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RESUMO 

 

As desintegrinas são pequenas proteínas isoladas de veneno de serpente, 

ricas em cisteína e com um motivo RGD. DisBa-01, uma desintegrina-RGD 

recombinante de do veneno de Bothrops alternatus, inibe metástase de melanoma e 

a agregação plaquetária em modelos murinos pela interação com integrinas β3. 

Além disso, a desintegrina-RGD inibe a proliferação endotelial in vitro e a 

angiogênese in vivo. Alternagina-C (ALT-C), uma desintegrina-like de Bothrops 

alternatus inibe a ligação ao colágeno através da integrina α2β1, a qual desempenha 

um papel essencial na adesão normal e tumoral a MEC. Esta proteína do veneno 

também pode modular a angiogênese, onde doses baixas de ALT-C regulam 

positivamente, ao passo que doses maiores inibem o processo.  

Este trabalho apresenta os efeitos de DisBa-01 e ALT-C: 1) na adesão de 

células de adenocarcinoma mamário MA-MB-231 a proteínas da MEC e MEC 

subendotelial, sobre condições estáticas e dinâmicas; e na expressão de VEGFR em 

células endoteliais. 

ALT-C inibiu a adesão das células tumorais a quase todos os componentes 

de MEC testados individualmente e também a MEC. Entetanto, somente uma dose 

alta da proteina, 10.000nM, teve efeito sobre a MEC em condições estáticas. Sob 

estresse de cisalhamento, a adesão tumoral foi totalmente inibida por ALT-C 100 e 

1.000nM. O fluxo induz a ativação de α2β1. Assim, uma possível ativação das 

células por estresse de cisalhamento pode ter reforçado a interação com ALT-C. 

DisBa-01 não teve efeito na adesão tumoral sob condições estáticas. Por 

outro lado, sob fluxo a desintegrina-RGD inibiu fortemente a adesão tumoral. Assim, 

uma possível ativação de αVβ3 por fluxo pode ter reforçado as interações com 

DisBa-01. 

Sobre a expressão dos VEGFRs, DisBa-01 diminuiu o nivel de ambos em 

quase todas as concentrações testadas. ALT-C em baixas doses, por sua vez, 

aumentou a expressão do VEGFR-2. Tais resultados podem explicar, ao menos em 

parte, os efeitos de DisBa-01 e ALT-C na modulação da angiogênese. 

Os efeitos anti-adesivos e anti-angiogênicos de ALT-C e DisBa-01 podem ser 

úteis para o estudo de metástase tumoral, bem como para o desenho de novos 

agentes terapêuticos que ajam na adesão tumoral nas etapas de extravasamento e 

invasão. 

  



 
 

 
 
 

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 β3 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 α2β1 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 α2β1 activation in endothelial cells and MDA-MB-

231 cells expressed high levels of α2β1. 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 αVβ3 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. INTRODUÇÃO   

A natureza tem sido fonte de produtos medicinais há muito tempo. Buscando 

alívio e cura para doenças, extratos de origem vegetal e animal são ingeridos ou 

aplicados localmente. Entre os produtos de origem animal utilizados para a cura 

estão os venenos produzidos por diversos organismos, como abelhas, escorpiões, 

rãs, sapos e serpentes.  

Anualmente, 2,5 milhões de pessoas no mundo todo são vítimas de ataques 

de serpentes, das quais mais de 100.000 são 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 terapêutico, tais como peptídeos, proteínas e enzimas. 

Os venenos têm sido utilizados no tratamento de diversas condições 

patofisiológicas na homeopatia, medicina Ayurveda e também na medicina popular. 

Com o advento da biotecnologia, a eficácia de tais tratamentos está sendo 

comprovada pelos componentes purificados do veneno e delineando suas 

propriedades terapêuticas. As pesquisas ajudarão não somente na compreensão 

das implicações de cada interação, mas também levarão ao desenvolvimento de 

drogas efetivas dirigidas para funções particulares de proteínas.  

Esta tese teve como objeto de estudo duas proteínas do veneno da serpente 

brasileira Bothrops alternatus, ALT-C e DisBa-01, ambas pertencentes ao grupo das 

desintegrinas, as quais apresentam potencial terapêutico. A seguir serão descritos 

temas relevantes para a compreensão do estudo aqui apresentado. 
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1.1. ADESÃO CELULAR 

A adesão das células ao seu meio é essencial para a organização e o 

funcionamento dos organismos multicelulares. As interações possibilitam diversos 

processos biológicos como migração, organização tecidual e diferenciação, 

desempenhando papel central no desenvolvimento embrionário, resposta imune, 

remodelamento e homeostase de tecidos e órgãos (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 resistência para tecidos e órgãos, além de 

participar de sua manutenção (REICHARDT, 1999). Trata-se de uma rede complexa 

de macromoléculas importantes para as funções celulares e arquitetura tecidual 

(Figura 1). Os componentes da ECM incluem proteínas, polissacarídeos, fatores de 

crescimento produzidos e secretados principalmente pelos fibroblastos. Estas 

células participam da organização da ECM (GEIGER et al., 2001). As diferenças na 

expressão e combinações de colágenos, proteoglicanas e várias proteínas tais como 

fibronectina e laminina fornecem um ambiente específico morfofuncional dos tecidos.  

A composição e as propriedades da ECM variam de acordo com a 

identidade/localização das células/tecidos que ela circunda e do estágio de 

desenvolvimento do organismo. No caso dos vasos há uma especialização da ECM 

formar a membrana basal (BM), que separa o endotélio da ECM. A membrana basal 

é essencialmente composta por laminina, colágeno tipo IV, glicoproteínas estruturais 

(nidogênio e fibulina) e proteoglicanas. Já a ECM subjacente é composta por 
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diversos tipos de colágeno (I, III, V, VI, VIII), microfibrilas, glicosaminoglicanas, além 

de glicoproteínas como fibronectina, trombospondina, fator de Von Willebrand e 

vitronectina. 

 

 

 

 

Diversos grupos de moléculas presentes na superfície celular estão 

envolvidos nos processos adesivos, sendo denominadas de moléculas de adesão 

celular (CAMs). Tais moléculas podem ser classificadas em seis grupos, de acordo 

com sua estrutura primária: selectinas (LASKY, 1992), caderinas (TAKEICHI et al., 

2000), membros da superfamília de imunoglobulinas (Ig) (BRUMMENDORF & 

RATHJEN, 1995), adressinas (WAGNER & WYSS, 1994), as integrinas (HYNES, 

1987) e as ADAMs (BLOBEL et al., 1992; HORWITZ & HUNTER, 1996; BLACK & 

WHITE, 1998). 

 

 

Figura 1 – Organização macromolecular da matriz extracelular (ECM). A ECM é composta por 
diversas proteínas e polissacarídeos, organizados formando uma rede complexa de macromoléculas, 
essencial para a manutenção tecidual. Extraído e modificado 
(http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail4.htm). 
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1.1.1. Integrinas 

As integrinas são os principais receptores envolvidos nas adesões célula-

ECM e também desempenham papéis importantes em algumas adesões célula-

célula. As interações das integrinas com seus ligantes são essenciais em diversos 

processos, como desenvolvimento embrionário, inflamação, homeostase, 

cicatrização e câncer (RUOSLAHTI & PIERSCHBACHER, 1986; RUOSLAHTI & 

PIERSCHBACHER, 1987; HYNES, 1992).  

A terminologia “integrina” foi aplicada em 1987 para descrever uma família de 

receptores expressos na membrana celular que integram a ECM ao citoesqueleto 

intracelular (Figura 2) para mediar a migração e adesão das células (HYNES, 1987). 

   

 

 

Figura 2 – Integração dos meios intra e extracelular através de integrinas. As integrinas são 
receptores transmembrana cuja porção citoplasmática interage com proteínas intracelulares, 
ocorrendo ligações com o citoesqueleto, enquanto o domínio extracelular interage com a ECM. 
Extraído e modificado (KINBARA et al., 2003). 
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Tais receptores estão presentes em metazoários e esponjas, não havendo 

homólogos detectados em procariotos, plantas ou fungos (HYNES, 2002; 

WHITTAKER & HYNES, 2002; GAHMBERG et al., 2009).  

Estruturalmente as integrinas são constituídas por um heterodímero 

transmembrana, com as subunidades glicoprotéicas  (120 a 180kDa) e  (90 a 

110kDa), ligadas não covalentemente entre si (Figura 3). Cada subunidade contém 

um domínio extracelular (700-900 aminoácidos), um pequeno domínio 

transmembrana e um domínio citoplasmático menor que o extracelular (20-60 

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

 

                

 

 

 

 

 

Figura 3 – Estrutura das subunidades das integrinas. As integrinas são receptores heterodímero 

transmembrana, com as subunidades glicoprotéicas  e  ligadas não covalentemente entre si. Tais 
subunidades apresentam uma porção extracelular, um domínio transmembrana e um domínio 
citoplasmático menor que o extracelular. Algumas integrinas apresentam um domínio denominado I 

(inserido) na extremidade externa da cadeia α ou da cadeia , importantes nas interações com o 
ligante. Extraído e modificado (GAHMBERG et al., 2009). 
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Algumas integrinas apresentam um domínio denominado I (inserido) na 

extremidade externa da cadeia α (α1, α2, α10, α11, αM, αL, αD e αX), sendo a 

região primária de interação com o ligante nessas integrinas (Figura 3). Nas 

integrinas que perderam o domínio-I da cadeia α o sitio de ligação na extremidade 

da porção extracelular é formado por contribuições de ambas as cadeias, α e β 

(SARANTOS et al., 2005).  

O domínio-I pode assumir duas conformações diferentes: conformação 

“aberta” (alta afinidade) e “fechada” (baixa afinidade). Uma característica importante 

é a presença da região denominada MIDAS (Metal Ion Dependent Adhesion Site), 

que coordena cátions metálicos divalentes, requeridos para o 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 região fica constitutivamente ocupada pelo íon magnésio divalente 

sob condições fisiológicas (MEYER et al., 2006). 

Nas integrinas que perderam o domínio-I da cadeia α um domínio tipo I na 

cadeia β é o sitio primário de ligação nessas integrinas (TUCKWELL & 

HUMPHRIES, 1997). O domínio tipo I contem três sítios de ligação a metal: o 

MIDAS, o ADMIDAS (adjacente ao MIDAS) e o LIMBS (Ligand Induced Metal 

Binding Site). No estado fisiológico de baixa afinidade todos os sítios de ligação a 

metal estão ocupados, sendo o MIDAS por íon magnésio e os outros dois sítios pela 

ligação com íons cálcio. O magnésio no sitio MIDAS coordena diretamente o resíduo 

de acido aspártico dos ligantes RGD (ETO et al., 2002). Além de seu papel 

regulatório, o íon cálcio no sitio ADMIDAS pode estar envolvido na interação com o 

ligante (GARNOTEL et al., 2000). 
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Estudos cristalográficos mostraram que a extremidade de interação 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 configuração, 

enquanto que na forma ativa a região de ligação se estende de maneira a permitir a 

interação com os ligantes.  

                               

 

   

 

 

Trabalhos posteriores verificaram três conformações para as integrinas: 

estrutura dobrada, de baixa afinidade; estendida, mas com o sitio de ligação ainda 

indisponível; e de alta afinidade, com a integrina estendida e sitio de ligação 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 β é crítica para a 

conformação e ativação da integrina já que seu domínio tipo I participa da regulação 

Figura 4 – Regulação estrutural das integrinas. As integrinas podem assumir diferentes 
conformações associadas a diferentes níveis de afinidade: a conformação em “V” (esquerda), com a 
extremidade externa voltada para a membrana, apresenta baixa afinidade, enquanto a conformação 
extendida (direita) apresenta maior afinidade já que permite as interações com os ligantes. Extraído e 
modificado (GAHMBERG et al., 2009). 
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do domínio I da cadeia α (TARUI et al., 2001; ANDRE et al., 2002; TAVERNA et al., 

2005; O'CONNOR, 2007; WEGENER et al., 2007). 

Em humanos são conhecidas 24 diferentes integrinas, que surgem de 

associações entre 18 subunidades α e 8 subunidades β (Figura 5). Algumas 

subunidades são largamente expressas, enquanto outras são expressas de maneira 

tecido- ou estágio-dependente (HUMPHRIES et al., 2006). Exemplos da expressão 

dependente do tipo celular ou de tecidos são: αIIbβ3, presente em plaquetas; α6β4 

em queratinócitos; αEβ7 em células T, células dendríticas e mastócitos em tecidos 

mucosos; α4β1 em leucócitos; α4β7 em um subgrupo de células T; e integrinas β2 é 

expressa somente em leucócitos (TAKADA et al., 2007). Outras integrinas são 

encontradas na superfície de diversas células, tal como a αVβ3, expressa no 

endotélio.  

 

 

 
Figura 5 – Esquema das diferentes associações entre as subunidades  e  das integrinas. As 

associações ocorrem entre 18 tipos de cadeias  e 8 tipos de cadeia , formando pelo menos 24 
heterodímeros descritos atualmente. Extraído e modificado (KINASHI, 2005). 
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A interação das integrinas com os ligantes podem ser específicas de acordo 

com os tipos de tecidos. A α2β1 plaquetária, por exemplo, é específica para o 

colágeno, mas também pode se ligar a laminina em outros tipos celulares (HYNES, 

1992). Os níveis particulares de integrinas podem ser alterados em diversas 

doenças, incluindo a progressão do câncer. Normalmente, a integrina β6 tem sua 

expressão restrita a células epiteliais no desenvolvimento embrionário, não sendo 

expressa em tecidos adultos. Elas são expressas em associação com αV como 

receptoras para fibronectina, tenascina e vitronectina. A expressão de  αVβ6 é 

induzida em células epiteliais durante a cicatrização e em carcinomas de cólon, 

pulmão, cavidade oral, mama e cérvix (JANES & WATT, 2006). Além disso, a 

especificidade e afinidade de uma integrina podem não ser constantes para o 

mesmo receptor na mesma célula (HYNES, 1992). A combinação específica das 

subunidades α e β, seqüências definidas contendo os aminoácidos Asp ou Glu nos 

ligantes e a presença de cátions divalentes (XIONG et al., 2003) permitem que as 

células reconheçam e respondam a uma variedade de diferentes ligantes. 

As integrinas podem se ligar tanto a moléculas de superfície celular como à 

proteínas da ECM. As moléculas de adesão que podem interagir com as integrinas 

são as ICAMs (moléculas de adesão intercelular), as MadCAMs (moléculas de 

adesão celular a adressina mucosa) e as VCAMs (moléculas de adesão celular 

vascular).  A variedade de proteínas da ECM com as quais as integrinas podem se 

ligar inclui a fibronectina, a vitronectina, o colágeno, o fibrinogênio, o componente 

iC3b do sistema complemento, entre outros  (SPRINGER, 1994; HUMPHRIES, 

2000). Além disso, embora a maior parte das interações das integrinas seja 

heterotípica, como a ligação de uma integrina a uma proteína da ECM, por exemplo, 

podem ocorrer também interações heterofílicas, como a ligação 21 e 31 que 
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media a adesão intercelular entre queratinócitos (SYMINGTON et al., 1993) e 

também interações homofílicas entre integrinas 31 (SRIRAMARAO 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 proteínas da 

ECM e da superfície celular se ligam a múltiplas 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 

função de integrinas e seus ligantes revelaram um modo similar de interação 

molecular que explica a existência de sobreposições nas especificidades de 

combinações integrina-ligante.  

A seqüência RGD da fibronectina foi originalmente identificada como um 

motivo de ligação a integrina (PIERSCHBACHER & RUOSLAHTI, 1984), assim 

como seqüências relacionadas encontradas em moléculas da ECM.  

Diversas integrinas, como 31, IIb3, 51, v1, v3, v5, v6, 

reconhecem a seqüência de aminoácidos RGD presente em várias proteínas 

diferentes que compõem a ECM, enquanto outras integrinas reconhecem 

seqüências alternativas, como EILDV (41, 47), REDV (41), IDG (81, 

91), entre outras (MIZEJEWSKI, 1999). 

As seqüências adesivas reconhecidas por integrinas têm permitido a 

utilização de moléculas inibidoras que bloqueiam a função desses receptores, como 

anticorpos monoclonais, peptídeos e pequenas moléculas miméticas, peptídicas ou 

não (CURLEY et al., 1999). A estrutura RGD, por exemplo, têm servido como base 

para o desenho de drogas testadas na inibição da função de integrinas para o 
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tratamento de trombose, inflamação, aterosclerose, osteoporose e câncer (HART et 

al., 1995).  

Embora peptídeos RGD inibam a ligação de ligantes às integrinas com uma 

especificidade de reconhecimento RGD, estes receptores podem discriminar entre 

ligantes contendo essa seqüência. A especificidade pode ser determinada pelo 

contexto da seqüência RGD, como seus resíduos flanqueadores e a conformação 

tridimensional da seqüência, além de pequenas características individuais (HAAS & 

PLOW, 1994).  

Outros fatores ainda contribuem para a diversidade e complexidade das 

interações mediadas por integrinas: splicing alternativo, modificações pós-

traducionais e interações com outras moléculas de superfície celular e intracelular 

(GREEN et al., 1998; PORTER & HOGG, 1998; DE MELKER & SONNENBERG, 

1999).  

 

1.1.2. Integrinas e sinalização 

Diversos estudos têm evidenciado que a interação das integrinas com o meio 

extracelular dispara uma série de eventos de transdução de sinais que modulam 

comportamentos celulares como proliferação, sobrevivência ou apoptose, forma, 

polaridade, motilidade, haptotaxia, expressão gênica e diferenciação (TAKADA et al., 

2007).  

As integrinas participam dos diversos processos celulares através da 

transdução de sinais celulares em ambas as direções, outside-in e inside-out 

(GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999; GINSBERG et al., 2005; LUO et al., 2007; ROSE 

et al., 2007). A informação de sinalização gerada pelas interações de ligação entre 

as integrinas e os ligantes é transduzida através da membrana plasmática em uma 
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variedade de vias de sinalização em um processo denominado sinalização outside-

in. Reguladores intracelulares, por sua vez, modificam as propriedades externas de 

ligação da integrina ao ligante em um processo chamado sinalização inside-out.    

Diversas proteínas do citoesqueleto interagem com domínio citoplasmático da 

cadeia β das integrinas formam complexos multi-moleculares com proteínas 

envolvidas na sinalização e com proteínas adaptadoras que fornecem uma conexão 

ao citoesqueleto, algumas das quais regulam o estado de ativação da integrina 

(ZAMIR & GEIGER, 2001; HYNES, 2002; DELON & BROWN, 2007; ZAIDEL-BAR et 

al., 2007). Tais moléculas são ativadas de acordo com o tipo celular e o estímulo 

recebido pela célula (GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999; COPPOLINO & DEDHAR, 

2000; LIU et al., 2000). 

 

1.1.2.1. Sinalização outside-in  

A ativação outside-in envolve mudanças na conformação das integrinas 

(Figura 6). A interação destes receptores com seus ligantes induz mudanças 

conformacionais capazes de aumentar a afinidade pelo ligante (ARNAOUT et al., 

2005; LUO et al., 2007). A ativação da integrina é acompanhada por várias 

mudanças conformacionais sutis na região de ligação da integrina que criam um sítio 

de alta afinidade ao ligante (TAKAGI & SPRINGER, 2002). Subsequentemente, 

sinais podem ser gerados através de alterações nas estruturas citoplasmáticas da 

integrina. Tais alterações resultam na formação de clusters de integrinas e 

aumentam sua avidez pelo ligante (Figura 6). Assim, interações inicialmente fracas 

entre a integrina e seu ligante podem resultar na formação de grandes agregados de 

ligante/receptor, um dos principais mecanismos de adesão.  
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A ativação, por sua vez, leva à organização de estruturas especializadas 

de adesão denominadas adesões focais (FAs) (LO & CHEN, 1994). Este complexo 

inclui proteínas estruturais e de sinalização, como as integrinas, proteínas do 

citoesqueleto e quinases, que incluem FAK (focal adhesion kinase) e Src, entre 

outras. As FAs asseguram a adesão ao substrato, bem como a localização 

direcionada do citoesqueleto e dos componentes de sinalização, sendo 

consideradas organelas de transdução de sinais dependente da adesão (LO & 

CHEN, 1994).   

A maioria das integrinas ativa a FAK, proteína fundamental na sinalização 

mediada por integrinas (ZACHARY & ROZENGURT, 1992; SCHALLER & 

PARSONS, 1994). A ativação da FAK e sua fosforilação dependem da ligação da 

integrina aos seus ligantes (GUAN et al., 1991; KORNBERG et al., 1991; 

SCHWARTZ et al., 1995), sendo que elas podem ser ativadas pelo domínio 

citoplasmático da subunidade  da integrina (AKIYAMA et al., 1994; LUKASHEV et 

Figura 6 – Ativação e regulação estrutural das integrinas. As integrinas podem assumir 
conformações com diferentes níveis de afinidade (esquerda): a conformação em “V”, com a 
extremidade externa voltada para a membrana, apresenta baixa afinidade, enquanto as 
conformações extendidas apresentam afinidade intermediária ou alta pelos ligantes. Sinais gerados 
através de alterações nas estruturas citoplasmáticas da integrina podem resultar na formação de 
clusters de integrinas (direita), aumentando a avidez pelo ligante. Extraído e modificado (KINASHI, 
2005). 
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al., 1994) e por interações de proteínas do citoesqueleto associadas a integrina. 

Uma vez ativada e fosforilada, a FAK se associa a várias moléculas de sinalização, 

disparando vias de sinalização celular (Figura 7). 

 

1.1.2.2. Sinalização inside-out  

A ativação das integrinas afeta suas interações com o meio extracelular 

(GINSBERG et al., 2005; LUO et al., 2007). Assim, os processos de ativação das 

integrinas devem ser controlados tanto extra como intracelularmente, de forma que 

esses receptores interajam com seus ligantes e disparem sinalizações de maneira 

regulada (HUMPHRIES et al., 2003).  

As interações entre o domínio citoplasmático das integrinas e os fatores 

intracelulares regulam a atividade das integrinas e sua interação com o ligante. 

Diversas proteínas interagem diretamente com o domínio citoplasmático das 

integrinas, incluindo proteínas do citoesqueleto, proteínas adaptadoras, quinases e 

mesmo co-ativadores da transcrição. As regiões citoplasmáticas das integrinas 

assumem conformações diferentes de acordo com as proteínas citoplasmáticas com 

as quais interagem. Algumas destas proteínas possuem sobreposição do sitio de 

ligação no domínio citoplasmático das integrinas, de modo que deve haver uma 

regulação espaço-temporal de tais interações (GAHMBERG et al., 2009).  

A subunidade  é o principal sítio para a ligação de moléculas do 

citoesqueleto e de sinalização, ao passo que a subunidade  possui um papel 

regulatório. Portanto, deve haver interação entre o domínios citoplasmáticos de 

ambas as subunidades (VINOGRADOVA et al., 2002).  
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Figura 7 – Sinalização mediada por integrinas. As interações integrinas-ligantes pode desencadear 
o recrutamento de diversas proteínas citoplasmáticas, sendo a FAK uma das principais. A FAK 
ativada e fosforilada se associa a várias moléculas de sinalização, disparando vias de sinalização que 
culminam na proliferação, sobrevivência e migração celular. Receptores tirosina quinase podem 
participar de tais processos de sinalização celular. Extraído e modificado (GUO & GIANCOTTI, 2004). 
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1.2. ADESÃO CELULAR E DOENÇAS 

Diversos estudos utilizando camundongos knockout têm evidenciado que as 

integrinas possuem papel crucial em processos como sobrevivência e proliferação 

celular, cicatrização e tumorigênese (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 adesão celular é um dos campos de mais rápida 

expansão nas ciências biológicas e biomédicas. Uma das razões para tal 

crescimento esta na importância da adesão celular em diversos processos celulares 

normais e também em situações patológicas, incluindo o desenvolvimento de órgãos 

complexos, a disseminação das células sanguíneas durante a defesa imunológica, 

desordens inflamatórias e a liberação de células metastáticas do tumor maligno e 

sua adesão em sítios secundários de colonização. Outra razão é que os recentes 

progressos metodológicos têm permitido o aprofundamento na compreensão da 

organização de sistemas celulares complexos e sua regulação. A família das 

integrinas, em particular, tem recebido bastante atenção devido ao seu papel chave 

em diversos processos fisiológicos, bem como em situações patológicas 

(GAHMBERG et al., 2009).  

 

1.2.1. Metástase  

A metástase é tida como o auge da progressão neoplásica, sendo a causa de 

cerca de 90% das mortes em casos de câncer. A cascata metastática é uma série 

complexa de processos (AUERBACH, 1988; BLOOD & ZETTER, 1990; LIOTTA et 

al., 1991) que inclui a disseminação das células a partir do tumor primário, migração 

pela ECM, penetração através da membrana basal, intravasamento, interação 
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adesiva com o endotélio no órgão-alvo, extravasamento, colonização secundária e 

neovascularização (Figura 8). 

Durante as etapas envolvidas na metástase, a adesão celular é obviamente 

um evento crítico 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 específicos. 

 

 

 

 

Figura 8 – Cascata metastática. O processo metastático inclui a disseminação das células a partir 
do tumor primário, migração pela ECM, intravasamento, extravasamento no órgão-alvo, colonização 
secundária e neovascularização (Figura 8). A adesão celular mediada por integrinas é certamente um 
evento crítico para a progressão da metástase. Extraído e modificado (GUO & GIANCOTTI, 2004). 

Carcinoma in situ 

Caderinas 

Invasão 
tumoral 

Angiogênese 

Integrinas 
Membrana 
basal 

ECM 

Intravasamento 

Extravasamento 

Metástase 

Associação com 
plaquetas e leucócitos 



32 
 

 
 
 

Comparada com células normais, a expressão de algumas integrinas é 

alterada nas células tumorais, sugerindo que diferentes subunidades componentes 

dessas moléculas possam contribuir positivamente ou negativamente para a 

progressão tumoral (RUOSLAHTI, 1992). As modificações na expressão e na 

distribuição das integrinas na superfície celular são especificas para os tipos 

tumorais. Células tumorais de mama, de próstata e de cólon, por exemplo, 

apresentam diminuição na expressão de 21, 31, 51, et 64, enquanto os 

osteosarcomas superexpressam 21, integrina receptora de colágeno, que 

desempenha papel importante na formação de metástases (GRINSTEIN et al., 1989; 

INGBER et al., 1990). As alterações quantitativas e qualitativas na expressão das 

integrinas são observadas in vitro e in vivo. Algumas integrinas são expressas ou 

não durante um período determinado da progressão, enquanto outras são 

fosforiladas, afetando as propriedades do citoesqueleto e da ligação das integrinas 

aos ligantes extracelular (KLEIN et al., 1991; FAWCETT & HARRIS, 1992).  

A integrina multi-específica αVβ3 é expressa por diversas células tumorais e 

sua expressão está envolvida no desenvolvimento tumoral (BROOKS et al., 1994; 

BROOKS et al., 1995) e na metástase de células de câncer de mama para o osso 

(PECHEUR et al., 2002), além de desempenhar importante papel em outros tipos de 

células tumorais, como melanoma, carcinoma de cólon (VONLAUFEN et al., 2001), 

gliomas e câncer de ovário (ALBELDA et al., 1990; PIGNATELLI et al., 1992).  

As integrinas β1 apresentaram importante papel na tumorigênese em modelos 

de cultura celular (ZUTTER et al., 1995; WEAVER et al., 1997; WANG et al., 2002) 

e, mais recentemente, em um modelo murino transgênico (WHITE et al., 2004). A 

sinalização pela integrina β1 envolve várias etapas, incluindo a ligação a ligantes 

extracelulares-chave, tais como a fibronectina e a laminina-1. De fato, ligantes da 
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ECM facilitam e promovem o crescimento de vários tumores sólidos, talvez por 

oferecerem um microambiente mais permissivo (MUSCHLER et al., 2002; SINGH et 

al., 2004). A expressão aumentada da integrina β1 está correlacionada com a 

sobrevivência diminuída no câncer de mama. Outras integrinas tais como αVβ3 e 

α6β4 são induzidas em células de melanoma altamente metastáticas e na 

progressão do adenocarcinoma pancreático, respectivamente (BERRIER & 

YAMADA, 2007).  

Os processos metastáticos requerem a sobrevivência de células tumorais 

circulantes na corrente sanguínea, sua chegada em sítios distantes, extravasamento 

e sucesso na colonização do novo tecido. Durante seu trânsito na circulação, as 

células tumorais ficam expostas a forças mecânicas de cisalhamento, proteínas do 

plasma e células sangüíneas como plaquetas e neutrófilos, tudo podendo afetar sua 

sobrevivência e extravasamento da parede sangüínea (WEISS, 1990). O 

extravasamento de células tumorais é um dos eventos mais importantes no 

processo metastático. No fluxo sangüíneo, a célula tumoral circulante se adere 

transientemente ao endotélio, seguindo-se uma retração endotelial e adesão tumoral 

ao subendotélio (ZETTER, 1990). Tal adesão ocorre principalmente através de 

integrinas, a ligantes adesivos do endotélio, tais como laminina (KITAYAMA et al., 

1999), colágeno (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 expressão de alguns desses componentes pode ser 

modificada pelo stress de cisalhamento (THOUMINE et al., 1995).  

As plaquetas estão envolvidas na progressão tumoral e podem facilitar a 

formação de metástases pelo reforço na adesão de células tumorais a ECM 

subendotelial sob condições de fluxo (BASTIDA et al., 1989; DARDIK et al., 1997). 
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Alguns estudos sugerem que os agregados plaquetários protegem as células 

tumorais da atividade citotóxica de agentes naturais como células killer (HONN et al., 

1992; NIESWANDT et al., 1999). Entretanto, os mecanismos pelos quais as 

plaquetas auxiliam a metástase ainda não são claramente compreendidos. 

A interação entre as células tumorais e a ECM determina não apenas a 

metástase, mas também influencia outros eventos necessários a formação das 

metástases, como a mobilidade das células tumorais, a degradação da ECM e a 

proliferação tumoral. Todos esses processos estão constantemente interagindo 

entre si e sob a influência 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 progressão tumoral em que há 

interação de integrinas e fatores de crescimento, além de componentes da ECM, é a 

angiogênese (BIKFALVI & BICKNELL, 2002). Uma vez que a metástase tenha 

ocorrido, o crescimento tumoral é altamente dependente da habilidade dos tumores 

induzirem sua própria vascularização (HARLOZINSKA, 2005). Diversos estudos 

mostram que as integrinas são importantes nas interações complexas requeridas 

para células tumorais expandirem-se nos tecidos distantes e também na 

angiogênese necessária para a oxigenação e crescimento tumoral (PARISE et al., 

2000; GOEL & LANGUINO, 2004; AKALU et al., 2005). O bloqueio das funções das 

integrinas pode exercer efeito na resposta angiogênica de células endoteliais, 

mostrando que tais receptores estão envolvidos na formação de novos vasos 

(SERINI et al., 2006). Pequenos peptídeos e anticorpos contra as integrinas V3 e 

V5 levaram a inibição da angiogênese e conseqüentemente, a uma rápida 

regressão tumoral (BROOKS et al., 1994; BROOKS et al., 1994; FRIEDLANDER et 

al., 1995; KIM et al., 2000).  



35 
 

 
 
 

Além de promover os processos tumorais, a adesão celular media resistência 

a drogas em múltiplos tipos de câncer, protegendo as células tumorais da morte por 

radiação, quimioterapia genotóxica ou inibidores de vias de sinalização. Integrinas 

β1 estão envolvidas na resistência a quimioterapia (HAZLEHURST et al., 2000; 

DAMIANO, 2002) e a radiação (CORDES & BEINKE, 2004; CORDES et al., 2004) 

em vários tipos de câncer, ilustrando seu papel potencialmente multifacetado como 

alvo terapêutico e fator preditivo. 

 

1.3. ANGIOGÊNESE  

O desenvolvimento de novos vasos sangüíneos, processo denominado 

angiogênese, é essencial para o desenvolvimento de órgãos e para a diferenciação 

durante a embriogênese, bem como para processos normais tais como a 

cicatrização, regeneração de tecidos e órgãos, e o crescimento cíclico do corpo lúteo 

e do endométrio (FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987; KLAGSBRUN & D'AMORE, 

1991; CARMELIET et al., 1996; FERRARA et al., 1996).  

As etapas da angiogênese incluem a ativação das células endoteliais por 

fatores angiogênicos, proliferação dessas células, migração direcional, 

remodelamento da ECM circundante, formação e estabilização do tubo vascular.  

A regulação da angiogênese é resultante do equilíbrio dinâmico entre fatores 

pró e anti-angiogênicos (JAIN, 2003). Quando os fatores pró-angiogênicos são 

produzidos em excesso em relação aos inibidores, o equilíbrio é inclinado a favor do 

crescimento de vaso sangüíneo, ocorrendo o oposto quando os inibidores estão 

presentes em excesso aos estimuladores. Em condições normais, o corpo mantém 

um equilíbrio perfeito entre os moduladores angiogênicos. Nos casos em que o 

organismo perde o controle sobre a formação de novos vasos sangüíneos, surgem 
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estados patológicos nos quais a angiogênese pode ser excessiva ou insuficiente 

(TONINI et al., 2003).  

A angiogênese persistente e up-regulada está relacionada a patologias como 

câncer, aterosclerose, artrite reumatóide, retinopatia diabética, psoríase, etc. 

(FOLKMAN, 1995). Em tais condições, os novos vasos sangüíneos alimentam os 

tecidos doentes e, no caso do câncer, permitem às células tumorais desenvolverem 

sua vantagem crítica de crescimento e facilitam a metástase (FOLKMAN, 1987; 

FOLKMAN, 1990). Os portadores de tais doenças podem se beneficiar da inibição 

terapêutica da angiogênese. Por outro lado, terapias pró-angiogênicas poderão ser 

utilizadas em casos onde o processo de formação de vasos é down-regulado, 

desencadeando doenças das artérias coronárias (CAD), falha cardíaca, injúria 

tecidual, cicatrização retardada de ferimentos, etc. Nestas condições, o crescimento 

dos vasos sangüíneos é inadequado, o que afeta a circulação sangüínea local e leva 

invariavelmente ao risco de morte tecidual por necrose. 

As diversas moléculas participantes da regulação da neovascularização 

incluem fatores solúveis, proteases, moléculas de adesão celular e integrinas 

(BIKFALVI & BICKNELL, 2002). Um conjunto de interações críticas entre ligantes e 

receptores coordena a angiogênese, nas quais a ligação do VEGF (fator de 

crescimento endotelial vascular) ou VEGF-A aos seus respectivos receptores 

tirosina-quinases (RTKs) VEGFR-1 e -2 se destaca como interação chave (FONG et 

al., 1995; SHALABY et al., 1995). Fatores adicionais como os FGFs (fatores de 

crescimento de fibroblastos) e membros da família 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 

Há mais de uma década o papel do VEGF na regulação da angiogênese tem 

sido objeto de intensa investigação (MAGLIONE et al., 1991). Evidências recentes 

indicam que o crescimento e a maturação de novos vasos são processos altamente 

complexos e coordenados que requerem a ativação seqüencial de uma série de 

receptores por ligantes em células endoteliais (YANCOPOULOS et al., 2000; 

CARMELIET, 2003; JAIN, 2003). Entretanto, a sinalização disparada pela interação 

do VEGF (ou VEGF-A) com seus receptores é considerada a mais específica e 

crítica na regulação da neovascularização. 

Os VEGFs são glicoproteínas 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 não apenas na angiogênese fisiológica, como 

também em desordens angiogênicas, incluindo isquemia, inflamação e câncer 

(FERRARA & HENZEL, 1989; FERRARA et al., 1992; AUTIERO et al., 2003; 

CARMELIET, 2003).  

A família do VEGF inclui pelo menos sete membros: VEGF-A (ou 

simplesmente VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PlGF (fator de 

crescimento placentário) e svVEGF (VEGF derivado de veneno de serpentes) 

(TAKAHASHI & SHIBUYA, 2005; SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 2006).  Todos 

os membros, exceto VEGF-E e svVEGF, são encontrados em mamíferos.  

Um único gene que compreende 8 éxons origina, através de splicing do 

mRNA, isoformas de VEGF (ou VEGF-A) com diferentes números de aminoácidos 

(VEGF121, 145, 165, 189, 206) (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997), que diferem em 

propriedades bioquímicas e no padrão de expressão (PARK et al., 1993; GITAY-

GOREN et al., 1996; NEUFELD et al., 1996; ROBINSON & STRINGER, 2001). 
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VEGF121 e VEGF165 são as únicas isoformas solúveis e também as mais 

abundantes, sendo VEGF165 o estimulador mais poderoso da proliferação de células 

endoteliais (SOKER et al., 1997). Outras isoformas também foram descritas, com 

148, 162 e 183 aminoácidos (VEGF148, 162, 183) e mais recentemente uma variante do 

VEGF165, denominada VEGF165b.  

Outros fatores de crescimento e também condições de stress como a hipóxia 

regulam a expressão do VEGF, o que pode ocorrer tanto em células endoteliais 

como em outros tipos celulares (HARRIS, 2002). 

 Múltiplos processos envolvendo o endotélio vascular são mediados pelo 

VEGF, incluindo proliferação (FERRARA & HENZEL, 1989), permeabilidade 

microvascular (SENGER et al., 1983; SENGER et al., 1990), sobrevivência (ALON et 

al., 1995; PIERCE et al., 1996; GERBER et al., 1998), adesão e migração (BYZOVA 

et al., 2000), e indução da expressão gênica (OLSSON et al., 2006), etapas 

envolvidas na angiogênese (FERRARA & ALITALO, 1999). Outras funções têm sido 

atribuídas ao VEGF, tais como atividade anti-apoptótica, linfangiogênese (BALDWIN 

et al., 2002; NAGY et al., 2002), imunossupressão (OHM & CARBONE, 2001; OHM 

et al., 2003), estímulo e recrutamento células precursoras hematopoiéticas e 

endoteliais derivadas da medula na angiogênese (LYDEN et al., 2001; RAFII et al., 

2002), e regulação da sobrevivência de células-tronco hematopoiéticas (MANN & 

PLANT, 2002). As diversas atividades do VEGF são, em parte, dependentes dos 

tipos de células que interagem com ele e do micro ambiente extracelular, permitindo 

que esse fator exerça funções específicas de acordo com as necessidades de cada 

tecido (NG et al., 2006). 

As atividades multifuncionais de VEGF em células endoteliais e não-

endoteliais podem ser explicadas pelas diferenças funcionais ou pela expressão 
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distinta dos receptores para esse fator de crescimento. Os dois receptores 

expressos em células endoteliais vasculares pertencem à família de receptores 

tirosina-quinases: o VEGFR-1 (Flt-1) e o VEGFR-2 (Flk-1/KDR), sendo este o 

responsável pela sinalização 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 subfamília de receptores é o VEGFR-3 (Flt-4), expresso no 

endotélio linfático (KUKK et al., 1996).  

 

 

 

 

 

O VEGFR-1 (flt-1) ocorre diversos tipos celulares (como células endoteliais e 

macrófagos) (CLAUSS et al., 1996; WANG & KEISER, 1998; NIIDA et al., 1999), e 

sua expressão é regulada por hipóxia (GERBER et al., 1997). Embora tenha sido o 

primeiro receptor identificado para o VEGF (DE VRIES et al., 1992), a função precisa 

Figura 9 – VEGFs e seus respectivos receptores. Os membros da família do VEGF interagem de 
maneira específica com três diferentes receptores tirosina quinases, VEGFR-1. -2 e -3. O VEGFR-1 
também é expresso na forma solúvel. VEGFR-1 e seus ligantes estão representados em amarelo, 
VEGFR-2 e seus ligantes estão em azul e o VEGFR-3 e seus ligantes estão em verde. Ligantes com 
mais de uma cor interagem com mais de um receptor. Extraído e modificado (CROSS et al., 2003). 

VEGFR-1 
solúvel 

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 
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do VEGFR-1 permanece em discussão. Evidências recentes indicam que suas 

atividades positivas e negativas conflitantes podem ser devidas, ao menos em parte, 

ao fato de dependerem do estágio de desenvolvimento e do tipo celular.  

 A afinidade do VEGFR-1 pelo VEGF é 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 autofosforilação da tirosina em 

resposta ao VEGF em condições fisiológicas, e a ligação desse fator ao VEGFR-1 

parece não ativar os sinais downstream requeridos para as respostas em células 

endoteliais tais como proliferação e sobrevivência (DE VRIES et al., 1992; 

WALTENBERGER et al., 1994; KEYT et al., 1996; RAHIMI et al., 2000). A 

observação de que o ligante específico de VEGFR-1, PlGF, reforça 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 

sinalização em excesso por VEGFR-2, sendo que PlGF desloca o VEGF-A do 

VEGFR-1 tornando-o disponível para ligar-se ao VEGFR-2 e disparar a sinalização 

através desse receptor quando necessário (PARK et al., 1994). Camundongos com 

deleção para o VEGFR-1 morrem in utero entre 8,5-9,5 dias devido ao 

supercrescimento e desorganização dos vasos sangüíneos (FONG et al., 1995; 

FONG et al., 1999). Por outro lado, camundongos que expressam VEGFR-1 sem o 

domínio quinase são saudáveis e não apresentam defeitos no desenvolvimento da 

vasculatura (HIRATSUKA et al., 1998). Assim, embora a ligação dos ligantes ao 

VEGFR-1 seja essencial, a sinalização através desse receptor, pelo menos durante 

o desenvolvimento embrionário, é dispensável. O sVEGFR-1, uma forma solúvel 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 angiogênese 

sob condições patológicas (CARMELIET et al., 2001; HIRATSUKA et al., 2001; 

LUTTUN et al., 2002; AUTIERO et al., 2003). Já foi demonstrado que o VEGFR-1 

participa da neovascularização associada a patologias como artrite reumatóide, 

aterosclerose, crescimento tumoral e metástase (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). Análises in vitro 

subseqüentes mostraram que a angiogênese observada em condições patológicas é 

uma conseqüência da sinalização de VEGFR-1, o qual reforça a sinalização 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 superfície de algumas células hematopoiéticas que seriam 

progenitoras das endoteliais (ASAHARA et al., 1999; LYDEN et al., 2001). No 

endotélio, o VEGF estimula a expressão do VEGFR-2 por um mecanismo de 

feedback positivo (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997). 

O papel deste receptor na angiogênese do desenvolvimento e na 

hematopoiese é evidenciado pela morte in utero entre 8,5-9,5 dias de camundongos 

com deleção para o VEGFR-2, resultante da perda da vasculogênese e da falha na 

organização dos vasos (SHALABY et al., 1995). O VEGFR-2 é o principal mediador 

dos efeitos mitogênico e angiogênico, e da permeabilidade aumentada disparados 

pelo VEGF. Sob o estímulo deste fator, o VEGFR-2 sofre dimerização e se 

autofosforila, ativando a via PKC-c-Raf-MEK-MAPK (Figura 10) (TAKAHASHI et al., 

2001). 
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O VEGFR-2 tem papel essencial também na angiogênese patológica, como 

na retinopatia diabética e no câncer. No tecido tumoral, as células tumorais e as do 

estroma expressam altos níveis de VEGF mas pouco VEGFR-2, enquanto que na 

vasculatura tumoral a expressão do VEGFR-2 é de 3-5 vezes maior que na normal 

(PLATE et al., 1994). Isto sugere uma regulação parácrina entre VEGF tumoral e do 

estroma circundante e o VEGFR-2 das células endoteliais no estímulo da 

angiogênese.  

 

 

 

 

Figura 10 – Sinalização celular através do receptor VEGFR-2. A ligação do VEGF ao domínio 
extracelular do VEGFR-2 induz sua dimerização e autofosfoilação de resíduos tirosina, 
desencadeando a ligação de proteínas citoplasmáticas aos resíduos de tirosina. Tais proteínas 
sofrem fosforilação e ativação. A transdução de sinais resulta em diferentes funções das células 
endoteliais, tais como sobrevivência, permeabilidade, migração e proliferação. Extraído e modificado 
(Cross, Dixelius et al. 2003). 
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1.3.2. Angiogênese e integrinas 

A angiogênese requer a coordenação de receptores de fatores de 

crescimento e integrinas (BROOKS et al., 1994; FRIEDLANDER et al., 1995), 

levando a ativação de sinais outside-in em células endoteliais (ELICEIRI et al., 1998; 

SHORT et al., 1998). Duas vias de angiogênese induzida por fator de crescimento 

foram identificadas, nas quais o bFGF induz a angiogênese dependente da ligação a 

integrina V3, ao passo que o VEGF induz angiogênese dependente da ligação a 

integrina V5 (FRIEDLANDER et al., 1995). Trabalhos recentes indicam que Src e 

FAK são ativados por receptores de fatores de crescimento e/ou após a adesão 

celular mediada por integrinas (PARSONS & PARSONS, 1997; SCHLAEPFER & 

HUNTER, 1998) Src e FAK também se associam ao domínio citoplasmático de 

GFRs (SIEG et al., 2000) e após a adesão mediada pela integrina, FAK pode 

recrutar Src para as FAs levando a ativação da MAPK (WARY et al., 1998). Há 

evidências que VEGF e outros fatores de crescimento ativam Src quinase, que induz 

a fosforilação da FAK, facilitando sua associação com a integrina V5 in vivo e in 

vitro. A deficiência de Src ou o bloqueio de sua atividade inibem a formação de um 

complexo FAK/V5 induzido por VEGF.  

 

1.3.3. VEGF e integrinas 

Estudos revelaram interações entre as integrinas e a sinalização 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 interações. 
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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 não-receptoras para sítios de adesão (MIYAMOTO et al., 1996).  A 

importância da sinergia GFR-integrina é ilustrada para a progressão do ciclo celular 

(ASSOIAN & SCHWARTZ, 2001) e para a migração celular (IVANKOVIC-DIKIC et 

al., 2000; SIEG et al., 2000). Em fibroblastos e células endoteliais, por exemplo, a 

adesão às proteínas da ECM induz a ativação parcial do GFR, levando a ativação da 

MAPK e a sobrevivência celular dependente de ancoragem (MORO et al., 1998). 

Estudos posteriores revelaram que a FAK interage diretamente com o domínio 

citoplasmático do GFR, podendo agir como uma ponte entre esse receptor e os 

componentes de ligação a integrina (SIEG et al., 2000). Além disso, fatores de 

crescimento, como o VEGF, podem ativar integrinas, aumentando a capacidade de 

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

 

1.3.4. Angiogênese terapêutica 

A área que tem como alvo a busca de terapia estimuladoras ou inibidoras da 

neovascularização está em grande expansão, visando à descoberta de novos 

compostos ativos que possam ser utilizados como coadjuvantes do processo de 

formação ou inibição da formação de novos vasos (GRIFFIOEN & MOLEMA, 2000). 

Estima-se que pelo menos 314 milhões de pacientes no mundo ocidental possam se 

beneficiar de alguma forma com a terapia pró-angiogênica e que pelo menos 184 

milhões de pacientes possam se beneficiar com a terapia anti-angiogênica.  
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1.3.4.1. Terapia pró-angiogênica 

As doenças cardiovasculares estão entre as principais causas mundiais de 

morte em homens e mulheres, entre todos os grupos étnicos e raças. A disfunção 

endotelial está envolvida na patogênese de muitas doenças que afetam o sistema 

cardiovascular, apresentando-se como traço característico na trombose, em vasos 

ateroscleróticos, artérias sujeitas à injúria mecânica e vasos colaterais que se 

desenvolvem em resposta a isquemia severa (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; 

VANHOUTTE & HOUSTON, 1985).  

Abordagens disponíveis atualmente para o tratamento de pacientes com 

doença isquêmica no coração incluem terapia médica ou revascularização coronária 

por angioplastia ou através de ponte de safena. Entretanto, um número significante 

destes pacientes não é candidato a revascularização coronária ou alcançam 

revascularização incompleta através de tais procedimentos. Desta forma, a 

descoberta de moléculas candidatas capazes de estimular angiogênese do 

miocárdio tem causado crescente interesse no uso dessas moléculas para aplicação 

terapêutica. Experiências clínicas preliminares sugerem que angiogênese 

terapêutica pode prover fluxo sangüíneo adicional para áreas incompletamente 

vascularizadas (SCHUMACHER et al., 1998; LAHAM et al., 1999; ROSENGART et 

al., 1999). A administração perivascular ou intracoronária de VEGF em modelos 

animais de isquemia miocardial crônica melhorou o fluxo colateral (BANAI et al., 

1994). Métodos clinicamente aplicáveis baseados em cateterismo e métodos 

cirúrgicos estão sob avaliação (SIMONS et al., 2000; POST et al., 2001). Uma única 

aplicação de VEGF na superfície intimal de uma artéria que sofreu injúria poderia 

acelerar a re-endotelização (ASAHARA et al., 1995). 
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As abordagens terapêuticas atuais apontam para um direcionamento 

altamente efetivo de fatores angiogênicos para a região isquêmica (SIMONS et al., 

2000; RISSANEN et al., 2001). Testes pré-clínicos e clínicos iniciais têm sido 

realizados, buscando eficácia na geração de novos vasos sangüíneos de estrutura, 

função e estabilidade adequadas. Os efeitos colaterais locais, bem como os 

sistêmicos de fatores de crescimento, precisam ser minimizados, mesmo quando 

são implementadas administrações primariamente locais (EPSTEIN et al., 2001). 

 

1.3.4.2. Terapia anti-angiogênica 

A idéia de um fator de crescimento para vasos sanguíneos foi proposta 

primeiramente por Michelson em 1948. Folkman e seu grupo de pesquisa, no inícios 

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-angiogênica foi formulado há mais de 30 anos por 

Judah Folkman e desde então, os pesquisadores vêm adquirindo conhecimentos 

essenciais nos mecanismos biológicos da angiogênese. 

Estudos clínicos mostram a importância do VEGF em doenças humanas. 

Altos níveis de VEGF no soro em pacientes com câncer de pulmão em pré-

tratamento estão relacionados à baixa resposta a quimioterapia convencional e a 

baixa taxa de sobrevivência (SALVEN et al., 1998). Assim, diante dos papéis deste 

fator de crescimento angiogênico, diferentes estratégias têm sido desenhadas para 

inibir sua função em processos patológicos. Estudos demonstraram que anticorpos 

específicos para VEGF são capazes de interromper seus efeitos angiogênicos, 
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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 metastático e em subgrupos de pacientes 

com carcinoma de pulmão metastático avançado. Em 2007, o Bevacizumab foi 

aprovado na Europa para o tratamento de câncer renal e de mama. 

Outra abordagem é o acoplamento de uma toxina ao próprio VEGF. Quando 

partes ativas da toxina de difteria (DT390) são ligadas ao VEGF165 ou VEGF121, a 

molécula quimérica exerce efeitos tóxicos altamente seletivos em células endoteliais, 

diminuindo a velocidade de crescimento tumoral em modelo de sarcoma de Kaposi 

(ARORA et al., 1999). 

A interação do VEGF com seus receptores também se constitui em um alvo 

para as terapias anti-angiogênicas. A administração de VEGFR-1 solúvel purificado 

bloqueia a proliferação de células endoteliais, pois esse receptor se liga ao VEGF 

com alta afinidade e impede que haja a transdução de sinais proliferativos disparada 

pela ligação desse fator de crescimento ao VEGFR-2 (HIRATSUKA et al., 1998). A 

transfecção de células tumorais com cDNA codificante de VEGFR-1 solúvel nativo 

truncado inibe significantemente sua implantação e crescimento no pulmão de 

camundongos após a injeção intravascular. A tabela 1 mostra alguns dos inibidores 

de receptores tipo tirosina quinase que estão fase de desenvolvimento. 

Tais abordagens são um ponto de partida promissor para o desenvolvimento 

de novas drogas anti-angiogênicas, pois elas esclarecem interações críticas entre os 

fatores de crescimento angiogênicos e seus receptores. 
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Inibidor Nomes alternativos Companhia Alvo 
Fase na triagem 

clínica 

Sunitinib 
Sutent®, SU11248 Pfizer VEGFR2, 

PDGFRα e β, c-
KIT, Flt3, 
RET

90,91
 

Fase III: câncer de 
mama, coloretal e de 
pulmão 

Sorafenib Nexavar®, BAY 43-
9006 

Bayer 
HealthCare 

Pharmaceuticals 
and Onyx 
Pharmaceuticals 

VEGFR2 e 
VEGFR3, Raf, 
PDGFRβ, Flt-3 e 
c-KIT

27
 

Fase III: NSCLC e 
melanoma 

Pazopanib Armala™, 
GW786034 

GlaxoSmithKline VEGFR1-3, 
PDGFRα e β, c-
KIT

92
 

Fase I: câncer 
coloretal 

Fase II: NSCLC, 
câncer ovariano, 
sarcoma 

Fase III: RCC 

Axitinib AG-013736 Pfizer VEGFR1-3, 
PDGFRβ, c-
KIT

93
 

Fase II: pulmão, 
GISTs, tireóide, mama 
e RCC 

Fase III: pancreático 

Cediranib Recentin™, 
AZD2171 

Astrazeneza VEGFR1-3, 
PDGFRα e β, c-
KIT

94
 

Fase III:gioblastoma 
recorrente 

Fase II/III: NSCLC, 
câncer coloretal 

Vatalanib PTK787, ZK222584 Novartis VEGFR1-3, 
PDGFRα e β, c-
KIT

34
 

Fase II: tumores 
neuroendócrinos 
metastáticos, tumores 
de cérebro e do 
sistema nervoso 
central, sarcoma 

Vandetanib Zactima™, ZD6474 Astrazeneca VEGFR1-3, 
PDGFR β, 
EGFR e RET

30, 

95
 

Fase III: NSCLC 

Fase II: câncer de 
tireóide 

Brivanib 
alaninate 

BMS-582664 Bristol-Myers 
Squibb 

VEGFR1-3, 
fgfr1-3

96
 

Fase III: câncer 
coloretal 

Fase II: carcinoma 
hepatocelular 

BIBF 1120 Vargatef™ Boehringer 
Ingelheim 

VEGFR1-3, 
PDGFRα e β, 
FGFR1-3, Flt3, 
Scr, Fyn, Lck

97
 

Fase III: NSCLC 

 

Tabela 1 – Inibidores de quinases em uso clínico e desenvolvimento. 
Abreviações: FGFR, receptor de fator de crescimento de fibroblasto; GIST, tumor estromal 
gastrointestinal; NSCLC, câncer de pulmão não-pequenas células; PDGFR, receptor de fator de 
crescimento derivado de plaqueta; RCC, câncer de célula renal. 
Fonte: (HEATH & BICKNELL, 2009) 
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1.4. VENENOS DE SERPENTES 

As serpentes surgiram há cerca de 130 milhões 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% são venenosas. No Brasil, há 

aproximadamente 260 espécies catalogadas de serpentes, das quais cerca de 40 

são venenosas. 

As espécies de serpentes venenosas são classificadas em quatro famílias: 

Viperidae; Atractaspididae; Elapidae e Colubridae. Cada família apresenta serpentes 

com venenos cujas famílias de proteínas são compartilhadas. As diferenças 

encontradas nos venenos de serpentes de diferentes famílias estão nas sequências 

de aminoácidos e na abundancia das proteínas, contribuindo para as diferenças nas 

atividades biológicas dos venenos individualmente. Em muitos casos, toxinas 

homologas são encontradas no veneno de todas as serpentes nas quatro famílias.  

 Os venenos de serpentes são produtos de glândulas secretórias 

especializadas localizadas acima do maxilar das serpentes venenosas. Assim como 

a maioria das proteínas secretadas por glândulas, as proteínas do veneno são 

sintetizadas no citoplasma das células secretórias da glândula, transferidas para o 

retículo endoplasmático, de onde vão para o aparato de Golgi, finalmente sendo 

transportadas por grânulos secretórios para o lúmen da glândula venenífera 

(WARSHAWSKY et al., 1973).  

Os venenos de serpentes são complexas misturas compostas principalmente 

de proteínas, nucleotídeos e íons inorgânicos (FRIEDERICH & TU, 1971; 

MARKLAND, 1998; FRY, 1999). A maior parte dos venenos é composta por 

proteínas e peptídeos com variadas atividades biológicas, compreendendo cerca de 

90 a 95% do peso seco do veneno (MARKLAND, 1998).  
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A composição quantitativa e qualitativa dos venenos varia não apenas entre 

as famílias de serpentes, mas em todos os níveis, passando por gênero, espécie, 

subespécie e mesmo entre serpentes da mesma espécie (PINTO et al., 2007). 

Fatores como a idade da serpente, habitat, período sazonal, dieta e dimorfismo 

sexual também podem alterar a composição do veneno das serpentes (CHIPPAUX 

et al., 1991) (DALTRY et al., 1996). 

Os compostos tóxicos produzidos pelas serpentes incluem enzimas 

(acetilcolinesterases, ADPases, fosfolipases, hialuronidases) e compostos que 

atuam na hemostasia (metaloproteases e serinoproteases). Proteínas não-

enzimáticas tais como as desintegrinas e peptídeos 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 biológicos dos venenos são complexos pela ação 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 imobilização e morte da presa, auxiliando também na digestão da mesma. 

A ação sinergistica de proteínas do veneno pode reforçar suas atividades 

(FRIEDERICH & TU, 1971; MARKLAND, 1998; CALVETE et al., 2005). 

A complexidade dos venenos de serpentes é devida não somente a estrutura 

genômica, mas também nos processos de transcrição e tradução, envolvendo 

também modificações pós-traducionais. A sofisticação dos métodos para análise do 

proteoma dos venenos de serpente tem permitindo tanto a identificação de 

diferenças nos venenos de espécies diferentes, auxiliando nos estudos taxonômicos 

e evolutivos das serpentes e seus grupos protéicos, além de permitir o 

aprofundamento na compreensão dos processos de produção e modificação dos 



51 
 

 
 
 

componentes do veneno, bem como o papel dos componentes no envenenamento. 

Atualmente mais de 55 gêneros 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 neurotóxicos, causando morte por bloqueio da transmissão 

neuromuscular; ou hemorrágicos, os quais causam choque, coagulação 

intravascular, hemorragia local e sistêmica, edema e necrose tecidual, devido à ação 

de toxinas hemorrágicas e mionecróticas (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 estão as atividades pró-coagulante (SELISTRE & GIGLIO, 1987), 

hemorrágica (BJARNASON & TU, 1978; SELISTRE et al., 1990; JOHNSON & 

OWNBY, 1993), anticoagulante (CHEN & RAEL, 1997), fibrinolítica (GUAN et al., 

1991), ativadora de plaquetas (SERRANO et al., 1995) e inibidora de agregação 

plaquetária (KINI & EVANS, 1991; FUJIMURA et al., 1995). 

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) são enzimas com 

múltiplos domínios capazes de agir no sistema hemostático. Nos últimos anos estas 

proteases têm sido objeto de diversos estudos por sua relevância patológica 

(JOHNSON & OWNBY, 1993; RUCAVADO et al., 1999; GUTIERREZ & 

RUCAVADO, 2000; RODRIGUES et al., 2004) e também por potenciais aplicações 

terapêuticas (TRIKHA et al., 1994; KANG et al., 1999; SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 

2000; TOOMBS, 2001; SWENSON et al., 2004). 



52 
 

 
 
 

As SVMPs são classificadas de acordo com a organização de seus 

multidomínios nas classes P-I a P-III (Figura11) (FOX & SERRANO, 2008).  SVMPs 

da classe P-I consistem somente do domínio metaloprotease.  As metaloproteases 

contendo um domínio desintegrina adicionado ao C-terminal do domínio catalítico 

pertencem a classe P-II, a qual foi subdividida em P-IIa-d de acordo com o 

processamento para liberação do domínio desintegrina. Na subclasse P-IIa o 

domínio desintegrina é liberado da forma madura da proteína, enquanto os 

precursores P-IIb permanecem com todos os domínios após a maturação; a 

subclasse P-IIc compreende as SVMPs diméricas, sem a liberação do domínio 

desintegrina, assim como as P-IIb; as proteases da classe P-IId originam as 

desintegrinas homodiméricas liberadas do restante da proteína, enquanto a 

subclasse P-IIe origina as desintegrinas heterodiméricas, também processadas do 

restante da estrutura da metaloprotease. Uma classe denominada D-I foi criada para 

precursores que possuem o domínio desintegrina porém não o domínio catalítico.  

As SVMPs da classe P-III apresentam um domínio tipo desintegrina e um 

domínio rico em cisteína adicionados C-terminalmente ao metaloprotease. Assim 

como a classe P-II, a classe P-III apresenta as subclasses P-IIIa-c agrupando as 

metaloproteases de acordo com o processamento da forma madura. Na subclasse 

P-IIIa não há liberação dos domínios adicionados ao domínio catalítico; as 

metaloproteases da subclasse P-IIIb liberam o domínio tipo desintegrina juntamente 

com o rico em cisteína; na subclasse P-IIIc os precursores originam as SVMPs 

diméricas sem a liberação dos domínios desintegrina e rico em cisteína. Uma 

subclasse P-IIId inclui os precursores que possuem um domínio tipo lectina ligado ao 

rico em cisteína por pontes dissulfeto. Tais precursores foram anteriormente 

classificados como classe PIV (BJARNASON & FOX, 1994; HITE et al., 1994). O 



53 
 

 
 
 

critério para formular esta nova classificação das SVMPs foi baseado na presença 

ou não de domínios adicionais ao catalítico através da análise de mRNA e proteínas 

isoladas do veneno. Sem a presença de mRNA para a classe PIV, sugere-se que a 

estrutura de tais SVMPs seja devida a modificações pós-traducionais da estrutura P-

III (FOX & SERRANO, 2008).  

 

 

 

 

 

 

As SVMPs são sintetizadas e armazenadas na glândula venenífera na forma 

de zimogênios ou precursores inativos. O peptídeo sinal destas metaloproteases 

Figura 11 – Esquema das classes de SVMP. As SVMPs são produzidas na forma de precursores 
inativos, com os membros apresentando um peptídeo sinal de secreção (P), um pró-domínio (Pro), 
um domínio catalítico metaloprotease (Proteinase) e uma região espaçadora (S). As SVMPs 
pertencentes ao grupo P-II apresentam um domínio desintegrina adicional (Dis), enquanto as do 
grupo P-III possuem os domínios adicionais desintegrina-like (Dis-Like) e rico em cisteína (Cys-Rich). 
Algumas SVMPs do grupo P-III possuem, ainda, um domínio tipo lectina (Lec) (FOX & SERRANO, 
2008). 
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possui cerca de 18 aminoácidos os quais servem como seqüência sinal para 

determinação de sua localização sub celular ou secreção (SHAH et al., 1997).  

O pró-dominio é composto de uma sequencia de 200 aminoácidos altamente 

conservada entre as SVMPs. Ele interage com o domínio catalítico, modulando sua 

atividade enzimática Após a secreção da glândula, o processamento proteolítico 

converte o zimogênio para a enzima ativa, mecanismo de ativação tipo “Cys-switch” 

(GRAMS et al., 1993; HITE et al., 1994; NISHIDA et al., 1995). O processamento 

proteolítico dos precursores de SVMPs ocorre nas vesículas secretórias liberadas 

para o lúmen da glândula venenífera (FOX & SERRANO, 2008). 

O domínio metaloprotease ou catalítico é composto de aproximadamente 215 

aminoácidos, com atividade endoprotease dependente de metal, no caso zinco, o 

qual interage com o motivo de ligação HEBxHxBGBxHD (B: resíduo hidrofóbico; x: 

qualquer resíduo) (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). 

Entre os domínios catalítico e desintegrina ou tipo desintegrina há uma 

sequencia denominada peptídeo espaçador, definido como um segmento de 13-15 

resíduos, que pode ser liberado de alguns precursores. Entretanto, desintegrinas 

maiores e proteínas tipo desintegrina podem apresentar o peptídeo espaçador, cujo 

resíduo extra de cisteína forma uma ponte dissulfeto com o domínio rico em cisteína. 

Possivelmente ele estaria envolvido na resistência proteolítica de algumas SVMPs 

(FOX & SERRANO, 2005). 

Os domínios desintegrina e tipo desintegrina possuem de 41-100 resíduos e 

pontes dissulfeto características. Diversos estudos relataram que tais domínios 

interagem fortemente com as integrinas, disparando processos biológicos 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-II e apresentam mo motivo 

tripeptídico RGD de adesão (RAHMAN et al., 2000; OKUDA & MORITA, 2001; 

YAHALOM et al., 2002). Os domínios tipo desintegrina liberados a partir das SVMPs 

P-III apresentam sequências alternativas ao motivo RGD, substituindo-o por 

tripeptídeos 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 são 

descritas (CALVETE, 2005; MARCINKIEWICZ, 2005). 

O domínio rico em cisteína possui 112 resíduos e assim como os domínios 

desintegrina e tipo desintegrina, apresenta alta quantidade de cisteínas, como sua 

designação sugere. Estudos mais recentes indicam que este domínio possui papel 

importante nos efeitos tóxicos das SVMPs (IBA et al., 1999; JIA et al., 2000) bem 

como nos efeitos apresentados pelas proteínas contendo os domínios tipo-

desintegrina e rico em cisteína (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 

contêm peptídeos capazes de inibir fortemente a agregação plaquetária (OUYANG 

et al., 1983), com a purificação do primeiro de tais peptídeos, denominado 

trigramina, ocorrida apenas em 1987 (HUANG et al., 1987). A atividade inibitória 

ocorreu através da interação entre a trigramina e a integrina αIIbβ3 presente na 

superfície plaquetária, impedindo sua ligação ao fibrinogênio. Devido a sua interação 
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com integrinas, os peptídeos apresentando tal atividade foram denominados 

“desintegrinas” (GOULD et al., 1990). 

As desintegrinas compreendem uma família de pequenos polipeptídeos 

solúveis (40-100 aminoácidos, 7-10kDa) originalmente descritos em venenos de 

serpentes, ricos em cisteínas, não enzimáticos e capazes de interagir com as 

integrinas presentes na superfície 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 proteolítico de 

precursores maiores contendo um domínio metaloprotease, conforme descrito 

anteriormente na seção 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 pró-domínio, mas não o domínio catalítico, como é 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 

IIb3, receptora para fibrinogênio plaquetário, são freqüentemente inibidores de 

outras integrinas RGD-dependentes, incluindo V3 e 51 (DANEN et al., 1998; 

WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999).  

Algumas desintegrinas não possuem a seqüência adesiva RGD, mas sim o 

motivo XXCD e também são capazes de interagir com as integrinas (JIA et al., 

1997). Tais proteínas, denominadas tipo desintegrina (desintegrina-like), são 

originadas do processamento das SVMP da classe PIII, gerando-se proteínas 

maiores que possuem um domínio rico em cisteína além do desintegrina-like. Assim, 
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estas proteínas 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 ligação do colágeno a um de seus principais receptores, a integrina 

21 (SOUZA et al., 2000). 

Existe, ainda, um grupo de desintegrinas formadas pela união 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 idênticas, homodiméricas, e as que possuem cadeias 

diferentes entre si, heterodiméricas. Uma característica interessante das 

desintegrinas diméricas é que o motivo adesivo de cada cadeia pode ser diferente 

nas heterodiméricas. As desintegrinas heterodiméricas exibem maior variabilidade 

nas seqüências de aminoácidos de seus sítios ativos (CALVETE et al., 2003). 

Algumas possuem a seqüência RGD em ambas as subunidades (GASMI et al., 

2001), enquanto em outras a seqüência 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 está 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 reunião (“clustering”) de integrinas devido a interações com as 

duas cadeias simultaneamente (CALVETE et al., 2003).  
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Nas desintegrinas-RGD, o resíduo conservado de aspartato foi apontado 

como responsável pela ligação às integrinas, enquanto os outros dois resíduos do 

motivo (RG, MG, WG, ML, VG) podem fornecer a especificidade (CALVETE et al., 

2003). Estudos do motivo KTS, que não apresenta o resíduo de glicina, também 

apontaram que o resíduo da posição central estaria envolvido no reconhecimento de 

integrinas e não na ligação propriamente dita (MORENO-MURCIANO et al., 2003). 

Além da composição do motivo de ligação, outros fatores contribuem para o 

reconhecimento e interação entre as desintegrinas e as integrinas. Os aminoácidos 

flanqueando o motivo tripeptídico de reconhecimento de integrinas possuem papel 

essencial nas características de interação com as integrinas (PFAFF et al., 1994; LU 

et al., 1996; MCLANE et al., 1996; JIA et al., 1997). Outros resíduos presentes no 

“loop” porém mais distantes do motivo de ligação também são importantes na 

modulação da especificidade de ligação com integrinas  (RAHMAN et al., 1998; 

WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999; BAZAN-SOCHA et al., 2004).  

A porção C-terminal das desintegrinas também é importante nas interações 

dessas proteínas com as integrinas (WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999). 

Diferenças espaciais entre o motivo no “loop” e o C-terminal da desintegrina podem 

determinar diferenças na ligação 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 composição, a conformação e a dinâmica do “loop” com a 

porção C-terminal das desintegrinas determinam a interação seletiva com as 

integrinas. Tais fatores estruturais podem explicar o fato de diferentes desintegrinas 

contendo um mesmo motivo de ligação apresentarem afinidade e seletividade de 
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ligação diferentes para a mesma integrina. Diferentes desintegrinas com o motivo 

RGD interagem de maneiras distintas com integrinas que reconhecem a sequencia 

RGD (αIIbβ3, αVβ3 e α5β1) (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 número de pontes dissulfeto (CALVETE et al., 2003). O 

primeiro grupo inclui desintegrinas pequenas, formadas por 41-51 resíduos de 

aminoácidos 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 

aminoácidos e seis pontes dissulfeto compõem 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 resíduos 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 resíduos e oito pontes dissulfeto no domínio 

desintegrina-like, e 110-120 resíduos no domínio rico em cisteínas 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 é formado por 

desintegrinas diméricas, diferentemente das proteínas dos grupos anteriores, 

monoméricas. 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 resíduos cada 

cadeia, com dez cisteínas envolvidas na formação 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 

têm sido bastante estudadas, gerando informações importantes sobre sua estrutura 

e efeitos biológicos nas interações com integrinas. 

O papel das desintegrinas na agregação plaquetária foi a primeira atividade a 

ser estudada já que essas proteínas foram primeiramente isoladas a partir de 

venenos hemorrágicos (HUANG et al., 1987). Diversos estudos mostraram, tanto in 

vitro como in vivo, que a ligação de desintegrinas-RGD à integrina plaquetária αIIbβ3 

bloqueia sua interação com o fibrinogênio, impedindo a última fase da agregação e a 

formação de coágulos, o que contribui para os sintomas hemorrágicos do 

envenenamento.  

Desintegrinas-RGD monoméricas como a trigramina, a albolabrina, a kistrina, 

a flavoridina, a echistatina e a saxatilina são potentes inibidoras da agregação 

plaquetária (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 são capazes de inibir a agregação plaquetária, 

entretanto, o efeito se dá através da inibição da integrina 21, principal receptor 

para o colágeno. Catrocollastatina-C, halysetina e jararagina-C são exemplos de 

proteínas que inibem a agregação plaquetária induzida por colágeno (SHIMOKAWA 

et al., 1997; LIU et al., 2000). 
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Além de estudar os efeitos das desintegrinas na agregação plaquetária, 

outros experimentos enfocando osteoporose (OURSLER & SPELSBERG, 1993), 

angiogênese (HUANG et al., 2001), metástase em camundongos (HUANG et al., 

2001), entre outros, têm sido testados para avaliar os efeitos dessas proteínas em 

integrinas de diferentes células/tecidos.  

 

1.4.2.2. Desintegrinas e câncer 

Uma das áreas de investigação mais desafiadoras é o câncer. As células 

tumorais são caracterizadas por modificações na expressão de integrinas. Células 

metastáticas A375 de melanoma humano, por exemplo, têm a expressão da 

integrina αVβ3 aumentada de 50-100 vezes (GEHLSEN et al., 1992). Por interagirem 

de forma específica com as integrinas, os efeitos das desintegrinas em células 

tumorais têm sido bastante estudados.  

Diversas desintegrinas têm mostrado capacidade de interação com integrinas 

expressas em células tumorais. Os efeitos de ligação entre desintegrinas e 

integrinas têm 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 número de 

metástases experimentais in vivo da linhagem B16F10 de melanoma em 

camundongos, um dos modelos mais utilizados para estudo metastático 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 expressão contendo o gene da 

salmosina foi administrado através de lipossomas em camundongos com tumores 

metastáticos B16F10 e resultou na diminuição do tumor e no número de metástases  

(KIM et al., 2004). A técnica utilizando lipossomas também foi utilizada com a 

desintegrina dimérica contortrostatina, resultando na diminuição do crescimento de 

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

  

1.4.2.3. Desintegrinas e angiogênese 

Interações adesivas e sinalização celulares mediadas por integrinas são 

essenciais para a angiogênese (BIKFALVI & BICKNELL, 2002), destacando-se as 

integrinas αVβ3, αVβ5, α5β1, α4β1, α1β1 e α2β1 (ECCLES, 2004). Assim, os efeitos 

das desintegrinas em eventos relacionados a angiogênese também têm sido 

estudados devido a importância da neovascularização em diversas patologias.  

As desintegrinas têm se mostrado capazes de modular os eventos adesivos e 

sinalizações relacionadas à angiogênese.  

 As desintegrinas-RGD rhodostomina (YEH et al., 2001) e DisBa-01 (RAMOS 

et al., 2008), entre outras, inibem a proliferação de células endoteliais in vitro e in 

vivo. Além disto, ambas as desintegrinas, assim como outras, foram capazes de 

inibir a formação dos vasos propriamente dita através da interação com integrinas do 

endotélio. Tais resultados são interessantes do ponto de vista da busca de 

moléculas terapêuticas para o tratamento de doenças onde se deseja a inibição da 

neovascularização, como o câncer. A angiogênese associada a tumores também 
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pode ser inibida por desintegrinas, conforme já mostrado em diversos casos (YEH et 

al., 1998; KANG et al., 1999; ZHOU et al., 1999). 

A desintegrina-like alternagina-C é capaz de modular a angiogênese in vivo 

(RAMOS et al., 2007). Entretanto, enquanto algumas concentrações testadas inibem 

a migração de células endoteliais e a formação de vasos (1.000nM), quantidades 

inferiores (10-100nM) curiosamente estimulam os processos (RAMOS et al., 2007). 

Assim, esta proteína se torna particularmente interessante dependendo do enfoque 

terapêutico, pró ou anti-angiogênico. 

 

Embora um grande enfoque seja dado aos efeitos das desintegrinas na 

agregação plaquetária e no desenvolvimento tumoral, outras possíveis aplicações 

têm sido estudadas para essas proteínas, incluindo sua utilização para tratamento 

de doenças auto-imunes, inflamação, osteoporose, Alzheimer, asma e bloqueio de 

infecção viral (MARCINKIEWICZ, 2005) nos casos em que os vírus utilizam 

integrinas para entrar nas células, como o HIV e o hantavírus (LAFRENIE et al., 

2002; MAHER et al., 2005).  

 

1.4.2.4. Desintegrinas e sinalização celular 

As integrinas, como já citado anteriormente, são importantes mediadores de 

sinalização celular que resultam em processos como migração, diferenciação e 

sobrevivência. Portanto, sabendo-se que as desintegrinas são capazes de interagir 

com as integrinas, essas proteínas do veneno de serpente têm sido estudadas 

quanto a sua capacidade de promoverem ou inibirem as cascatas de sinalização, o 

que pode ser bastante útil para uma melhor compreensão dos complexos processos 

celulares. 
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Jarastatina, uma desintegrina-RGD, foi capaz de disparar sinalização 

participante de quimitaxia em neutrófilos através da ligação com a integrina αM 

(COELHO et al., 1999). Efeitos similares foram observados para a alternagina-C 

(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). Alternagina-C também foi capaz de disparar 

sinalizações envolvidas na sobrevivência celular de fibroblastos e células endoteliais 

(COMINETTI et al., 2004). 

Os efeitos de desintegrinas na sinalização de células tumorais também vêm 

sendo avaliado. Contortrostatina aumentou a fosforilação nestas células através da 

integrina αVβ3 (RITTER & MARKLAND, 2000), enquanto echistatina e flavoridina 

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

 

1.4.2.5. Medicamentos derivados de venenos de serpentes 

Os avanços científico/tecnológicos alcançados nas últimas décadas têm 

permitido que as pesquisas de proteínas dos venenos de serpente forneçam 

informações importantes para a compreensão de processos fisiológicos e, junto com 

elas, o desenvolvimento de agentes terapêuticos. 

Diversas drogas derivadas de proteínas do veneno de serpentes estão em 

avanço clínico. Alguns dos medicamentos são derivados de desinteginas, como 

Aggrastat (Merck®), Integrilina (Eptifibatide®) e Ancrod (Knoll®), utilizados para o 

tratamento de trombose e outras doenças cardiovasculares, sendo derivados, 

respectivamente da echistatina, da barbuorina e da kistrina. 

Certamente o aumento de informações que colaborem para a compreensão 

dos efeitos das desintegrinas contribuirá para o desenvolvimento de um número 

maior de medicamentos derivados de venenos de serpentes buscando o tratamento 

de diversas condições patológicas. 
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1.5. ALTERNAGINA-C E DisBa-01 

Os objetos do estudo apresentados nesta tese são 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 laboratório (SOUZA et al., 2000). Análises da estrutura primária da ALT-C 

confirmaram sua homologia com as proteínas tipo desintegrina, com o motivo 

conservado ECD (Figura 12). A partir da sequência obtida para ALT-C, um peptídeo 

sintético foi projetado, abrangendo o motivo ECD e contendo uma ponte dissulfeto. 

ALT-C interage com células de eritroleucemia K562-21 através da integrina 

21 (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 não publicados) 

e mioblastos (MESQUITA-FERRARI et al., 2009). 

ALT-C incubada em sua forma solúvel com fibroblastos humanos, é capaz de 

induzir a expressão de diversos genes relacionados à proliferação e à sinalização 

celular, dentre eles o VEGF (COMINETTI et al., 2004). A desintegrina-like também é 

capaz de promover a proliferação de HUVECs, efeito não 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 não 

publicados), indicando uma possível especificidade de ação proliferativa de ALT-C 

para células endoteliais. Além disso, concentrações de ALT-C entre 10-100nM 

estimularam a migração de células endoteliais in vitro e a angiogênese in vivo, 

enquanto concentrações mais elevadas (1000nM) inibiram a proliferação, a 
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migração e a angiogênese (RAMOS et al., 2007). ALT-C PEP também foi capaz de 

modular a angiogênese in vivo (RAMOS et al., 2007). ALT-C e ALT-C PEP também 

foram capazes de modular a angiogênese e a expressão de fatores de crescimento 

envolvidos na neovascularização em um modelo de a cicatrização em pele de ratos 

(SANT’ANNA et al., 2008). 

 

 

 

 

 

Outra desintegrina de Bothrops alternatus foi clonada e expressa em nosso 

laboratório, denominada DisBa-01. Trata-se de uma desintegrina-RGD (figura 13), 

com massa molecular de 12 kDa, que apresentou indícios de forte ligação com 

integrinas 3 (RAMOS et al., 2008). DisBa-01 é capaz de interagir com IIb3 de 

Figura 12 – Sequência de aminoácidos de ALT-C. Fragmentos de ALT-C obtidos através de 
fragmentação por digestão enzimática foram submetidos a seqüenciamento. Análises através da 
comparação das sequências de ALT-C com outras SVMPs/desintegrinas mostraram homologia com 
proteínas tipo desintegrina. O motivo conservado em cada sequência está destacado em cinza. 
Extraída e modificada (SOUZA et al., 2000). 
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plaquetas, inibindo a formação de trombos in vivo (KAUSKOT et al., 2008). DisBa-01 

foi capaz, ainda, de inibir a proliferação de células endoteliais HMEC-1 (célula 

endotelial de microvasculatura de derme humana) e a neovascularização in vivo, 

bem como a metástase de melanoma também in vivo, através da interação com a 

integrina V3 (RAMOS et al., 2008).  

 

 

 

 

 

Diante dos resultados promissores obtidos com ALT-C e DisBa-01 em relação 

aos processos angiogênicos e metastáticos, resolveu-se investigar o papel das duas 

desintegrinas na expressão gênica de fatores de crescimento angiogênicos em 

células endoteliais e em fibroblastos, bem como na adesão de células tumorais a 

ECM, visando uma melhor compreensão dos mecanismos de ação de ambas as 

desintegrinas e suas possíveis aplicações terapêuticas.  

 

  

Figura 13 – Sequência de aminoácidos de DisBa-01. Através do seqüenciamento do cDNA de 
DisBa-01, sua sequência de aminoácidos foi deduzida e alinhada com as sequências de outras 
desintegrinas. Análises comparativas mostraram alta similaridade com outras desintegrinas. Os 
resíduos idênticos estão representados por pontos, resíduos conservados estão mostrados em fundo 
branco, destacados em cinza estão os resíduos similares mas não convervados e as substituições 
estão destacadas em preto. Extraída e modificada (RAMOS et al., 2008). 
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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) adesão de células tumorais (MDA-MB-231 e B16F10) e não tumorais 

(fibroblastos) a componentes da matriz extracelular (ECM); 

b) adesão das células tumorais MDA-MB-231 ao colágeno e à matriz 

subendotelial produzida por HUVECs em condições dinâmicas (sob fluxo); 

c) expressão gênica 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 MÉTODOS 

 
3.1. OBTENÇÃO 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 São Paulo, SP) foram solubilizados em 1,0ml de tampão Tris-

HCl 10mM, NaCl 100mM, pH 8.6, e submetidos a cromatografia de gel-filtração em 

resina Superdex-200 (Amersham Biosciences), previamente equilibrada com o 

mesmo tampão. A eluição foi realizada com o mesmo tampão, sob fluxo de 0,5 

ml/min. As frações foram coletadas com o auxílio de um coletor automático 

(Pharmacia) e foram incubadas durante 24 horas a 4 ºC para a obtenção de ALT-C a 

partir do autoprocessamento da metaloprotease alternagina. 

As frações contendo a proteína de interesse (primeiro pico da eluição) foram 

concentradas em Centricon Plus 20 (10,000 NMWL) (Millipore) e submetidas a uma 

segunda cromatografia de filtração na mesma coluna sob as mesmas condições da 

primeira etapa de purificação. Por último, as frações contendo ALT-C obtidas nesta 

segunda cromatografia foram submetidas a uma terceira etapa de purificação em 

cromatografia de troca aniônica. Para tal, as frações com ALT-C foram reunidas, 

dialisadas contra o tampão de equilíbrio Tris 10mM, pH 8. A amostra dialisada e 

concentrada foi aplicada em a uma coluna Mono Q Hr, previamente equilibrada com 

tampão Tris 10mM, pH 8 e eluída com gradiente de NaCl (0-1M), sob fluxo de 2 

ml/min, no equipamento cromatográfico AKTA Explorer 10 (Amersham Bioscience).  

As etapas da purificação foram acompanhadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) sob condições desnaturantes (LAEMMLI, 1970), 
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utilizando-se o sistema Mighty Small II (Hoefer).  As amostras foram aplicadas em 

um gel de empilhamento de 5% de poliacrilamida e gel de resolução de 15% e 

submetidas à eletroforese com corrente elétrica de 15 mA e voltagem até 125V, 

durante aproximadamente uma hora e meia. As bandas protéicas foram reveladas 

incubando-se os géis em solução corante contendo 0,25% de Comassie Brilliant 

Blue R-250 (Sigma) dissolvidos em 50% isopropanol e 10% ácido acético, e solução 

descorante de 10% ácido acético e 10% de metanol. 

O tampão de amostra consistiu de Tris-HCl 125mM, pH 6,8, SDS (dodecil 

sulfato de sódio) 4% (m/v), glicerol 20%, 0,02% de azul de bromofenol (m/w) e o 

agente redutor β-mercaptoetanol 0,1M. A amostra foi então submetida a 100 C por 

5 minutos. 

A massa molecular aparente da proteína de interesse foi confirmada 

utilizando-se padrões de massa molecular produzidos em nosso laboratório a partir 

da mistura de proteínas 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. Expressão   

Culturas de E. coli BL21(DE3) pDisBa-01 (pET-28a com o cDNA da 

desintegrina) foram crescidas em meio LB  seletivo com canamicina (30 μg/ml) a 37 

C e 250rpm durante 16 horas. Após este período, o pré-inóculo foi diluído 25 vezes 

em LB contendo canamicina (30 μg/ml) e a cultura foi incubada a 37 C sob 
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agitação, até atingir a fase logarítmica de crescimento, identificada por uma 

D.O.660nm = 0.4 - 0.6. Neste momento, foi retirada uma alíquota T0 para verificação 

da expressão protéica basal.  

A cultura teve a expressão da DisBa-01 induzida pela adição de IPTG 

(isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) em uma concentração final de 0,5mM, a 37 C 

e 250rpm. Após duas horas de incubação, foi retirada uma nova alíquota (T2).  O 

restante da cultura foi centrifugado, o precipitado foi ressuspendido em tampão de 

ligação Tris-HCl 20mM, NaCl 0,5M, Imidazol 5mM e as células foram lisadas através 

de sonicação. A cultura foi centrifugada e foi retirada uma alíquota do sobrenadante 

(S1). O precipitado foi ressuspendido em tampão de ligação com 6M de uréia e após 

incubação (1 hora no gelo), foi realizada nova sonicação. O lisado foi então 

novamente centrifugado. O sobrenadante (S2) foi armazenado a - 20 C.  

A expressão e solubilidade de DisBa-01 foram analisadas em todas as 

alíquotas (T0, T2, S1, S2 e ppt) através eletroforese SDS-PAGE, nas mesmas 

condições descritas no item 3.1.1 para a purificação da ALT-C (Laemmli 1970). 

 

3.1.2.2. Purificação 

Após a confirmação da expressão da DisBa-01 através de SDS-PAGE, a 

purificação da desintegrina foi realizada através de duas etapas cromatográficas. Na 

primeira, o sobrenadante S2 foi submetido a uma cromatografia de afinidade por 

quelação de metal em resina Ni-NTA (Sigma) sob condições desnaturantes (eluição 

com Imidazol 1M NaCl 0,5M, HCl 160mM pH7,9). As frações contendo DisBa-01 

foram reunidas, dialisadas (membrana Millipore) uma vez contra uréia 3M e três 

vezes contra água Milli-Q e concentradas sob vácuo (SC210A Speed Vac). Na 

segunda etapa de purificação, a amostra dialisada e concentrada foi aplicada em 
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uma coluna Mono Q Hr, previamente equilibrada com tampão Tris 10mM, pH 8 e 

eluída com gradiente de NaCl (0 – 1M), sob fluxo de 2 ml/min, no equipamento 

cromatográfico AKTA Explorer 10 (Amersham Bioscience).  

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

condições descritas no item 3.1.1 para a purificação da ALT-C (Laemmli 1970). 

 

3.1.3. Peptídeo Sintético 

Um peptídeo baseado na estrutura primária da ALT-C foi utilizado em alguns 

ensaios de expressão gênica.  

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

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

de São Paulo (UNIFESP). 

 

3.2. DOSAGEM DE PROTEÍNAS       

A quantificação das desintegrinas foi realizada através do kit BCA™ Protein 

Assay Kit (Pierce), uma formulação baseada no método do ácido bicinconínico 

(BCA) para a detecção colorimétrica e quantificação de proteína total (SMITH et al., 

1985). Uma série de diluições de soroalbumina bovina (BSA) de concentração 

conhecida (25g/ml a 2.000g/ml) foi preparada e testada juntamente com as 

amostras de concentração desconhecida, de acordo com as instruções do 

fabricante. A reação produzida por este método exibe uma forte absorbância em 

562nm que é aproximadamente linear com as concentrações protéicas crescentes 

em um intervalo de 20 a 2.000g/ml. Desta forma, após a leitura da absorbância de 
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todas as reações, a concentração protéica das duas desintegrinas foi determinada a 

partir da curva padrão construída através das diluições de BSA. 

 

3.3. LINHAGENS CELULARES 

Para a realização dos ensaios foram utilizadas as seguintes linhagens 

celulares: 

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

- 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, França), 

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, França), passagens 27-40. 

 

3.3.1. Cultivo das células 

As células endoteliais HUVEC foram isoladas através de digestão 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 µg/ml, fungizona anfotericina-B 5 µg/ml, l-glutamina 2 mM e FBS 

10% (Gibco) ou em meio MCDB 131 suplementado com l-glutamina 2 mM, penicilina 
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100 Ul/ml, estreptomicina 100 µg/ml, hidrocortisona 1mg/ml, fator de crescimento 

epidérmico (EGF) (Gibco) 2µg/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%, l-glutamina 2mM, hidrocortisona 

1mg/ml, fator de crescimento epidérmico (EGF) (Gibco) 10µg/ml e antibióticos.  

As células da linhagem MDA-MB-231 de adenocarcinoma de mama e os 

fibroblastos humanos foram cultivados em meio DMEM (Vitrocell) suplementado com 

FBS (Vitrocell) 10%, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 µg/ml, l-glutamina 2mM 

e fungizona anfotericina-B 5 µg/ml. 

As células de melanoma murino B16F10 foram cultivadas em meio RPMI 

(Vitrocell) suplementado com FBS (Vitrocell) 10%, penicilina 100 Ul/ml, 

estreptomicina 100 µg/ml, l-glutamina 2mM e fungizona anfotericina-B 5 µg/ml. 

Todas as células foram mantidas a 37 ºC, 5% CO2 em estufa umidificada. 

 

3.4. OBTENÇÃO DE ECM PRODUZIDA POR HUVEC 

3.4.1. ECM para ensaios de inibição da adesão estática 

Para obtenção da ECM para os ensaios de adesão estática, 5 x 104 células 

em meio MCDB 131 foram adicionadas aos poços recobertos por gelatina 0,5% de 

placas de 96 poços e cultivadas a 37 ºC, 5% CO2 em estufa umidificada. No dia 

seguinte, o meio foi trocado por meio suplementado com 10% de FBS. Dois a três 

dias após atingirem confluência, as células foram lisadas imediatamente antes de 

seu uso com NH4OH 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 três vezes com PBS.  
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3.4.2. Obtenção de ECM produzida por HUVECs para ensaios de inibição 

da adesão sob fluxo 

As células em meio 199 com 10% de FBS foram adicionadas a lamínulas de 

vidro recobertas com gelatina 0,5% e cultivadas 37 ºC, 5% CO2 em estufa 

umidificada. Dois a três dias após atingirem confluência, as células foram lisadas 

imediatamente antes do início do experimento com NH4OH 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 três vezes com PBS. 

 

3.5. ENSAIOS DE PROMOÇÃO DE ADESÃO CELULAR 

Os efeitos da ALT-C e DisBa-01 foram estudados na adesão de fibroblastos 

humanos (linhagem FGH), células tumorais de mama MDA-MB-231 e melanoma 

murino B16F10. 

Para os ensaios de promoção da adesão celular de células tumorais de mama 

MDA-MB-231, poços de placas de 96 poços foram sensibilizados com ALT-C e 

DisBa-01 em diversas concentrações (0,1; 1; e 10 µg/poço). Foi testada também a 

capacidade adesiva de diversos componentes da ECM e da membrana basal: 

colágeno tipos I, III e IV, laminina-1, fibronectina e trombospondina-1 sendo cada 

componente imobilizado em placas de 96 poços na concentração de 1 µg/poço, 

“overnight” a 4 ºC. A adesão foi verificada, ainda, para matrigel (BD Matrigel™ 

Matrix), preparado de acordo com instruções do fabricante (170 µl/poço). 

Soroalbumina bovina (BSA) 2% foi adicionada aos poços do controle negativo, 

enquanto a adesão ao colágeno tipo I foi considerada como sendo 100%. 

Os poços foram bloqueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos, 

temperatura ambiente), sendo então lavadas com DMEM sem FBS. 5 x 104 células 
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foram adicionadas em cada poço. Decorridos 45 minutos (a 37 ºC), os poços foram 

lavados duas vezes com DMEM sem FBS e as células aderidas foram fixadas com 

paraformaldeído (PFA) 4% ou etanol 70% (100µl), por 10 minutos. Após lavagem 

dos poços com PBS (100µl), as células aderidas foram coradas com 70µl Cristal 

Violeta 0,5% durante 30 minutos. Em seguida, os poços foram lavados com PBS 

diversas vezes para retirada do excesso de corante e as células coradas foram 

solubilizadas em 100µl SDS 1% durante 30 minutos. A leitura da placa foi feita a 

540nm em leitor da absorbância Dynex. 

Os experimentos foram realizados no mínimo três vezes, em triplicata. Os 

dados foram comparados estatisticamente utilizando-se análise de variância ANOVA 

e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de 

significância. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relação 

a adesão ao colágeno tipo I. 

Ensaios de adesão 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 adesão dos fibroblastos foi verificada para os colágeno 

tipos I, III e IV, e para a fibronectina (1 µg/poço), bem como para as desintegrinas, 

enquanto B16F10 foram testadas também sobre a vitronectina alem dos substratos 

utilizados para os fibroblastos. 

 

3.6. ENSAIOS DE INIBIÇÃO DE ADESÃO CELULAR 

ALT-C e DisBa-01 foram testadas na adesão dos fibroblastos ao colágeno 

tipo I,  das células MDA-MB-231 aos mesmos componentes utilizados nos ensaios 

de promoção de adesão e também sobre a ECM produzida por HUVECs (obtenção 

descrita em 3.4.1), e na adesão das células B16F10 aos colágenos I e III.  
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As proteínas de matriz foram imobilizadas em placas de 96 poços na 

concentração de 1 µg/poço, “overnight” a 4 ºC. BSA 2% foi adicionada aos poços do 

controle negativo. As placas foram então incubadas a 4°C overnight.  

Os poços foram bloqueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos, 

temperatura ambiente), sendo então lavados com DMEM sem FBS. 5 x 104 células 

foram incubadas com ALT-C ou DisBa-01 (concentração 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 ºC e adicionadas em cada poço. A adesão das células foi verificada da 

mesma maneira descrita para os ensaios de promoção da adesão acima. 

Os experimentos foram realizados no mínimo três vezes, em triplicata. Os 

dados foram comparados estatisticamente utilizando-se análise de variância ANOVA 

e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de 

significância. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relação 

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

 

3.7. ENSAIOS DE DESADESÃO/DESCOLAMENTO CELULAR 

Os efeitos de ALT-C e DisBa-01 foram verificados também na adesão dos 

fibroblastos e das células tumorais de mama e de melanoma murino previamente 

aderidas ao colágeno tipo I, sendo as desintegrinas também testadas em células 

B16F10 aderidas ao colágeno III. Para tal, o colágeno foi imobilizado em placas de 

96 poços na concentração de 1 µg/poço, incubadas a 4°C overnight. BSA 2% foi 

adicionada aos poços do controle negativo.  

Os poços foram bloqueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos, 

temperatura ambiente), sendo então lavados com DMEM sem FBS. 5 x 104 células 
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em DMEM sem FBS foram adicionadas em cada poço e após 2 horas de incubação 

em estufa, ALT-C ou DisBa-01 (1 a 10.000 nM, concentração final) foram 

adicionadas aos poços, incubando-se novamente a placa durante 30 minutos.  A 

adesão das células foi verificada da mesma maneira descrita para os ensaios de 

promoção e inibição da adesão descritos acima. 

Os experimentos foram realizados no mínimo três vezes, em triplicata. Os 

dados foram comparados estatisticamente utilizando-se análise de variância ANOVA 

e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de 

significância. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relação 

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

 

3.8. ENSAIOS DE PROLIFERAÇÃO/VIABILIDADE CELULAR 

Os efeitos da ALT-C e DisBa-01 foram estudados na proliferação dos 

fibroblastos humanos e das células tumorais de mama MDA-MB-231. 

Colágeno tipo I foi imobilizado em placas de 96 poços na concentração de 1 

µg/poço, “overnight” a 4 ºC. As placas foram então incubadas a 4°C overnight.  

Os poços foram bloqueados com PBS contendo BSA 0,5% (30 minutos, 

temperatura ambiente), sendo então lavados com DMEM sem FBS. 5 x 103 células 

em meio DMEM com soro foram adicionadas em cada poço e após 2 horas de 

incubação em estufa, ALT-C ou DisBa-01 (1 a 10.000 nM, concentração final) foram 

adicionadas aos poços, incubando-se novamente a placa durante 24, 48 ou 72 

horas. A proliferação celular foi verificada da mesma maneira descrita para os 

ensaios de adesão. BSA 2% foi adicionada aos poços do controle negativo. A 

proliferação de células incubadas apenas com PBS foi considerada como 100%.  
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Os experimentos foram realizados no mínimo três vezes, em triplicata. Os 

dados foram comparados estatisticamente utilizando-se análise de variância ANOVA 

e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de 

significância. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relação 

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

 

3.9. ENSAIOS DE INIBIÇÃO DE ADESÃO CELULAR SOB FLUXO 

Os ensaios de adesão 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 ºC) foram adicionadas ao 

sangue total anticoagulado com heparina (13 IU/mL) na concentração final de 107 

células/mL, imediatamente antes da realização do ensaio. Para verificar os efeitos 

de ALT-C e DisBa-01 na adesão celular sob fluxo, as desintegrinas foram incubadas 

em diversas concentrações (ALT-C 10, 100 e 1.000nM, DisBa 100 e 1.000nM) por 

30 minutos com as células marcadas antes de sua adição ao sangue total. Como 

controle positivo, as células foram incubadas com PBS. 

O sangue total com as células tumorais marcadas foi submetido a uma 

câmara de fluxo (50 s-1) em contato com as lamínulas previamente recobertas por 

colágeno tipo I (2,5mg/mL) ou por ECM produzida por HUVECs (obtida conforme 

descrito em 5.11). Decorridos 10 minutos, a câmara foi lavada com PBS (50 s-1, 5 

min). A adesão de células tumorais foi visualizada com microscópio epifluorescente 

equipado com filtro de dois comprimentos de onda (Nikon Eclipse TE 300). Os dados 

dos experimentos foram obtidos através da contagem do número de células 

tumorais aderidas em 15 campos diferentes/tratamento capturados através de uma 

câmera fotográfica acoplada ao microscópio.  
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Os experimentos foram realizados no mínimo três vezes, em triplicata. Os 

dados foram comparados estatisticamente utilizando-se análise de variância ANOVA 

e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de 

significância. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relação 

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

 

3.10. CARACTERIZAÇÃO DA EXPRESSÃO DE INTEGRINAS POR 

CITOMETRIA DE FLUXO              

A expressão de algumas integrinas na superfície 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 106 células  foram incubadas com 1 µg de anticorpo em gelo. Os anticorpos 

utilizados foram: anti-2, anti-3, anti-4, anti-5, anti-6, anti-V, anti-1, anti-4, 

anti-V3 e anti-V5 (Santa Cruz). Após 30 minutos, as células foram lavadas com 

1ml de PBS, centrifugadas (1.200 rpm, 10 minutos) e incubadas com 0,5 µg de anti-

IgG de camundongo marcado com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Santa Cruz). 

Decorridos mais 30 minutos de incubação em gelo e na ausência de luz, as células 

foram novamente lavadas com PBS e analisadas em um citômetro de fluxo 

FACscalibur (BD Biosciences). 

 

3.11. ENSAIOS DE EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

Para investigar modificações induzidas por ALT-C e DisBa-01 na expressão 

gênica 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 

concentrações das desintegrinas por diferentes períodos de incubação. Também 
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foram estudados os efeitos de um peptídeo sintético (ALT-C PEP), baseado na 

seqüência adesiva da ALT-C, na expressão de HUVECs. 

As células em meio adequado (aproximadamente 80% da confluência) foram 

adicionadas a placas de Petri de 6 cm de diâmetro (Corning) tratadas para cultura 

celular, previamente recobertas por gelatina 2% (HUVEC) ou colágeno tipo I 

(1mg/ml)e incubadas por aproximadamente 1 hora e meia em estufa a 37°C com 5% 

de CO2. Após sua adesão, ALT-C ou DisBa-01 em diferentes concentrações (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 condições envolvendo 1.000nM das desintegrinas e 

cultivo até 72 horas. Células não tratadas com as desintegrinas foram utilizadas 

como controle. Após o término de cada período de incubação, o meio de cultura 

(meio condicionado) de cada placa foi aspirado.  

Para análise da expressão gênica ao nível de RNA, as células foram lisadas e 

o RNA total foi isolado através do uso de TRIzol (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante. O RNA obtido foi quantificado através de leitura em 

espectrofotômetro (A260nm) e sua integridade foi verificada através de eletroforese em 

gel de agarose-formaldeído 1%. A partir do RNA mensageiro foi produzido o cDNA, 

utilizando-se kit M-MLV Transcriptase Reversa (Promega), seguindo-se as 

instruções do fabricante.  

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

NM_001033756, através do site www.idtdna.com. A quantificação relativa da 

expressão dos genes em estudo foi normalizada através da comparação da 

amplificação de controles endógenos, utilizando-se para tal os genes da -actina e 

da GAPDH. 

http://www.idtdna.com/
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Os primers para o receptor VEGFR-1 foram sintetizados baseando-se nas 

seqüências fornecidas por Hervé et al. (2005), enquanto os primers para o vEGFR-2 

foram desenhados a partir da sequência AF063658. 

 

Seqüência de primers utilizados nos experimentos de PCR em tempo real 

Gene 
Primer 

Forward 
Primer 

Reverse 

Produto 
amplifica
do (pb) 

VEGF CACATTGTTGGAAGAAGCAGCCCA ACTCACACACACACAACCAGGTCT 165 
VEGFR-1 CGACGTGTGGTCTTACGGAGTA CTTCCCTCAGGCGACTGC 107 
VEGFR-2 TCTCAATGTGGTCAACCTTCTAGG AAATTTGCAGAATTCCACAATCACC 79 
β-actina CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAGGG CGGAGGAAGAGGATGCGGCAGTGG 604 
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGT GTGGTGCAGGATGCATTGCT 197 

 
 

A reação 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 

detecção do agente SYBR® Green. Cada reação consistiu de 0,5 µl de cDNA molde; 

1,25µl de cada primer 10µM  (0,5µM final); 12,5µl do QuantiMix EASY Mastermix 

(contendo Real Time Polymerase, sNTPs, MgCl2, Quantisyg Buffer e SYBR® Green) 

e água estéril bi-destilada para um total de 25µl. O ciclo da amplificação foi 

padronizado para cada par de primer, de acordo com a temperatura de melting de 

cada um. As amplificações ocorreram conforme as condições a seguir: 

 

VEGF  

95 °C, 10 minutos     

Ciclos (40 repetições)  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 repetições)  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 

  

 

β-actina   

95 °C, 10 minutos     

Ciclos (40 repetições)  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 repetições)  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 nível comparativo de expressão para os genes em cada condição é dado 

pela unidade arbitrária, calculada como 2 -Ct (método do Ct), onde Ct = 

Cttratado – Ctcontrole (Ct, threshold cycle). Os valores de Ct das amostras tratadas e 

dos controles foram normalizados para a quantidade de -actina (Ctcontrole ou tratado = 

Ctcontrole ou tratado - Ct-actina controle ou tratado). 

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

formaldeído e agarose foi utilizado o sistema de documentação de imagens Kodak. 
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Os experimentos foram realizados independentemente, em duplicata.  Os 

dados foram comparados estatisticamente utilizando-se análise de variância ANOVA 

e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de 

significância. Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relação 

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

 

Parte dos ensaios cujos resultados são apresentados nesta tese foi realizado 

através de colaborações com outras instituições de ensino e pesquisa.  

O efeito das desintegrinas na expressão do VEGF e seus receptores VEGFR-

1 e -2 em células endoteliais HUVEC e HMEC-1 foram iniciados nos laboratórios do 

Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ), sob orientação da Profª Verônica Maria Morandi da Silva (cultivo e 

lise celular), e finalizados em nosso laboratório (extração de RNA e ensaios de PCR 

em tempo real), ou em colaboração com a UERJ através do envio das células para 

realização total em São Carlos.  

Os ensaios de adesão estática com a linhagem MDA-MB-231 de 

adenocarcinoma de mama foram realizados sob a supervisão Prof. Dr. Michel Crépin 

e da Profa. Dra. Françoise Fauvel-Lafève, durante estágio na Unidade 553 do 

INSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale), no “Hôpital 

Saint Louis”, Paris, França (colaboração internacional FAPESP-INSERM). 

A adesão das células MDA-MB-231 sob fluxo foi verificada através de ensaios 

realizados primeiramente na Unidade 553 do INSERM, sob a supervisão Profa. Dra. 

Françoise Fauvel-Lafève, e posteriormente repetidos nos laboratórios do 

Departamento de Biologia Celular e Genética da UERJ, sob orientação das Profas 

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

 

 Para a purificação de ALT-C, o veneno bruto de B. alternatus foi fracionado 

através de três etapas cromatográficas, sendo as duas primeiras em resina de gel-

filtração e terceira em coluna de troca iônica (SOUZA et al., 2000). A análise em 

SDS-PAGE de frações obtidas após a última etapa cromatográfica mostra a 

obtenção de ALT-C purificada (figura 14).   

 

 

 

  1 

                           

            

 

 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 purificação de DisBa-

01 foi realizada através de cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA e 

cromatografia de troca iônica (RAMOS et al., 2008). A análise em SDS-PAGE de 

frações obtidas após a cromatografia de troca iônica mostra que DisBa-01 pura foi 

obtida (figura 15b). 

 

 

Figura 14 – Análise do perfil eletroforético das frações obtidas na segunda etapa de 
purificação da ALT-C. SDS-PAGE 15%. 1) Padrão de massa molecular; 2 – 8) frações eluídas. 
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4.1. ENSAIOS DE ADESÃO E PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Para estudar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 na adesão de células da 

linhagem MDA-MB-231 (tumor de mama), fibroblastos humanos e na linhagem 

B16F10 (melanoma murino) foram realizados ensaios de promoção de adesão, 

inibição da adesão e desadesão ou descolamento celular.  

As desintegrinas foram testadas, ainda, na proliferação das células tumorais 

de mama e nos fibroblastos. 

 

4.1.1. Células de adenocarcinoma mamário MDA-MB-231 

4.1.1.1. Promoção de adesão celular 

Primeiramente, foram realizados ensaios de promoção da adesão para 

verificar se as desintegrinas são capazes de agir como moléculas de adesão para 

essas células tumorais mamárias. Assim, ALT-C e DisBa-01 em diferentes 

concentrações foram imobilizadas nos poços e sua capacidade de adesão foi 

Figura 15 – Expressão (a) e purificação (b) de DisBa-01. SDS-PAGE 15%. (a) 1) Padrão de 
massa molecular; 2) T0; 3) T3; 4) S1; 5) S2. (b) 1) Padrão de massa molecular; 1) Padrão de 
massa molecular; 2-12) Frações eluídas.  
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comparada a adesão mediada por diversos componentes da ECM e da membrana 

basal: colágeno tipos I, III e IV, laminina-1 (LN), fibronectina (FN) e trombospondina-

1 (TSP), e também sobre matrigel (M).  

ALT-C não foi capaz de promover a adesão 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/poço 

apresentaram uma alta capacidade de promoção da adesão das células MDA-MB-

231, comparável estatisticamente a dos colágenos I e III, fibronectina e matrigel, 

substratos aos quais essas células aderiram mais fortemente. Das proteínas de ECM 

testadas, apenas a laminina e a trombospondina não promoveram a adesão das 

células de carcinoma mamário (Figura 16). 
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Figura 16 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na adesão de células MDA-MB-231. As células 
foram adicionadas sobre ALT-C ou DisBa-01 imobilizadas em diversas concentrações. A 
adesão das células sobre diversas proteínas 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. Inibição de adesão celular 

Após verificar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 imobilizadas na interação com 

as células da linhagem MDA-MB-231, foram realizados os ensaios de inibição de 

adesão.  

ALT-C inibiu a adesão de células MDA-MB-231 ao colágeno tipo I, conforme 

já havia sido constatado anteriormente (TERRUGGI, 2006), ao contrário da DisBa-

01, que não apresentou efeitos inibitórios na adesão dessas células ao colágeno I 

(Figura 17a). ALT-C 1.000nM inibiu aproximadamente 35% da adesão de MDA-MB-

231, enquanto tanto em 5.000nM como 10.000nM  inibiram 67% da celular.  

Similarmente ao observado com o colágeno I, ALT-C também inibiu a adesão 

celular ao colágeno III (Figura 17b). O efeito se deu nas mesmas concentrações 

observadas para o colágeno I, porém com menores taxas de inibição, 

aproximadamente 26% de inibição na incubação 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 adesão celular em 17% em sua maior concentração testada, 10.000nM. (Figura 

17b). 

A adesão das células MDA-MB-231 ao colágeno tipo IV também foi inibida por 

ALT-C, porém o efeito foi verificado sob concentração maior do que observado para 

os colágenos I e III, a partir de 5.000nM e não de 1.000nM (Figura 17c). ALT-C 

5.000nM e 10.000nM inibiram aproximadamente 46% e 58% da adesão celular ao 

colágeno IV, respectivamente. Assim como verificado para o colágeno tipo I, DisBa-

01 não foi capaz de inibir a adesão ao tipo IV (Figura 17c).  
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ALT-C também foi capaz de inibir a adesão celular a fibronectina, o que 

ocorreu apenas na maior concentração testada, 10.000nM, com inibição da adesão 

de aproximadamente 33% das células (Figura 17d).  
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Figura 17 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibição da adesão de células MDA-MB-231 
aos colágenos tipo I (a), III (b) e IV (c), e à fibronectina (d). Células incubadas com diversas 
concentrações de ALT-C ou DisBa-01 foram adicionadas sobre diferentes tipos de colágeno ou 
fibronectina. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle 
positivo. *p<0,05 e **p<0,01. 
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ALT-C foi capaz de inibir a adesão celular a laminina em quase todas as 

concentrações testadas: ALT-C 10nM inibiu aproximadamente 27% da adesão; 

100nM inibiu 29%; 1.000nM inibiu 25%; e 10.000nM inibiu 51% (Figura 18d).  

DisBa-01 não apresentou efeitos na adesão das células a fibronectina (Figura 

17d) e a laminina-1 (Figura 18a). Nenhuma das desintegrinas foi capaz de inibir a 

adesão a trombospondina (Figura 18b).  
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Figura 18 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibição da adesão de células MDA-MB-231 à 
laminina-1 (a), trombospondina-1 (b), matrigel (c) e ECM subendotelial (d). Células 
incubadas com diversas concentrações 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 inibição da adesão das células 

incubadas com 10.000nM de ambas as desintegrinas (Figura 18c), com as taxas de 

inibição da adesão sendo de 33% para ALT-C e 23% para DisBa-01.  

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

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

 

4.1.1.3. Desadesão/descolamento celular 

Os efeitos de ALT-C e DisBa-01 também foram verificados nas células 

tumorais de mama previamente aderidas ao colágeno tipo I. ALT-C 2.500nM foi 

capaz de desaderir 12% das células do colágeno I, enquanto DisBa-01 não 

apresentou efeito nas doses testadas (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 10 100 1.000 2.500

A
d

e
sã

o
 c

e
lu

la
r 

(%
)

[desintegrina] (nM)

Desadesão

ALT-C

DisBa-01

** 

Figura 19 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 em células MDA-MB-231 aderidas ao colágeno I. 
As células aderidas ao colágeno foram incubadas com diversas concentrações 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. Proliferação/viabilidade celular 

Além de verificar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 na adesão celular, ambas 

as desintegrinas foram testadas quanto ao seu efeito na proliferação das células 

previamente aderidas ao colágeno I.  

ALT-C foi capaz de diminuir a proliferação das células MDA-MB-231 

incubadas com 2.500nM dessa desintegrina em 24 e 48 horas de incubação, com 

taxa de inibição de 29% e 18%, respectivamente (Figura 20a). DisBa-01, por sua 

vez, não apresentou efeitos sobre a proliferação de células desta linhagem nas 

concentrações utilizadas (Figura 20b).  
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Figura 20 – Efeito de ALT-C (a) e DisBa-01 (b) na proliferação de células MDA-MB-231 
aderidas ao colágeno I. As células aderidas ao colágeno foram incubadas com diversas 
concentrações de ALT-C ou DisBa-01 durante 24, 48 ou 72 horas. Células não 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. Promoção de adesão celular 

ALT-C e DisBa-01 foram testadas quanto a sua capacidade de agirem como 

moléculas de adesão para fibroblastos humanos, os quais foram adicionados 

também sobre diferentes proteínas da ECM. 

Os fibroblastos aderiram a todos os substratos testados quando comparados 

com ao controle negativo (Figura 21). A adesão ocorreu mais fortemente e de forma 

semelhante aos três tipos de colágeno, em ALT-C 10 µg/poço 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 µg/poço. Portanto, a adesão ocorreu de forma 

dependente da dose para ALT-C, mas não para DisBa-01. 
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Figura 21 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na adesão de fibroblastos humanos. As células 
foram adicionadas sobre ALT-C ou DisBa-01 imobilizadas em diversas concentrações. A 
adesão das células sobre diversas proteínas 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. Inibição de adesão celular 

Nos ensaios de inibição da adesão, ALT-C inibiu em 30% a adesão dos 

fibroblastos ao colágeno na maior concentração testada (10.000nM), ao contrário da 

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

 

 

 

4.1.2.3. Desadesão/descolamento celular 

Os fibroblastos previamente aderidos ao colágeno I não apresentaram 

desadesão após incubação com ALT-C ou DisBa-01 (Figura 23). 
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Figura 22 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibição da adesão de fibroblastos humanos 
ao colágeno I. Células incubadas com diversas concentrações de ALT-C ou DisBa-01 foram 
adicionadas sobre colágeno I. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-
se ao controle positivo. *p<0,05. 
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4.1.2.4. Proliferação/viabilidade celular 

Os ensaios de proliferação de fibroblastos mostram que as células incubadas 

com ALT-C tiveram seu número aumentado em relação ao controle após 48 e 72 

horas (figura 24a). Em 48 horas, as células tratadas com ALT-C 100nM aumentaram 

seu número em 13% e com ALT-C 1.000nM o valor foi de 14%. A indução da 

proliferação aumentou para 24% e 22% em 72 horas de incubação com ALT-C 

100nM e 1.000nM, respectivamente. DisBa-01 não apresentou efeitos sobre a 

proliferação de células desta linhagem (figura 24b).  
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Figura 23 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 em fibroblastos humanos previamente aderidos 
ao colágeno I.  Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle 
positivo. *p<0,05.  
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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. Promoção de adesão celular 

As células B16F10, assim como as células tumorais de mama e os 

fibroblastos, foram adicionados sobre ALT-C, DisBa-01 e diversos componentes de 

ECM. 

Todas as proteínas testadas promoveram a adesão das células de melanoma, 

com as desintegrinas apresentando o efeito nas três concentrações utilizadas (figura 

25). A adesão foi mais intensa e de forma semelhante a todas as proteínas da 

matriz, bem como em ALT-C 10 µg/poço e DisBa-01 0,1 e 1 µg/poço, ocorrendo de 
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Figura 24 – Efeito de ALT-C (a) e DisBa-01 (b) na proliferação de fibroblastos humanos 
aderidos ao colágeno I. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao 
controle positivo. *p<0,05 e **p<0,01. 
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maneira igualmente menos intensa em ALT-C 0,1 e 1 µg/poço, e DisBa-01 

10µg/poço. 

 

 

 

 

 

4.1.3.2. Inibição de adesão celular 

 ALT-C inibiu a adesão das células de melanoma aos colágenos tipo I e III 

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

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

51% para o tipo I e 53% para o tipo III. Assim como observado para os outros tipos 

celulares, DisBa-01 não foi capaz de inibir a adesão ao colágeno. 
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Figura 25 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na adesão de células de melanoma murino 
B16F10. As células foram adicionadas sobre ALT-C, DisBa-01 ou diversas proteínas da ECM. 
FN: fibronectina, VN: vitronectina. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, 
comparando-se ao controle negativo. **p<0,01.  
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4.1.3.3. Desadesão/descolamento celular 

As células B16F10 ligadas aos colágenos tipo I ou III 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 

colágeno I (Figura 27b).  
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Figura 26 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 na inibição da adesão de células de melanoma 
murino B16F10 aos colágenos tipo I (a) e III (b). Células incubadas com diversas 
concentrações de ALT-C ou DisBa-01 foram adicionadas sobre colágeno I ou III. Valores de p 
determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle positivo. *p<0,05. 
 
 
 

Figura 27 – Efeito de ALT-C e DisBa-01 em fibroblastos humanos previamente aderidos 
aos colágenos tipo I (a) e III (b). Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, 
comparando-se ao controle positivo. *p<0,05.  
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4.2. INIBIÇÃO DE ADESÃO CELULAR SOB FLUXO 

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

sob condições dinâmicas no qual sangue total contendo células previamente 

incubadas ou não com as desintegrinas foram submetidos a um fluxo sobre lâminas 

recobertas por colágeno tipo I ou ECM produzida por HUVECs. A linhagem MDA-

MB-231 foi utilizada no experimento. 
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Figura 28 – Efeito de ALT-C (a) na adesão de MDA-MB-231 ao colágeno I e à ECM 
subendotelial (b) e de DisBa-01 (c) sob fluxo. As células tumorais foram incubadas com 
diferentes concentrações de ALT-C ou DisBa-01 e então adicionadas ao sangue total. A mistura 
foi submetida à perfusão sobre lamínulas recobertas por colágeno tipo I ou por ECM produzida 
por HUVECs. Valores de p determinados pelo teste de Dunnett, comparando-se ao controle. 
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ALT-C inibiu a adesão das células MDA-MB-231 ao colágeno I sob condições 

de fluxo em todas as concentrações testadas, 10, 100 e 1.000nM, com taxas de 

inibição de 51%, 79% e 74%, respectivamente (Figura 28a).  

Nos experimentos de adesão celular sobre ECM, ALT-C 100 e 1.000nM 

inibiram, respectivamente, 47% e 80% a adesão das células tumorais de mama, não 

sendo verificado efeitos para ALT-C 10nM (Figura 28b).  

DisBa-01, assim como ALT-C, foi capaz de inibir a adesão celular ao 

colágeno I sob condições de fluxo nas duas concentrações testadas, 100 e 1.000nM. 

As células incubadas com 100nM da desintegrina recombinante tiveram sua adesão 

inibida em 90%, enquanto taxa de inibição com DisBa-01 1.000nM foi de 64% 

(Figura 28c). Não houve diferença estatística entre a inibição causada pelas duas 

desintegrinas nas concentrações de 100 e 1.000nM. 

 

4.3. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE INTEGRINAS POR CITOMETRIA DE 

FLUXO 

Para verificar quais integrinas estão 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-2, anti-3, anti-4 anti-5, 

anti-6, anti-V, anti-1, anti-4, anti-V3, anti-V5. 

 

4.3.1. Fibroblastos humanos FGH 

Os resultados obtidos por citometria mostram que os fibroblastos humanos 

utilizados nos ensaios apresentam em sua superfície as subunidades 3, 5, 6, V 
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e 1 de integrinas, e as integrinas V3 e V5. As subunidades 2, 4 e 4 não 

foram detectadas (Figura 29). 

 

 

 

   
 

 

4.3.2. Células de adenocarcinoma mamário MDA-MB-231 

As células tumorais de mama MDA-MB-231 apresentaram reação positiva 

para as subunidades 2, 3 e 1, e menos intensa para as subunidades 5, 6 e V 

e para as integrinas V3 e V5. Não há indícios de expressão das subunidades 

4 e 4 (Figura 30). 

  

Figura 29 – Análise da expressão de 
diferentes integrinas em fibroblastos 
humanos através de citometria de fluxo. 
As células foram incubadas com 

anticorpos primários anti-2, anti-3, anti-

4, anti-5, anti-6, anti-V, anti-1, anti-

4, anti-V3 e anti-V5, anticorpo 
secundário FITC-anti-IgG e foram 
analisadas em um citômetro de fluxo 
FACscalibur (BD Biosciences). Curva 
preenchida: controle. 

2 3 4 5 

6 V 1 4 

V3 V5 
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4.4. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

A expressão gênica 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 (análise de VEGF), as linhagens endoteliais HUVEC e 

HMEC-1 (ambas analisadas para os VEGFRs). Um peptídeo sintético com 

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

nas células endoteliais HUVEC. 

Figura 30 – Análise da expressão de 
diferentes integrinas em células MDA-
MB-231 através de citometria de fluxo. 
As células  foram incubadas com 

anticorpos primários anti-2, anti-3, anti-

4, anti-5, anti-6, anti-V, anti-1, anti-

4, anti-V3 e anti-V5, anticorpo 
secundário FITC-anti-IgG e foram 
analisadas em um citômetro de fluxo 
FACscalibur (BD Biosciences). Curva 
preenchida: controle. 
 

2 3 4 5 

6 V 1 4 

V3 V5 
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Para a análise da expressão através de PCR em tempo real, as células foram 

lisadas para extração do RNA total, o qual foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose-formaldeído 1% para verificar sua integridade. A presença de bandas 

íntegras mostra que a extração foi realizada com sucesso, obtendo-se RNA de boa 

qualidade (figura 31, gel representativo).  

                                                        

                              

O RNA mensageiro foi transformado em cDNA, que por sua vez foi utilizado 

nas amplificações para a análise quantitativa da expressão dos genes-alvo. O cDNA 

foi amplificado para o VEGF, VEGFR-1 e -R2, e para β-actina e GAPDH para 

controle endógeno. O produto das amplificações foi submetido a eletroforese em gel 

de agarose 1%, confirmando-se o tamanho esperado dos fragmentos amplificados 

(figura 32, gel representativo).  

 

 

          

                                                                                 

 

Figura 32 – Análise de produto de PCR quantitativo em gel de agarose 1%. (a) VEGFR-1, 
VEGFR-2 e β-actina; (b) VEGF; (c) GAPDH. P) Padrão Low DNA (Invitrogen); 1) células controle; 
2) células tratadas com ALT-C; 3) células tratadas com DisBa-01. 

Figura 31 – Análise do RNA em gel de agarose-formaldeído 1%. (1) controle; (2) ALT-C; (3) 
DisBa-01. 
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A sequência dos amplicons foi confirmada através do seqüenciamento 

automático de DNA do produto das reações de amplificação. A sequência resultante 

comparada com seqüências de nucleotídeos depositadas em um banco de dados, 

através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

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

DNA genômico contaminante foram evitadas pelo fato de os primers para os 

receptores de VEGF terem sido desenhados para anelamento na junção de 

diferentes éxons. 

 

4.4.1. Fibroblastos humanos 

Nas análises da expressão de VEGF pelos fibroblastos, ALT-C apresentou 

efeito após os períodos mais longos de incubação, com as alterações ocorrendo sob 

as menores concentrações (Figura 33). ALT-C 1nM aumentou significativamente os 

níveis de mRNA para o VEGF em 48 horas, enquanto houve diminuição na 

incubação com ALT-C 10nM durante 72 horas em relação ao controle.   

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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4.4.2. Células endoteliais HUVEC 

As células endoteliais primárias HUVEC tratadas com ALT-C tiveram 

expressão alterada dos receptores para o VEGF em diferentes condições de 

tratamento. 

Os VEGFRs -1 e -2 apresentaram modificações em sua expressão nas 

células tratadas com ALT-C (Figura 34). A expressão do VEGFR-1 foi modulada em 

4 e 24 horas de incubação com ALT-C. Após 4 horas, os níveis de mRNA para este 
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Figura 33 – Análise do efeito de ALT-C e da DisBa-01 na expressão de VEGF em 
fibroblastos humanos através de PCR em tempo real. Análise estatística dos dados foi feita 
por ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.  
 

* 



106 
 

 
 
 

receptor foram superiores ao do controle nas células incubadas com ALT-C 1nM. O 

nível de expressão do VEGFR-1 dobrou em relação ao controle em 24 horas, porém 

a modificação ocorreu com a maior concentração testada, ALT-C 100nM. 

As alterações nos níveis de expressão do VEGFR-2 são verificadas para 

todos os períodos de incubação com ALT-C (Figura 34). Em 4 horas, apenas ALT-C 

1nM modulou a expressão, elevando-a para quase o dobro da observada para o 

controle. Após 24 horas, verifica-se aumento da expressão do VEGFR-2 nas células 

incubadas com ALT-C 1nM e diminuição sob ALT-C 100nM, o mesmo ocorrendo em 

48 horas de tratamento (figura 34). 

Um peptídeo sintético baseado na sequência da ALT-C, denominado ALT-C 

PEP, também foi testado na expressão do VEGF e seus receptores em células 

HUVECs.  

ALT-C PEP apresentou efeito na modulação dos níveis de mRNA os 

receptores de VEGF (Figura 35). A expressão foi modulada apenas nas células 

incubadas durante 24 horas com uma maior concentração de ALT-C PEP, 100nM, 

quando o nível do mRNA para ambos os receptores superou o controle  em 

aproximadamente duas vezes (Figura 35). 
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Figura 34 – Análise do efeito de ALT-C na expressão de VEGFR-1 e VEGFR-2 em células 
HUVEC através de PCR em tempo real. Análise estatística dos dados foi feita por 
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.  
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DisBa-01 alterou a expressão do VEGF nas células incubadas com 10 ou 

100nM da desintegrina.  

Entre os dois receptores de VEGF analisados, apenas o VEGFR-1 teve sua 

expressão modificada na incubação das HUVECs com DisBa-01 (Figura 36). A 
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Figura 35 – Análise do efeito de ALT-C PEP na expressão de VEGFR-1 e VEGFR-2 em 
células HUVEC através de PCR em tempo real. Análise estatística dos dados foi feita por 
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.  
 



109 
 

 
 
 

alteração ocorreu somente na maior concentração, 100nM, e após 24 horas, quando 

a desintegrina duplicou os níveis do mRNA para o receptor. 
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Figura 36 – Análise do efeito de DisBa-01 na expressão de VEGFR-1 e VEGFR-2 em 
células HUVEC através de PCR em tempo real. Análise estatística 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 células endoteliais HMEC-1, os níveis do mRNA 

para o VEGFR-1 não foram afetados pela adição da ALT-C ao meio de cultura 

celular (Figura 36). O VEGFR-2, por outro lado, teve sua expressão aumentada nas 

células incubadas com ALT-C 100nM em 4 horas (Figura 37). O nível 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 relação ao 

controle, respectivamente (Figura 37).  
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Figura 37 – Análise do efeito de ALT-C na expressão de VEGFR-1 e VEGFR-2 em células 
HMEC-1 através de PCR em tempo real. Análise estatística dos dados foi feita por 
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.  
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DisBa-01 foi capaz de modular a expressão do VEGFRs nas células HMEC-1 

(Figura 38). 

A expressão 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 expressão do VEGFR-2, de maneira semelhante a das duas 

outras concentrações.  
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Figura 38 – Análise do efeito de Disba-01 na expressão de VEGFR-1 e VEGFR-2 em 
células HMEC-1 através de PCR em tempo real. Análise estatística dos dados foi feita por 
ANOVA/teste Dunnett. *p < 0,05; **p < 0,01.  
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Com relação ao receptor VEGFR-2, em 4 horas de incubação apenas a 

concentração intermediária de 10nM de DisBa-01 afetou sua expressão, tornando 

seus níveis duas vezes menor que o do controle (Figura 38). Em 24 horas todas as 

concentrações da desintegrina diminuíram a expressão do receptor para valores por 

volta da metade daqueles para o controle, com a maior concentração, 100nM, 

apresentando efeito mais pronunciado. Assim como verificado em 4 horas, apensa 

DisBa-01 10nM apresentou efeito na expressão do VEGFR-2.  
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5. DISCUSSÃO 

5.1. ADESÃO CELULAR 

O funcionamento normal dos organismos multicelulares depende da 

coordenação de células e órgãos, sendo fundamental a adesão das células a ECM.  

Os processos adesivos possibilitam a interação e comunicação das células 

com o meio, fonte de diferentes sinais que regulam o comportamento celular. A 

adesão célula-ECM é essencial para a organogênese durante o desenvolvimento 

embrionário e vital para a manutenção da integridade tecidual e para as funções dos 

órgãos no organismo adulto. Assim, alterações na adesão célula-ECM estão 

freqüentemente associadas a doenças.  

Devido ao seu papel importante em condições fisiológicas e patológicas, a 

adesão célula-ECM é objeto de numerosos estudos nos quais se busca a 

compreensão das bases moleculares dos mecanismos de regulação da adesão 

celular e da sua função nos diversos processos biológicos.  

As três últimas décadas trazem as principais descobertas sobre os processos 

adesivos, graças a avanços metodológicos. Entre as informações chave está a 

identificação das integrinas como uma das principais classes de receptores para 

proteínas da ECM.  

As integrinas têm recebido bastante atenção por sua participação essencial 

em diversos processos fisiológicos e em situações patológicas, constituindo-se alvos 

para o desenvolvimento de terapias para o tratamento de diversas patologias como 

o câncer, umas das condições patológicas mais estudadas. 

 

Em 2008 ocorreriam 12,4 milhões de novos casos de câncer e 7,6 milhões de 

óbitos pela doença no mundo, segundo a Agência Internacional para Pesquisa em 
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Câncer (IARC)/OMS (World Report 2008). Destes, os mais incidentes foram o 

câncer de pulmão (1,52 milhões de novos casos), mama (1,29 milhões) e cólon e 

reto (1,15 milhões).  

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, apontam que ocorrerão 489.270 

novos casos de câncer, valores válidos também para 2011. casos novos de câncer 

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

incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, serão os cânceres 

de próstata e de pulmão no sexo masculino e os cânceres de mama e de colo do 

útero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observado na 

América Latina. De um total de 236.240 casos novos de câncer estimados para os 

homens, os tumores mais incidentes serão de pele não-melanoma (53 mil casos 

novos), próstata (52 mil), pulmão (18 mil), estômago (14 mil) e cólon e reto (13 mil). 

Para o sexo feminino, destacam-se os tumores de pele não-melanoma (60 mil casos 

novos), mama (49 mil), colo do útero (18 mil), cólon e reto (15 mil) e pulmão (10 mil), 

de um total de 253.030 novo casos estimados entre as mulheres. 

A metástase é a principal causa da falha no tratamento de pacientes com 

câncer, levando-os a morte. Apesar de sua relevância clínica, o processo 

metastático é o aspecto menos compreendido da carcinogênese. 

O envolvimento de integrinas na disseminação metastática está sob 

investigação há vários anos (RUOSLAHTI & GIANCOTTI, 1989). Assim como para 

as células normais, as sinalizações desencadeadas pelas interações destes 

receptores com componentes da ECM são cruciais para a sobrevivência das células 

tumorais (HANAHAN & WEINBERG, 2000; WALENTA et al., 2004; BARCELLOS-

HOFF et al., 2005; LU et al., 2006). Portanto, as integrinas têm sido alvos 

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

http://www.inca.gov.br/
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desintegrinas, pequenas proteínas isoladas de veneno de serpentes, capazes de 

interagir com as integrinas, são moléculas com potencial para o desenvolvimento de 

drogas anti-câncer, entre outras doenças que envolvem processos adesivos 

mediados por integrinas. 

Deste modo, diante dos resultados obtidos para as desintegrinas ALT-C e 

DisBa-01, previamente descritos na introdução desta tese, resolveu-se investigar 

seus efeitos na adesão de células tumorais e não tumorais a diversos componentes 

da ECM. As linhagens tumorais utilizadas foram a de adenocarcinoma mamário 

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 promoção de adesão celular a 

ALT-C e DisBa-01, e a diversos componentes de ECM (colágenos I, III 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 não foi capaz de agir como molécula de adesão para as células MDA-

MB-231, ao contrário da DisBa-01, que promoveu a adesão em todas as 

quantidades testadas. As células apresentaram maior adesão sobre os colágenos I e 

III, fibronectina e matrigel (composto principalmente por colágeno e laminina) e 

sobre DisBa-01 nas maiores concentrações testadas da desintegrina.  

Células MDA-MB-231 (altamente metastáticas e invasivas) expressam taxas 

relativamente altas de 21, 31, 51 e v3 em comparação 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 αVβ3, embora não muito forte. DisBa-01 interage fortemente com integrinas 
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β3, como αIIbβ3 e αVβ3 (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 família das integrinas contém pelo menos quatro receptores para 

colágenos: α1β1, α2β1, α10β1 (CAMPER et al., 1998) e α11β1 (VELLING et al., 

1999). A integrina α2β1 interage com uma variedade de colágenos (KAMATA & 

TAKADA, 1994; KERN et al., 1994; TULLA et al., 2001), sendo o principal receptor 

para o tipo I e outros colágenos fibrilares (CALDERWOOD et al., 1997; GARDNER 

et al., 1999; NYKVIST et al., 2000; TULLA et al., 2001; ZHANG et al., 2003).  

Análises da expressão de integrinas por citometria de fluxo confirmaram que 

as células tumorais de mama apresentam as subunidades 2 e 1, portanto, 

justificando a adesão observada para os colágenos fibrilares I e III e ao matrigel, 

composto principalmente por colágeno e laminina.  

É importante salientar que o conjunto das integrinas expressas em cada tipo 

celular determina a ligação e a afinidade das integrinas aos ligantes. Células 

expressando todas as integrinas ligantes de colágeno exceto α2β1 podem se aderir 

a colágenos fibrilares. Assim, além da integrina α2β1, uma combinação de outros 

receptores para colágeno são capazes de mediar a adesão a essa proteína (TULLA 

et al., 2001; ZHANG et al., 2003). Além disso, a função das integrinas pode variar 

entre os diferentes tipos celulares. Em algumas células, as integrinas α5β1 e αVβ3, 

principais receptoras para fibronectina e vitronectina, respectivamente, são capazes 

de interagir com matrizes de colágeno (GOTWALS et al., 1996; RACINE-SAMSON 

et al., 1997; COOKE et al., 2000; GRUNDSTROM et al., 2003). Em MDA-MB-231, 

entretanto, a adesão aos colágenos I, III e IV é exclusivamente mediada por 

integrinas β1, com 60-80% via α2β1 (LICHTNER et al., 1998). 
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A promoção da adesão pela fibronectina provavelmente ocorreu através da 

integrinas 51, cuja presença foi detectada nas células tumorais de mama através 

de citometria de fluxo. A integrina 51 é o principal receptor para a fibronectina. 

As células tumorais foram capazes de aderir fortemente também ao colágeno 

IV, porém de forma um pouco inferior comparada à apresentada pelos outros 

colágenos, pela fibronectina e pelo matrigel. Isso poderia ser explicado pelo fato da 

linhagem utilizada não expressar o principal receptor para este tipo de colágeno, a 

integrina 11. Entretanto, estudos mostram que esse ligante é capaz de interagir 

com 21, mas com menor afinidade do que para os colágenos fibrilares, como os 

tipos I e III (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 promoção da adesão. 

Das proteínas de ECM testadas, apenas a laminina-1 e a trombospondina-1 

não promoveram a adesão das células de carcinoma mamário em comparação com 

o controle negativo. Células desta linhagem mostraram capacidade invasiva através 

de laminina-1 in vitro, entretanto, estudos mostraram que a laminina-1 interage 

pouco ou é incapaz de se ligar as integrinas α2β1 e α3β1 (MAEMURA et al., 1995; 

LICHTNER et al., 1998), esta última tendo sido confirmada nas células utilizadas 

através de citometria de fluxo. Assim, a função de α2β1 como receptor para laminina 

pode ser regulada durante a progressão maligna de células de carcinoma de mama. 

Uma contribuição reduzida da α2β1 na ligação celular à laminina parece estar 

associada com o aumento da malignidade em células de mama. Além disso, o uso 

de anticorpos mostrou que α2β1 media a ligação a laminina-1 em algumas células, 

mas não em outras (ELICES & HEMLER, 1989).  
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Embora diversas integrinas tenham sido descritas como receptores para a 

laminina-1, como α1β1, α2β1, α6β1, α7β1, α6β4 (PATARROYO et al., 2002), a 

principal integrina que interage com essa proteína da matriz nas células MDA-MB-

231 é a α6β4 (PEROU et al., 2000). Tais células são descritas apresentando altos 

níveis da integrina α6β4, entretanto os resultados obtidos através de citometria de 

fluxo foram positivos para a subunidade α6, porém a subunidade β4 não foi 

detectada. As análises de citometria mostraram que as células utilizadas 

apresentam as subunidades α2, α6 e β1, as quais poderiam estar envolvidas na 

adesão a laminina-1. Estudos mostraram que a laminina pode se ligar a integrina 

α2β1, entretanto isso ocorre de maneira fraca  (KERN et al., 1993). Assim, a falta da 

principal integrina presente nesta linhagem pode ser responsável pela fraca ligação 

celular a laminina-1. 

Os ensaios mostraram que as células MDA-MB-231 também não foram 

capazes de aderir a trombospondina-1. Embora a integrina αVβ3 seja importante 

para a adesão de diversos tipos celulares a este substrato, a adesão de células de 

carcinoma mamário a este ligante não é mediada por essa integrina e sim por α3β1 

(CHANDRASEKARAN et al., 1999), confirmada pela citometria das células utilizadas 

neste trabalho. Entretanto, apesar de MDA-MB-231 expressar α3β1, esta é mantida 

em um estado inativo ou parcialmente ativado, podendo ser completamente ativada 

por estímulos exógenos como soro (os ensaios de adesão foram realizados sem 

soro) e insulina, ou pela adesão celular a vitronectina através de αVβ3. As integrinas 

α2β1 e α5β1 também participam da adesão a trombospondina-1 em outras células, 

mas não em MDA-MB-231 (CHANDRASEKARAN et al., 2000; KVANSAKUL et al., 

2004).  
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Após verificar os efeitos de ALT-C e DisBa-01 imobilizadas na interação com 

as células da linhagem MDA-MB-231, foram realizados ensaios para verificar se as 

desintegrinas seriam capazes de inibir a adesão das células tumorais a diversas 

proteínas da ECM, ao matrigel e a própria ECM produzida por HUVEC. 

ALT-C foi capaz de inibir a adesão de MDA-MB-231 a todos os tipos de 

colágeno, com efeito mais forte observado sobre o colágeno I e menos proeminente 

ao tipo IV. O colágeno tipo I é o principal ligante da integrina α2β1, 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 expressão 

da integrina α2β1, através da qual interagem com os colágenos tipos I, III e IV, e que 

ALT-C é capaz de se ligar a esse receptor em diversos tipos celulares (SOUZA et 

al., 2000), provavelmente a inibição da adesão aos colágenos causada por ALT-C 

provavelmente ocorreu através de α2β1. Salienta-se, ainda, que sendo o colágeno I 

o ligante mais forte de α2β1, é possível que o efeito inibitório de ALT-C, 

apresentando-se mais forte nos ensaios com esse tipo de colágeno, tenha ocorrido 

no mesmo sítio de ligação na integrina ao qual se liga a proteína da ECM.  

ALT-C também inibiu a adesão de MDA-MB-231 a fibronectina, entretanto 

isso ocorreu de maneira mais fraca com relação à observada para os colágenos 

(todos os tipos). Como ALT-C não interage com a integrina α5β1, o principal receptor 

para a fibronectina e que foi detectado nessas células, e possível que sua interação 

com a célula tenha ativado um mecanismo de trans-dominância (DIAZ-GONZALEZ 

et al., 1996) entre as integrinas 21 e 51, com a primeira inibindo a adesão da 

segunda a fibronectina.  
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Outra possibilidade é que a adesão destas células tumorais de mama estas 

células à fibronectina seja mediada por outras integrinas além de 51. A adesão de 

MDA-MB-231 foi apenas parcialmente inibida por anticorpos anti-α5 e anti-β1, 

sugerindo que outras integrinas podem participar da adesão dessas células a 

fibronectina, ainda que indiretamente (BARTSCH et al., 2003). Nossos resultados 

mostram que as células aderiram de maneira igualmente forte ao colágeno I e a 

fibronectina, porém as análises por citometria mostraram que as células MDA-MB-

231 expressam a subunidade α5 de maneira menos intensa que α2. Além disso, 

estudos mostraram que a integrina α3β1 está envolvida no aumento da adesão de 

células metastáticas de mama a fibronectina de linfonodos e no espalhamento sobre 

substratos recobertos por esse substrato, sendo que α5β1 não contribuiu para o 

aumento da adesão (TAWIL et al., 1996). A expressão de α5 foi inferior também a da 

subunidade α3. Assim, é possível que a ligação de tais células a fibronectina tenha 

ocorrido através de outras integrinas além da α5β1, como por exemplo a integrina 

α3β1.  

A adesão das células tumorais de mama a laminina-1 também foi inibida por 

ALT-C. Esta desintegrina-like tem se mostrado específica para a interação com as 

células através da integrina α2β1 (SOUZA et al., 2000). Desta forma, supondo-se 

que a fraca adesão das MDA-MB-231 a este ligante de matriz tenha ocorrido pela 

ligação a α2β1, ALT-C teria inibido a adesão celular através da interação com essa 

integrina, o que ocorreu mesmo em baixas contrações. Entretanto, a única taxa de 

inibição comparável a obtida com os colágenos, mas ainda inferior, foi obtida com a 

maior concentração de ALT-C, 10.000nM. Assim, as células poderiam estar ligadas 

a laminina-1 por outra integrina, como a α7β1 (não testada na citometria), e os 

efeitos observados para ALT-C seriam resultantes da fraca interação das células 
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mas não necessariamente ligadas através da α2β1. Tais resultados corroboram 

dados anteriores em que ALT-C mostrou interação seletiva para a integrina α2β1 

(SOUZA et al., 2000).  

Embora a adesão das MDA-MB-231 a trombospondina tenha sido fraca de 

forma a não ser diferente estatisticamente do controle negativo, ALT-C não inibir a 

adesão a esse substrato. 

Além de observar os efeitos das desintegrinas na adesão a proteínas da ECM 

separadamente, foram feitos ensaios utilizando matrigel e ECM produzida por 

HUVEC. ALT-C inibiu a adesão das células tumorais de mama a ambos, o que 

ocorreu apenas sob sua maior concentração testada (10.000nM). O matrigel 

utilizado (BD Matrigel™ Matrix) é composto principalmente por colágeno e laminina. 

Assim, ALT-C tem mostrado maior potencial inibitório para o colágeno, apenas a 

maior dose inibiu a adesão ao matrigel.  

A matriz produzida por HUVECs é composta por colágenos tipos I, III, IV e VI, 

fibronectina, laminina, trombospondina e fator Von Willebrand (BONNEFOY et al., 

2001), havendo, portanto, componente ao qual ALT-C não inibiu a adesão, a 

trombospondina; inibiu, porém em dose mais alta, a laminina; e um componente não 

testado, o fator Von Willebrand. Desta forma, o efeito inibitório de ALT-C apenas em 

alta dose pode ser devido à composição da matriz produzida.  

Um ensaio ainda não realizado é o de promoção da adesão de MDA-MB-231 

sobre a matriz subendotelial, importante para comparação com os componentes de 

matriz testados isoladamente, além de ser importante também a identificação da 

porcentagem de cada componente da matriz na sua composição.  
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Embora tenha promovido a adesão das células MDA-MB-231, DisBa-01 não 

foi capaz de inibir a adesão das células MDA-MB-231 as proteínas da ECM testadas 

individualmente.  

DisBa-01 tem mostrado especificidade para a integrina β3, de acordo com 

experimentos anteriores envolvendo modelagem molecular e estudos in silico, seus 

efeitos inibitórios ao colágeno sob fluxo poderiam continuar a ser explicados por sua 

interação com a integrina αVβ3 levando-se em conta que a função das integrinas 

pode variar entre os diferentes tipos celulares. Estudos mostraram que αVβ3, 

principal receptora para a vitronectina,  é capaz de interagir com matrizes de 

colágeno (GOTWALS et al., 1996; RACINE-SAMSON et al., 1997; COOKE et al., 

2000; GRUNDSTROM et al., 2003) 

Em estudos testando a inibição da adesão desta mesma linhagem tumoral de 

mama sobre a vitronectina, DisBa-01 também não foi capaz de inibir a adesão 

embora interaja com αVβ3, cujo principal ligante é a vitronectina (RAMOS et al., 

2008). O mesmo estudo, porém, demonstrou que esta desintegrina-RGD é capaz de 

inibir a adesão de células tumorais B16F10 e endoteliais HMEC-1 a vitronectina 

(RAMOS et al., 2008). As análises de citometria feitas neste estudo mostraram que a 

MDA-MB-231 não apresentava a integrina αVβ3 ao contrario das duas outras 

linhagens, sugerindo aos autores que DisBa-01 não teria inibido a adesão de um tipo 

celular mas sim dos outros dois pela presença da integrina em cada um deles. As 

análises mostradas no presente estudo, porém, mostram que há expressão da 

integrina αVβ3, embora baixa, nas MDA-MB-231. Portanto, será necessário repetir 

os experimentos de inibição a vitronectina para verificar se a desintegrina será capaz 

de inibir a adesão no caso da presença da integrina com a qual interage. 
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Um resultado que chama a atenção é aquele referente à inibição ao colágeno 

III. DisBa-01 não só não foi capaz de inibir sua adesão como reforçou a interação 

das células com o substrato em relação as células não tratadas. É possível que a 

forte interação da desintegrina com a integrina αVβ3 presente nestas células, ainda 

que em pequena quantidade, tenha ativado algum mecanismo de adesão para o 

colágeno (já que αVβ3 não está entre os receptores para o colágeno), reforçando a 

adesão.  

Assim como observado para ALT-C, DisBa-01 inibiu a adesão ao matrigel. 

Por não interagir com os receptores para o colágeno, e possível que a interação da 

DisBa-01 com a célula tenha ativado um mecanismo de trans-dominância (DIAZ-

GONZALEZ et al., 1996) entre as integrinas V3 e 21, com a primeira inibindo a 

adesão da segunda ao colágeno.  

Conforme já citado, a adesão célula-ECM é um fator essencial para a 

homeostase celular. A perda da ancoragem celular pode levar a um tipo específico 

de apoptose (morte celular) conhecido como “anoikis”.  

A anoikis é a apoptose induzida pela perda de adesão celular ou adesão 

inapropriada (FRISCH & FRANCIS, 1994). Este tipo de apoptose é importante no 

desenvolvimento, na homeostase tecidual e em diversas doenças (DANIAL & 

KORSMEYER, 2004; GILMORE, 2005).  

As células de um tecido requerem adesões a ECM específicas, sendo que o 

tipo errado de ECM circundante pode ter as mesmas conseqüências da falta de 

matriz. As integrinas aderidas a uma determinada ECM ativam vias de sobrevivência 

celular que permitem as células determinar se ela está no seu meio adequado. No 

caso de adesão inadequada, os sinais corretos de sobrevivência não são disparados 

pelas integrinas e as células são levadas a anoikis (FRISCH & SCREATON, 2001). 
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A resistência a anoikis é uma das características clássicas das células 

metastáticas, especialmente devido ao fato que o crescimento independente de 

ancoragem é uma etapa crucial durante a tumorigênese e, particularmente, durante 

o espalhamento metastático 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 resistência das células 

tumorais a anoikis .  

A capacidade das desintegrinas de desaderir as células tumorais de mama 

previamente aderidas ao colágeno também foi testada. ALT-C foi capaz de desaderir 

parte das células, enquanto DisBa-01 não 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 proliferação das células tumorais previamente 

aderidas ao colágeno I. Tanto a diminuição na viabilidade como a indução de 

descolamento das células MDA-MB-231 foram causados pela mesma concentração 

de ALT-C (2.500nM). Assim, sugere-se que ALT-C provoca a desadesão celular das 

células tumorais de mama, causando anoikis. O efeito de ALT-C na diminuição da 

viabilidade foi dependente do tempo de incubação, em que o efeito mais 

pronunciado foi observado em 24 horas, decrescendo após 48 horas até não haver 

mais efeito em 72 horas. É importante salientar que milhões de células por grama de 

tumor podem ser liberadas no sistema sanguíneo ou linfático diariamente (BUTLER 

& GULLINO, 1975) e, embora ainda não existam dados concretos sobre a fração de 

células que coloniza sítios secundários com sucesso, todos os estudos mostram que 

a maioria das células que atravessa a vasculatura falha nessa etapa.  
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DisBa-01 não apresentou efeitos sobre a viabilidade de células desta 

linhagem. Estudos anteriores mostraram que a desintegrina-RGD também não 

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 às utilizadas sobre o colágeno.  

 

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

O processo metastático envolve etapas nas quais a adesão celular é 

essencial, já que as células tumorais devem interagir com as células adjacentes e 

com os componentes da ECM e BM para desencadear sinalizações de 

sobrevivência mediadas por integrinas em contato com os componentes da matriz 

(HANAHAN & WEINBERG, 2000; WALENTA et al., 2004; BARCELLOS-HOFF et al., 

2005; LU et al., 2006) 

Durante a fase hematógena da metástase, as células tumorais ficam expostas 

a forças mecânicas e componentes do sangue que podem afetar a sobrevivência 

tumoral na circulação e seu extravasamento (WEISS, 1990). Para que consigam 

colonizar sítios secundários, as células tumorais presentes na circulação devem ser 

capazes de interagir com a parede dos vasos e atravessá-la. Tal processo adesivo é 

mediado principalmente por integrinas e reforçado por interações com plaquetas 

(HONN & TANG, 1992). Uma cooperação ocorre entre as integrinas αIIbβ3 

plaquetária e αVβ3 tumoral para promover a adesão a matriz subendotelial sob fluxo 

(GOMES et al., 2004). 

A adesão tumoral à parede dos vasos sanguíneos causa a retração do 

endotélio e exposição das moléculas da matriz subendotelial, que podem interagir 

com as células tumorais e/ou com as plaquetas. Para verificar os efeitos de ALT-C e 
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DisBa-01 na adesão de células MDA-MB-231 sob fluxo, foram realizados ensaios in 

vitro que mimetizam as condições fisiológicas da circulação sangüínea, com o fluxo 

do sangue total contendo as células tumorais tratadas ou não com as desintegrinas 

em contato com lâminas recobertas por colágeno tipo I ou ECM produzida por 

HUVECs.  

 

ALT-C inibiu a adesão das células MDA-MB-231 ao colágeno I sob condições 

de fluxo em todas as concentrações testadas, 10-1.000nM. A inibição da adesão das 

células tratadas com ALT-C foi mais forte com a maior concentração da desintegrina 

(1.000nM). Já nos ensaios de adesão sob fluxo a ECM produzida por HUVECs, 

apenas ALT-C 1.000nM inibiu de forma significativa a adesão das células tumorais 

de mama. Tal efeito pode ser devido à mistura de diferentes componentes da matriz 

produzida, conforme citado anteriormente. Provavelmente, assim, como nos estudos 

de inibição estática, as interações de ALT-C com as células tumorais se deram 

através da 21 expressa por essa linhagem. 

Nos ensaios em condições estáticas descritos anteriormente, ALT-C foi capaz 

de inibir a adesão de MDA-MB-231 ao colágeno I e a ECM produzida por HUVECs, 

em concentrações de 1-10µM e 10 µM, respectivamente. Estudos mostraram que o 

fluxo ativa a integrina α2β1, entre outras (ORR et al., 2006) em células endoteliais 

pelas forças de cisalhamento, aumentando a adesão de MDA-MB-231 a ECM 

produzida por HUVECs sob fluxo comparada com ECM estática (GOMES et al., 

2005). Assim, é possível que α2β1 tenha sido ativada nas células tumorais de modo 

a reforçar os efeitos de ALT-C na interação com a integrina, permitindo efeitos 

eficazes a ponto de ter ocorrido inibição por ALT-C em concentrações 100 e 10 
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vezes menores do que nos ensaios estáticos sobre colágeno I e ECM, 

respectivamente. 

O local de metástase das células tumorais é influenciado pela composição da 

ECM e pelas integrinas expressas pelas células tumorais (PIGNATELLI & STAMP, 

1995). O osso é um dos sítios mais comuns de metástase em câncer de mama, 

próstata, pulmão e tireóide, entre outros (YONEDA et al., 2001; MUNDY, 2002). A 

matriz óssea é constituída principalmente por colágeno I (CARTER & SPENGLER, 

1978), havendo também fibronectina e colágeno IV.  

Estudos mostraram que as integrinas α2β1 e α3β1 estão envolvidas no 

processo de adesão de células tumorais de mama a matriz óssea (LUNDSTROM et 

al., 1998). As células malignas de câncer 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 colágeno tipo I está entre os 

principais colágenos fibrilares detectados nos vasos, representando cerca de 60% 

dos colágenos vasculares, com os quais as células em extravasamento devem 

entrar em contato (MAYNE, 1986; PROCKOP & KIVIRIKKO, 1995). Portanto, as 

interações das células tumorais de mama com esta proteína componente da ECM 

são cruciais para a progressão desse tipo de tumor.  

Altas taxas de expressão de β1 foram associadas com diminuição significativa 

da sobrevivência de pacientes com câncer de mama, estando envolvidas na 

resistência a quimioterapia e a radioterapia no câncer de mama e também em 

malignidades hematológicas e no pulmão (DAMIANO & DALTON, 2000; AOUDJIT & 

VUORI, 2001; DAMIANO et al., 2001; CORDES et al., 2006), comprovando seu 

papel potencial como alvo terapêutico e fator preditivo. Estudos recentes mostraram 

que inibição de integrinas contendo a subunidade β1 através de anticorpos 
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específicos aumenta seletivamente a apoptose e diminui a proliferação de câncer de 

mama em culturas tridimensionais, sem efeitos tóxicos in vivo para o hospedeiro 

(PARK et al., 2006).  

Diante da importância do colágeno e das integrinas β1 na progressão tumoral, 

entre outras situações patológicas, ALT-C mostra-se uma importante molécula para 

o estudo de processos adesivos por sua capacidade de interação com a integrina 

α2β1, como aqueles envolvidos nas interações entre células tumorais e ECM 

durante o extravasamento e durante a colonização metastática. 

DisBa-01 também foi capaz de inibir a adesão das células MDA-MB-231 ao 

colágeno I sob condições de fluxo nas duas concentrações testadas, 100 e 1.000nM, 

sendo o efeito mais pronunciado em 100nM.  

Como DisBa-01 tem mostrado especificidade para a integrina β3 seus efeitos 

inibitórios ao colágeno sob fluxo poderiam ser explicados por sua interação com 

duas integrinas. Uma delas seria αVβ3, presente nas células tumorais utilizadas. 

Embora seu principal ligante seja a vitronectina e não o colágeno, estudos 

mostraram que αVβ3  é capaz de interagir com matrizes de colágeno (GOTWALS et 

al., 1996; RACINE-SAMSON et al., 1997; COOKE et al., 2000; GRUNDSTROM et 

al., 2003), dependendo do tipo celular. 

Entretanto, os efeitos inibitórios não foram observados em condições 

estáticas. (GOMES et al., 2005) mostraram que um antagonista não-peptídico para a 

integrina αVβ3 inibiu adesão tumoral sob fluxo, mas não em condições estáticas, 

assim como foi observado para DisBa-01. O fluxo também é capaz de ativar a 

integrinas αVβ3 (PAMPORI et al., 1999), além de α2β1 e α5β1 (ORR et al., 2006) 

em células endoteliais  pelas forças de cisalhamento, aumentando a adesão de 

MDA-MB-231 a ECM produzida por HUVECs (GOMES et al., 2005). Portanto, é 
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possível que αVβ3 tenha sido ativada nas células tumorais reforçando os efeitos de 

DisBa-01 na interação com essa integrina, possibilitando o efeito inibitório na 

adesão, o que não observado sob condições estáticas. 

A adesão das células tumorais ao subendotélio é mediada principalmente por 

integrinas e reforçada por interações com plaquetas (HONN & TANG, 1992). As 

plaquetas estão envolvidas na progressão tumoral e podem facilitar a formação de 

metástases pelo reforço na adesão de células tumorais a ECM subendotelial sob 

condições de fluxo (BASTIDA et al., 1989; DARDIK et al., 1997). Alguns estudos 

sugerem que os agregados plaquetários protegem as células tumorais da atividade 

citotóxica de agentes naturais como células killer (HONN et al., 1992; NIESWANDT 

et al., 1999).  

Uma cooperação entre αIIbβ3 plaquetária e αVβ3 tumoral ocorre para 

promover a adesão a matriz subendotelial sob fluxo (GOMES et al., 2004). Assim, 

devido a sua capacidade de inibir a agregação plaquetária através da ligação à 

integrina αIIbβ3 (KAUSKOT et al., 2008), é possível que DisBa-01 tenha inibido a 

adesão das células tumorais por interagir com as mesmas diretamente e/ou por sua 

capacidade de inibir a formação de agregados plaquetários.  

Antagonistas de αIIbβ3 plaquetária e αVβ3 tumoral inibem parcialmente a 

adesão de células tumorais ao subendotélio, sugerindo que tal interação 

provavelmente envolve diversos tipos de receptores na célula tumoral e também 

uma cooperação entre integrinas de diferentes células (tumorais e plaquetárias) 

(GOMES et al., 2004). Assim, uma combinação de vários antagonistas de integrinas 

deve bloquear de maneira eficiente o processo de extravasamento, um dos eventos 

mais importantes na progressão metastática. 
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O local de metástase das células tumorais é influenciado pela composição da 

ECM e pelas integrinas expressas pelas células tumorais (PIGNATELLI & STAMP, 

1995). O osso é um dos sítios mais comuns de metástase em câncer de mama, 

próstata, pulmão e tireóide, entre outros (YONEDA et al., 2001; MUNDY, 2002). 

Células de carcinoma de mama na matriz óssea apresentam altos níveis de αVβ3 

quando comparadas com o carcinoma primário (LIAPIS et al., 1996) e a expressão 

dessa integrina está diretamente associada com a habilidade aumentada dessas 

células de promover metástases ósseas (PECHEUR et al., 2002). Deste modo, as 

interações entre células tumorais de mama e a ECM mediadas por αVβ3, assim 

como aquelas mediadas por α2β1, são de grande importância para a progressão 

deste tipo de tumor.  

Diante dos resultados apresentados e da capacidade de interação com a 

integrina αVβ3 e de inibição de angiogênese e metástase in vivo (RAMOS et al., 

2008) DisBa-01 mostra-se uma molécula promissora nos estudos envolvendo 

processos metastáticos como extravasamento e a própria formação da metástase, e 

potencial candidata ao desenvolvimento de terapias anti-câncer. 

 

5.1.2. Células de melanoma murino B16F10 

Ensaios de adesão (promoção, inibição e desadesão) 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 adesão e na metástase deste tipo celular. 

Inicialmente foram realizados ensaios de promoção da adesão testando as 

desintegrinas e alguns componentes da ECM, como colágenos tipos I, III e IV, 
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fibronectina e vitronectina. Todas as proteínas testadas (desintegrinas e ECM) 

promoveram fortemente a adesão das células de melanoma.  

Estudos mostraram que as células B16F10 apresentam altos níveis das 

subunidades α1, α4, β1, expressando também α5 e α6, mas não α2 e α3. A integrina 

αVβ3 também é altamente expressa nestas células (RAY et al., 1999). 

Sabe-se que conjunto das integrinas expressas em cada tipo celular 

determina a ligação e a afinidade das integrinas aos ligantes. Além disso, a função 

das integrinas pode variar entre os diferentes tipos celulares. Células expressando 

todas as integrinas ligantes de colágeno exceto α2β1 podem se aderir a colágenos 

fibrilares. Assim, além da integrina α2β1, uma combinação de outros receptores para 

colágeno são capazes de mediar a adesão a essa proteína (TULLA et al., 2001; 

ZHANG et al., 2003).  

Diante de tais dados, embora ALT-C tenha se mostrado específica para a 

integrina α2β1 (SOUZA et al., 2000), é  possível que tenha sustentado a adesão 

celular através da interação com outra integrina, como a α1β1, receptor para 

colágeno detectado nestas células. 

DisBa-01, por sua vez, provavelmente promoveu a adesão através da 

interação com a integrina αVβ3, com a qual tem mostrado forte ligação.  

A adesão aos colágenos provavelmente se deu através de α1β1, único 

receptor para essas proteínas da ECM pertencente ao grupo principal de integrinas 

para o colágeno. Embora esta integrina interaja preferencialmente com o colágeno 

IV, ela reconhece e se liga a colágenos fibrilares como os tipos I e III, conforme já 

citado.   

A adesão das células de melanoma a fibronectina e a vitronectina 

provavelmente ocorreu através das integrinas α5β1 e αVβ3, respectivamente. De 
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fato, estudos mostraram que o bloqueio da subunidade a α5 impediu a adesão a 

fibronectina nas células B16F10 (QIAN et al., 2005). 

Os ensaios dos experimentos de inibição da adesão de B16F10 foram 

realizados com os colágenos tipos I e III. ALT-C inibiu a adesão celular aos dois 

tipos de colágeno de maneira bastante semelhante. Entretanto, como foi reportado 

que estas células de melanoma não possuem α2β1, ALT-C possivelmente interagiu 

com outra integrina, como a α1β1, da mesma forma que foi sugerido para a adesão 

aos colágenos. Conforme já citado, a adesão depende não apenas da especificidade 

entre ligante e receptor, mas também do conjunto de integrinas presentes na 

superfície celular. O fato de ALT-C ter inibido a adesão de B16F10 aos colágenos a 

partir em concentração superior (2,5 vezes) a observada para as células tumorais de 

mama MDA-MB-231, as quais expressam α2β1, pode sugerir uma afinidade maior 

por essa integrina quando ela está presente na superfície celular. 

Assim como observado para a linhagem tumoral de mama MDA-MB-231, 

DisBa-01 não foi capaz de inibir a adesão aos colágenos I e III. DisBa-01 foi capaz 

de inibir a adesão de B16F10, entretanto, o substrato adesivo utilizado foi a 

vitronectina, ligante da integrina αVβ3, com a qual DisBa-01 interage (RAMOS et al., 

2008). 

Células B16F10 ligadas aos colágenos tipos I ou III e posteriormente 

incubadas com ALT-C permaneceram aderidas, enquanto DisBa-01 foi capaz de 

desaderir as células aderidas ao colágeno I.  

DisBa-01 sendo específica para as integrinas β3 e supondo que ela não seja 

capaz de interagir com a integrina α1β1  possivelmente ativou um mecanismo de 

trans-dominância (DIAZ-GONZALEZ et al., 1996) entre as integrinas V3 e 11, 

com a primeira inibindo a adesão da segunda ao colágeno.  
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Ramos et al. (2008) demonstraram que DisBa-01 inibiu a proliferação das 

células de melanoma aderidas à vitronectina, porém, não foram detectados efeitos 

citototóxicos da desintegrina em B16F10. Portanto, embora DisBa-01 tenha 

ocasionado a desadesão das células de melanoma, além dos efeitos verificados 

anteriormente por outros estudos, a desintegrina interrompe as funções adesivas 

mas sem efeitos diretos na sobrevivência celular.  

Os resultados obtidos para as células B16F10 apresentados nesta tese 

confirmam que Disba-01 apresenta especificidade para ligações a vitronectina, de 

forma que suas interações são mais fortes com tais células do que para as MDA-

MB-231, conforme já mostrado em estudos anteriores analisando os efeitos da 

DisBa-01 na adesão, proliferação e metástase (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 contrário de DisBa-01. Assim, cada 

desintegrina mostra melhor interação com um tipo celular específico, 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 adesão e viabilidade de 

células tumorais, os efeitos das desintegrinas foram verificados também para a 

linhagem não tumoral de fibroblastos humanos. 

Inicialmente, os fibroblastos foram adicionados a ALT-C e DisBa-01 

imobilizadas para verificar a adesão sobre essas proteínas. Além das desintegrinas, 

diferentes proteínas da ECM foram utilizadas (colágenos I, III e IV, e fibronectina) 

para verificar a adesão dos fibroblastos para cada uma delas. 
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Os fibroblastos aderiram a todos os substratos testados, sendo que a adesão 

ocorreu mais fortemente aos colágenos, ALT-C na maior concentração e DisBa-01 

em todas as concentrações utilizadas. 

As análises por citometria mostraram que a linhagem utilizada não apresenta 

a integrina 21, principal receptor para os colágenos fibrilares. Entretanto, os 

fibroblastos aderem ao colágeno através das integrinas 11, 21 e 31 (ZHU et 

al., 2009). A subunidade 1 não foi analisada, mas a 3 foi detectada nestas células. 

Deste modo, a adesão ao colágeno pode ter ocorrido pelas integrinas 31 e 11, 

caso esta também seja expressa na linhagem. Da mesma forma, ALT-C pode ter 

promovido a adesão através de uma dessas duas integrinas.  

A adesão a fibronectina e à DisBa-01 deve ter ocorrido através das integrinas 

51 e V3 (ambas detectadas por citometria),  respectivamente, conforme já 

descrito (ZHU et al., 2009). Os fibroblastos podem ter se ligado a fibronectina 

também pela integrina V1, outro receptor para fibronectina cujas subunidades 

também foram detectadas nessas células. 

Após verificar que ALT-C e DisBa-01 interagem como moléculas de adesão 

para os fibroblastos humanos, foram realizados ensaios de inibição da adesão 

dessas células ao colágeno tipo I, proteína da ECM com a qual interagiram mais 

fortemente.  

ALT-C inibiu a adesão dos fibroblastos ao colágeno na maior concentração 

testada (10.000nM). DisBa-01, por sua vez, não apresentou efeitos sobre a adesão 

ao colágeno, devido, provavelmente, ao fato de interagir com integrina V3, 

receptoras para a vitronectina.  
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Os fibroblastos possuem papel importante na manutenção tecidual, de forma 

que sua anoikis seria prejudicial para o funcionamento dos organismos, ao contrário 

da perda de ancoragem de células tumorais. Com o intuito de investigar possíveis 

efeitos apoptóticos das desintegrinas nestas células, foram feitos ensaios de 

desadesão e viabilidade celular.  

As células aderidas ao colágeno I e posteriormente tratadas com uma das 

desintegrinas mantiveram a adesão. Ensaios de viabilidade dos fibroblastos 

mostraram que ALT-C induziu um aumento em relação ao controle, que aumentou 

com o decorrer dos períodos de incubação, ou seja, foi dependente do tempo. 

DisBa-01 não apresentou efeitos sobre a proliferação de células desta linhagem. 

Dessa forma, nenhuma das desintegrinas causa anoikis de fibroblastos. 

É importante salientar que os fibroblastos utilizados são células essenciais 

para a manutenção dos tecidos por serem responsáveis pela produção e 

organização da ECM, além de produzir fatores de crescimento como o VEGF.  

Uma área de pesquisa que vem crescendo é a engenharia tecidual, 

caracterizada pelo desenvolvimento e manipulação de moléculas, células, tecidos ou 

órgãos para o restabelecimento da estrutura e função de partes do corpo danificadas 

ou defeituosas. Atualmente, os avanços tecnológicos têm permitido que haja uma 

regeneração adequada (ASSAEL, 2003), compreendendo tecidos como o 

cartilaginoso, ósseo, cardiovascular e pele. 

Para que o tecido danificado possa ser reparado e/ou substituído é 

necessária uma matriz (constituída de colágeno ou polímeros sintéticos) que 

fornecerá sustentação para as células necessárias para o 

remodelamento/regeneração, entre elas os fibroblastos, além da adição de 

moléculas solúveis, como fatores de crescimento (Ueda et al., 2000). As vantagens 
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deste tipo de reparo é que ele não causa resposta imunológica e não mutila outras 

regiões do paciente. 

 Os efeitos observados para ALT-C em relação à promoção da adesão e à 

indução da proliferação dos fibroblastos, somados ao fato dessa desintegrina-like 

disparar sinalização de sobrevivência nessas células (COMINETTI et al., 2004) e 

modular a angiogênese de forma a induzir a neovascularização, fazem dessa 

proteína uma molécula promissora em áreas como o remodelamento tecidual.   

 

5.2. EXPRESSÃO GÊNICA DE VEGF E VEGFR EM FIBROBLASTOS E EM 

CÉLULAS ENDOTELIAIS 

Se por um lado a adesão célula-ECM é importante para a manutenção da 

arquitetura tecidual, por outro, a própria manutenção depende do suprimento de 

oxigênio e de nutrientes para a sobrevivência celular. O limite de difusão do oxigênio 

é de 100-200mm, portanto, quando a distância entre os tecidos e os vasos 

sanguíneos aumenta, novos vasos devem ser recrutados por vasculogênese e 

angiogênese.  

Conforme citado anteriormente, a neovascularização é regulada pelo balanço 

entre moléculas pró e anti-angiogênicas, cuja proporção encontra-se modificada em 

determinadas situações patológicas levando a angiogênese anormal. 

 Estudos anteriores mostraram que ALT-C, bem como DisBa-01, são capazes 

de interagir com células tumorais, mas também com células endoteliais. ALT-C 

incubada em sua forma solúvel com fibroblastos humanos é capaz de induzir a 

expressão de diversos genes relacionados à proliferação e à sinalização celular, 

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

proliferação de HUVECs (COMINETTI et al., 2004) e de modular a angiogênese 
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(RAMOS et al., 2008). Concentrações entre 10-100nM de ALT-C estimularam a 

migração de células endoteliais in vitro e a angiogênese in vivo, enquanto 

concentrações mais elevadas (1000nM) inibiram a proliferação, a migração e a 

angiogênese (RAMOS et al., 2007). DisBa-01, por sua vez, inibe a adesão e a 

proliferação de células endoteliais, e também a migração dessas células e a 

angiogênese in vivo (KAUSKOT et al., 2008).  

Assim, baseando-se em estudos anteriores sobre ALT-C e DisBa-01 

envolvendo  processos angiogênicos, resolveu-se investigar os efeitos das duas 

desintegrinas na expressão do VEGF e dos seus receptores, VEGFR-1 e VEGFR-2. 

Devido ao fato de os fibroblastos serem um dos responsáveis pela expressão do 

VEGF e este interagir com os receptores expressos na superfície de células 

endoteliais, a expressão de VEGF foi avaliada nos fibroblastos, enquanto seus 

receptores foram analisados nas células endoteliais HUVEC e HMEC-1. Um 

peptídeo sintético com seqüência baseada no motivo adesivo da ALT-C, ALT-C 

PEP, também foi testado em células HUVEC.  

 

5.2.1. Fibroblastos humanos 

As análises dos níveis de mRNA para o VEGF mostraram que ALT-C foi 

capaz de modular a expressão desse fator de crescimento. A desintegrina-like na 

concentração de apenas 1nM de capaz de duplicar o nível de mRNA para o VEGF 

após 48 horas de incubação. Tal efeito poderia explicar a indução da angiogênese 

sob baixas concentrações de ALT-C (COMINETTI et al., 2004; RAMOS et al., 2007). 

Em contraste, um período mais longo de incubação, 72 horas, ALT-C 10nM diminuiu 

a expressão do fator de crescimento.  
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DisBa-01 também foi capaz de aumentar a expressão do VEGF, entretanto o 

efeito foi verificado sob a maior concentração, 1.000nM. 100nM da proteína 

diminuíram a expressão do fator de crescimento. Assim como ALT-C, DisBa-01 

diminuiu a expressão do VEGF em 72 horas. 

 

5.2.2. Células endoteliais HUVEC 

Os dois receptores para o VEGF apresentaram modificações em sua 

expressão nas células tratadas com ALT-C. ALT-C 1nM aumentou a expressão do 

VEGFR-1, a qual não foi mantida, decrescendo. A expressão do VEGFR-2 nas 

células incubadas com ALT-C 1nM, entretanto, é mantida superior a do controle.  

O VEGFR-1 o receptor que controla negativamente a angiogênese e o 

VEGFR-2 é responsável pela sinalização que resulta na formação de novos vasos. A 

expressão do VEGFR-1 decresceu com o tempo e a do segundo foi superior a do 

controle em todos os períodos de incubação. Contrariamente, o VEGFR-1 teve sua 

expressão aumentada sob a maior concentração de ALT-C, enquanto o VEGFR-2 

teve seu nível diminuído nas células tratadas com a mesma concentração. Tais 

resultados podem explicar os efeitos da ALT-C observados na angiogênese in vivo, 

nos quais concentrações menores da proteína induzem a formação de vasos 

(RAMOS et al., 2007), enquanto concentrações maiores inibem o processo, 

concordando também com a proliferação (COMINETTI et al., 2004) e a migração 

endotelial (RAMOS et al., 2007). 

Um peptídeo sintético baseado na sequência da ALT-C, denominado ALT-C 

PEP, também foi testado na expressão dos receptores para o VEGF em células 

HUVECs. ALT-C PEP sintético teve efeito significante na expressão de ambos os 

receptores apenas na concentração de 100nM, quando duplicou o nível dos 
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VEGFRs em relação ao controle. Nesta concentração ALT-C PEP não teve efeito na 

proliferação de HUVECs e na formação de vasos in vivo (RAMOS et al., 2007). É 

possível, portanto, que a indução similar da expressão dos VEGFRs leve a uma 

neutralização da ação de ambos em 100nM. ALT-C PEP foi capaz de induzir a 

proliferação de HUVECs e também a angiogênese apenas em 10nM , mas a 

formação de vasos ocorreu de forma mais fraca que a observada com ALT-C, 

aproximadamente metade do efeito em relação a desintegrina. Assim, ALT-C PEP 

parece induzir a sinalização de forma menos prolongada. 

Em altas concentrações o peptídeo inibiu a proliferação endotelial (500nM) e 

a angiogênese (1000nM) (RAMOS et al., 2007). ALT-C PEP em 1nM não teve efeito 

na proliferação, condição não testada na neovascularização. Desta forma, os 

mecanismos que levam aos efeitos observados para ALT-C PEP aguardam estudos 

mais detalhados, incluindo experimentos com maior número de concentração e 

períodos de incubação. 

 Os resultados apresentados para a expressão de VEGFRs em HUVECs 

tratadas com ALT-C e ALT-C PEP, bem como o efeito de ambos na migração 

dessas células e na angiogênese in vivo, e a ação de ALT-C PEP na proliferação 

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 expressão do VEGFR-1 em HUVECs. A 

alteração ocorreu somente na maior concentração, 100nM e após 24 horas, quando 

a desintegrina duplicou os níveis do mRNA para o receptor. Considerando-se que o 

VEGFR-1, como dito anteriormente, é um regulador negativo da angiogênese, o fato 
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de estar aumentado enquanto o VEGFR-2 não sofreu alterações pode explicar, ao 

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

 

5.2.3. Células endoteliais HMEC-1 

O tratamento das células HMEC-1 com ALT-C não causou efeitos na 

expressão do VEGFR-1. O VEGFR-2, por outro lado, teve sua expressão 

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 relação ao controle. Da mesma forma que o 

observado nas HUVECs, a menor dose de ALT-C aumentando o VEGFR-2 mas não 

o VEGFR-1 confirma os efeitos da desintegrina-like na indução de processos 

angiogênicos. 

DisBa-01 induziu uma forte diminuição na expressão de ambos os receptores 

em HMEC-1 em todas as condições testadas, exceto em 1nM, após 4 horas, quando 

não apresentou efeito na expressão. Tais resultados estão em concordância com a 

ação inibidora desta desintegrina sobre a proliferação de HMEC-1 e sobre a 

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

 

Tais resultados apresentados para ALT-C e DisBa-01 relacionados a 

angiogênese, somados àqueles obtidos em outros estudos sugerem essas 

desintegrinas como potenciais candidatas a moléculas modelo para o 

desenvolvimento de drogas tanto para tratamentos pró-angiogênicos (ALT-C), como 

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

Os resultados obtidos para ALT-C e DisBa-01 apresentados nesta tese 

confirmam que essas proteínas apresentam especificidades em relação aos seus 

efeitos na adesão e viabilidade celular, bem como aos processos envolvidos na 

angiogênese, como a modulação de VEGF e seus receptores. 

De maneira geral, o uso do modelo de estudo tumoral usando as células de 

tumor mamário MDA-MB-231 teve maior sucesso com ALT-C, embora DisBa-01 

tenha inibido a adesão 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 ações de ALT-C e DisBa-01 nos processos envolvidos na progressão 

metastática podem ser representados na figura abaixo: 

 

 

  

Representação dos efeitos de ALT-C e DisBa-01 na progressão tumoral. 

Figura modificada (GUO & GIANCOTTI, 2004). 
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Portanto, os efeitos aqui apresentados relativos às células tumorais e a 

processos angiogênicos contribuem para a compreensão 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 metastáticos e angiogênicos, tornando-as 

potenciais candidatas ao desenvolvimento de terapias envolvendo metástase e 

angiogênese. 
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