
mostram que as células aderiram de maneira igualmente forte ao coldgeno | e a
fibronectina, porém as analises por citometria mostraram que as células MDA-MB-
231 expressam a subunidade a5 de maneira menos intensa que a2. Além disso,
estudos mostraram que a integrina a3p1 esta envolvida no aumento da adeséo de
células metastaticas de mama a fibronectina de linfonodos e no espalhamento sobre
substratos recobertos por esse substrato, sendo que a5B1 nao contribuiu para o
aumento da adeséo (TAWIL et al., 1996). A expressao de a5 foi inferior também a da
subunidade a3. Assim, € possivel que a ligacdo de tais células a fibronectina tenha
ocorrido através de outras integrinas além da a5B1, como por exemplo a integrina
a3p1.

A adeséo das células tumorais de mama a laminina-1 também foi inibida por
ALT-C. Esta desintegrina-like tem se mostrado especifica para a interacdo com as
células através da integrina a2B1 (SOUZA et al., 2000). Desta forma, supondo-se
gue a fraca adesdo das MDA-MB-231 a este ligante de matriz tenha ocorrido pela
ligacdo a a2B1, ALT-C teria inibido a adeséo celular através da interacdo com essa
integrina, 0 que ocorreu mesmo em baixas contracdes. Entretanto, a Gnica taxa de
inibicdo comparavel a obtida com os colagenos, mas ainda inferior, foi obtida com a
maior concentracdo de ALT-C, 10.000nM. Assim, as células poderiam estar ligadas
a laminina-1 por outra integrina, como a a7B1 (ndo testada na citometria), e os

efeitos observados para ALT-C seriam resultantes da fraca interacdo das células
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mas ndo necessariamente ligadas através da a2B1. Tais resultados corroboram
dados anteriores em que ALT-C mostrou interagdo seletiva para a integrina a2p1
(SOUZA et al., 2000).

Embora a adesdo das MDA-MB-231 a trombospondina tenha sido fraca de
forma a ndo ser diferente estatisticamente do controle negativo, ALT-C néo inibir a
adesdo a esse substrato.

Além de observar os efeitos das desintegrinas na adesao a proteinas da ECM
separadamente, foram feitos ensaios utilizando matrigel e ECM produzida por
HUVEC. ALT-C inibiu a adesdo das células tumorais de mama a ambos, o que
ocorreu apenas sob sua maior concentracdo testada (10.000nM). O matrigel
utilizado (BD Matrigel™ Matrix) € composto principalmente por colageno e laminina.
Assim, ALT-C tem mostrado maior potencial inibitério para o colageno, apenas a
maior dose inibiu a adesao ao matrigel.

A matriz produzida por HUVECs é composta por colagenos tipos |, lll, IV e VI,
fibronectina, laminina, trombospondina e fator Von Willebrand (BONNEFOY et al.,
2001), havendo, portanto, componente ao qual ALT-C n&o inibiu a adeséo, a
trombospondina; inibiu, porém em dose mais alta, a laminina; e um componente ndo
testado, o fator Von Willebrand. Desta forma, o efeito inibitério de ALT-C apenas em
alta dose pode ser devido a composicao da matriz produzida.

Um ensaio ainda néo realizado é o de promocao da adesdo de MDA-MB-231
sobre a matriz subendotelial, importante para comparacdo com 0s componentes de
matriz testados isoladamente, além de ser importante também a identificacdo da

porcentagem de cada componente da matriz na sua composicao.
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Embora tenha promovido a adeséo das células MDA-MB-231, DisBa-01 n&o
foi capaz de inibir a adesédo das células MDA-MB-231 as proteinas da ECM testadas
individualmente.

DisBa-01 tem mostrado especificidade para a integrina 33, de acordo com
experimentos anteriores envolvendo modelagem molecular e estudos in silico, seus
efeitos inibitorios ao colageno sob fluxo poderiam continuar a ser explicados por sua
interacdo com a integrina aVB3 levando-se em conta que a funcdo das integrinas
pode variar entre os diferentes tipos celulares. Estudos mostraram que aV[3,
principal receptora para a vitronectina, € capaz de interagir com matrizes de
colageno (GOTWALS et al., 1996; RACINE-SAMSON et al., 1997; COOKE et al.,
2000; GRUNDSTROM et al., 2003)

Em estudos testando a inibicdo da adesdo desta mesma linhagem tumoral de
mama sobre a vitronectina, DisBa-01 também nao foi capaz de inibir a adeséo
embora interaja com aV[(3, cujo principal ligante € a vitronectina (RAMOS et al.,
2008). O mesmo estudo, porém, demonstrou que esta desintegrina-RGD é capaz de
inibir a adesdo de células tumorais B16F10 e endoteliais HMEC-1 a vitronectina
(RAMOS et al., 2008). As analises de citometria feitas neste estudo mostraram que a
MDA-MB-231 nédo apresentava a integrina aVB3 ao contrario das duas outras
linhagens, sugerindo aos autores que DisBa-01 nao teria inibido a adesdo de um tipo
celular mas sim dos outros dois pela presenca da integrina em cada um deles. As
analises mostradas no presente estudo, porém, mostram que ha expressao da
integrina aVB3, embora baixa, nas MDA-MB-231. Portanto, sera necessario repetir
0s experimentos de inibicdo a vitronectina para verificar se a desintegrina sera capaz

de inibir a adesao no caso da presenca da integrina com a qual interage.



123

Um resultado que chama a atencao é aquele referente a inibicdo ao colageno
[ll. DisBa-01 ndo sé ndo foi capaz de inibir sua adesdo como refor¢ou a interacéo
das células com o substrato em relacdo as células nédo tratadas. E possivel que a
forte interagdo da desintegrina com a integrina aVB3 presente nestas células, ainda
gque em pequena quantidade, tenha ativado algum mecanismo de adesdo para o
colageno (ja que aVB3 ndo esta entre os receptores para o colageno), reforcando a
adesao.

Assim como observado para ALT-C, DisBa-01 inibiu a adesdo ao matrigel.
Por ndo interagir com 0s receptores para o colageno, e possivel que a interacédo da
DisBa-01 com a célula tenha ativado um mecanismo de trans-dominancia (DIAZ-
GONZALEZ et al., 1996) entre as integrinas aVB3 e a2B1, com a primeira inibindo a
adesdo da segunda ao colageno.

Conforme ja citado, a adesdo célula-ECM é um fator essencial para a
homeostase celular. A perda da ancoragem celular pode levar a um tipo especifico
de apoptose (morte celular) conhecido como “anoikis”.

A anoikis é a apoptose induzida pela perda de adesado celular ou adesao
inapropriada (FRISCH & FRANCIS, 1994). Este tipo de apoptose é importante no
desenvolvimento, na homeostase tecidual e em diversas doencas (DANIAL &
KORSMEYER, 2004; GILMORE, 2005).

As células de um tecido requerem adesfes a ECM especificas, sendo que o
tipo errado de ECM circundante pode ter as mesmas consequéncias da falta de
matriz. As integrinas aderidas a uma determinada ECM ativam vias de sobrevivéncia
celular que permitem as células determinar se ela estd no seu meio adequado. No
caso de adesao inadequada, os sinais corretos de sobrevivéncia ndo sdo disparados

pelas integrinas e as células sdo levadas a anoikis (FRISCH & SCREATON, 2001).
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A resisténcia a anoikis € uma das caracteristicas classicas das células
metastaticas, especialmente devido ao fato que o crescimento independente de
ancoragem € uma etapa crucial durante a tumorigénese e, particularmente, durante
o espalhamento metastatico das células cancerosas (FRISCH & FRANCIS, 1994;
ZHU et al., 2001; RAMACHANDRA et al., 2002). Assim, diversas pesquisas buscam
o desenvolvimento de terapias que possam reverter a resisténcia das células
tumorais a anoikis .

A capacidade das desintegrinas de desaderir as células tumorais de mama
previamente aderidas ao colageno também foi testada. ALT-C foi capaz de desaderir
parte das células, enquanto DisBa-01 ndo apresentou efeitos. Sabendo-se que a
perda da ancoragem pode causar anoikis, foram realizados ensaios de viabilidade
celular.

ALT-C foi capaz de diminuir a proliferacdo das células tumorais previamente
aderidas ao colageno |. Tanto a diminuicdo na viabilidade como a inducédo de
descolamento das células MDA-MB-231 foram causados pela mesma concentracao
de ALT-C (2.500nM). Assim, sugere-se que ALT-C provoca a desadesao celular das
células tumorais de mama, causando anoikis. O efeito de ALT-C na diminuicdo da
viabilidade foi dependente do tempo de incubacdo, em que o efeito mais
pronunciado foi observado em 24 horas, decrescendo apos 48 horas até ndo haver
mais efeito em 72 horas. E importante salientar que milhdes de células por grama de
tumor podem ser liberadas no sistema sanguineo ou linfatico diariamente (BUTLER
& GULLINO, 1975) e, embora ainda ndo existam dados concretos sobre a fracéo de
células que coloniza sitios secundarios com sucesso, todos os estudos mostram que

a maioria das células que atravessa a vasculatura falha nessa etapa.
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DisBa-01 n&o apresentou efeitos sobre a viabilidade de células desta
linhagem. Estudos anteriores mostraram que a desintegrina-RGD também nao
alterou a viabilidade destas células quando previamente aderidas a vitronectina
(RAMOS et al., 2007), embora tenham sido testadas quantidades de DisBa-01 25

vezes inferiores as utilizadas sobre o colageno.

5.1.1.1. Adeséo das células MDA-MB-231 sob fluxo

O processo metastatico envolve etapas nas quais a adesdo celular é
essencial, ja que as células tumorais devem interagir com as células adjacentes e
com o0s componentes da ECM e BM para desencadear sinalizacbes de
sobrevivéncia mediadas por integrinas em contato com 0s componentes da matriz
(HANAHAN & WEINBERG, 2000; WALENTA et al., 2004; BARCELLOS-HOFF et al.,
2005; LU et al., 2006)

Durante a fase hematdgena da metastase, as células tumorais ficam expostas
a forcas mecanicas e componentes do sangue que podem afetar a sobrevivéncia
tumoral na circulacdo e seu extravasamento (WEISS, 1990). Para que consigam
colonizar sitios secundarios, as células tumorais presentes na circulacdo devem ser
capazes de interagir com a parede dos vasos e atravessa-la. Tal processo adesivo é
mediado principalmente por integrinas e reforcado por interacdées com plaquetas
(HONN & TANG, 1992). Uma cooperacdo ocorre entre as integrinas allbB3
plaquetaria e aV[33 tumoral para promover a adesao a matriz subendotelial sob fluxo
(GOMES et al., 2004).

A adesado tumoral a parede dos vasos sanguineos causa a retracdo do
endotélio e exposicdo das moléculas da matriz subendotelial, que podem interagir

com as ceélulas tumorais e/ou com as plaquetas. Para verificar os efeitos de ALT-C e
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DisBa-01 na adesao de células MDA-MB-231 sob fluxo, foram realizados ensaios in
vitro que mimetizam as condig¢@es fisiologicas da circulacdo sangtinea, com o fluxo
do sangue total contendo as células tumorais tratadas ou ndo com as desintegrinas
em contato com laminas recobertas por colageno tipo | ou ECM produzida por

HUVECs.

ALT-C inibiu a adeséo das células MDA-MB-231 ao colageno | sob condi¢des
de fluxo em todas as concentracfes testadas, 10-1.000nM. A inibicdo da adeséo das
células tratadas com ALT-C foi mais forte com a maior concentracao da desintegrina
(1.000nM). Ja nos ensaios de adesdo sob fluxo a ECM produzida por HUVECS,
apenas ALT-C 1.000nM inibiu de forma significativa a adesdo das células tumorais
de mama. Tal efeito pode ser devido a mistura de diferentes componentes da matriz
produzida, conforme citado anteriormente. Provavelmente, assim, como nos estudos
de inibicdo estatica, as interacbes de ALT-C com as células tumorais se deram
através da a2p1 expressa por essa linhagem.

Nos ensaios em condicdes estéaticas descritos anteriormente, ALT-C foi capaz
de inibir a adesdo de MDA-MB-231 ao colageno | e a ECM produzida por HUVECS,
em concentracdes de 1-10uM e 10 uM, respectivamente. Estudos mostraram que o
fluxo ativa a integrina a2p1, entre outras (ORR et al., 2006) em células endoteliais
pelas forcas de cisalhamento, aumentando a adesdao de MDA-MB-231 a ECM
produzida por HUVECs sob fluxo comparada com ECM estatica (GOMES et al.,
2005). Assim, é possivel que a2B1 tenha sido ativada nas células tumorais de modo
a reforcar os efeitos de ALT-C na interagcdo com a integrina, permitindo efeitos

eficazes a ponto de ter ocorrido inibicdo por ALT-C em concentragbes 100 e 10
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vezes menores do que nosS ensaios estaticos sobre colageno | e ECM,
respectivamente.

O local de metéastase das células tumorais € influenciado pela composicdo da
ECM e pelas integrinas expressas pelas células tumorais (PIGNATELLI & STAMP,
1995). O osso € um dos sitios mais comuns de metastase em cancer de mama,
préstata, pulméo e tiredide, entre outros (YONEDA et al., 2001; MUNDY, 2002). A
matriz 6ssea € constituida principalmente por colageno | (CARTER & SPENGLER,
1978), havendo também fibronectina e colageno IV.

Estudos mostraram que as integrinas a2Bf1 e a3B1 estdo envolvidas no
processo de adesao de células tumorais de mama a matriz 6ssea (LUNDSTROM et
al., 1998). As células malignas de cancer de mama, assim como outras células
tumorais, devem ser capazes de interagir com a densa matriz colagenosa que
circunda os tumores. Soma-se a isto, ainda, que o colageno tipo | esta entre os
principais colagenos fibrilares detectados nos vasos, representando cerca de 60%
dos colagenos vasculares, com o0s quais as células em extravasamento devem
entrar em contato (MAYNE, 1986; PROCKOP & KIVIRIKKO, 1995). Portanto, as
interacdes das células tumorais de mama com esta proteina componente da ECM
Sao cruciais para a progressao desse tipo de tumor.

Altas taxas de expressao de 31 foram associadas com diminuig¢ao significativa
da sobrevivéncia de pacientes com cancer de mama, estando envolvidas na
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia no cancer de mama e também em
malignidades hematoldgicas e no pulmé&o (DAMIANO & DALTON, 2000; AOUDJIT &
VUORI, 2001; DAMIANO et al.,, 2001; CORDES et al., 2006), comprovando seu
papel potencial como alvo terapéutico e fator preditivo. Estudos recentes mostraram

que inibicdo de integrinas contendo a subunidade B1 através de anticorpos
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especificos aumenta seletivamente a apoptose e diminui a proliferacdo de cancer de
mama em culturas tridimensionais, sem efeitos toxicos in vivo para o hospedeiro
(PARK et al., 2006).

Diante da importancia do colageno e das integrinas 1 na progressao tumoral,
entre outras situacdes patoldgicas, ALT-C mostra-se uma importante molécula para
0 estudo de processos adesivos por sua capacidade de interacdo com a integrina
a2p1, como aqueles envolvidos nas interagbes entre células tumorais e ECM
durante o extravasamento e durante a colonizacdo metastatica.

DisBa-01 também foi capaz de inibir a adesdo das células MDA-MB-231 ao
colageno | sob condi¢cbes de fluxo nas duas concentragdes testadas, 100 e 1.000nM,
sendo o efeito mais pronunciado em 100nM.

Como DisBa-01 tem mostrado especificidade para a integrina 3 seus efeitos
inibitérios ao colageno sob fluxo poderiam ser explicados por sua interagdo com
duas integrinas. Uma delas seria aV3, presente nas células tumorais utilizadas.
Embora seu principal ligante seja a vitronectina e ndo o colageno, estudos
mostraram que aV[33 é capaz de interagir com matrizes de colageno (GOTWALS et
al., 1996; RACINE-SAMSON et al., 1997; COOKE et al., 2000; GRUNDSTROM et
al., 2003), dependendo do tipo celular.

Entretanto, os efeitos inibitérios ndo foram observados em condicbes
estaticas. (GOMES et al., 2005) mostraram que um antagonista nao-peptidico para a
integrina aVB3 inibiu adesdo tumoral sob fluxo, mas ndo em condi¢des estaticas,
assim como foi observado para DisBa-01. O fluxo também é capaz de ativar a
integrinas aVB3 (PAMPORI et al., 1999), além de a2B1 e o581 (ORR et al., 2006)
em celulas endoteliais pelas forcas de cisalhamento, aumentando a adeséo de

MDA-MB-231 a ECM produzida por HUVECs (GOMES et al., 2005). Portanto, é
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possivel que aVB3 tenha sido ativada nas células tumorais reforgando os efeitos de
DisBa-01 na interagdo com essa integrina, possibilitando o efeito inibitério na
adesdao, o que nédo observado sob condicfes estéticas.

A adesdao das células tumorais ao subendotélio € mediada principalmente por
integrinas e reforcada por interacbes com plaquetas (HONN & TANG, 1992). As
plaguetas estdo envolvidas na progresséo tumoral e podem facilitar a formacéo de
metastases pelo reforco na adesédo de células tumorais a ECM subendotelial sob
condicGes de fluxo (BASTIDA et al.,, 1989; DARDIK et al., 1997). Alguns estudos
sugerem que os agregados plaquetéarios protegem as células tumorais da atividade
citotoxica de agentes naturais como células killer (HONN et al., 1992; NIESWANDT
et al., 1999).

Uma cooperacado entre allbB3 plaquetaria e aVB3 tumoral ocorre para
promover a adesdo a matriz subendotelial sob fluxo (GOMES et al., 2004). Assim,
devido a sua capacidade de inibir a agregacdo plaquetéria através da ligacdo a
integrina allbp3 (KAUSKOT et al., 2008), é possivel que DisBa-01 tenha inibido a
adesdo das células tumorais por interagir com as mesmas diretamente e/ou por sua
capacidade de inibir a formacao de agregados plaquetarios.

Antagonistas de allbB3 plaquetaria e aVB3 tumoral inibem parcialmente a
adesdo de células tumorais ao subendotélio, sugerindo que tal interacdo
provavelmente envolve diversos tipos de receptores na célula tumoral e também
uma cooperacao entre integrinas de diferentes células (tumorais e plaquetarias)
(GOMES et al., 2004). Assim, uma combinacao de varios antagonistas de integrinas
deve bloguear de maneira eficiente o processo de extravasamento, um dos eventos

mais importantes na progressdo metastatica.
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O local de metéastase das células tumorais € influenciado pela composicdo da
ECM e pelas integrinas expressas pelas células tumorais (PIGNATELLI & STAMP,
1995). O osso € um dos sitios mais comuns de metastase em cancer de mama,
préostata, pulmédo e tiredide, entre outros (YONEDA et al.,, 2001; MUNDY, 2002).
Células de carcinoma de mama na matriz 6ssea apresentam altos niveis de aVp33
guando comparadas com o carcinoma primario (LIAPIS et al., 1996) e a expresséo
dessa integrina esta diretamente associada com a habilidade aumentada dessas
células de promover metastases 6sseas (PECHEUR et al., 2002). Deste modo, as
interacOes entre células tumorais de mama e a ECM mediadas por aVB3, assim
como aquelas mediadas por a2B1, sdo de grande importancia para a progressao
deste tipo de tumor.

Diante dos resultados apresentados e da capacidade de interacdo com a
integrina aVB3 e de inibicdo de angiogénese e metastase in vivo (RAMOS et al.,
2008) DisBa-01 mostra-se uma molécula promissora nos estudos envolvendo
processos metastaticos como extravasamento e a prépria formacdo da metastase, e

potencial candidata ao desenvolvimento de terapias anti-cancer.

5.1.2. Células de melanoma murino B16F10

Ensaios de adesdo (promocdao, inibicdo e desadeséo) foram realizados com
uma outra linhagem tumoral, a B16F10 de melanoma murino, para testar a
especificidade dos efeitos causados pelas duas desintegrinas. A linhagem foi
escolhida devido a estudos prévios com DisBa-01 mostrarem que ela exerce efeitos
na adesao e na metastase deste tipo celular.

Inicialmente foram realizados ensaios de promocao da adesao testando as

desintegrinas e alguns componentes da ECM, como colagenos tipos I, Il e 1V,
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fibronectina e vitronectina. Todas as proteinas testadas (desintegrinas e ECM)
promoveram fortemente a adesao das células de melanoma.

Estudos mostraram que as células B16F10 apresentam altos niveis das
subunidades a1, a4, B1, expressando também a5 e a6, mas ndo a2 e a3. A integrina
aVB3 também é altamente expressa nestas células (RAY et al., 1999).

Sabe-se que conjunto das integrinas expressas em cada tipo celular
determina a ligacdo e a afinidade das integrinas aos ligantes. Além disso, a funcao
das integrinas pode variar entre os diferentes tipos celulares. Células expressando
todas as integrinas ligantes de colageno exceto a21 podem se aderir a colagenos
fibrilares. Assim, além da integrina a231, uma combinacao de outros receptores para
colageno sédo capazes de mediar a adesdo a essa proteina (TULLA et al., 2001;
ZHANG et al., 2003).

Diante de tais dados, embora ALT-C tenha se mostrado especifica para a
integrina a2B1 (SOUZA et al., 2000), é possivel que tenha sustentado a adeséo
celular através da interacdo com outra integrina, como a a1B1, receptor para
colageno detectado nestas células.

DisBa-01, por sua vez, provavelmente promoveu a adesdo através da
interagdo com a integrina aVV3, com a qual tem mostrado forte ligagéo.

A adesdo aos colagenos provavelmente se deu através de al1f1, unico
receptor para essas proteinas da ECM pertencente ao grupo principal de integrinas
para o colageno. Embora esta integrina interaja preferencialmente com o colageno
IV, ela reconhece e se liga a colagenos fibrilares como os tipos | e lll, conforme ja
citado.

A adesdo das células de melanoma a fibronectina e a vitronectina

provavelmente ocorreu através das integrinas a5B1 e aV(33, respectivamente. De
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fato, estudos mostraram que o bloqueio da subunidade a a5 impediu a adeséo a
fibronectina nas células B16F10 (QIAN et al., 2005).

Os ensaios dos experimentos de inibicdo da adesdo de B16F10 foram
realizados com os colagenos tipos | e lll. ALT-C inibiu a adeséo celular aos dois
tipos de colageno de maneira bastante semelhante. Entretanto, como foi reportado
gue estas células de melanoma ndo possuem a2p1, ALT-C possivelmente interagiu
com outra integrina, como a a1B1, da mesma forma que foi sugerido para a adesao
aos colagenos. Conforme ja citado, a adesao depende nédo apenas da especificidade
entre ligante e receptor, mas também do conjunto de integrinas presentes na
superficie celular. O fato de ALT-C ter inibido a adesao de B16F10 aos colagenos a
partir em concentracéo superior (2,5 vezes) a observada para as células tumorais de
mama MDA-MB-231, as quais expressam a2p31, pode sugerir uma afinidade maior
por essa integrina quando ela esta presente na superficie celular.

Assim como observado para a linhagem tumoral de mama MDA-MB-231,
DisBa-01 néo foi capaz de inibir a adeséo aos colagenos | e lll. DisBa-01 foi capaz
de inibir a adesdo de B16F10, entretanto, o substrato adesivo utilizado foi a
vitronectina, ligante da integrina aV3, com a qual DisBa-01 interage (RAMOS et al.,
2008).

Células B16F10 ligadas aos colagenos tipos | ou Ill e posteriormente
incubadas com ALT-C permaneceram aderidas, enquanto DisBa-01 foi capaz de
desaderir as células aderidas ao colageno I.

DisBa-01 sendo especifica para as integrinas 33 e supondo que ela ndo seja
capaz de interagir com a integrina a1B1 possivelmente ativou um mecanismo de
trans-dominancia (DIAZ-GONZALEZ et al., 1996) entre as integrinas aVp3 e alpl,

com a primeira inibindo a adeséo da segunda ao colageno.
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Ramos et al. (2008) demonstraram que DisBa-01 inibiu a proliferacdo das
células de melanoma aderidas a vitronectina, porém, nao foram detectados efeitos
citototoxicos da desintegrina em B16F10. Portanto, embora DisBa-01 tenha
ocasionado a desadesédo das células de melanoma, além dos efeitos verificados
anteriormente por outros estudos, a desintegrina interrompe as funcdes adesivas
mas sem efeitos diretos na sobrevivéncia celular.

Os resultados obtidos para as células B16F10 apresentados nesta tese
confirmam que Disba-01 apresenta especificidade para ligacdes a vitronectina, de
forma que suas interacfes sdo mais fortes com tais células do que para as MDA-
MB-231, conforme ja mostrado em estudos anteriores analisando os efeitos da
DisBa-01 na adesao, proliferacdo e metastase (KAUSKOT et al.,, 2008). ALT-C,
embora apresentando efeitos em alguns ensaios com a B16F10, mostrou que
interage fortemente com as MDA-MB-231, ao contrario de DisBa-01. Assim, cada
desintegrina mostra melhor interagdo com um tipo celular especifico, o qual

apresenta seu conjunto diferenciado de integrinas.

5.1.3. Fibroblastos humanos

Além de testar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 na adesao e viabilidade de
células tumorais, os efeitos das desintegrinas foram verificados também para a
linhagem n&o tumoral de fibroblastos humanos.

Inicialmente, os fibroblastos foram adicionados a ALT-C e DisBa-01
imobilizadas para verificar a adesao sobre essas proteinas. Além das desintegrinas,
diferentes proteinas da ECM foram utilizadas (colagenos |, lll e IV, e fibronectina)

para verificar a adesao dos fibroblastos para cada uma delas.
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Os fibroblastos aderiram a todos os substratos testados, sendo que a adesao
ocorreu mais fortemente aos colagenos, ALT-C na maior concentracdo e DisBa-01
em todas as concentragdes utilizadas.

As analises por citometria mostraram que a linhagem utilizada ndo apresenta
a integrina a2B1, principal receptor para os colagenos fibrilares. Entretanto, os
fibroblastos aderem ao coldgeno através das integrinas alpl, a2pl e a3p1 (ZHU et
al., 2009). A subunidade ol n&o foi analisada, mas a o3 foi detectada nestas células.
Deste modo, a adesao ao colageno pode ter ocorrido pelas integrinas a3p1 e alpl,
caso esta também seja expressa na linhagem. Da mesma forma, ALT-C pode ter
promovido a adesédo através de uma dessas duas integrinas.

A adeséo a fibronectina e a DisBa-01 deve ter ocorrido através das integrinas
abBl e aVP3 (ambas detectadas por citometria), respectivamente, conforme ja
descrito (ZHU et al., 2009). Os fibroblastos podem ter se ligado a fibronectina
também pela integrina aVB1, outro receptor para fibronectina cujas subunidades
também foram detectadas nessas células.

Apos verificar que ALT-C e DisBa-01 interagem como moléculas de adeséo
para os fibroblastos humanos, foram realizados ensaios de inibicdo da adesé&o
dessas células ao colageno tipo I, proteina da ECM com a qual interagiram mais
fortemente.

ALT-C inibiu a adeséo dos fibroblastos ao colageno na maior concentragdo
testada (10.000nM). DisBa-01, por sua vez, ndo apresentou efeitos sobre a adeséo
ao colageno, devido, provavelmente, ao fato de interagir com integrina oVp3,

receptoras para a vitronectina.
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Os fibroblastos possuem papel importante na manutencéo tecidual, de forma
gue sua anoikis seria prejudicial para o funcionamento dos organismos, ao contrario
da perda de ancoragem de células tumorais. Com o intuito de investigar possiveis
efeitos apoptoticos das desintegrinas nestas células, foram feitos ensaios de
desadeséo e viabilidade celular.

As células aderidas ao colageno | e posteriormente tratadas com uma das
desintegrinas mantiveram a adesédo. Ensaios de viabilidade dos fibroblastos
mostraram que ALT-C induziu um aumento em relacdo ao controle, que aumentou
com o decorrer dos periodos de incubacdo, ou seja, foi dependente do tempo.
DisBa-01 ndo apresentou efeitos sobre a proliferacdo de células desta linhagem.
Dessa forma, nenhuma das desintegrinas causa anoikis de fibroblastos.

E importante salientar que os fibroblastos utilizados sdo células essenciais
para a manutencdo dos tecidos por serem responsaveis pela producdo e
organizacdo da ECM, além de produzir fatores de crescimento como o VEGF.

Uma area de pesquisa que vem crescendo é a engenharia tecidual,
caracterizada pelo desenvolvimento e manipulacao de moléculas, células, tecidos ou
orgdos para o restabelecimento da estrutura e funcéo de partes do corpo danificadas
ou defeituosas. Atualmente, os avancos tecnolégicos tém permitido que haja uma
regeneracdo adequada (ASSAEL, 2003), compreendendo tecidos como o
cartilaginoso, 0sseo, cardiovascular e pele.

Para que o tecido danificado possa ser reparado e/ou substituido é
necessaria uma matriz (constituida de coladgeno ou polimeros sintéticos) que
fornecera sustentacao para as células necessarias para o]
remodelamento/regeneracdo, entre elas os fibroblastos, além da adicdo de

moléculas soluveis, como fatores de crescimento (Ueda et al., 2000). As vantagens
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deste tipo de reparo é que ele ndo causa resposta imunoldgica e ndo mutila outras
regides do paciente.

Os efeitos observados para ALT-C em relacdo a promocédo da adesao e a
inducéo da proliferacdo dos fibroblastos, somados ao fato dessa desintegrina-like
disparar sinalizacdo de sobrevivéncia nessas células (COMINETTI et al., 2004) e
modular a angiogénese de forma a induzir a neovascularizacdo, fazem dessa

proteina uma molécula promissora em areas como o remodelamento tecidual.

5.2.EXPRESSAO GENICA DE VEGF E VEGFR EM FIBROBLASTOS E EM

CELULAS ENDOTELIAIS

Se por um lado a adesao célula-ECM é importante para a manutencédo da
arquitetura tecidual, por outro, a prépria manutencdo depende do suprimento de
oxigénio e de nutrientes para a sobrevivéncia celular. O limite de difusdo do oxigénio
€ de 100-200mm, portanto, quando a distancia entre os tecidos e 0s vasos
sanguineos aumenta, novos vasos devem ser recrutados por vasculogénese e
angiogénese.

Conforme citado anteriormente, a neovascularizacao € regulada pelo balango
entre moléculas pré e anti-angiogénicas, cuja propor¢cao encontra-se modificada em
determinadas situacdes patoldgicas levando a angiogénese anormal.

Estudos anteriores mostraram que ALT-C, bem como DisBa-01, sdo capazes
de interagir com células tumorais, mas também com células endoteliais. ALT-C
incubada em sua forma solavel com fibroblastos humanos é capaz de induzir a
expressao de diversos genes relacionados a proliferacdo e a sinalizacdo celular,

dentre eles o VEGF. Além disto, a desintegrina-like é capaz de promover a

proliferacdo de HUVECs (COMINETTI et al., 2004) e de modular a angiogénese
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(RAMOS et al., 2008). Concentracdes entre 10-100nM de ALT-C estimularam a
migracdo de células endoteliais in vitro e a angiogénese in vivo, enguanto
concentracbes mais elevadas (1000nM) inibiram a proliferagcdo, a migracdo e a
angiogénese (RAMOS et al., 2007). DisBa-01, por sua vez, inibe a adesédo e a
proliferacdo de células endoteliais, e também a migracdo dessas células e a
angiogénese in vivo (KAUSKOT et al., 2008).

Assim, baseando-se em estudos anteriores sobre ALT-C e DisBa-01
envolvendo processos angiogénicos, resolveu-se investigar os efeitos das duas
desintegrinas na expressao do VEGF e dos seus receptores, VEGFR-1 e VEGFR-2.
Devido ao fato de os fibroblastos serem um dos responsaveis pela expressédo do
VEGF e este interagir com 0s receptores expressos na superficie de células
endoteliais, a expressdo de VEGF foi avaliada nos fibroblastos, enquanto seus
receptores foram analisados nas células endoteliais HUVEC e HMEC-1. Um
peptideo sintético com seqiiéncia baseada no motivo adesivo da ALT-C, ALT-C

PEP, também foi testado em células HUVEC.

5.2.1. Fibroblastos humanos

As andlises dos niveis de mRNA para o VEGF mostraram que ALT-C foi
capaz de modular a expressdo desse fator de crescimento. A desintegrina-like na
concentracdo de apenas 1nM de capaz de duplicar o nivel de mRNA para o VEGF
apos 48 horas de incubacdo. Tal efeito poderia explicar a inducdo da angiogénese
sob baixas concentracdes de ALT-C (COMINETTI et al., 2004; RAMOS et al., 2007).
Em contraste, um periodo mais longo de incubacé&o, 72 horas, ALT-C 10nM diminuiu

a expressao do fator de crescimento.
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DisBa-01 também foi capaz de aumentar a expressado do VEGF, entretanto o
efeito foi verificado sob a maior concentracdo, 1.000nM. 100nM da proteina
diminuiram a expressdo do fator de crescimento. Assim como ALT-C, DisBa-01

diminuiu a expressao do VEGF em 72 horas.

5.2.2. Células endoteliais HUVEC

Os dois receptores para o VEGF apresentaram modificacbes em sua
expressao nas células tratadas com ALT-C. ALT-C 1nM aumentou a expressao do
VEGFR-1, a qual ndo foi mantida, decrescendo. A expressdo do VEGFR-2 nas
células incubadas com ALT-C 1nM, entretanto, € mantida superior a do controle.

O VEGFR-1 o receptor que controla negativamente a angiogénese e o
VEGFR-2 é responsavel pela sinalizacéo que resulta na formacéo de novos vasos. A
expressdo do VEGFR-1 decresceu com o tempo e a do segundo foi superior a do
controle em todos os periodos de incubacao. Contrariamente, o VEGFR-1 teve sua
expressdo aumentada sob a maior concentracdo de ALT-C, enquanto o VEGFR-2
teve seu nivel diminuido nas células tratadas com a mesma concentracdo. Tais
resultados podem explicar os efeitos da ALT-C observados na angiogénese in vivo,
nos quais concentracdes menores da proteina induzem a formacdo de vasos
(RAMOS et al.,, 2007), enquanto concentracbes maiores inibem 0 processo,
concordando também com a proliferagcdo (COMINETTI et al.,, 2004) e a migracéo
endotelial (RAMOS et al., 2007).

Um peptideo sintético baseado na sequéncia da ALT-C, denominado ALT-C
PEP, também foi testado na expressdo dos receptores para o VEGF em células
HUVECs. ALT-C PEP sintético teve efeito significante na expressdo de ambos os

receptores apenas na concentracdo de 100nM, quando duplicou o nivel dos
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VEGFRs em relacdo ao controle. Nesta concentracdo ALT-C PEP néo teve efeito na
proliferacdo de HUVECs e na formac&o de vasos in vivo (RAMOS et al., 2007). E
possivel, portanto, que a inducédo similar da expressdao dos VEGFRs leve a uma
neutralizacdo da acdo de ambos em 100nM. ALT-C PEP foi capaz de induzir a
proliferacdo de HUVECs e também a angiogénese apenas em 10nM , mas a
formacdo de vasos ocorreu de forma mais fraca que a observada com ALT-C,
aproximadamente metade do efeito em relacdo a desintegrina. Assim, ALT-C PEP

parece induzir a sinalizacdo de forma menos prolongada.

Em altas concentracdes o peptideo inibiu a proliferacdo endotelial (500nM) e
a angiogénese (1000nM) (RAMOS et al., 2007). ALT-C PEP em 1nM nao teve efeito
na proliferacdo, condicdo nado testada na neovascularizacdo. Desta forma, o0s
mecanismos que levam aos efeitos observados para ALT-C PEP aguardam estudos
mais detalhados, incluindo experimentos com maior niumero de concentracdo e
periodos de incubacéo.

Os resultados apresentados para a expressdo de VEGFRs em HUVECs
tratadas com ALT-C e ALT-C PEP, bem como o efeito de ambos na migracéo
dessas células e na angiogénese in vivo, e a acdo de ALT-C PEP na proliferacdo
endotelial foram recentemente publicados em “Modulation of in vitro and in vivo
angiogenesis by alternagin-C, a disintegrin-like protein from Bothrops alternatus

snake venom and by a peptide derived from its sequence”, em Ramos et al., 2007.

DisBa-01 alterou a apenas a expressdao do VEGFR-1 em HUVECs. A
alteracdo ocorreu somente na maior concentragdo, 100nM e apos 24 horas, quando
a desintegrina duplicou os niveis do mRNA para o receptor. Considerando-se que o

VEGFR-1, como dito anteriormente, € um regulador negativo da angiogénese, o fato
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de estar aumentado enquanto o VEGFR-2 ndo sofreu alteracdes pode explicar, ao

menos em parte, a inibicdo da angiogénese pela DisBa-01 (RAMOS et al., 2008).

5.2.3. Células endoteliais HMEC-1

O tratamento das células HMEC-1 com ALT-C ndo causou efeitos na
expressdo do VEGFR-1. O VEGFR-2, por outro lado, teve sua expressao
aumentada nas células incubadas com ALT-C 100nM em 4 e 48 horas. O efeito mais
forte, porém, foi observado para as células tratadas com ALT-C 1, com aumento de
aproximadamente 9 vezes em relacdo ao controle. Da mesma forma que o
observado nas HUVECSs, a menor dose de ALT-C aumentando o VEGFR-2 mas néo
o VEGFR-1 confirma os efeitos da desintegrina-like na inducédo de processos
angiogénicos.

DisBa-01 induziu uma forte diminuicdo na expressédo de ambos os receptores
em HMEC-1 em todas as condi¢Bes testadas, exceto em 1nM, apés 4 horas, quando
nao apresentou efeito na expressado. Tais resultados estdo em concordancia com a
acao inibidora desta desintegrina sobre a proliferacdo de HMEC-1 e sobre a

angiogénese in vivo (RAMOS et al., 2008).

Tais resultados apresentados para ALT-C e DisBa-01 relacionados a
angiogénese, somados aqueles obtidos em outros estudos sugerem essas
desintegrinas como potenciais candidatas a moléculas modelo para o
desenvolvimento de drogas tanto para tratamentos pré-angiogénicos (ALT-C), como

em terapias em que se deseja inibir a neovascularizacdo (DisBa-01 e ALT-C).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos para ALT-C e DisBa-01 apresentados nesta tese
confirmam que essas proteinas apresentam especificidades em relacdo aos seus
efeitos na adesdo e viabilidade celular, bem como aos processos envolvidos na
angiogénese, como a modulacdo de VEGF e seus receptores.

De maneira geral, o uso do modelo de estudo tumoral usando as células de
tumor mamario MDA-MB-231 teve maior sucesso com ALT-C, embora DisBa-01
tenha inibido a ades&o dessas células sob fluxo. Da mesma maneira, DisBa-01 tem
apresentado sucesso no modelo tumoral com as células de melanoma murino
B16F10, embora ALT-C tenha apresentado efeito em alguns ensaios.

As acOes de ALT-C e DisBa-01 nos processos envolvidos na progressao

metastatica podem ser representados na figura abaixo:
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Representacdo dos efeitos de ALT-C e DisBa-01 na progresséao tumoral.
Figura modificada (GUO & GIANCOTTI, 2004).
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Portanto, os efeitos aqui apresentados relativos as células tumorais e a
processos angiogénicos contribuem para a compreensdo dos mecanismos pelos
quais ALT-C e DisBa-01 agem nas células. Além disto, tais resultados somados aos
obtidos em estudos anteriores fazem destas desintegrinas moléculas promissoras
nos estudos envolvendo processos metastaticos e angiogénicos, tornando-as
potenciais candidatas ao desenvolvimento de terapias envolvendo metastase e

angiogénese.
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