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RESUMO

Desintegrinas sdo proteinas de veneno de serpentes, de baixo peso molecular, ricas em
cisteina e em geral um peptideo contendo o motivo RGD que liga especificamente a
integrinas allbp3, a5p1, e avPB3 de plaquetas, células endoteliais e células tumorais. Os efeitos
bioldgicos desses peptideos estdo relacionados com processos bioldgicos de adesdo celular
onde receptores denominados integrinas estdo presentes. Esta dissertagdo descreve a
otimizagdo da purificagdo de uma desintegrina-RGD recombinante de Bothrops alternatus,
DisBa-01, e a caracterizagdo adicional desta proteina. A DisBa-01 ¢ uma desintegrina-RGD
recombinante que interage com a integrina allbB3 inibindo agregacdo plaquetaria e
proliferacdo de células endoteliais e algumas células tumorais. Neste trabalho, um novo
protocolo de purificagdo foi proposto para a purificagdo mais eficiente da DisBa-01. A
desintegrina, DisBa-01, foi expressa em um sistema bacteriano otimizado (Escherichia coli
BL21(DE3)pET28a+DisBa-01) e purificada em coluna de afinidade. Neste novo protocolo, o
produto da purificagdo na coluna de niquel é submetido a cromatografia de troca-idnica. O
uso da cromatografia de troca-idnica aumentou o grau de pureza e o produto protéico final. A
proteina purificada teve o N-terminal seqiienciado em 20 residuos de aminoacidos. A massa
molecular foi determinada por espectrometria de massa que confirmou como 11.658 Da a
massa da proteina. A desintegrina-RGD pura teve a cauda de polihistidinas eficientemente
removida com protedlise com trombina. Anticorpos policlonais contra DisBa-01 foram
produzidos em camundongos. A reatividade desses anticorpos foi observada através de
imunoblotting. Estes resultados estabelecem uma nova forma de obtengdo da proteina pura,
assim como informagdes adicionais significativas de uma melhor caracterizagdo da
desintegrina-RGD recombinante, DisBa-01, que pode ser util para o estudo de desintegrinas-
RGD, recombinantes ou nativas, e interagdes com integrinas.

Palavras-chave: Desintegrina-RGD recombinante, Bothrops alternatus, sequenciamento N-
terminal, espectrometria de massa, purificagao.
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ABSTRACT

Disintegrins are snake venom protein, of low molecular weight, rich in cysteines and RGD-
containing peptides that bind specifically to integrins allbp3, a5B1, and avp3 expressed on
platelets, endothelial and tumor cells. The biological effects of these peptides are related with
biological process of cellular adhesion where receptors called integrins are presents. This
dissertation describes the optimization of purification and additional characterization of a
recombinant RGD-disintegrin of Bothrops alternatus, DisBa-01.. The DisBa-01 is a
recombinant RGD-disintegrin, which interacts with alIbB3 integrin, inhibiting platelet
aggregation and proliferation of endothelial and some tumor cells. In this work, a new
protocol of purification was proposed for most efficient purification of the DisBa-01. The
recombinant disintegrin, DisBa-01, was expressed in an optimizedbacterial system
(Escherichia coli BL21(DE3) pET28a+DisBa-01) and purified by affinity chromatography. In
this new protocol, the product of the purification in nickel column is submitted ion exchange
chromatography. The use of the ion exchange chromatography as second step for purification
increased the purity degree and the protein yield. The purified protein had its N-Terminal
portion sequenced in 20 amino acids residues and its molecular mass determined by mass
spectrometry. The mass spectrometry assay confirmed the mass of the DisBa-01 as 11.658
Da. The RGD-disintegrin pure had the tag of polihistidinas removed with thrombin. The
cleavage of the tag of histidinas with thrombin was efficient. Polyclonal antibodies against
DisBa-01 have also been produced in mice. The reactivity of these antibodies was observed
through imunoblotting. These results provided one better form of obtain the pure protein as
well as significant additional information for a better characterization of recombinant RGD-
disintegrin, DisBa-01, which could be useful for the study of RGD-disintegrin, recombinant
or native, and integrin.

Keywords: RGD-disintegrin recombinant, Bothrops alternatus, N-terminal sequence, mass
spectrometry, purification.
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INTRODUCAO 1

1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade a serpente ¢ um animal que desperta a curiosidade e o
imaginario da humanidade. Em cada regido do planeta a serpente assume um simbolismo
diferente. A comegar pela antiga escritura, na qual a serpente, conhecida como representagao
do Mal, incita a curiosidade de Eva sobre o fruto da Arvore do Bem e do Mal no Jardim do
Eden (Génesis). Ja no Médio Oriente e regiio do Mar Egeu, a serpente representa um antigo
deus da sabedoria. As serpentes sdo figuras recorrentes, constantemente envolvidas em mitos,
ora incorporando o papel da sabedoria de diversas maneiras ora o mal e a morte. A serpente
também pode ser referida como simbolo universal da renovacdo e regeneracdo que conduz a
imortalidade, tudo em virtude de sua capacidade de trocar de pele (muda).

Na civilizag@o ocidental atual a serpente ¢ comumente encontrada nos simbolos
das Ciéncias Contabeis como referéncia a Mercurio, que na Antiguidade Classica ficou
conhecido com o protetor dessa arte ¢ que carregava consigo um cedro envolvido por duas
serpentes (caduceu). Esta figura de serpente também ¢ encontrada nos simbolos da Medicina,
da Quimica, da Farmacia, mas como sendo uma unica serpente que envolve o cedro de
Esculépio (Deus da Cura).

A palavra serpente vem do latim serpens, serpentis (que rasteja ou rastejante).

As serpentes sdo animais vertebrados, representantes da classe dos répteis com
o maior sucesso de radiacdo existente, tanto em termos de numero de espécie quanto de

distribuicdo geografica (CADLE, 1987; KEOGH, 1998).
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Sabe-se que as serpentes surgiram no periodo Cretaceo Inferior, ha cerca de
135-130 milhdes de anos atras, quando os grandes dinossauros estavam em fase de extingao.
Gradualmente surgiram as primeiras serpentes como répteis bem distintos. Hipdteses classicas
sugerem que os Sdauria, grupo de lagartos, deram origem as serpentes, sendo as mais
primitivas com vestigios de membros posteriores (BUTANTA, 2006). A discussdo dessa
hipotese voltou ao cendrio cientifico com a publicacdo de uma nova espécie, a Najash
rionegrina, datada de 90 milhdes de anos (Cretaceo Superior) com vestigios de membros
posteriores, reascendendo a discussdo da origem das serpentes, mar ou terra, sendo essa agora,
a hipotese mais aceita na comunidade cientifica (APESTEGUIA, 2006).

A Najash rionegrina foi descrita a partir de um fossil encontrado em bom
estado de conservagdo e quase completo na provincia de Rio Negro, na Argentina em 2002.
Esta serpente apresenta duas vértebras sacrais responsaveis pela fixagdo e sustentagdo das
patas posteriores, com cerca de 20 milimetros. A analise da regido posterior do cranio revelou
uma mandibula curta incapaz de ingerir grandes presas (BICUDO, 2006).

Infelizmente, inferéncias de relagdes filogenéticas tanto dentro quanto entre as
linhagens de serpentes sao freqiientemente dificies porque elas sdo estruturalmente
homogéneas. Muitas das adaptagdes morfologicas de serpentes sdo resultados de redugdo ou
simplificagdo de estruturas encontradas em seus ancestrais saurianos (KEOGH, 1998).

Independente da questdo da data de surgimento das serpentes na face da Terra
ou das inferéncias filogenéticas, as serpentes sdo membros da classe dos répteis, portanto
animais de corpo coberto por escamas que lhes confere aspecto ora brilhante ora opaco e as
vezes até aspero, ndo controlam a temperatura corporal (ectotérmicos) sendo esta muito
parecida com a temperatura do ambiente.

As serpentes apresentam corpo alongado, sem membros ¢ revestido por

escamas epidérmicas coérneas, importantes na sua identificacdo e classificagdo. A camada
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superficial deste revestimento é trocada durante as mudas que ocorrem em intervalos
variaveis. Todos os orgdos internos sdo tubulares e acompanham a geometria do corpo. A
coluna vertebral ¢ alongada e ha uma complexa ligagdo entre musculos, vértebras, costelas e
pele, o que torna possivel os movimentos das serpentes.

Um dos sentidos mais apurados das serpentes, usado para explorar o ambiente,
localizar presas e predadores além de parceiros para o acasalamento € o olfato. Isto se deve a
lingua bifurcada, estreita, flexivel capaz de captar moléculas no ambiente e analisa-las no
vomero nasal (cavidades no palato) também chamado de 6rgéo de Jacobson (IBAMA, 2006).

As serpentes podem ser classificadas em dois grupos basicos: as peconhentas,
isto €, as que possuem aparato inoculador de pegonha e as que ndo o possuem. Esses dois
grupos podem ser encontrados no Brasil, em diferentes habitats, inclusive em ambientes
urbanos.

Ha alguns critérios basicos para a distingdo de serpentes peconhentas de ndo
peconhentas (figura 1). Um deles é a presenca da fosseta loreal, uma membrana rica em
termina¢des nervosas, ligadas ao cérebro. Toda serpente pegonhenta apresenta esse sensor
térmico localizado entre a narina e os olhos e permite a serpente perceber variagdes minimas
de temperatura na ordem de 0,003°C (IBAMA 2006, BUTANTA, 2006). Outra caracteristica
importante na distingdo de serpentes pegonhentas das ndo pegonhentas € o tipo de cauda. As
serpentes com fosseta loreal que apresentarem cauda com um tipo de chocalho ou uma cauda
lisa até a extremidade ou ainda uma cauda com extremidade escamas eri¢adas, essas podem

ser chamadas de serpentes peconhentas.
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Fosseta Loreal
Com Angis Caud
Colornidos (Pratos, , e Cauda com
Cauda Lisa Escamas
Brancos e " iad Chocalho
Vermelhos) kil
Micrurus®* Bothrops Lachesis Crofalus

Ndo
Peg¢onhentas™

Figura 1. Distingao entre serpentes pegonhentas e ndo pegonhentas.
Extraido de FUNASA, 200

Um outro aspecto que distingue as serpentes ndo peconhentas das peconhentas
¢ o tipo de dentigdo. As denti¢des presentes nas ndo peconhentas sdo de dois tipos: aglifa,
pequenos dentes fixos e macicos, e a opistoglifa, também pequenos dentes fixos e macigos
além de um par de dentes mais longos com sulcos por onde a saliva pode escorrer. Sdo
serpentes ndo peconhentas, portanto a jibdia, a sucuri entre outras. Ja as denti¢cdes das
serpentes peconhentas sdo de dois tipos distintos. A denti¢do proteroglifa, um par de dentes
dianteiro que injeta o veneno, fixo, pequeno e semi - caniculado e pouco se destaca dos outros
dentes pequenos e a denti¢@o solenoglifa na quais os dentes fixos sdo menores destacando os
que injetam o veneno, que sdo longos, dianteiros, caniculados capazes de movimentar para
frente para desferir o bote (BUTANTA, 2006).

Dentre os acidentes por animais pegonhentos, o acidente ofidico é o principal
deles, pela sua freqiiéncia e gravidade. Ocorre em todas as regides e estados brasileiros e € um

importante problema de saude quando ndo se institui a soroterapia de forma precoce e
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adequada. A distribui¢do dos acidentes ofidicos no pais indica incidéncias elevadas na regido
Centro-Oeste e Norte, apesar do numero absoluto de casos ser maior no sudeste. Da mesma
forma, a ocorréncia dos acidentes ao longo do ano apresenta marcada sazonalidade, com
predominio dos casos nos meses quentes e chuvosos e aumento da atividade humana nos
trabalhos no campo (FUNASA, 2001).

As serpentes peconhentas existentes no Brasil pertencem ao género Bothrops,
Crotalus, Lachesis e Micrurus que sdo responsaveis por mais de 20.000 acidentes notificados
anualmente ao Ministério da Satde (RIBEIRO, 1997). Os acidentes botropicos representaram,
no periodo de 1990-1993, 90,5% dos acidentes ofidicos no pais enquanto os acidentes
crotalicos representaram 7,7 % (figura 2). No entanto, o maior indice de letalidade com

acidentes ofidicos ¢ referente aos acidentes com o género Crotalus (FUNASA, 2001).

—Bothrops 90.5%

Micrurus 0.4%

Crotalus 7,7% —

Lachesis 1,4%

Figura 2 Distribuicdo dos acidentes ofidicos segundo o género de serpente pegconhenta.
Extraido do Manual de Acidentes Animais Peconhentos, FUNASA, 2001.

De aproximadamente 2000 espécies diferentes de serpentes, cerca de 300 sdo
peconhentas. Serpentes pegonhentas sdo encontradas nas familias Colubridae, Hydrophidae,
Elapidae, Crotalidae e Viperidae (KARALLIEDDE, 1995).

No Brasil, a familia Viperidae tem como representante o género Bothrops.

Compreende cerca de 30 espécies de serpentes, distribuidas por todo o territorio nacional.
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Elas habitam ambientes umidos, areas cultivadas e regides com facilidade para proliferagdo de
roedores. Sdo popularmente conhecidas como urutu-cruzeiro (figura 3), jararaca, jararacugu.
O género Crotalus também ¢ um representante da familia Viperidae. Agrupa varias
subespécies, encontradas em campos abertos, areas secas, arenosas € ndo tem habito de
ataque. Sua caracteristica principal ¢ o guizo ou chocalho na cauda. A maior serpente
peconhenta das Américas, a surucucu, também faz parte da familia Viperidae. A surucucu
pertence ao género Lachesis, que habita florestas e matas umidas.

As corais, género Micrurus, fazem parte da familia Elapidae e sdo animais de
pequeno e médio porte e apresentam anéis vermelhos, brancos e pretos em qualquer tipo de
combinagdo. Por fim, no Brasil ainda ha a familia Colubridae com representantes

peconhentos.Sao espécies do género Clélia e Philodryas (FUNASA, 2001).

© WitV Uster

Figura 3 Bothrops alternatus (urutu). Acesso 21/09/2006.
http://www.venomousreptiles.org/libraries/showfilepage/152?0ffset=36

Através da historia, envenenamento por toxina animal tem fascinado os
humanos. Raramente um fendmeno médico teve tanta associacdo religiosa, simbolismo,
contos engracados e provocou tdo grande interesse profissional. As toxinas animais tiveram
uma significante contribuicdo para elevar o conhecimento na fisiologia humana e

farmacologia. Informagdes sobre a natureza e o mecanismo de agdo dessas toxinas tém
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permitido maior pesquisa cientifica no tratamento de suas intoxicagdes (KARALLIEDDE,
1995). A mordida de serpentes ¢ sempre uma ameaca presente em muitas comunidades tanto
de nacdes desenvolvidas como subdesenvolvidas. Embora antivenenos tenham por um longo
tempo reduzido a mortalidade, a sua producdo permanece baixa. Por essa razdo, o
entendimento dos componentes do veneno, resultado de estudos bioquimicos, farmacologicos
e moleculares é de extrema importancia para a otimizagdo de agentes terapéuticos (CHENG,
2002).

Neste cenario, o Brasil, com sua grande biodiversidade, graves problemas de
satde publica, dificuldades de acesso a medicamentos e potencial de pesquisas médicas, esta
incentivando estudos com substancias extraidas de nossa biodiversidade. Esses estudos estdo
na pauta de investimentos do Ministério de Ciéncia e Tecnologia, que ird financiar até 2008
projetos de pesquisa para a producdo de medicamentos a partir de matérias-primas
encontradas na fauna e flora brasileira (bioprodutos) (BRASIL, 2004).

Juntamente com antivenenos, pesquisas com venenos de serpentes tém grande
potencial para a descoberta de novas drogas terapéuticas, refletindo talvez um
redescobrimento da sabedoria das antigas culturas. Muitas proteinas dos venenos de serpentes
possuem certamente muitas propriedades terapéuticas poderosas incluindo indugdo da

fibrindlise e inibi¢ao da agregagdo plaquetaria, entre outras (CHEN, 2002).

1.1 Composicio de Venenos

As toxinas normalmente encontradas em veneno animal estdo ainda associadas

a um aparato de envenenamento especializado que permite sua distribuicdo em tecidos de
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animais por via subcutanea, intramuscular ou intravenosa. O veneno de serpente ¢ secretado e
armazenado em glandulas de venenos e usado primeiramente para o ataque, imobilizacdo e
contém componentes projetados para imobilizar a presa e facilitar a sua digestio
(KARALLIEDDE, 1995, MENEZES, 2006).

Os efeitos exercidos pelos venenos de serpentes sdo complexos porque seus
diferentes componentes tém agdes distintas e, podem também agir sinergisticamente com
outras toxinas do veneno o que potencializa suas atividades. A maioria dos venenos
compreende uma mistura altamente complexa de peptideos, freqiientemente com diversidade
e seletividade farmacoldgica. Esta biodiversidade faz com que os peptideos de venenos sejam
uma fonte unica a partir da qual seja possivel propor e moldar estruturalmente novos agentes
terapéuticos (LEWIS, 2003).

Os venenos de serpentes sdo normalmente compostos de uma mistura
complexa de componentes organicos e inorganicos. Restos insoluveis de tecidos sdo também
freqiientemente encontrados em venenos de serpentes exploratorias. Os constituintes
inorganicos nos venenos incluem: Ca?t, cu*’, Fe*', K7, Mg%, Mn*", Na*, P, Co*", e Zn*"
(FRIEDERICH, 1971; BJARNASON, 1994). Nem todos esses metais sdo encontrados em
todo tipo de veneno e a quantidade de cada metal varia com a espécie de serpente. O papel
biolégico de cada um dos metais ndo ¢ claro, entretanto, parece que alguns deles, como o
Ca®", Mg”" e Mn”", sdo absolutamente importantes na estabilizagdo de certas proteinas do
veneno, enquanto outros, em particular o Zn>*, Cu®", Fe*" e Co*", podem ser participantes
reais do mecanismo catalitico de certos componentes enzimaticos do veneno, como as
metaloproteinases. E conveniente dividir os componentes organicos do veneno de serpentes
em material protéico ¢ material ndo protéico. A maioria dos venenos brutos ¢ composta de
componentes protéicos e peptideos que exibem uma variedade de atividade biologica

(BJARNASON, 1994). Mais de 95 % do peso seco da maioria dos venenos sdo polipeptideos
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que incluem enzimas, toxinas € pequenos peptideos, cada classe sendo capaz de modular a
resposta fisioldgica no animal envenenado (KARALLIEDDE, 1995). Os outros componentes
incluem carboidratos (glicoproteinas), lipidios (principalmente fosfolipidios), aminas
biogénicas (particularmente abundante em venenos Viperidae e Crotalidae), nucleotideos e
aminoacidos (BJARNASON, 1994, SOUZA, 2000).

A variabilidade do veneno tem sido investigada e também documentada. Isto
ocorre em diversos niveis incluindo variagdes em interfamilias, intergéneros, interespécies e
intraespécies (CHIPPAUX, 1991; MENEZES, 2006). Além disso, a composi¢do do veneno
pode ser influenciada pela origem geografica e habitat da serpente. Variacdo intraespecifica
do veneno pode ocorrer entre individuos de uma mesma espécie devido a variagdo sazonal,
dieta, habitat, localidade geografica, idade e dimorfismo sexual (CHIPPAUX, 1991,
FRANCISCHETTI, 1998; MENEZES, 2006).

A heterogeneidade desses venenos pode explicar as diferengas nos sintomas
clinicos observados apo6s envenenamentos (FRANCISCHETTI, 1998) e essa variacdo protéica
nos venenos pode ser importante para estudos de aspectos evolucionarios de serpentes
peconhentas. Estudos com serpentes capturadas prenhas indicam que a variagdo
intraespecifica no veneno ¢ geneticamente herdada assim como induzida ambientalmente
(DALTRY, 1996; MENEZES, 2006).

Ha muitos efeitos potenciais em humanos seguidos ao envenenamento pelas
serpentes, mas apenas umas poucas categorias sdo de maior significancia clinica (WHITE,
2005). Dentre elas estdo a paralisia flacida, midlise sistémica, coagulopatia ¢ hemorragia,
faléncia e perigo renal, cardiotoxicidade, injuria local tecidual no sitio da mordida. Cada uma
dessas pode causar inimero efeitos secundarios e cada um com um potencial de morbidade e

mortalidade.
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Qualquer espécie de serpente pode mostrar atividade em uma ou mais categoria
dessas, entretanto raramente em todas. No passado assumia-se que uma unica espécie de
serpente causaria efeitos locais ou sist€émicos e que serpentes Viperidae causavam efeitos
locais e/ou hemorragia, enquanto Elapidae causavam apenas efeitos sistémicos, ndo-
hemorragicos. Esta hipotese estava inteiramente incorreta. Deve-se, no entanto lembrar que
humanos ndo sdo presas naturais para nenhuma serpente peconhenta e que o efeito de algum
componente do veneno na presa pode ser diferente do que o efeito em humanos (WHITE,
2005).

Os venenos afetam elementos chaves de vias fisiologicas de quase todos os
animais (LU, 2005). Interferéncia com aspectos do sistema hemostatico de humanos é tema
comum dentro de venenos de serpentes. A diversa exibi¢do de componentes de veneno
afetando a hemostase é espelhada apenas em parte da diversidade de efeitos clinicos (WHITE,
2005). O veneno induz uma complexa série de efeitos locais como hemorragia, mionecrose e
edema além de efeitos sistémicos como hemorragia sistémica, desordem de coagulagdo,
choque cardiovascular e faléncia renal aguda (GAY, 2005). Esses efeitos sdo induzidos por
uma variedade de componentes do veneno.

As toxinas de veneno de serpente que afetam a hemostase podem ser
classificadas em virtude de seu efeito geral: coagulante (enzimas trombina-simile e toxinas
ativadoras de protrombina), anticoagulante (toxinas ativadoras de Proteina C), fosfolipases
A,, ativadoras de plaquetas e anti-plaquetaria, fibrinolitica e hemorraginas (metalopeptidases)
(GAY, 2005; MARSH, 2005).

Perto de 100 toxinas de veneno de serpentes tém sido descritas como enzimas
trombina-simile. Esta proteina estd amplamente distribuida em varios géneros de serpentes
viperidicas assim como em colubrides (LU, 2005). Esta serino protease de cadeia tinica tem

um sitio ativo reconhecido nas posigdes dos residuos H57-D102-S195 embora existam
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algumas diferencas em regides flanqueadoras se comparado com outras serino proteases. Por
outro lado, embora algumas ac¢les destas enzimas trombina-simile de veneno de serpentes
(SVTLESs) lembrem os efeitos da trombina, o grupo ndo apresenta todas as propriedades
comuns da trombina, isto é, clivagem tanto do fibrinopeptideo A e B do fibrinogénio e
ativacdo do fator XIII. Por causa das SVTLEs ndo ativarem o fator XIII, os coagulos
produzidos in vitro sdo friaveis e facilmente quebrados. A perda dos coagulos em vivo conduz
a uma destruicdo rapida pelo sistema fibrinolitico e eficiente remogdo do fibrinogénio do
plasma. As SVTLEs mais amplamente usadas sdo a enzima do veneno de Bothrops atrox
(Batroxobin) e a de Callosellasna rhodostoma (Ancrod) (MARSH, 2005).

Um grande nimero de venenos de serpentes contém ativadores de protrombina
que convertem protrombina em trombina e meizotrombina. Baseado em suas estruturas,
caracteristicas funcionais e co-fatores requeridos, eles sdo classificados em quatro grupos.
Ativadores do grupo A, sao metaloproteinases e ativadores de protrombina sem cofatores.
Eles sdo distribuidos extensivamente em venenos viperides. O grupo B ¢ calcio-dependente.
Eles tém duas subunidades ligadas ndao covalentemente: uma metaloproteinase ¢ um tipo
lectina tipo C ligados como dimero por pontes dissulfeto. Ja o grupo C sdo serinoproteases
que necessitam de calcio e fosfolipidios para a ativag@o. Estas enzimas sdo exclusivamente
encontradas em elapides australianas. O grupo D de ativadores de protrombina também sao
serinoproteases, fortemente dependente de calcio e vesiculas de fosfolipideos carregados
negativamente, mas também fator Va da cascata de coagulagdo plasmatica. Algumas enzimas
ativadoras de protrombina sdo estrutural e funcionalmente homologas a fatores de coagulacao
(LU, 2005,MARSH, 2005).

O fator V ¢ uma glicoproteina multifuncional de 330 kDa , com importante

papel na procoagulacdo e anticoagulagdo. A trombina ativa o fator V pela clivagem nos
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residuos 709, 1018 e 1545 resultando na forma fator Va, um heterodimero que age como
cofator na ativagdo da protrombina catalisada pelo fator Xa e aumenta a geragao de trombina.

Ativadores de fator X s@o tanto serinoproteases como metalopeptidases e sdo
encontrados em venenos Viperidae e Crotalidae, além de estar presente em alguns elapidicos.

A proteina C € uma proteina dependente de vitamina-K, um anticoagulante que
quando ativado, degrada FVa e FVIIla e participa do controle da hemostase. A maioria dos
ativadores de proteina C de veneno tem seqiiéncias altamente similares a outras
serinoproteases de venenos.

As fosfolipases de veneno de serpentes A, (PLA;) constituem um grupo
diverso de proteinas que afetam a hemostase. Elas podem ser divididas em dois grupos, PLA;
Asp 49 com alta capacidade catalitica e PLA; Lys 49 com muito baixa ou nenhuma atividade
catalitica. O residuo Asp 49 , como parte do sitio de ligagdo ao calcio, € critico para atividade
catalitica. As PLA, apresentam uma ampla variedade de efeitos farmacoldgicos entre eles a
atividade anticoagulante devido a sua competigdo com fatores de coagulagao pela ligagdo aos
fosfolipideos e ndo necessariamente a sua hidrolise.

As metalopeptidases também estdo presentes no veneno de serpentes da familia
Crotalidae e Viperidae e agem sinergisticamente para degradar a matriz extracelular (MEC)
de vasos sangiiineos e assim afetam a hemostase (LU, 2005, MARSH, 2005). Hemorragia
local ¢ sistémica sdo manifestagdes comuns de vitimas atacadas por membros da familia
Viperidae (GUTIERREZ, 2006). Hemorragias sio principalmente causadas por
metaloproteinases, enzimas que sdo responsaveis por degradacdo de proteinas de matriz
extracelular. Elas também tém efeito citotoxico em células endoteliais e agem nos

componentes do sistema hemostatico (ROODT, 2003).
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1.2. Metalopeptidases

Membros da superfamilia das Zinco metalopeptidases estdo envolvidas em
processos diversos, fisiologicos ou patoldgicos, que vao desde o desenvolvimento
embrionario e formacao de osso, até reproducao, artrite € cancer. Comparando as seqiiéncias
ao redor do motivo HEXXH, as Zinco metalopeptidases (Zincinas) foram classificadas em
cinco distintas familias: termolisina, astacina, serratia, matrixina e reprolisina. Essas familias
de zinco-metalopeptidases fazem parte da superfamilia Metzincinas por possuem além do
motivo de ligacdo ao zinco, HEXXH, uma metionina numa conformagio similar denominada
Met-turn. Além dessas superfamilias, ha ainda as Inverzincinas, as Carboxipeptidases e as
DD-Carboxipeptidases. Todas elas contem o sitio de ligagdo ao Zinco e um residuo de
histidina como o terceiro ligante ao metal.

As Inverzincinas ¢ um grupo pequeno de metalopeptidases caracterizado pela
inversdo do motivo de liga¢do ao zinco (HXXEH). Membros desta familia sdo encontrados
em humanos, ratos, abelhas, bactérias e leveduras.

A familia das Carboxipeptidases tem um unico motivo de liga¢do ao zinco,
sendo os dois primeiros ligantes histidina e o acido glutdmico e a histidina, o terceiro ligante,
localizado a uma certa distancia a C-terminal do motivo. Esta familia pode ser subdividida em
trés grupos distintos baseado na seqiiéncia ao redor do sitio de ligagdo ao zinco.

Nas DD-Carboxipeptidases os trés ligantes ao zinco sdo histidinas, duas que
ocorrem em uma pequena seqii€ncia DHXHV. Ao contrario ao que acontece com as outras
zinco-metalopeptidases, a terceira histidina, ligante de zinco, esta localizada a 42 residuos no

lado N-terminal do motivo, na seqiiéncia SRHMY.
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As Zincinas s3o todas zinco-metalopeptidases que contém a pequena seqiiéncia
consenso de ligacdo ao zinco. Um grande numero de zincinas contém o terceiro ligante ao
zinco como sendo o acido glutdmico sendo denominados de Gluzincinas. Deste grupo faz
parte a familia das termolisinas e outras endopeptidases. As Termolisinas e varias
metalopeptidases bacterianas apresentam duas regides bem conservadas envolvidas na ligagao
ao zinco. A pequena seqiiéncia de ligacdo ao zinco encontra-se dentro de uma longa seqiiéncia
consenso HEXXHXBT, enquanto o acido glutamico, o terceiro ligante de zinco, esta a 25
residuos no C-terminal, na seqiiéncia consenso GXBNEXBSD.

Ao contrario das Gluzincinas, as metzincinas t€m uma seqiiéncia consenso
longa de ligagdo ao zinco, HEBXHXBGBXH que contém trés ligantes de zinco. Membros
desta superfamilia tém adicionalmente uma conformag@o Met-tfurn. Familias distintas sdo
identificadas dentro dessa superfamilia: i) residuos posteriores a terceira histidina de ligacdo

a0 zinco, ii) residuos ao redor da metionina na conformagao Met-turn (figura 4).
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Figura 4 Familia de Zinco Metalopeptidases.
Extraido e modificado de DECLERCK, 2000.

A familia da astacina, uma metzincina, consiste de varias proteinas de diversas
origens incluindo metalopeptidases de mamiferos. Uma das caracteristicas que distinguem a
familia das astacinas é o residuo de acido glutdmico estar logo apds a histidina, o terceiro
ligante ao zinco.

Outra familia pertencente a superfamilia das metzincinas ¢ a familia das
Serratia que contem diversas proteases extracelulares bacterianas de patdgenos de plantas.
Nesta familia, a terceira histidina ligante de zinco € seguida por um residuo conservado de
prolina. E também, nas astacinas, ha o potencial da tirosina ligar ao zinco na regido consenso
SBMSY da regido Met-turn.

As colagenases, gelatinases, estromelisinas de mamiferos sdo membros da

familia de metzincinas chamada Matrixina (Matrix MetalloPeptidases). Nesta familia, a
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seqiiéncia consenso de trés histidinas de ligagdo ao zinco é seguida por um residuo de serina

conservado (HOOPER, 1994).

1.3 MMP (Metalopeptidases de Matriz)

Uma familia de potentes enzimas tem sido caracterizada e pode destruir todas
as proteinas da matriz extracelular. Essas enzimas, chamadas MMPs, sdo formadas de
dominios comuns e tem um numero de propriedades também comuns. Metalopeptidases de
matriz (MMP) compreende uma familia de enzimas que degradam a matriz extracelular e que
possuem um papel essencial no desenvolvimento e crescimento assim como o remodelamento
e reparo.

As MMPs sdo expressas em baixos niveis nos tecidos normais, entretanto
excessiva ou inapropriada expressio de MMP pode contribuir para a patogénese de muitos
processos de destruicdo tecidual, incluindo doengas altamente predominantes como artrite,
esclerose multipla assim como permitir o desenvolvimento de doengas cardiacas e progressao
tumoral (BIRKEDAL-HANSEN,1995, SHAPIRO, 1998, CHANG, 2001). A expressdo de
MMPs ¢ fortemente controlada por fatores de crescimento e citocinas que induzem ou
também suprimem a expressdo de MMP (BIRKEDAL-HANSEN, 1995, CHANG, 2001). Elas
contém seqiiéncias comuns de aminodcidos, formando dominios distintos. As MMPs sao
secretadas na forma de proenzimas inativas. A sua ativagdo pode ser realizada
proteoliticamente e ¢ também acompanhada pela perda de massa molecular. Além disso, no

sitio ativo ha um fon de zinco. Por sua vez, as enzimas ativas clivam componentes da matriz
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extracelular. Para a sua atividade, as MMPs requerem a presenca do ion calcio e sdo reguladas
pela presenca de inibidores teciduais de metalopeptidases (TIMPs) (CAWSTON, 1996) .

As MMPs consistem em uma familia de no minimo 20 endopeptidases, maioria
delas de origem de mamiferos, classificadas em quatro subgrupos baseado em seus dominios
estruturais. Ao lado do zinco, necessario para o dominio catalitico, estas proteases t€ém um
zinco adicional e um ou dois ions calcio necessarios para a estabilidade (DECLERCK, 2000).

Os quatro principais grupos de MMPs diferem em tamanho e pela
especificidade do substrato que elas digerem. Elas sdo denominadas: estromelisina,
colagenase, gelatinase e MMP tipo membrana (CAWSTON, 1996, GOMEZ, 1997). A mais
simples protease desta familia é a MMP-7 que consiste em trés dominios, um peptideo sinal, o
pro peptideo e o dominio catalitico contendo o motivo de ligacdo ao zinco. O propeptideo tem
um residuo de cisteina Unico localizado no motivo conservado PRCGVDP. Este residuo de
cisteina atua como quarto ligante ao zinco e previne a ativacdo pela molécula de agua. A
eliminagdo desse propeptideo é necessaria, entretanto, para a enzima torna-se ativa. Este
mecanismo de ativagdo ¢ denominado de cisteina — switch. O segundo subgrupo de MMPs ¢
caracterizado pela presenca de um dominio adicional C-terminal homoélogo a hemopexina.
Este dominio tem uma tnica ligagdo Cys-Cys e esta ligada ao dominio catalitico por uma
regido rica em prolina. Esta participa no reconhecimento do substrato, interagdo com
inibidores e ligacdo da enzima a matriz extracelular ou a superficie celular (DECLERCK,
2000). Deste grupo faz parte as colagenases intersticiais denominadas MMP-1, MMP-8,
MMP-13 ¢ MMP-18 entre outras MMPs que ndo sdo colagenases como estromelisina-2,
estromelisina-3 ¢ uma metalopeptidase de macrofago. O terceiro subgrupo consiste de duas
colagenases, MMP-2 ¢ MMP-9. A principal caracteristica dessas duas metaloproteinases ¢ a
presenga dentro do dominio catalitico, de trés repetigdes da seqiiéncia que é responsavel pela

ligacdo a gelatina. O quarto subgrupo de MMPs ¢ caracterizado pela presenga de 24 residuos
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de aminoacido hidrofébicos inseridos entre o final do dominio hemopexina-simile e a cauda
citoplasmatica. Este dominio hidrofébico € responsavel pela localizacdo dessas
metaloproteinases na membrana plasmatica.

A maioria das MMPs ¢ secretada em forma solivel em um ambiente
extracelular, onde elas tornam-se ativadas. Entretanto, diversas MMPs podem
preferencialmente localizar na superficie celular, ou pela presenga do dominio transmembrana
como no caso das MT-MMPs ou via interagdo com um tipo ligante-receptor. O substrato alvo
pra as MMPs sdo primeiramente proteinas insoliveis da MEC. Entretanto, as MMPs podem
degradar outras proteinas além de proteinas da MEC (DECLERCK, 2000).

A homeostase da MEC durante o processo fisiologico, como desenvolvimento
embrionario e ovulagdo, depende do balango coordenado entre a deposi¢do e remocdo dos
componentes do tecido conectivo. Mudangas no balango entre proteases e seus inibidores
podem alterar a composi¢ao da MEC e afetar as fungdes incluindo adesdo, migragdo e
diferenciagdo (GOMEZ, 1997). A maioria dos processos requerem delicado balango entre as
fungdes de MMPs e seus inibidores (TIMPs) (CHANG, 2001). O controle das MMPs ¢
realizado em diversos pontos: na estimulacdo da sua sintese, a nivel génico, através das
citocinas; na sintese e secrecdo; na ativagdo das pro-enzimas e na inibi¢do das enzimas ativas
(CAWSTON, 1996).

As reprolisinas incluem diversas proteases de veneno de serpentes (SVMP,
Snake Venom MetalloPeptidases), incluindo as toxinas hemorragicas ¢ um grande nimero de
proteinas reprodutivas de mamiferos (ADAM, A Disintegrin And Metalopeptidase) que

possuem um residuo de Asp apoés o terceiro ligante de zinco (HOOPER, 1994).
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1.4 ADAMs

As ADAMs tém implicagdes em diversos processos, incluindo ligacdo e fusdo
ovo-espermatozoide, fusdo de mioblastos, processamento de ectodominio de proteinas de
citocinas, receptores de citocinas, proteinas de adesdo e outros dominios extracelulares de
proteinas e sinalizagdo intracelular. Além disso, elas sdo necessarias para o desenvolvimento
neural de Drosophila, maturagdo epitelial no desenvolvimento de camundongos. Percepcao
das fungdes tém surgido de estudos de apenas poucos membros da familia, especialmente
proteinas de espermatozoides, de enzimas conversoras de TNF-o. Para a maioria das outros
membros desta familia, a fun¢@o ainda ndo esta relacionada.

Essas metalopeptidase-desintegrinas sdo uma familia de glicoproteinas
transmembranas que participam de interagdo célula-célula, célula-matriz e de processamento
de ectodominios de proteinas como TNF-a e delta. Elas sdo caracterizadas por um dominio
estrutural conservado, consistindo em uma seqii€éncia N-terminal conservada seguido por um
pro-dominio, dominio metaloprotease e desintegrina, uma regido rica em cisteina, similar as
SVMP classe P-I1I, mas adicionalmente contém repeti¢des de EGF-simile, e finalmente um
dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica (figura 5). O pr6-dominio mantém o
dominio metaloprotease em estado latente pela formagfo da coordenag@o zinco-cisteinas,

cisteina-switch.
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Figura 5 Representacdo esquematica de comparagido das estruturas entre ADAMs e SVMPs
classe P-III.

De forma interessante, embora todas as ADAMs tenham um dominio
metaloprotease bem conservado, apenas 15 t€m a seqiiéncia consenso catalitica de ligagdo ao
zinco (HEXXH), uma marca da superfamilia Metzincina de zinco peptidases. Entretanto,
apenas metade das ADAMs conhecidas sdo preditas como cataliticamente ativas, enquanto
que as outras parecem perder a atividade metalopeptidases.

O modelo para a fungdo das ADAMs nas interagdes célula-célula e liberacdo
de ectodominio tem que contar com o fato de que essas proteinas sdo ancoradas na membrana,
e a existéncia de ADAMs que deixam a membrana sugere diversas outras possibilidades para
essa familia de proteina. Seu dominio desintegrina pode funcionar de maneira analoga a
desintegrinas soluveis de veneno de serpentes, mediando a desadesdo pela ligacdo a integrina.
Alternativamente, a presenga de novos dominios como trombospondina (ADAMTS) podem
ser alvo de substrato ou ancoragem para essas proteinas na matriz extracelular. Neste
contexto, o dominio desintegrina pode agir como ligante de integrinas ou proteina de
superficie celular (SCHLONDORFF, 1999, SCHWETTMANN, 2001).

No ponto de vista de mecanismo, as fungdes das ADAMs na adesdo célula-
célula tem sido atribuida a atividade do dominio desintegrina como um ligante de integrina,
apesar de que estas envolvem processamento de ectodominio de proteinas que ¢ atribuido ao

dominio metalopeptidases (SCHLONDORFF, 1999, SCHWETTMANN, 2001).



INTRODUCAO 21

Entretanto, os dominios estruturais destas proteinas ndo sdo similares em
seqiiéncia com outras moléculas de adesdo ancoradas em membranas ou proteases. Elas sdo
relacionadas com dominios encontrados em familias de proteinas soluveis de veneno de

serpentes, as SVMPs (WOLFSBERG, 1995).

1.5 SVMP

O envenenamento por serpentes da familia Viperidae ¢ caracterizado por
proeminentes efeitos locais incluindo necrose, hemorragia local, dor ¢ edema que se
desenvolvem rapidamente ap6s o acidente e freqiientemente resultam em seqiiela permanente.
Concomitantemente, alteragdes sistémicas como hemorragia, coagulopatia, e faléncia renal
aguda pode ocorrer (figura 6) (TEIXEIRA, 2005).

A acdo de toxinas de veneno de serpentes implica na ligagdo a uma variedade
de alvos fisiologicos critico interferindo com importantes processos como transmissao
neuronal e hemostase. Um grupo particularmente importante de toxinas de veneno sdo as
SVMPs, responsaveis pela freqiiente e intensa hemorragia devido a ruptura dos vasos
sangiiineos assim como pela inibicdo da agregacdo plaquetaria (Fig. 6) (MOURA-DA-

SILVA, 2003).
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Figura 6 Efeitos das SVMPs.

Extraido e modificado de Gutiérrez 2005.

SVMPs podem ser hemorragicas ou ndo hemorragicas (KISHIMOTO, 2002,
MARUYAMA, 2002), sdo fibrino(geno)litica , assim como as serinoproteases, clivando
preferencialmente a cadeia Ao mas também a cadeia B do fibrinogénio (MATSUI, 2000).
SVMPs estdo presentes em altas concentragcdes em venenos viperidicos e mais recentemente
tem sido descritas, ainda que em menor propor¢do, também em venenos elapidicos. Elas sdo
encontradas em diferentes estados de processamento do zimogénio precursor (TANJONI,
2003). Estas metaloproteinases de veneno de serpentes (SVMP) s@o sintetizadas como
zimogénios (KISHIMOTO, 2002, MARUYAMA, 2002) (preproenzimas) inativos, com um
grupo tiol conservado bloqueando o sitio ativo pela ligagdo ao ion zinco. Apos a secregdo da
glandula, o processamento proteolitico converte o zimogénio a enzima ativa pela remogao do
grupo tiol, um modulo regulatdrio adicional, deslocando-o do sitio ativo permitindo assim o

acesso do substrato. (MATSUI, 2000, HO, 2002).



INTRODUCAO 23

As SVMPs sdo classificadas em quatro classes baseadas no tamanho do
precursor cDNA/mRNA (N-classe ou classe baseada em nucleotideo) ou no tamanho da
proteina madura como ela € isolada no veneno (P-classe ou classe baseada na proteina) (FOX,
2005, RAMOS, 2006). A diferenca em tamanho de precursores sao reflexos do nimero de
dominios protéicos codificados por cada classe de cDNA. O nucleotideo classe I (N-I) tem a
estrutura simples, e codifica um peptideo sinal, um pro-dominio e um dominio
metaloproteinase. Os clones de N-I ddo origem aos produtos da classe I de proteina (P-I)
tendo apenas um dominio metaloproteinase. A classe N-II codifica um dominio adicional, o
dominio desintegrina (ou em casos raros dominio tipo-desintegrina), a carboxi do dominio
metaloproteinase. Embora clones N-II déem origem a produtos da classe P-II consistindo em
dominio metaloproteinase e dominio desintegrina, a maioria deles sdo rapidamente
hidrolisados a produto final, um peptideo desintegrina. A classe N-III codifica, além do
peptideo sinal e dos dominios pro-, e catalitico, um dominio tipo-desintegrina, no lugar do
dominio desintegrina, e também um dominio rico em cisteina a carboxi terminal. Outra classe,
N-IV, tem a maior estrutura ¢ da origem a produtos da classe P-IV com um dominio adicional
lectina a carboxi dos multidominios da classe P-III (KISHIMOTO, 2002; MARUYAMA,
2002, BJARNASON, 1994).

Estudos tém demonstrado que dominios tipo-desintegrina /rico em cisteina de
classe P-III de SVMPs podem ser liberados autoproteoliticamente em condigdes apropriadas.
Isto sugere que alguns produtos da classe P-III podem estar processados no veneno, como a
maioria dos casos de produtos da classe P-II (BJARNASON, 1994, KISHIMOTO, 2002,
MARUYAMA, 2002).

Todos os grupos apresentam sinal, pro dominio e dominio proteinase
homoélogos. A classe P-I tem trés dominios estruturais. A classe P-II tem um dominio

adicional a carboxi do dominio proteinase: dominio desintegrina ou tipo-desintegrina. A
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classe P-III tém ambos os dominios tipo-desintegrina e rico em cisteina a carboxi do dominio
proteinase. Outra classe, a P-IV, tem sido descrita como tendo uma estrutura de dominios
similar a classe P-III, mas com adicional dominio lectina. (BJARNASON, 1994, MOURA-
DA-SILVA, 2003, RAMOS, 2006). As enzimas sdo ativadas pelo mecanismo de cisteina-
swicth, também observadas em metaloproteinases, que degradam a matriz (MMP) (MOURA-
DA-SILVA, 2003). A classe final de proteinas P-IV, possui a mesma estrutura da classe P-III

com um dominio lectina adicional ligados por pontes dissulfeto.
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Figura 7. Diagramas esquematico das classes de metalopeptidases de veneno de serpentes

(SVMPs).
Extraido e modificado de BIARNASON E FOX, 1994 e FOX e SERRANO, 2005.

O peptideo sinal é composto de dezoito aminoacidos, sendo que a maioria ¢
constituida por residuos hidrofobicos que funcionalmente agem como um marcador de
secre¢ao. O pro-dominio modula a atividade enzimatica através de interagdes com o dominio

catalitico. Este é composto de 200 residuos de aminoacidos e ¢ altamente conservado nos
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membros das SVMPs (RAMOS, 2006). Essa seqiiéncia ¢ rapidamente processada juntamente
com o peptideo sinal na proteina nascente ainda na glandula de veneno (BJARNASON, 1994,
JIA, 1996).

O dominio catalitico ou metaloprotease (MP) é composto por 215 residuos de
aminoacidos, e € menos conservado que o pro-dominio. Este fato sugere que estas enzimas
estdo envolvidas na duplicag@o génica de um ancestral comum e que o dominio catalitico tem
passado por um processo evolucionario acelerado (MOURA-DA-SILVA et al., 2003;
RAMOS, 2006). As SVMPs tem entre duas a trés pontes de dissulfeto no dominio proteinase.
Entretanto, dominios proteinases com trés pontes dissulfeto sdo encontrados nas estruturas das
classes P-II, P-IIl e P-IV onde ha adicionais dominios a carboxi do dominio proteinase
(BJARNASON, 1994, JIA, 1996).

O peptideo espacador foi primeiro definido como um segmento interdominio
com 13-15 residuos de comprimento, entre os dominios metaloprotease e desintegrina. No
entanto, esse segmento pode ser liberado de alguns precursores, mas também podem ser
encontrado em desintegrinas longas com dominio tipo-desintegrina. Nesses casos, uma
cisteina extra esta envolvida na formagdo de pontes de dissulfeto com o dominio a C-terminal,
e, em alguns casos esta relacionada com a resisténcia ao processamento proteolitico.

Os dominios desintegrina e tipo-desintegrina podem variar em comprimento de
41 a 100 residuos e contetido de pontes de dissulfeto. Este dominio tem sido mostrado como
um forte ligante de integrina. A sua ligagdo pode disparar interessantes efeitos bioldgicos
mediado por integrinas que sugere diversas aplicacdes. A maioria das desintegrinas sao
liberadas de precursores SVMP PII e tem o motivo RGD que ¢é relevante para ligagdo as
subunidades de integrinas PBs; ¢ ;. Também ¢é conhecido que nenhum motivo RGD ¢
encontrado em dominios tipo-desintegrina de SVMP PIIl. No seu lugar, seqiiéncias

alternativas como DCD ou ECD sao encontradas e por isso esse dominio ser denominado
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tipo-desintegrina. Elas sdo distintas das desintegrinas encontradas no veneno de serpentes
crotalides e viperides por apresentarem no minimo um residuo adicional de cisteina na
estrutura. Elas sdo normalmente encontradas, no contexto de multidominios, como uma
estrutura unica, ndo processada (BJARNASON, 1994, JIA, 1996, RAMOS, 2006).

As seqiiéncias de desintegrinas exibem alta densidade de cisteinas. A maioria
das desintegrinas conhecidas parece ser compativel com a hipotese que suas formas livres s@o
liberadas de grandes precursores contendo o dominio metaloproteinase. Entretanto, algumas
evidéncias tém recentemente surgido da analise de cDNA sugerindo uma origem alternativa e,
também recentes descobertas sugerem que alguns dominios desintegrinas néo sdo liberados de
seu precursor metaloproteinase devido a uma ponte dissulfeto adicional que inclui uma
cisteina da regido espacadora e o dominio desintegrina. Esta caracteristica também ¢
encontrada em ADAMs (RAMOS, 2006).

O dominio rico em cisteina, como o dominio desintegrina, tem alta densidade
de cisteinas. Com cerca de 112 residuos, esta localizado a C-terminal do dominio desintegrina
nas SVMP PIII (BJARNASON, 1994, JIA, 1996, RAMOS, 2006).

As SVMPs agem principalmente como fator hemorragico, também chamada de
hemorraginas, que exercem seus efeitos na degradacdo de proteinas como laminina,
fibronectina, proteoglicanas, colageno tipo IV da membrana basal endotelial. Proteinas da
coagulagdo sangiiineas também sdo alvos de sua atividade proteolitica, ativando o estado
hemorragico. Junto a isso, as SVMPs podem também inibir a agregagdo plaquetaria e disparar
a liberacdo de citocinas. Esses dois feitos estdo associados com a digestdo proteolitica da
MEC de células endoteliais (RAMOS, 2006).

A maioria das atividades funcionais associadas com SVMPs esta associada
com a ruptura da hemostase, essencialmente pro e anti-coagulatério. Mais recentemente,

estudos indicaram outras funcionalidades para as SVMP incluindo indu¢do de apoptose e
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inflamacdo. A presenca ou a auséncia de certos dominios ndo necessariamente denota
capacidade hemorragica, no entanto em termos de potencialidade, em geral SVMP PIII sdo as
mais potentes. As SVMP P-I sdo menos hemorragicas que as SVMP P-1V. Dentro da classe
P-1 dessas toxinas existe uma grande variedade de atividades bioldgicas com diferentes
potencias. A caracteristica estrutural mais diferenciada da classe P-1 ¢ a variabilidade do
nimero de residuos de cisteina observados nas metaloproteinases. A variedade do nimero de
residuos de cisteinas, acompanhados pelo potencial alternativo de formagdo de pontes
dissulfeto, poderia sugerir a possibilidade para diferentes estruturas terciarias.

Uma nova classificacdo subdividiu a classe PII e PIIl em subclasses que
refletem o potencial para o processamento proteolitico assim como a formagdo de estruturas
diméricas.

Analise de seqiiéncias de membros da classe P-II com particular atengdo para a
posicao e numero de residuos de cisteina permitiram a organizagao da classe P-II em diversas
subclasses. Uma subclasse compreende trés toxinas que parece ndo processar o dominio
desintegrina do dominio metaloproteinase (Bilitoxina-1, Agkistrina e Jerdonitina). A estrutura
primaria dessas toxinas tem a caracteristica de encontrar residuos de cisteinas nas posigdes
222 ¢ 241, que ndo sdo encontradas em outras SVMP P-II. Isto sugere que a presenca dos
residuos de cisteina nessas posi¢des impede o processamento proteolitico da desintegrina do
dominio metaloproteinase.

A segunda subclasse ¢ representada pela controtorstatina, acostatina-B e
lebetase. Proteinases dessa subclasse sdo caracterizadas pela perda do residuo de cisteina nas
posicdes 233 e 235. O terceiro grupo ¢é representado pela trigramina, flavoridina, TIM-1 e
HR2a. Esta subclasse ¢ caracterizada por terem um residuo de cisteina na posi¢do 168, mas

ndo tem o residuo de cisteina na posicdo 164.
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A classe P-III de SVMPs por terem trés dominios sugerem uma complexidade
funcional nas SVMPs P-III ndo associada as P-I e P-II. Procurando por posi¢des de residuos
de cisteina no dominio metaloproteinase, o maior fator de diferenciagdo deste grupo parece
ser na posi¢do 195 na regido carboxi do dominio metaloproteinase. As toxinas jararagina,
acurhagina A e catrocolastatina tem um residuo de cisteina neste sitio que outros membros
dessa classe ndo o tém. Todas as quatro toxinas, P-IIla, podem passar por autolise/protedlise
durante a secrecdo. Outros trés membros da classe P-III tem demonstrado passar por autolise
em condic¢des ndo fisiologicas, maioria notavelmente em solugdes que perdem a estabilizagdo
do cation divalente, calcio.

A maioria dos dominios metaloproteinase da classe P-1II tem sete residuos de
cisteina. Eles podem conservar os residuos de cisteinas nas posi¢des 126, 166, 173,190 e 206.
A presenca da sétima cisteina na posi¢ao 195 ¢ necessaria, mas ndo ¢ um critério suficiente
para o processamento proteolitico de P-III. Além disso, o arranjo das pontes dissulfeto do
dominio metaloproteinase de P-III processadas é provavelmente diferente de P-III ndo
processadas.

Por ultimo, duas toxinas diméricas, VAP1 e HV1, subclasses P-IIIb, tem na sua
estrutura primaria o sétimo residuo de cisteina conservado na posi¢do 181, indicando que a
presenga de residuo de cisteina nessa posi¢do pode ser critico para a formagao de estruturas P-
IIT diméricas.

Ha algumas questdes como se a classe P-IV verdadeiramente representa uma
nova classe ou se € apenas uma estrutura especial de P-III capaz de formar corretamente uma
ligacdo dissulfeto com a proteina tipo lectina tipo-C durante a formagdo do veneno (FOX,

2005).
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1.6. Desintegrinas

A adesdo celular a matriz extracelular ¢ parcialmente mediada pela ligagdo a
integrina por reconhecimento do motivo RGD encontrado em alguns componentes da MEC
como fibronectina, vitronectina e fibrinogénio. Estes motivos sdo também encontrados em
alguns grupos de pequenas proteinas ricas em cisteinas denominadas desintegrinas
(YAMADA, 1991). Estes peptideos representam uma familia de proteinas ricas em cisteinas
isoladas de venenos de serpentes e sdo conhecidas por invadir a interagdo célula-matriz e
célula-célula mediada por integrinas. Este foi um significante desenvolvimento no estudo de
interagdes entre ligantes através da descoberta, originalmente em venenos de serpentes, de
desintegrinas (GOULD, 1990; NIEWIAROWSKI, 1994).

O termo desintegrina foi primeiramente usado em 1990 para descrever uma
familia de proteina presente no veneno Viperidae que tinha a habilidade de inibir a agregagao
plaquetaria. Estas proteinas foram caracterizadas como ndo enzimaticas, de pequena massa
molecular (7 a 10 kDa) e possuindo uma extraordinaria homologia no arranjo de cisteina por
toda a estrutura primaria. Hoje, quando nos referimos a desintegrinas ndo estamos nos
referindo apenas a proteinas presentes no veneno de serpentes, mas sim a uma classe de
proteina presente também em camundongo, rato, vaca, sapo, caranguejo, macaco, drosofila,
levedura, porco da india, € humano. O termo “desintegrina” é usado para descrever algumas
seqiiéncias que sdo ricas em cisteinas, com um alinhamento de cisteina que ¢ homdlogo aos
encontrados em proteinas do veneno viperide. Uma caracteristica comum mostrada por todas
as proteinas parece ser a habilidade de interagir com moléculas de adesdo como as integrinas.

Desintegrinas podem ser soliveis ou ligadas a membrana, independente ou

incorporada como um motivo dentro da constru¢do de multidominios da proteina. As
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desintegrinas soluveis sdo encontradas em quatro familias de serpentes: Atractaspididae,
Elapidae, Viperidae e Colubridae (MCLANE, 2004).

A maioria dessas proteinas ¢é sintetizada com o dominio C-terminal de
metaloproteinases da classe P-II e sdo liberadas no veneno como resultado do processamento
proteolitico. Algumas desintegrinas existem como dominios Desintegrinas/Rico em Cisteina
de metalopeptidase de veneno de serpente da classe P-111. Elas ndo sdo normalmente liberadas
como proteinas separadas no veneno (MCLANE, 2004). A coexisténcia na mesma serpente de
desintegrinas com motivo conservado RGD e desintegrinas com motivos variavel ndo RGD
suporta a hipotese que ha duplicagdo de gene, uma copia do gene que ira divergir, envolvida
na pressdo de selecdo pela funcdo ancestral enquanto o outro gene duplicado (ndo RGD)
perde o seu papel funcional (MCLANE, 1998).

H4 em cada desintegrina, um peptideo a C-terminal que se acredita ser
responsavel pelas propriedades adesivas dessas proteinas, arranjadas em um loop formado
pelo padrao dissulfeto. Para a maioria das desintegrinas soluveis, esses trés aminoacidos sao
Arginina, Glicina, Acido Aspartico (RGD), mas recentemente outras descobertas tém
demonstrado uma ampla variedade, conduzindo a diferentes significados em funcgao.

Desde que desintegrinas de veneno de serpentes soliveis, ndo enzimaticas
foram descobertas e nomeadas, o termo desintegrina ¢ as vezes reservado para essas, € 0
termo tipo-desintegrina usado para descrever motivos parecidos encontrados em proteinas
desintegrinas/rico em cisteinas, ADAM e SVMPs. O papel atribuido ao dominio desintegrina
em algumas dessas proteinas ¢ de uma molécula adesiva.

Estudos estruturais realizados com as primeiras desintegrinas, echistatina e
trigramina propuseram que as desintegrinas eram inibidoras de adesdo e se estabeleceu que as
desintegrinas soluveis e metaloproteinases de veneno sdo derivadas de protedlise de um

precursor comum. Proteinas de veneno viperide sdo compostas de quatro distintos dominios,
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com o segundo dominio contendo o sitio metaloproteinase ativo e o terceiro contendo a
seqiiéncia RGD inibitdria de integrina. A conformagéo da desintegrina é essencial para a sua
atividade e a seqiiéncia RGD ¢ encontrada no topo da alga flexivel do loop. (MCLANE,
2004).

Originalmente as desintegrinas foram dividas em trés grupos, mas nessa
classificagdo ndo incluia as desintegrinas diméricas (MCLANE, 1998). Atualmente as
desintegrinas derivadas de veneno podem ser classificadas em cinco grupos, baseados no seu
comprimento e nimero de pontes de dissulfeto: pequenas, médias e longas, diméricas e o
dominio desintegrina de metaloproteinase da classe P-I11.

Desintegrinas pequenas alcangam em comprimento de 41 aminoacidos a 52
aminoacidos e possuem 4 pontes dissulfeto. Uma exce¢do pode ser a acutina de
Deinagkistrodon acutus, cujo sequenciamento de aminoacidos encontrou apenas sete cisteinas
(SMITH, 2002).

As desintegrinas de tamanho médio sdo a maioria. Das 30 diferentes
desintegrinas caracterizadas, a maioria pertence a esse grupo, com aproximadamente 70
aminoacidos e seis pontes de dissulfeto. Desintegrinas desse grupo cuja funcdo tem sido
caracterizada incluem trigramina, rodostomina e barbourina (CALVETE, 1997).

A saxitilina isolada de Gloydius saxatilis evidencia a presencga de trés pontes
dissulfeto, Cys21-Cys35, Cys29-Cys59 e Cys47-Cys67. Essas pontes dissulfeto sdo
fortemente relacionadas com a habilidade de bloquear a ligagdo de amPs ¢ o.fs ao
fibrinogénio e a matriz extracelular. Essas ligacdes de dissulfeto também revelam ser
importante para a manutencdo da estrutura funcional de moléculas protéicas. Por outro lado,
as pontes dissulfeto de Cys6-Cysl5 e Cys8-Cys16 ndo parecem ser criticas para a estrutura e

funcdo da saxitilina (CALVETE, 2002; MORENO-MURCIANO, 2003).
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A presenca de duas cisteinas formando a oitava ponte dissulfeto ¢ mais uma
caracteristica encontrada em ADAMSs e em metaloproteinases classe P-I11.

Desintegrinas diméricas constituem o mais recente grupo descoberto, e foram
as proteinas que comecaram a ampliar as fronteiras do que se pode chamar de desintegrinas
classicas. Este grupo ¢ formado de desintegrinas diméricas, com 4 pontes dissulfeto
intracadeia e 2 pontes dissulfeto intercadeia. O primeiro contraste 6bvio com as monoméricas
¢ a presenca de duas pontes dissulfeto intercadeia despeito da perda de uma cisteina
empareada em alguma subunidade. Outra caracteristica Gnica € a existéncia de homodimeros e
heterodimeros, e uma variedade de residuos presentes no motivo adesivo de cada cadeia
(MORENO-MURCIANO, 2003, MCLANE, 2004).

Esta diversidade ¢ diretamente associada com a seletividade do receptor de
cada desintegrina em cada grupo, ¢ a proposta do arranjo tridimensional das duas cadeias
parcialmente contribuem para essa seletividade (MCLANE, 2004). Homodimeros nesse grupo
incluem VLO4 e VA6 assim como a contortrostatina ¢ CC5, enquanto VLOS5, EC3, EMF10
sdo heterodimeros isolados de diversas serpentes (MCLANE, 2004). As desintegrinas
homodiméricas contém a seqiiéncia RGD em ambas as cadeias, enquanto desintegrinas
heterodiméricas exibem mais variedade de sitios ligantes. Desintegrinas heterodiméricas
como EC3 isolada de Echis carinatus carregam o motivo VGD na cadeia A ¢ o tripeptideos
MLD na subunidade B (COELHO, 2004).

Com o aumento do numero de desintegrinas e tipo-desintegrinas sendo
expressas por tecnologia recombinante, ha sempre a preocupacdo, quando um sistema de
expressdo bacteriano ¢ usado e se essas proteinas altamente ligadas por pontes dissulfeto
estardo fora de conformagdo afetando a atividade. Pesquisadores tém demonstrado que em
outros sistemas de expressao como Pichia patoris e em Saccharomyces cerevisiae, a proteina

final apresenta a mesma atividade comparada com a desintegrina nativa (MCLANE, 2004).
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Quando imobilizados em uma superficie, peptideos contendo a seqiiéncia
peptidica RGD promovem a ligagdo celular de maneira similar a fibronectina, entretanto em
solucdo o mesmo peptideo pode inibir a esta ligagdo a fibronectina, a0 mesmo peptideo, ou
outra proteina contendo RGD. Mudangas nos peptideos como pequenas alteragdes como a
troca de alanina por glicina e acido aspartico no grupo RGD, elimina essa atividade
(RUOSLAHTI, 1991).

A poténcia dessas moléculas na inibi¢do da interacdo ligante-integrina ¢
provavelmente uma func¢@o de ambas conformagdes da seqiiéncia RGD e os aminoacidos que
estdo adjacentes flanqueando a seqiiéncia RGD no peptideo. Isto contribui para a
especificidade desses peptideos a diferentes integrinas, também residuos ndo conservados
dentro desses peptideos podem também contribuir para a seletividade das integrinas.

Na seqiiéncia de desintegrinas sdo encontradas em certas posigdes residuos
conservados de cisteinas e a conservagdo na localizagdo da seqiiéncia RGD. Todas as
desintegrinas t€ém uma alta propor¢do de cisteina em ligag¢des dissulfeto e mostram alto grau
de identidade com relag@o ao arranjo de cisteinas, exceto pela cisteina extra encontrada a C-
terminal da molécula de desintegrinas pequenas (GOULD, 1990, MCLANE, 1998).

Acredita-se que a seqiiéncia RGD representa um sitio de reconhecimento das
desintegrinas, desde que ¢ conservada em todas a molécula ¢ desde que alteragdes nesses
aminoacidos mudam a atividade dos peptideos. Este argumento esta de acordo com a teoria de
que a apropriada conformagdo da seqiiéncia RGD ¢é essencial para adesdo de proteinas
celulares a integrinas. Também além dos aminodcidos adjacentes ao sitio RGD, a
conformagdo espacial estabelecida pelas pontes de dissulfeto contribui para a potencialidade
das desintegrinas (GOULD, 1990). Uma serie de mutagdes na regido do loop tem

demonstrado que o residuo de prolina é o residuo mais freqiientemente encontrado em
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segmentos que flanqueiam sitios de interagdes proteina-proteina e sugere que isto ajude na
apresentacdo do sitio de interatividade (MCLANE, 2004).

As desintegrinas parecem usar mecanismo comum de inibi¢do envolvendo o
tripeptideo R/K GD, motivo de ligagdo a integrina presente no topo da alca movel
(CALVETE, 1996) e exposta, cuja raiz teve recentemente caracterizada e encontrada sendo
duas rigidas ligacdes de hidrogénio (OJIMA, 1995). Assim, as atividades das desintegrinas
dependem do apropriado pareamento de 8 a 14 cisteinas por pontes de dissulfeto que
permitem o /oop RGD na conformacao ativa (CALVETE, 1996).

Estudos experimentais de estrutura de desintegrinas t€m sido limitada
primeiramente pela grande quantidade de proteina necessaria, ainda baixa produgdo tanto do
veneno bruto como por técnicas recombinantes. Em adigdo, estudos de NMR de desintegrinas
monoméricas sugerem que ha uma estrutura secundaria minima e maxima flexibilidade do
loop RGD, as quais dificultam a formagao do cristal. Maior sucesso na cristalizagdo tem sido
experimentado com desintegrinas diméricas, talvez devido a mais complexa e maior tamanho
dessas proteinas comparadas com formas monoméricas.

Desde que essas proteinas foram isoladas de veneno de serpentes cuja mordida
causa hemorragia, era ldgico examinar primeiro os efeitos nos componentes da cascata de
coagulag@o e compartimento vascular. De fato, a habilidade em inibir a agregacdo plaquetaria
induzida por agonista tornou-se uma marca caracteristica pelo qual essas proteinas sdo
comparadas.

Havia muito entusiasmo na década de 90 pelas companhias farmacéuticas no
propésito de desenvolver agentes terapéuticos antiplaquetarios. A descoberta que a seqiiéncia
KGD em barbourina era responsavel por sua seletividade a oypP3 mais que a3 € asp; que
permitiu o desenvolvimento de epitafibatide (Integrilin ), um heptapeptideo sintético ciclico

baseado no motivo KGD.
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Desintegrinas derivadas de metalopeptidase da classe P-1I sdo definidas como
aquelas que ocorrem naturalmente no veneno e que possuem um arranjo conservado de
cisteina, a habilidade de ligar integrinas em maneira dose dependente, e que tem o motivo
R/K/M/W/VGD, MLD, MVD ou K/RTS dentro do qual ¢ o loop RGD. Este motivo e
residuos que o flanqueiam sdo criticos para a seletividade das desintegrinas e afinidade para a
ligacdo no receptor, como ¢ demonstrado usando mutagénese sitio dirigida para eristostatina,
elegantina, echistatina e rodostomina. As desintegrinas demonstram uma ampla variedade de
seletividade a ligantes.

As desintegrinas tém sido extensivamente estudadas como o mais potente
ligante de receptores plaquetarios e outras células. Como tal, elas ndo tem apenas
providenciado percepcao nas relagdes estutura-funcdo, mas sendo proposto como exemplo de
quimico natural.

Ambas salmosina-1 recombinante e natural inibem a ligagdo a opPs ao
fibrinogénio com valores de ICsp de 2.2 nM e 4.5 nM, aproximadamente cinco vezes menor
que o da flavoridina, que era inicialmente a mais potente desintegrina.

Dois dominios desintegrinas de classe P-III tém sido demonstrados como
inibidor de ligacdo ao colageno pelo receptor a2PB1. Alternagina-C seletivamente inibe a
adesdo a K562 transfectada a o2B1 ao colageno, enquanto ¢ inefetiva em células que
expressam outros ligantes. O dominio desintegrina rico em cisteina da jararagina inibe a
agregacao plaquetaria induzida por colageno tipo—I ¢ o conseqiiente evento de sinalizacdo
pela ligacdo a integrina. Ao contrario, quando incubamos com fibroblastos, o dominio
disintegrina rico em cisteina da jararagina & capaz de ligar a oyB; e induzir eventos de

sinaliza¢do como up-regulacdo de MMP-1 e MT1-MMP ( MOURA-DA-SILVA,2003).
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EC3, um heterodimero, tem sido descrito como um potente inibidor de
integrinas o4, inibindo a adesdo de células expressando a4f1 e o4Pp7 ao ligante natural
VCAM-1.

Desintegrinas tem providenciado percep¢do do funcionamento celular de uma
variedade de células ndo vasculares. Mais freqiientemente estudados s@o os osteoclastos, que
altamente expressam a integrina avp3. Este receptor participa de importantes papéis na
ligacdo de osteoclastos na reabsor¢do de superficie.

Com células de cancer, o maior uso das desintegrinas in vivo tem sido em
modelos experimentais de metastase em camundongos, onde a proteina purificada do veneno
de serpente ¢ injetada com células de cancer (intravenosa, intraperitoneal), e tecidos sdo
avaliados ap6s autopsia para a presenca de tumor. Introdugdo hematogénea de células de
cancer (normalmente melanoma) em conjuga¢io com desintegrinas tém demonstrado que
desintegrinas podem participar de um papel protetor através da inibigdo da dispersdo do
tumor. Este fenomeno é dose-dependente, e reflete a seletividade da desintegrina pela
integrina envolvida na progressdo do cancer.

Desintegrinas tem recentemente sido usadas na investigacdo de morte celular
programada (apoptose) de linhagens de células endoteliais, condrocitos e célula de rim canino
(MCLANE, 2004).

Por causa da sua alta afinidade e seletividade por integrinas, as desintegrinas
podem ser consideradas antagonistas de moléculas de adesdo. Entretanto, recentes descobertas
mostraram que desintegrinas sdo capazes de interagir com células e ativar vias de sinalizago
mediada por integrinas, indicando que peptideos contendo RGD e ricos em cisteina podem ser
considerados ambos antagonistas ou agonistas de fungdes relacionadas com integrinas,

dependendo do tipo de célula (COELHO, 2004).
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1.6.1 Desintegrinas Ndo-RGD (Desintegrinas-like) e seus efeitos

Hemorragia ou sangramento ¢ um fendmeno comum em vitimas de
envenenamento Crotalidae e Viperidae. Os principais fatores responsaveis sdo as toxinas
hemorragicas, ¢ hé outros fatores secundarios, como os componentes do veneno que induzem
aum estado de incoagulabilidade sangiiinea, assim como enzimas que liberam cininas.

Recentemente, dominios tipo-desintegrinas t€ém sido observados tanto em
proteinas quanto ao nivel de cDNA de diversas metaloproteinase hemorragicas de veneno
(BJARNASON, 1994; MCLANE, 1998).

Dados demonstram que as mais potentes hemorraginas pertencem a classe P-
III, contendo os dominio tipo desintegrinas e rico em cisteina assim como o dominio protease
em sua molécula. Embora a principal razdo para hemorragia seja provavelmente devido a
ruptura proteolitica da membrana basal, tem tido diversas contradi¢des entre a potencialidade
proteolitica e hemorragica. Isto ja estd bem estabelecido que o dominio tipo-desintegrina ¢ um
inibidor da agregacdo plaquetaria pela especificidade de ligacdo a superficie plaquetaria do
receptor de fibrinogénio, aypPs € o receptor de colageno a,f3;. Recentemente, foi demostrado
que o dominio rico em cisteina estd também envolvido na inibicdo da agregacdo plaquetaria
estimulada por coldgeno. Tem sido especulado que o dominio tipo desintegrina também
modula a atividade metalopeptidase alvo de hemorraginas a um sitio particular de agdo de
ligacdo da enzima ao seu substrato. (PETRETSKI, 2000).

Aparentemente, em SVMP P-III, os dominios agem sinergisticamente com o
dominio catalitico, aumentando hemorragia pela inibicdo da agregacdo plaquetaria e

provavelmente por serem alvo de enzimas os componentes relevantemente fisiologicos da
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membrana basal. Conseqiientemente, atividade hemorragica de SVMP PIII é normalmente 10
vezes maior que de SVMP P-I, desprovido de dominio tipo desintegrina rico em cisteina
(BJARNASON, 1994). Ha a sugestdo que a por¢ao C-terminal do dominio tipo desintegrina &
necessaria para a direcdo da hidrolise de componentes da membrana basal induzida pela
jararagina. Isto representa uma boa evidéncia da interagdo conformacional entre os dominios
cataliticos e tipo desintegrina de SVMP e contribui para o entendimento das relagdes
estrutura/fungdo e mecanismos envolvidos na agdo dessas enzimas (TANJONI, 2003).
Entretanto, € sabido que € necessario a estrutura conter no dominio desintegrina a seqiiéncia
E/DCD que pode explicar a especificidade de ligagdo a integrinas (MOURA-DA SILVA,
1999).

A ALT-C ¢é uma proteina tipo desintegrina maior que uma desintegrina RGD,
com cerca de 30 kDa e tem um dominio C-terminal extra, rico em cisteina (SOUZA, 2000) e ¢
um potente inibidor de colageno através da ligacdo a integrina o,f; (SELISTRE-DE-
ARAUIJO, 2005). Esta desintegrina promove alteragdes na rede de actina em um aumento do
contetdo de F-actina, sugerindo que o efeito da ALT-C em neutrdfilos pode envolver vias
mediadas por integrina (MARIANO-OLIVEIRA, 2003).

Tem sido demonstrado que a jararagina, uma metaloproteinase/desintegrina
homologa de Bothrops jaracaca mimetiza a interagdo ao colageno com fibroblasto resultando
em uma up-regulagdo na integrina a,f; ¢ genes de MMP-1 ¢ MT1-MMP

Entdo, proteinas tipo-desintegrinas podem ativar integrinas permitindo
modificagdes significantes em eventos celulares e isto pode ser uma via diferente das
desintegrinas RGD. Entretanto, esses eventos ndo sdo bem entendidos ainda. Foi sugerido que
a jararagina age como agonista de colageno pela integrina o,f;, causando a ativacdo dessa
integrina e produzindo eventos de sinalizagdo celular tipo colageno com uma up-regulagdo de

MMPs. Uma vez que ALT-C ndo tem o dominio metaloproteinase, o resultado evidencia que
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o dominio desintegrina e rico em cisteina sdo responsaveis pela ativagido da integrina
(COMINETTIL, 2004).

Esta desintegrina-simile, ALT-C, induz um significante aumento em diversos
genes relacionados com o controle do ciclo celular, incluindo VEGF e outros fatores de
crescimento. A expressdo de VEGF pode explicar o efeito positivo de ALT-C na proliferagdo
de HUVEC. A interacdo de ALT-C com via de sinalizagdo por ativagdo de integrina em
algumas linhagens de células tumorais interferem com sua migracao e mecanismos de adesdo,
e esses efeitos podem ser modulados dependendo da concentragdo da desintegrina
(SELISTRE-DE-ARAUJO, 2005).

Jararagina € uma toxina versatil, alvo de importantes elementos envolvidos na
hemostase, como proteinas de coagulagdo, plaquetas e células endoteliais. Estas atividades
biolégicas sdo associadas com a intensa hemorragia induzida apds a sua injecdo em
experimentos animais e observados em pacientes envenenados de Bothrops alternatus. Além
disso, a agdo da jararagina em componentes endogenos e sistemas celulares podem ambos
exacerbar a severidade e compromisso na cicatrizacdo de danos de tecidos como um resultado
de envenenamento local. Entre as maiores caracteristicas da jararagina na hemostase esta a
sua habilidade em induzir hemorragia na ruptura da membrana basal e integridade de células
endoteliais e também sua atividade no bloqueio da interagdo da integrina a,; com colageno,
ambos pela ligagdo ao dominio oy e clivagem da integrinas o,f; ( MOURA-DA-SILVA,
2001).

Resultados sugerem que a jararagina promove a ruptura da sinalizagdo de
adesdo focal, seguida pela perda da ancoragem e apoptose (TANJONI, 2003).

Dados suportam a hipétese que a jararagina, devido a sua atividade
proteolitica, induz o estado apoptdtico seguindo os mecanismos: (1) degradagdo da superficie

celular e da matriz extracelular permitindo a ruptura da via de sinalizagdo de integrinas e
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entdo iniciar anoikis, (2) “up-regulation” da via MAPK p38 comec¢ando com a up-regulation
de IL-1 com conseqiiente aumento da producdo de citocinas que permite o compromisso da
via de receptor de morte, e (3) up-regulation da via de receptor de morte como um resultado
do aumento de receptores de morte celular pelos seus ligantes (GALLAGHER, 2005).

A acdo das SVMPS em células endoteliais pode envolver no minimo dois
mecanismos independentes: a catalise de componentes da adesdo focal permitindo a anoikis
e/ou um efeito direto através da transducdo de sinal mediado por receptor pelo dominio
desintegrina. O resultado do efeito apoptotico ira entfo refletir o balango entre a agdo
catalitica e atividade desintegrina. Efeito da jararagina em células endoteliais induz uma
rapida mudanga na dindmica do citoesqueleto com a retracdo celular, que é seguida pelo
destacamento e apoptose. Esses efeitos sdo provavelmente participantes de uma severa
coagulopatia e lesdes hemorragicas (TANJONI, 2003). Estudos terapéuticos t€ém que se
basear ndo focando apenas a inibigdo da agdo proteolitica das SVMP, mas também considerar
como agentes que podem atenuar ou bloquear a apoptose, inflamagdo ¢ via p38 MAPK
(GALLAGHER, 2005).

Peptideos sintéticos baseados em seqiiéncias de dominio desintegrina derivadas
der SVMPs da classe P-III tem demonstrado atividade de inibigdo da agregagdo plaquetaria,
sugerindo um papel para esse dominio tipo desintegrina na inibigao da agregacdo plaquetaria.

Diversos estudos tém mostrado que peptideos sintéticos baseados em
seqiiéncias que contem ECD na seqiiéncia do dominio tipo-desintegrina e também na
seqiiéncia RKKH do dominio enzimatico, ambos seletivamente inibem a interagdo
plaqueta/colageno. Entretanto, outros estudos tém demonstrado que dominios rico em cisteina
recombinantes da atrolisina A também inibem a agregagdo plaquetaria induzida por colageno.
Ainda ndo se sabe se sitios do dominio s3o ou ndo responsaveis por essa seletividade

(MOURA-DA-SILVA, 2001).
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Ja foi demonstrado que dominios ricos em cisteina de metaloproteinase P-II1
sdo capazes de inibir a agregagdo plaquetaria induzida por colageno. Para localizar essa regido
no dominio rico em cisteina de metalopeptidase P-III foram desenhados peptideos baseados
no dominio rico em cisteina. Esses peptideos tiveram a atividade bioldgica identificada. Duas
regides do dominio rico em cisteina mostraram atividade inibitoria na agregacdo plaquetaria
com colageno, enquanto seqiiéncias misturadas desses peptideos na forma inativos sdo usadas

como controle (KAMIGUTI, 2003).

1.6.2 Os papéis das Desintegrinas RGD

Venenos Viperidae contém classes de proteinas que interferem com a
hemostasia e adesdo celular: proteinas de ligagdo a GPIb/IX que inibem a ligacdo do fator de
Von Willebrand a plaquetas e pode inibir ou induzir agregacdo plaquetaria, as hemorraginas
além das serinoproteases e outras classes relacionadas.

As desintegrinas eram originalmente definidas como de baixo peso molecular,
rico em cisteina que continha um loop RGD/KGD mantido em apropriada conformagao pelas
pontes de dissulfeto e potentes inibidores da agregacio plaquetaria. Tem sido proposto que as
desintegrinas sdo formadas por processamento proteolitico de um precursor homologo da
classe P-II de SVMPs (MCLANE, 1998).

Desintegrinas inibem a interagdo célula-matriz e célula-célula. De fato,
bloqueio da integrina avB3 com anticorpos especificos, peptideos RGD ou desintegrinas

contendo a seqiiéncia RGD, tem um efeito inibitério na adesdo endotelial, mobilidade,
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invasdo e formacdo do tubo, e esse tratamento também bloqueia a habilidade das células
endoteliais serem ativadas por fatores angiogénicos de crescimento (GOLUBKOV, 2003).

A maioria das desintegrinas sdo potentes inibidores da agregacdo plaquetaria
pela agdo como antagonistas do receptor de fibrinogénio (integrina on,P3). Esta atividade é
devida a presenca de motivos adesivos RGD dentro de um “loop” de aminoacidos mantido
por pontes dissulfeto (CALVETE, 2005). Vitronectina, fibrinogénio, colageno tipo I, fator de
Von Willebrand sdo proteinas com seqii€éncias RGD e suas interacdes com células podem ser
inibidas por peptideos contendo RGD (RUOSLAHTI, 1991). As desintegrinas ligam se com
maior afinidade ao ligante natural, fibrinogénio, do que o proprio receptor plaquetario
(MCLANE, 1998).Como um antagonista de integrinas na membrana celular, desintegrinas
podem agir em muitos processos bioldgicos incluindo agregacdo plaquetaria, angiogénese,
invasdo tumoral e destrui¢cdo de ossos (ZHOU, 2004).

A agregacdo plaquetaria exerce um importante papel na hemostase e ocorre
pela interacdo do complexo receptor GP IIb-Illa ,que ¢ uma integrina da membrana celular
das plaquetas, na qual a seqiiéncia RGD do fibrinogénio ¢ essencialmente necessaria. Inicial
ligacdo da plaqueta a estruturas subendoteliais expostas e subseqiiente coesdo plaqueta-
plaqueta sdo tipicamente identificadas como dois passos da formagdo dos trombos,
respectivamente adesdo e agregagao.

Em adi¢do a inibicdo da agregagdo plaquetaria, algumas desintegrinas tém
mostrado inibi¢do experimental de metastase, por ser um processo dependente de integrina
(SOUZA, 2000). As desintegrinas ndo sdo somente especificas para oypP; mas elas também

podem ligar em outras integrinas como receptor de vitronectina a3 € receptor de fibronectina

asP1 (ZHOU, 1999).
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A jarastatina, uma desintegrina RGD isolada do veneno de Bothrops jararaca,
foi capaz de inibir migra¢do de neutréfilo in vivo e in vitro e promover a reorganizacio de
actina do citoesqueleto (MARIANO-OLIVEIRA, 2003).

Extensiva pesquisa focada em desintegrinas RGD e suas interacdes com a
integrina plaquetaria oypP; permitiu o desenvolvimento de novas drogas anti-plaquetaria e
anti-trombotica baseados na estrutura da desintegrina (MCLANE, 1998).

A seqiiéncia RGD estd longe de ser a mais efetiva e mais freqiientemente
seqiiéncia peptidica causadora da estimulagio de ades@o celular e superficies sintéticas. Isto
estd baseado na grande distribuicdo e uso por todo o organismo de sua habilidade de
enderecamento mais que de receptor de adesdo celular, e seu impacto bioldgico no
ancoramento celular, comportamento e sobrevivéncia (HERSEL, 2003).

Desintegrinas tém sido usadas como antagonistas de tumores ¢ angiogénese.
Varias desintegrinas tém mostrado inibigdo da angiogénese in vitro ¢ in vivo por inducdo da
apoptose. Entretanto, o mecanismo molecular das desintegrinas causadores da apoptose nao
foi completamente identificado ainda (ALIMENTI, 2004).

Estudos de desintegrinas tém revelado novos usos no diagnostico de doengas
cardiovasculares e desenhos de agentes terapéuticos em trombose arterial, osteoporose e
angiogénese relacionado com crescimento tumoral e metastase. Recentemente, tem sido
demonstrado que as desintegrinas inibem espontancamente a angiogénese associada ao
crescimento do tumor (WU, 2003, YANG, 2005).

Desintegrinas de veneno sdo excelentes instrumentos para a investigacdo da
funcdo de integrinas. Interferéncia com estes receptores ¢ seus ligantes ¢ o principal
mecanismo pelo quais essas proteinas contribuem para a toxicidade de veneno. Entretanto, a

compreensdo do mecanismo preciso da acdo desses componentes e a estrutura minima
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requerida para sua acgdo sera estender sua aplicacdo no estudo da fisiologia da célula

(KAMIGUTI, 1998).

1.7 Integrinas

A adesdo seletiva entre células e delas a matriz extracelular determina desde a
formagdo de um tecido até eventos como migracdo celular.

A especificidade da adesdo celular vem da expressdo combinatdria e interagdes
entre um grande, mas nado ilimitado nimero de receptores de adesdo nos contatos células-
células e adesdo célula-matriz (HYNES, 1999). A ligagao de células ao seu redor ¢ importante
na determinag@o da forma e manutengao da funcdo celular e integridade tecidual.

A matriz extracelular (MEC) é composta de uma rede de proteinas insoluveis,
carboidratos e fatores de crescimento que sdo secretados pelas células, principalmente
fibroblastos e que enche a maioria dos espagos intercelulares. Matrizes extracelulares em
diferentes localizagdes no corpo consistem de diferentes combinagdes de colageno,
proteoglicanas, elastina, acido hialurdnico e vérias glicoproteinas tais como fibronectina e
laminina.

Em adig¢do aos seus papéis na ligacdo a seus vizinhos ou a MEC, receptores de
adesdo celular t€ém maiores efeitos em muitos aspectos do comportamento celular tais como
forma celular e polarizagdo, organizagdo de citoesqueleto, mobilidade celular, proliferagao,
sobrevivéncia e diferenciagdo (HYNES, 1999).

A ades@o celular regula o desenvolvimento embrionario pelo controle da

migragdo celular, crescimento, e diferenciagdo. Adicionalmente, a adesdo contribui para o
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processo de transformacdo maligna, inflamacdo, hemeostase e reconhecimento imune
(SURAZY 'NSKI, 2005).

Eventos de adesdo celular sio mediados por receptores transmembrana que
pertencem a muitas familias de supergenes. Estes incluem as integrinas, imunoglobulinas,
caderinas, selectinas, integrinas. As integrinas sdo responsaveis pelo reconhecimento e adesio
de células a elementos da matriz extracelular, assim como as intera¢des célula-célula
(SURAZY 'NSKI, 2005).

As imunoglobulinas representam um grupo de proteinas transmembranares que
contém repetidos dominios tipo-Ig e mediam adesdo célula-célula heterofilica ou homofilica
(STROMBLAD, 1996). E a segunda maior classe de receptores de adesio, caracterizada pela
presenga de varios nimeros de dominios (HYNES, 1999).

As caderinas sdo um grupo distinto dos dominios tipo-Ig. Elas sdo
glicoproteinas transmembrana de ades@o cé€lula. Caderinas N humanas estdo presentes em
baixas concentragdes nas células endoteliais.(STROMBLAD, 1996). As caderinas sdo
primeiramente e centralmente envolvidas na adesdo célula-célula. As caderinas mediam
adesdo hemofilica dependente de calcio entre células através de repeticdes caderinas mais
distantes. Analises estruturais e funcionais sugerem que a unidade funcional é um dimero.
Assim como em outros receptores, o agrupamento de caderinas ¢ importante para a suas
funcdes, e multiplas interagdes dimero-dimero parecem providenciar suficiente avidez para
mediar adesdo célula-célula (HYNES, 1999).

As selectinas sdo outro grupo de glicoproteinas transmembrana de adesdo
celular, incluindo E-selectina, L-selectina e P-selectina. E-selectina e P-selectina estdo em
duas diferentes formas: forma transmembrana, mediando interagdes célula-célula e na forma

solivel (STROMBLAD, 1996). Selectinas e seus ligantes participam de papel crucial na
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adesdo de leucdcitos ao endotélio, onde a sua colaboracdo com integrinas e receptores de Ig
sdo mais bem entendido na especificidade de adesdo celular.

A maior familia de receptores de adesdo sdo as integrinas. Diferentes dos
outros, as integrinas sdo heterodiméricas. As maiorias das integrinas sdo predominantes ou
exclusivamente receptoras para proteinas de MEC, mas alguns podem participar de
importantes papeis na adesdo celular heterotipica (HYNES, 1999).

As integrinas representam um grupo de mais de 20 receptores transmembrana
que pode formar receptores heterodimericos para varias proteinas extracelulares, como
fibronectina, laminina, tenascina, trombospondina, e coldgeno (tabela 1). Receptores de
adesdo tipo integrinas podem participar de importantes papeis no desenvolvimento de
metazoarios (HEINO, 2000; HYNES, 2002). Integrinas sd@o compostas da associacdo de
cadeias o B ndo-covalentemente. Pelo menos 15 subunidades a ¢ 8 subunidades  tem sido
identificadas. Essas subunidades de integrinas podem combinar-se dando uma vasta variedade
de heterodimeros com distinto as propriedades celulares ¢ adesivas (BROOKS, 1996) (tabela
1 e figura 8). As subunidades a e¢ [ sdo produtos de genes separados e sdo mutuamente
interdependentes para o correto processamento e posicionamento na superficie da membrana
celular. Em geral, integrinas realizam suas fungdes pela interacdo com componentes de matriz
extracelular insoluveis ou proteinas de superficie de outras células ligando elementos
intracelulares incluindo o citoesqueleto, envolvidos nos eventos de sinalizagao bidirecional.

Muitos dos casos das interagdes sdo cations dependentes (LOFTUS, 1994).
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Tabela 1 Integrinas e seus ligantes na MEC

Integrinas e seus hzantes
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Figura 8. Diagramas de familia de integrinas e diferentes motivos tripeptideos de interagdes
integrina-ligante.
Extraido e modificado de http://www.chuv.ch/cpo_research/integrins.html. Acesso 21/09/2006.
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Com base na seqiiéncia de aminoacidos, cada subunidade de uma determinada
integrina parece conter um grande dominio extracelular, segmento transmembrana, ¢ um
pequeno dominio citoplasmatico. Sabe-se que os receptores entre eles, as integrinas, requerem
cation divalentes, Ca™ ¢ Mg™, para a interagio com seus ligantes. Em especial o Ca™ tem
mostrado ligar-se a uma das subunidades a A seqiiéncia de aminoacidos do dominio
extracelular da subunidade o de cada integrina contém diversos sitios que sdo homdlogos aos

L. . . +2 , . A
sitios de ligagdo ao Ca'~ em outras proteinas como calmodulina e essas seqii€ncias (figura 9).

sitie de
ligagao de
Calcio

Cadeia Pesada

Subunidade & .
drepetigoes rica em

cisteinas

=
Cadeia Leve
subunidade o

Mem brana
Plasm itica

Figura 9 Estrutura das subunidades de uma Integrina.
Extraido e modificado de http://www.medicine.ox.ac.uk/ndog/mardon/integrin.htm. Acesso
21/09/2006.

O dominio extracelular das integrinas contém uma caracteristica interessante
na seqiiéncia cerca de Y da subunidade B consiste de estruturas repetidas com alto contetido
de cisteina (20%). Esta caracteristica é obviamente responsavel pela caracteristica de

mudanga na mobilidade eletroforética depois da reducao.
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As seqiiéncias de aminoacidos das integrinas sugerem fortemente que ambas as
subunidades transpdem a membrana das células porque cada polipeptideo tem um segmento
com caracteristicas de dominios transmembrana perto do seu C-terminal. A fosforilagdo do
dominio citoplasmatico pode regular as funcgdes de ligacdo destes receptores de adesdo. Um
mecanismo envolvendo fosforilacdo pode explicar a aparente falta de fung@o de receptores na
transformacdo de células malignas que desaderem da matriz extracelular e desorganizagéo o
citoesqueleto (RUOSLAHTI, 1991).

A familia de receptores integrinas € expressa em uma ampla variedade de
células. Enquanto membros especificos como integrinas ,, tem sua distribuicdo restrita a
leucocitos e algumas células de origem hematopoiéticas, outros membros o, 03, 04 € Os, SA0
mais amplamente distribuidos. Enquanto muitas integrinas sdo expressas constitutivamente,
outras tém mostrado serem diferencialmente reguladas. Recentemente, foi demonstrado que a
integrina o,P; € apenas expressa minimamente em células quiescentes de vasos sanguineos,
mas ¢ significativamente up-regulada durante a angiogénese in vivo (BROOKS, 1996).

Distintas integrinas reconhecem diferentes dominios na mesma molécula
podendo transmitir sinais que diferentemente regulam proteases de degradagdo de matriz
(BROOKS, 1996).

Integrinas nao apenas participam de adesdo celular e eventos de re-organizacio
do citoesqueleto necessarios para a migracdo celular, mas também mediam sinaliza¢do
transmembrana da MEC as células. Sinais induzidos por integrinas incluem troca de H+,
influxo de Ca®’, eventos de fosforilagdo de tirosina, serina e treonina, assim como altera¢do
do metabolismo de fosfosinosideo. Em muitos casos, esses sinais tém sido ligados a regulacdo
da expressdo génica ¢ contribuido para mecanismos como proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular (STROMBLAD, 1996). Crucial para o efeito dos receptores de adesdo

na organizagao intracelular e mobilidade celular é o fato que seus dominios se conectam ao
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citoesqueleto (HYNES, 1999). A organizagdo de estruturas de actina associada a integrinas ¢é
regulada pelo mecanismo complexo governado por membros da familia Rho de GTPase
associada a Ras. A regulacdo coordenada da afinidade de ligagdo a integrina e a dindmica de
filamentos de actina sdo de fundamental importancia ndo apenas na adesdo celular, mas em
toda a arquitetura e mobilidade celular, e em eventos de sinalizagdo dependente de integrinas.

Integrinas estdo diretamente conectadas ao citoesqueleto e influenciam muitos
aspectos na mobilidade celular. Elas podem também funcionar como moléculas de transdug@o
de sinal em modo outside-in e sdo modulados na ligacdo de afinidade por outras moléculas
(inside-out) através de dominio intracelular. Entretanto, integrinas estdo também envolvidas
em vias de transducdo de sinais que podem ser afetados por antagonistas de integrinas
(BECKER, 2003).

Conexdes ao citoesqueleto podem ativar integrinas, mudando as conformagoes
e aumentando sua habilidade de ligagdo aos ligantes. Essa habilidade de controle de afinidade
de integrinas ¢ crucial para a propriedade de ades@o celular e ¢ conhecida como sinalizagao
inside-out.

As integrinas sdo bem conhecidas por dispararem um repertorio de sinais de
transducdo assim como receptores de fatores de crescimento. De fato, tem sido mostrado que
a cauda citoplasmatica das subunidades podem interagir com componentes especificos do
citoesqueleto como actina-a, talina e vinculina. Estas distintas interagdes proteinas-proteinas
podem potencializar inimeros eventos de sinalizagdo transmembrana.

Seus efeitos incluem ativagdo de familia de Rho GTPase permitindo mudangas
na organizagdo do citoesqueleto, ativagdo de vias de MAPK e ativagdo de varias proteinas e
lipideos quinases. Essas vias de sinalizag@o permitem as integrinas influenciar a progressao do

ciclo celular, sobrevivéncia celular e expressdo génica na adigdo de seus efeitos na adesdo
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celular e morfologia. De fato, a maioria das células ndo pode proliferar ou sobreviver sem elas
estarem aderidas a um substrato_ processo chamado de dependéncia de ancoragem.

Alteragdo nas propriedades de reconhecimento como caracteristicas de células
de cancer, e regulagdo da adesdo de células sangiiineas ¢ primordial para a hemostase,
trombose, trafego de leucdcito e inflamagdo (HYNES, 1999).

Como essas moléculas da MEC sdo conhecidas componentes do
microambiente vascular, sua expressdo ¢ temporal e espacialmente regulada durante a cascata
angiogénica. Mas, os niveis de expressdo, distribuicdo e integridade das proteinas da matriz
especifica podem mudar, permitindo significantes variacdes na composicdo protéica de MEC
(BROOKS, 1996).

Estudos preliminares tém demonstrado interagdes entre integrinas e receptores
de fatores de crescimento ligados a membrana. A MEC induz o agrupamento de receptores de
integrinas acompanhado pelo recrutamento de receptores de fator de crescimento a complexos
de adesdo focal, resultando em ativacao sinergistica de cascatas de sinalizagdo intercelular.

Para estabelecer um apropriado fenotipo de diferenciag@o, é essencial que as
interagdes entre receptores de crescimento, caderinas, integrinas e MEC sejam coordenadas.

Interagdes MEC - integrinas sdo capazes simultancamente de modular a
morfologia celular assim como ativagdo de cascatas de sinalizagdo. Deste modo pode ser
esperado que ambos, MEC e integrinas, sejam essenciais ¢ podem ser inicialmente ligados em
ordem para estabelecer e manter os diferentes fenotipos (BOUDREASU, 1998).

Um modelo para estudar adesdao a MEC sdo as adesoes focais (FA). As FAs
so sitios especializados de desenvolvimento de adesdo pelas muitas células em cultura. Elas
consistem em agregados de integrinas que transpdem a membrana plasmatica, interagindo
com componentes da MEC de fora da célula e com filamentos de actina de dentro das células.

Muitas dessas proteinas t€m sido identificadas nas FAs. Algumas sdo proteinas estruturais
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apenas e outras estdo envolvidas em transdugdo de sinais. A maioria de integrinas envolvidas
na formagdo de adesdo focal sdo membros das familias 3; e 3.0 tipo de integrinas encontrada
nas adesdes focais sdo normalmente ditadas pelas MEC na qual as células estdo aderidas
(BURRIDGE, 1996). Dois conjuntos de eventos de sinalizacdo mediados por integrinas
atrairam uma grande atencdo recentemente, a primeira ¢ a ativagdo de FAK (focal adhesion
kinase), enquanto a segunda é a ativacdo da cascata de MAPK (mitogen-activated protein
kinase).

A FAK e suas proteinas associadas tem um papel importante na modificacdo
do citoesqueleto e mobilidade celular, e podem ser um importante mediador de sobrevivéncia

celular. FAK, Src, e outras proteinas adaptadoras p130 <

e paxilina formam uma sinalizagio
quaternaria distinta e unidade estrutural de sitio de adeséo celular cuja reunido é normalmente
iniciada pela autofosforilagdo da FAK.

A ativagdo de elementos da cascata das MAPK ocorre pelo agrupamento de
integrinas. Entretanto, o mecanismo de ativacdo da MAPK mediado por integrina ¢ incerto.
Em um dos modelos, FAK substituiria o fator de crescimento RTK e entdo a via prosseguiria
da FAK, até o dominio SH2 da proteina adaptadora chegando a cascata quinase “dowstream”
de Raf-1, MEK e MAPK. Entretanto, em todos os modelos de ativagdo da cascata de MAPK
incluem Ras como um ponto de ligagdo entre integrinas ¢ MAPK. Mais importante que o
detalhamento do mecanismo da via de sinalizagdo integrina-MAPK ¢é a consideragdo de sua
significancia bioldgica. Em diversos graus, as integrinas disparam um conjunto de eventos
“dowstream” (ativagdo de Raf-1, MEK, MAPK). Deste modo, a adesdo mediada por
integrinas ¢ a cascata de MAPK podem agir localmente regulando a adesdo celular durante a
migracao celular e remodelamento tecidual (HOWE, 1998).

Ancoragem celular mediado por integrinas ¢ conhecida como regulador de um

conjunto de eventos de impacto de vias de morte celular programada. Evidencias sugerem a
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possibilidade de existéncia de dois diferentes caminhos controlados pela ancoragem. O
primeiro envolve integrinas, FAK, PI 3-K (phosphoinositide 3-OH kinase) e Akt, o segundo

envolve integrinas, Bcl-2, caspases e MEKK-1 (HOWE, 1998).

1.8 Interagdo Integrinas-Doencas-Desintegrinas

A eficiéncia das drogas quimioterapéuticas ¢ limitada pela baixa sensibilidade
pelas células tumorais e alta toxicidade a tecidos saudaveis. A atividade da maioria dos
agentes quimioterapéuticos ¢ mais limitada pelo desenvolvimento de resisténcia a droga
(BROOKS, 1996; CHEN, 2004).

Angiogénese ¢ o processo de formacdo de novos vasos a partir de vasos
sanguineos pré-existentes, ¢ um processo altamente regulado que participa de papel critico em
uma variedade de eventos fisiologicos normais. Esses eventos normais sdo o
desenvolvimento, cicatrizacdo, inflamagao. Entretanto, neovascularizagdo descontrolada pode
contribuir para inimeros processos patologicos como artrite reumatoide, diabetes,
crescimento tumoral e metastase.(BROOKS, 1996; KANG, 2000; YEH, 2001, CHEN, 2004,
TREMBLAY, 2005).

A angiogénese requer a cooperagdo de uma variedade de moléculas que
regulam processos celulares como remodelamento da matriz extracelular (MEC), invasdo,
migragdo e proliferacao.

A angiogénese pode ser organizada em trés estdgios generalizados incluindo a
fase de iniciacdo, fase proliferativa/invasiva e a fase de diferenciagdo/maturacdo (BROOKS,
1996; STROMBLAD, 1996). A fase de iniciagio da angiogénese pode ser acompanhada pela

ativagdo de células endoteliais vasculares por uma variedade de citocinas angiogénicas e



INTRODUCAO 54

outros mediadores fisiologicos (bFGF, VEGF, TNF-0a, PDECGF) (BROOKS, 1996). Essa
ativacdo de células endoteliais degrada a membrana basal dessas células e a matriz
extracelular ao redor permitindo a migragdo através de tecidos e proliferagdo (HONG, 2002,
TREMBLAY, 2005).

Estudos tém sugerido que o comportamento invasivo das células ndo depende
apenas de mecanismos de adesdo celular. Mas requer cooperacdo funcional entre moléculas
adesivas e enzimas proteoliticas. Uma variedade de proteases que degradam a matriz tem
sugerido contribuir para o comportamento invasivo de surgimento de novos vasos sanguineos,
como membros de metaloproteinases de matriz e familia de serino proteases (BROOKS,
1996).

A integrina avB3 € um receptor promiscuo que pode se ligar a diversas
proteinas da MEC,entre elas a vitronectina, fibrinogénio, fibronectina. Estudos recentes
mostram que a integrina avp3 pode também ligar-se diretamente a MMP-2. Através disso, a
degradagdo da matriz mediada pela MMP-2 capacita um sitio de invasdo/migragao de células
vasculares durante a angiogénese Estas observagdes mostram como integrinas e proteases de
maneira coordenada promovem a invasdo celular durante a angiogénese (STROMBLAD,
1996).

Durante a angiogénese, remodelamento dinamico da MEC, envolvendo ambas
degradagdo matriz ¢ deposi¢cdo de novos componentes da MEC em ambiente extracelular,
acontece para facilitar as diferentes fases da angiogénese.

Ja a inibi¢ao da angiogénese tem mostrado prevenir o crescimento tumoral e
até causar regressao tumoral em varios modelos experimentais (CHEN, 2004). A mudanga no
fendtipo angiogénico em tumores pode ser devido a mudanga do balango entre moduladores

positivos e negativos envolvidos na neovascularizagdo (KANG, 2000;YEH, 2001).
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Em contraste aos tradicionais quimioterapicos, que o alvo sdo todas as células,
terapia anti - angiogénica seletivamente alvo sfo células endoteliais ativadas e células
tumorais.

A expressdo de moléculas de adesdo , integrinas avB3 e avp5 em células
capilares nascentes e suas interagdes com ligantes de matriz extracelulares participam da
angiogénese e metastase (CHEN, 2004). A expressao de integrina avp3 € baixa na maioria de
tecidos saudaveis, mas ¢ marcadamente aumentada em capilares nascentes durante
angiogénese em alguns tecidos (CHAIKIN, 2005). A integrina oy é torna assim um potencial
alvo para estratégias anti - angiogénica. A inibi¢do da atividade da integrina av por anticorpos
monoclonais, peptideos ciclicos RGD, e peptideos miméticos tem sido efetiva na inducdo de
apoptose de células endoteliais, inibi¢do da angiogénese e no aumento da permeabilidade da
monocamada endotelial em modelos animais (CHEN, 2004).

Duas vias de angiogénese dependente de citocinas foi identificadas em células
vasculares, a3 e o,fs que tornam-se expressas em células vasculares angiogénicas, nas quais
elas participam de importante papel na angiogénese induzida por bFGF, TNF-a, VEGF. A
ativacdo da integrinas ayfB; estimula sinais de sobrevivéncia que facilitam o crescimento de
vasos e diferenciacdo, que indicam que eventos de sinalizagdo (KANG, 2000;YEH, 2001,
HONG, 2002). Isto vem a sugerir que ha, no minimo, dois caminhos distintos permitindo a
angiogénese que pode em partes ser definida pela sua dependéncia da integrina av em
particular (BROOKS, 1996).

Estes dados motivam a busca de peptideos inibitorios da integrina avp3 que
possam ser administrados preferencialmente através de via oral para o tratamento de cancer ¢
outras doengas onde angiogénese contribue para a patogenicidade. Em adigdo a expressdao
vascular, integrinas ovp3 sdo expressas em osteoclastos e sdo requeridas para a Otima

reabsorc¢do de o0ssos. Por essa razdo, inibidores de avp3 tem sido procurado para o tratamento
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de osteoporose. A funcdo da avPB3 ¢ mediada, em partes, pelas interagdes com RGD exposto
nas superficies de diversas proteinas de matriz extracelular incluindo vitronectina (CHAIKIN,
2005).

Estruturas cristalograficas de Raio-X de segmentos extracelulares da integrina
ayB3 e seu complexo com peptideo ciclico RGD revelou interagdes eletrostaticas entre
peptideo ligantes e a integrina ayf3;. A arginina interage com dois anions do residuo de
aspartato na subunidade o, e o acido aspartico interage com sitio de adesdo metal-ion
dependente em metal cation divalente na regido da subunidade . A glicina forma contatos
proximo com a proteina (CHEN, 2004).

A estratégia angiostatica ¢ agora a via mais promissora para inibi¢do de
doencgas angiogénese dependente, embora algumas poucas drogas tenham ja sido aprovadas
para aplicacdo clinica (Avastin, um anticorpo monoclonal anti-VEGF). Diversos modelos
angiogénicos tem sido desenvolvidos para investigar mecanismos na angiogénese ¢ permitir a
identificacdo do melhor alvo de drogas angiogénicas em passo pré-clinico (TREMBLAY,
2005).

A integrina o.f; na forma ativa foi encontrada apenas em endotélio
angiogénico, fazendo dessa integrina um conveniente alvo para a terapia anti-
angiogénica(GOLUBKOV, 2003).

De fato, bloqueio da integrina a3 com anticorpos especificos, peptideos RGD
ou desintegrinas contendo a seqiiéncia RGD, tem um efeito inibitdrio na adesdao endotelial,
mobilidade, invasdo e formacao do tubo, e esse tratamento também bloqueia a habilidade das
células endoteliais serem ativadas por fatores angiogénicos de crescimento (GOLUBKOV,
2003).

A echistatina ¢ bem conhecida por inibir a ades@o, migracdo e sobrevivéncia de

células endoteliais de veia de corddo umbilical. Este efeito é induzido pela sua ligagdo as
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integrinas o3 € ayPs , duas integrinas que participam juntas em diferentes processos
angiogénico como proliferagdo, migracdo e sobrevivéncia, em células endoteliais
(TREMBLAY, 2005).

Agregacdo plaquetaria tem um papel chave na hemostase. A ligagdo da
desintegrina RGD a integrina oypP; de plaquetas bloqueia a ultima fase da agregagdo
plaquetaria e formagdo de coagulo (HONG, 2002;RAMOS, 2006).

Em adigdo ao seu potencial de atividade anti-plaquetaria, desintegrinas,
peptideos RGD sintéticos e anticorpos monoclonais anti-a,f3 revelam novos usos em
diagnosticos de doencas cardiovasculares e o desenho de agentes terapéuticos na trombose
arterial, osteoporose e angiogénese relacionada a crescimento tumoral e metastase (KANG,
2000, HONG, 2002;YEH, 2001).

Moléculas de desintegrinas podem ser exploradas em terapia contra diversas
patologias incluindo Alzheimer, inflamag¢do, doencas autoimunes, infec¢do por virus,
osteoporose, trombose ¢ cancer (CALVETE, 2005). Essas toxinas tem sido investigadas no
desenvolvimento farmacéutico. Echistatina e kistrina foram os prototipos de medicamentos ja
em uso em doengas como trombose e outras doengas cardiovasculares (Aggrastat). Peptideos
que mimetizam RGD estdo em desenvolvimento para tratamento de cancer pela inibi¢do da
metastase tumoral ¢ da angiogénese (RAMOS, 2006).

A complexa mistura de componentes presentes nos venenos de serpentes niao
apenas estd trazendo conhecimentos sobre habitat, localizagdo geografica, dieta desses
animais, mas também esta sendo uma fonte rica de elementos que estdo sendo estudados para
diversos fins. A utilidade desses componentes estda no campo da farmacologia com o
desenvolvimento de modelos, protétipos de medicamentos, para diversas terapias em doengas
humanas. Além disso, tem aumentado a compreensdo de varios processos fisiologicos. Dentre

esses componentes do veneno de serpentes, as desintegrinas tem chamado atengdo. Elas tém
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demonstrado participar de importantes processos, normais e patoloégicos, nos quais as
integrinas, seus ligantes, desempenham papel de fundamental importancia. No entanto, além
da eminente extingdo desses animais em razdo da ameaca que eles representam para os
humanos, as desintegrinas presentes nos venenos de serpentes encontram-se em pequenas
propor¢des. Métodos demorados sdo necessarios para o isolamento destas proteinas no
veneno bruto. Deste modo, a expressdo heteréloga funcional de desintegrinas pode
providenciar quantidades suficientes de material para estudos farmacologicos (ZHOU, 2000)
e evita aumentar a pressdo de extingdo sobre as serpentes. Estas proteinas obtidas através
desse sistema podem ser usadas para a compreensdo dos mecanismos de acdo visando seu
potencial de uso clinico e assim o desenvolvimento de um modo de obtengéo interessante para

as industrias farmacéuticas deste composto de agdo farmacologica.

O estudo de proteinas presentes no veneno de serpentes, SVMP e desintegrinas
nativas e recombinantes, ha tempos ¢é fonte de estudo em nosso laboratdrio.

A Agkistrodon contortrix lacticintus ¢ uma das serpentes que teve uma das
proteinas de seu veneno estudado em nosso laboratério. A ACLD-C ¢ uma tipo-desintegrina
obtida da forma recombinante, com o motivo adesivo DCD. Ela foi capaz de inibir a adesdo
da integrina a,f; ao colageno tipo I de maneira dose-dependente (IEMMA, tese de doutorado,
2002) e foi capaz de induzir a expressdo de VEGF em fibroblasto (RIBEIRO, dissertacdo de
mestrado, 2005).

Outra proteina recombinante estudada em nosso laboratério foi ACLF, SVMP
classe P-I ndo hemorragica e atividade fibrinolitica (SELISTRE-DE-ARAUJO, 2000). O
zimogénio dessa proteina, pro-ACLF também foi estudado e produzido de forma

recombinante (RAMOS, 2002).
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Do veneno de Bothrops alternatus foi isolado a BaG, uma SVMP classe P-III,
dimérica. Atividade hemorragica, inibi¢ao da agregacdo plaquetaria induzida por ADP, reagdo
com anticorpo anti-echistatina sugerindo possuir o motivo RGD sdo algumas das suas
caracteristicas (COMINETTI, 2003). Ainda do veneno de Bothrops alternatus, uma outra
SVMP classe P-III foi estudada, a alternagina. SOUZA et al. (2000) mostraram que essa
proteina inibe a adesdo de células K562 transfectada com a,f; ao colageno.

Também dessa serpentes foi estudada uma desintegrina de classe P-III
chamada ALT-C, produto do processamento proteolitico do dominio rico cisteina da
Alternagina (SOUZA, 2000). Esta desintegrina é capaz de promover a proliferacdo de células
endoteliais (HUVEC) e induzir expressdo de VEGF em fibroblastos humanos (COMINETTI,
2004). Essa desintegrina-simile, ECD, ndo é capaz de induzir a desadesdo de linhagens
celulares, ndo € citotoxica para células ndo tumorais e produz seus efeitos de maneira-dose

dependente (TERRUGG]I, tese de doutorado, 2004).

1.9 DISBA-01

Uma biblioteca de cDNA em fagos A foi construida com sucesso a partir de
mRNAs presentes na glandula venenifera de um exemplar da espécie Bothrops alternatus.
Nesta biblioteca foi isolado um clone que codifica uma desintegrina média (78 aminoacidos)
com motivo de reconhecimento RGD, estrutura terciaria mantida por seis pontes de dissulfeto
internas e similaridade com outras desintegrinas tanto do género Bothrops quanto de outros

géneros como Gloydis, Trimeresurus, Agkistrodon.
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Esta desintegrina (~12 kDa) foi obtida de modo heterélogo em corpos de
inclusdo em E. coli e denominada DisBa-01. Diversos ensaios foram realizados demonstrando
que essa desintegrina recombinante foi capaz de inibir a agregacdo plaquetaria bloqueando a
integrina allbB3 presente nas plaquetas e de inibir a formacdo de trombos e a atividade
metastatica de algumas linhagens tumorais (RAMOS, tese de doutorado, 2005).

No entanto esta desintegrina ndo esta totalmente livre de contaminantes e nem

totalmente caracterizada. Além disso, a DisBa-01 ainda ndo foi isolada do veneno bruto.
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2.0BJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

v Otimizar a purificagdo da DisBa-01, uma desintegrina RGD
recombinante da serpente Bothrops alternatus e a produzir anticorpos policlonais
contra esta desintegrina recombinante ;

v Avaliar os efeitos da DisBa-01 sobre células endoteliais
(HUVEC _ células endoteliais de veia de corddo umbilical) através de ensaios

biologicos in vitro.
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3.MATERIAIS E METODOS

3. IMATERIAIS E EQUIPAMENTOS

3.1.1 Proteina

A proteina DisBa-01 , desintegrina RGD recombinante de Bothrops alternatus,
utilizada nesse trabalho foi obtida a partir de um clone presente na biblioteca de cDNA
construida em nosso laboratdrio, a partir da glandula venenifera de um espécime da serpente
Bothrops alternatus .

Esta biblioteca de cDNA foi triada na busca de desintegrinas através de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) utilizando diversas combinagdes de oligonucleotideos
iniciadores (primers) senso e anti-senso baseados em seqiiéncias conservadas de desintegrinas
de diversos géneros de serpentes. O produto da amplificagdo (236 pb) foi subclonado no vetor
de expressdo pET 28 a (Novagen, Madison,WI, USA) de modo que esta proteina fosse
expressa juntamente com um peptideo de fusdo contendo 6 histidinas na regido N-terminal.
Este peptideo de fusdo-01 permite a purificagdo da proteina de interesse através de
cromatografia de afinidade. O plasmideo recombinante foi denominado pDisBa-01 (figura 10)

e a seqiiéncia depositada no Genbank sob niimero de acesso AY 259516.
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O sistema de produgdo heterdloga da proteina em cepas da linhagem BL21
(DE3) de Escherichia coli (Novagen, Madison, WI, USA) foi otimizada em nosso laboratério

(RAMOS, Tese de doutorado 2005).

e pET28a fusion peptide
1 | ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CRAC AGC AGC GGC CTG GTG 45

1 M ¢ s S H H H H H H 8 § &6 L VvV 15

46 CCG CGC GEC AGC CAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG 90

16 P R @6 s H M A S M T & G Q Q M 30
DisBa-01

91 GGT CGC GGA TCC (GGA BAT GRA CTT TTG GAG GCG GGA GRA GBA TGT 135

31 ¢ R @ § ¢ N E L L E A & E E C 45

136 GAC TGT GGC ACT CCT GGA AAT COG TGC TGC GAT GCT GCA ACC TGT 180
46 D c G T P G N P c Cc D . iy T c 60

181 AAR CTG AGA CCA GGG GCG CAG TGT GCA GAA GGA CTG TGT TGT GAC 225
6l K L R P G A Q C o E G L c C D 75

226 CAG TGC AGA TTT ATG RAA GAA GGA ACA GTA TGC CGG ATT GCA AGG 270
76 Q C R F M K E G T v c R I A R 90

271 GGT GAT GAC ATG GAT GAT TAC TGC AAT GGC ATA TCT GCT GGC TGT 315
91 G D D M D D ¥ C 0 G I 5 A G c 105

316 CCC AGA RAT CCC TTC CAT GCC TRA 339
106 P R N P F H A * 11z

Figura 10 Sequéncia traduzida da regido de clonagem do vetor pET28DisBa.

Em destaque o motivo RGD.

3.1.2 Resinas Cromatograficas

Os procedimentos de purificagdo da proteina recombinante foram realizados
utilizando resina de niquel (Ni-NTA) (Quiagen, Valencia, CA, USA) e resina de troca ionica

(anionica) MonoQ HR 5/5 (Amersham Biosciences, Pescataway, NJ, USA).
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3.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos, machos, obtidos junto ao Biotério

Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

3.1.4 Western Blotting (Imunodetec¢io)

O ensaio de expressdo e a purificacdo foram monitorados através de Western
Blotting, assim como a produ¢@o dos anticorpos policlonais contra a proteina de interesse
utilizando-se membranas de nitrocelulose (Nitrocellulose membranes 0.2, Sigma-Aldrich,) e
0s anticorpos:

-Anti-His tag (Sigma)

-Anti-DisBa-01: origem policlonal obtido a partir da imunizagio de
camundongos utilizando a DisBa-01;

-Anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Chemical
Co, St.Louis, MO, USA).

A revelacdo do ensaio de imunodeteccdo foi feita com substrato cromogénico

BCIP (bromo cloro indoil fosfato) na presenga de NBT (cloreto de nitroblue tetrazolio).
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3.1.6 Padroes Moleculares de Proteina

Os padrdes moleculares de proteinas utilizados para eletroforese SDS-PAGE e
western blotting foram ‘Prestained SDS-PAGE Standards Low Range” (Biorad,USA) e
padrdo molecular de proteina preparados no proprio laboratério através de mistura de

proteinas (Sigma) de massas moleculares conhecidas.

3.1.7 Dialise

Uma membrana com tamanho de poro MWCO 3,5 kDa, menor que a proteina

de interesse, foi utilizada para a dialise entre as cromatografias.

3.1.8 Concentracio da amostra

As amostras contendo a proteina foram concentradas no equipamento SC10A

Speed Vac (Savant).
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3.1.9 Quantificagcao Protéica

A determinacdo da concentragdo de proteina foi feita utilizando-se o kit de

detec¢do colorimétrica BCA (BCA Protein Assay, Pierce).

3.1.10 Clivagem com Trombina

O fator de coagulagdo trombina (Biotinylated Thrombin, Novagen, California,

USA) foi utilizado para catalisar a clivagem da proteina de interesse da proteina de fuséo.

3.1.11 Sequenciamento de proteina

A proteina de interesse foi aplicada diretamente em uma membrana de fibra de
vidro ou eventualmente imobilizada em membrana de PVDF apos resolugdo em gel de
poliacrilamida-SDS, transferéncia semi-seca (Sequi-Blot PVDF Membrane for Protein
Sequencing,Bio Rad, USA) e essas amostras foram analisadas pelo Seqiienciador de Proteinas

Automatizado da marca Shimadzu (Sistema PPSQ-21/23) presente em nosso laboratorio.
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3.1.12 Determinacido de massa molecular por eletrospray — espectrometria

de massas

O espectrometro de massas utilizado para a determina¢do da massa molecular
da proteina foi um eletrospray triplo-quadrupolo (Quattro II, Micromass, Manchester, UK). O
espectro resultante de ions com multiplos protonacdo foram desconvoluidos para massa
molecular pelo programa MaxEnt1 (MassLynx v.3.3).

As andlises foram realizadas no Centro de Quimica de Proteinas pelo Prof. Dr.
Jos¢ César Rosa coordenador do Centro e Depto. de Biologia Celular e Molecular e
Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao

Paulo.

3.1.13 Linhagem Celular

Ensaios de adesdo e proliferacdo de células HUVECs (células endoteliais de
veia de corddo umbilical humano) em cultura primaria, foram realizados nos laboratérios do
Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro

(UERJ), sob orientac¢do da Prof* Dra.Veronica Maria Morandi da Silva.
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3.1.14 Cultivo Celular

As células HUVEC foram cultivadas em meio 199 (M-199)(Sigma) com
HEPES (Sigma), suplementado com antibidticos, fungizona, I-glutamina 2mM e SFB 10%

(Gibco). Ambas as culturas foram mantidas em estufa a 37°C, em presenca de 5% CO,,

3.1.15 Outros Reagentes

Todos os demais reagentes utilizados neste trabalho possuiam grau de pureza

analitico.

3.2 METODOS

3.2.1 Ensaios de Expressio e Solubilidade

Culturas de Escherichia coli BL21(DE3) pDisBa-01 foram crescidas em meio

LB (Luria Bertani) (Sigma, USA) seletivo com canamicina (30ug/ml) a 37°C e agitag@o de
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250 rpm durante 16 horas. Apds esse periodo, essa cultura foi diluida 1:25(v/v) em LB
contendo canamicina (30pg/ml) (Sigma, USA) e incubada a 37°C sob agitagdo de 250 rpm até
alcancar uma D.Oggonm entre 0.4-0.6. Neste momento, foi retirada uma amostra TO (Tempo
anterior a indug@o) de 1ml para a verificagcdo da expressdo protéica basal. Esta amostra TO foi
centrifugada a 13000 rpm durante 1 minuto e ressuspensa em agua estéril e tampao de
amostra (2:1) (Tris-HCI 125mM, pH 6.8, SDS (dodecil-sulfato de s6dio) 4% (m/v), glicerol
20%, 0,02% de azul de bromofenol (m/v) e B-mercaptoetanol 0,1M) para SDS-PAGE.

O restante da cultura em fase logaritmica de crescimento teve a expressdo
induzida pela adi¢ao de IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo), um indutor artificial do
promotor Lac presente no vetor de expressdo pET 28a. na concentragdo final igual a 0,5mM
durante 3 horas sob agitacdo de 250 rpm a 37°C. Apos trés horas de indugdo, uma amostra de
Iml denominada T3 (Tempo de trés horas de inducdo) foi retirada e passou pelo mesmo
procedimento da amostra TO. O restante da cultura foi centrifugado por 5 minutos a 5000X g
e 4°C (Sorvall RC 5C Plus), o sobrenadante foi descartado ¢ as células foram ressuspendidas
em tampao de ligacdo (Tris-HCI 40mM, NaCl 0,5M, Imidazol 5,0mM) . As células foram
incubadas durante 30 minutos no tampao de ligacdo e passado esse tempo elas foram lisadas
através de sonicago (6 pulsos de 1 minuto cada com amplitude de 20).

A cultura de células lisadas foi centrifugada (15 minutos, 13000X g, 4°C).
Uma amostra do sobrenadante obtido (S1) foi retirada e acrescida de tampao de amostra. O
precipitado foi resolubilizado em tampao de ligagdo desnaturante (acrescido de Uréia 6M) e
passou por mais uma sessao de sonicagdo para a lise final das células bacterianas. Apds a
incubacao de 1 hora a 4°C, o precipitado solubilizado foi novamente centrifugado a 13000
rpm, 15 minutos, 4°C. Uma outra amostra foi retirada do novo sobrenadante (S2) ¢ a ela foi
adicionado tampao de amostra. O restante do sobrenadante (S2) foi filtrado em papel filtro e

guardado a 4°C.
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As amostras retiradas durante todo o processo de expressdo e solubilizagdo da
DisBa-01 (TO, T3, S1, S2) foram fervidas durante 5 minutos , posteriormente TO e T3 foram
centrifugadas a 13000 rpm durante 2 minutos e todas as amostras foram analisadas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) e submetidas a reagdo de

imunodetecgdo por Western Blotting.

3.2.2 Eletroforese em SDS-PAGE

A expressdo, a purificagdo e clivagem da DisBa-01 com trombina foram
acompanhadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE, LAEMMLI, 1970). As amostras foram aplicadas em um gel de empilhamento de 5 %
de poliacrilamida e o gel de resolug¢io apresentava 15% de poliacrilamida. As amostras foi
adicionado o tampdo desnaturante contendo P-mercaptoetanol e azul de Comassie Blue R
250. Essas amostras foram submetidas a eletroforese com uma corrente elétrica de 25mA e
110V, por aproximadamente uma hora e meia.

As amostras foram preparadas com tampdo de amostra (Tris-HCl 125mM pH
6,8, SDS 4%, 0,025% azul de bromofenol, glicerol 20%, 0,1M B-mercaptoetanol) na
proporgdo de 1 de tampdo de amostra : 2 de amostra e fervidas durante 5 minutos a 100°C.

As bandas protéicas foram reveladas incubando os géis de poliacrilamida em
solugdo corante de 0,25%(v/v) de Comassie Blue R-250 (Sigma, USA) dissolvido em 50%
(v/v) de isopropanol e 10% (v/v) de acido acético durante 30 minutos ¢ depois na solugdo

descorante de 10% (v/v) de acido acético e 10%(v/v) de metanol.
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A massa molecular da DisBa-01 foi estimada utilizando padrdes de massa

molecular conhecidos entre 12 e 66 kDa (produzidos no nosso laboratorio).

3.2.3 Purificacdo da DisBa-01

Apos analise da expressao e solubilizagdo da DisBa-01 através de SDS-PAGE,

a proteina recombinante passou pelo processo de purificagéo.

3.2.4 Cromatografia de Afinidade

A proteina de interesse solubilizada em tampado de ligagdo desnaturante (S2)
foi fracionada sob condi¢des desnaturantes por cromatografia de afinidade em coluna de 5 ml
de resina de Niquel-NTA sob o fluxo constante de 1ml/min.

A coluna foi previamente equilibrada com quatro volumes de tampido de
ligacdo desnaturante (Tampao de ligagdo com 6M de Uréia e 20mM de Imidazol). A amostra
foi entdo aplicada na coluna de niquel contendo a proteina recombinante. Em seguida a coluna
foi lavada com 4 volumes do mesmo tampao de ligacdo desnaturante do equilibrio da coluna,
posterior a esse tampdo, um gradiente de Imidazol foi aplicado na coluna de niquel para a

eluicdo das proteinas ligadas a resina e em especial a proteina de interesse.
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As fragdes foram coletadas com o auxilio de um coletor automatico
(Pharmacia), configurado para um tempo de coleta de fragdes de tr€s minutos (3ml/fragdo).
Aliquotas de cada fragdo foram analisadas em gel de poliacrilamida sob condigdes

desnaturantes.

3.2.5 Dialise

As fragdes eluidas da coluna de niquel com a DisBa-01 foram reunidas e
colocadas numa membrana de dialise com poro do tamanho de 3,5 kDa, que permite a
passagem de solutos pequenos. Essas fra¢des foram dialisadas contra solugdo 3M de uréia em
4gua durante 1 hora para a redugdo da pressdo osmotica e posteriormente outras 3 vezes
contra adgua ultrapura por 1 hora cada para a retirada por completo da uréia da solugdo de
proteina e assim proceder ao outro passo cromatografico.

Apos a dialise, a amostra sem o agente desnaturante foi concentrada (SC210A
Speed Vac) para um volume final de 1 ml e equilibrada em tampao A (Tris-HCI 20 mM pH

8.6) para o proximo passo cromatografico.
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3.2.6 Cromatografia de Troca Ionica

As fragdes contendo a proteina de interesse obtida da cromatografia de
afinidade , dialisadas e concentradas para um volume final de 1 ml foram submetidas a uma
cromatografia de troca idnica em coluna MonoQ HR 5/5 (Amersham Pharmacia Biotech) sob
um fluxo de 1ml/min no sistema de alta pressdo Akta Design (Amersham Biosciences.UPC-
900). Esta cromatografia foi realizada utilizando como fase movel inicial o tampao A (Tris-
HCI 20mM pH 8.6) e posteriormente foi estabelecido um gradiente de NaCl (de 0-1M)
através da mistura do tampao B (Tris-HCI 20mM, Na C1 1 M pH 8.6).

As fragdes dos varios picos obtidos foram analisadas por SDS-PAGE e
submetidas a ensaio de imunodetec¢do por dot blot e/ou Western blotting. As fragdes com a
DisBa-01 foram reunidas e dialisadas contra agua (3 vezes por 30 minutos) e finalmente

contra o tampao (1 vez por 30 minutos) no qual a proteina seria usada para ensaios bioldgicos.

3.2.7 Ensaio de Imunodeteccio (Western Blotting/Dot Blot)

A expressdo e a purificagdo da DisBa-01 foram monitoradas pelo ensaio de
imunodetec¢do tanto por Western Blotting com anticorpos anti-histag (1:5000), quanto por
dot-blot.

As amostras foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE 15% e, em seguida
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Sigma-Aldrich), através do sistema de

transferéncia semi-seca (7ransBlot SemiDry) (BioRad), usando tampao de transferéncia Tris-
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HCI 48mM, glicina 39mM, metanol 20% pH 9,0 durante 30 minutos a 20V. Para confirmar a
eficiéncia da transferéncia, o gel de poliacrilamida foi corado com 0,25% de Comassie Blue
R-250 (Sigma) dissolvido em 50% de isopropanol e 10% de acido acético e a membrana de
nitrocelulose foi corada com Ponceau 0,5% (m/v) em acido acético 0,1% (v/v). As bandas
referentes a proteina de interesse foram marcadas e a membrana descorada com acido acético
0,1% (v/v) e o gel de poliacrilamida com 10% de acido acético e 10% de metanol .

Para o dot blot as amostras (100ul) referentes as fragdes da cromatografia de
troca i6nica foram fixadas na membrana de nitrocelulose através do sistema dot blot (Bio-Dot
SF Microfiltration Apparatus, Bio Rad) com a ajuda de uma bomba de vacuo ( BioRad).

Apos a transferéncia, as membranas foram incubadas em solucdo de bloqueio
(leite desnatado 5%, Tween 20 0,5% em TBS 1X) durante 16 horas. Apds esse periodo, a
membrana foi lavada com TBS 4 vezes durante 3 minutos ¢ incubada por 3 horas com o
anticorpo anti-histag (1:5000).

Terminada a segunda lavagem, a membrana foi incubada com solugdo
contendo o substrato cromogénico, BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indoil-fosfato de p-toluidina) na
presenca de NBT (cloreto de nitroblue tetrazolio). A revelag@o foi interrompida por lavagem

da membrana com agua.

3.2.8 Dosagem de Proteinas

A concentragdo de proteina foi realizada através do kit BCA™ Protein Assay
Kit. Este kit ¢ uma formulagdo baseada no método do 4cido bicincronico (BCA) para a

deteccdo colorimétrica e quantificacdo de proteina total (Smith et al., 1985). Uma série de
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dilui¢des de soroalbumina bovina (BSA) de concentracdo conhecida (25pg/ml a 2.000pg/ml)
foi preparada e testada juntamente com as amostras de concentragdo desconhecida, de acordo
com as instrugdes do fabricante. A reagdo produzida por este método exibe uma forte
absorbancia em 562nm que ¢é aproximadamente linear com as concentragdes protéicas
crescentes em um intervalo de 20 a 2.000pg/ml. Desta forma, apds a leitura da absorbancia de
todas as reagdes, a concentragdo protéica das amostras purificadas foi determinada a partir da

curva padrdo construida através das diluigdes de BSA.

3.2.9 Clivagem com Trombina

Ap0s passar pelo processo de purificagdo, o peptideo de fusdo contendo as seis
histidinas foi retirado por clivagem com trombina. Esta serino protease reconhece a seqiiéncia
Leu Val Pro Arg Gly Ser (marcada em vermelho na figura) entre a cauda de histidinas ¢ a
seqiiéncia inserida no sitio multiplo de clonagem entre os sitios de restrigdo BamHI e Eco RI
(figura 11).

A proteina de estudo foi dialisada durante 1 hora em PBS a 4°C. Em seguida,
foram incubados 600 pg da proteina na presenga de 1350U de trombina (Novagen) durante 16
horas a 22°C. A clivagem da proteina foi entdo verificada por eletroforese em gel de

poliacrilamida.
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seqiiéncia reconhecida pela Trombina em

3.2.10 Sequenciamento de Aminoacidos

A seqiiéncia primaria do N-terminal da proteina DisBa-01 foi obtida pelo

sequenciamento protéico através do método de degradagdo de Edman.

A proteina apos os procedimentos de purificacdo foi aplicada em solugdo numa

membrana de fibra de vidro (Wako, Japao) na con
o seqiienciador automatico Shimadzu (PPSQ-20)

proteina de interesse.

centrag@o de final de 300 pmol. A partir dai

procedeu a analise da estrutura primaria da
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3.2.11 Espectrometria de Massa

A amostra foi dessalinizada em resina POROS R2 montada em um microtip,
ativada com metanol, equilibrada com 0.2% &cido férmico e eluida em 30ul de 0,2% de acido
formico em 50% de acetronitrila.

O espectrometro de massas utilizado para a determinagdo de massa molecular
da proteina foi um eletrospray triplo-quadrupolo (Quattro II, Micromass, Manchester, UK)
sendo a amostra infundida por uma bomba tipo seringa (Harvard) com fluxo de 0.3ml/h em
uma fonte de ionizagdo tipo nanofluxo com capilar de silica de 50um submetida a 3.5volts, 40
volts no cone e temperatura de 100°C. Os espectros de massa em MS1 foram coletados
durante 2 minutos com 2.75 seg/scan (acumulado de 43 scans). O espectro resultante de ions
com multiplos protonagdo foram desconvoluidos para massa molecular pelo programa

MaxEnt1 (MassLynx v.3.3).

3.2.12 Imunizacio dos Camundongos

A producdo de anticorpos policlonais foi realizada utilizando camundongos,
fémeas e machos de aproximadamente 1 més de vida.
A proteina de estudo, na concentracdo de 50 pg foi emulsionada com uma

solucdo de mesmo volume com adjuvante de Freund’s completo (Sigma). Esta emulsdo de
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antigeno com o adjuvante de Freund’s foi injetada intradermicamente no dorso dos animais.
Apos 45 dias aproximadamente, uma segunda inoculacdo agora de 10 pg do antigeno (DisBa-
01) foi realizada. Desta vez, a inoculacdo foi intraperitoneal sem adjuvante e, passados 10 dias

desta segunda inje¢do, os camundongos foram sacrificados e o sangue coletado.

3.2.13 Titula¢io dos Anticorpos Policlonais

O sangue coletado apds o sacrificio dos animais foi deixado em temperatura
ambiente para que coagulasse e houvesse uma separagdo entre a parte celular e soro do
sangue. O sangue foi entdo centrifugado em baixa rotacdo (Centrifuge 5804R) e o
sobrenadante (soro) foi coletado e armazenado para a titulagdo. O soro armazenado foi diluido
em TBS T em diversas propor¢des para que o titulo desses anticorpos fosse encontrado.

As dilui¢des dos anticorpos testados foram: 1:500; 1:1000; 1:2000; 1:4000;
1:8000; 1:16000 e 1:32000. Os testes desses anticorpos foram feitos através de Dot Blot, uma
transferéncia direta a vacuo para membrana de nitrocelulose, com uma massa unica de
proteina (Sug) sendo o que variou foi apenas a dilui¢do dos anticorpos. A membrana com a
proteina fixada foi mantida durante 16 horas em solucdao bloqueio feita com leite em pd e
tampao TBS (Tris Buffered Saline). Depois desse periodo, a membrana foi lavada trés vezes
com TBS durante 3 minutos cada lavagem e depois durante 2 horas, cada membrana referente
a cada titulo de anticorpo analisado foi deixada em contato com os anticorpos. A membrana
foi entdo lavada novamente com TBS trés vezes, trés minutos cada lavagem e incubada com o

segundo anticorpo, anti-IgG camundongo conjugado com fosfatase alcalina com titulo de



MATERIAIS E METODOS 79

1:5000 durante 2 horas. Novamente, passado esse tempo de incubagdo com os anticorpos, as
membranas de nitrocelulose foram lavadas com TBST e reveladas com NBT e BCIP.

Os anticorpos também foram titulados por ELISA. Em placa de 96 pocos
(Corning), 5 ug da proteina de estudo, DisBa-01, em 100ul /pogo em solugdo de carbonato de
sodio 50mM pH 9.6 foi deixada durante 12 horas a 4°C. Passado esse tempo, os pocos foram
lavados 4 vezes com PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X. Em seguida, 100ul/poco de BSA
dissolvidos em PBS foram adicionados e deixados no pogo por 12 horas a 4°C. No dia
seguinte, essa solugdo foi retirada dos pocos, eles foram entdo lavados 4 vezes com PBS e
incubados com cada titulo do anticorpo anti-DisBa-01 durante 1 hora a 37°C em estufa.
Passado esse tempo, os anticorpos foram retirados dos pocos, estes foram lavados com TBS T
(TBS Tween 20) e incubados por 2 horas a 37°C com anti-IgG de camundongos. Depois
desse tempo, a placa foi retirada da estufa, os anticorpos secundarios retirados dos pogos,
esses foram lavados com TBS T 4 vezes e aos pogos foi adicionada uma solugdo preparada
30minutos antes de alcalina fosfatase para ELISA. A placa foi incubada durante 1 hora no

escuro e lida em a 520 mn em leitor de ELISA Dynex.

3.2.14 Documentacio de Imagens

As imagens referentes aos géis de poliacrilamida e as membranas de
imunodetecg@o presentes nesse trabalho foram documentadas com a ajuda do escaner (ScanJet

Hewlet Packard) e da camera Kodak DS 120.
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3.2.15 Ensaios Celulares

3.2.16 Ensaios de adesao

1 Promocao de adesao

Para o ensaio de promog¢ao da adesdo celular, a proteina a ser testada em
diversas concentragoes (1InM - 1.000nM), em meio sem soro, foi imobilizada em placa de 96
pogos (100ul/pogo), e irradiada por luz UV durante 30 minutos. BSA 0,05% foi adicionada
aos pogos do controle negativo. A placa foi entdo incubada a 4°C overnight. Os pogos foram
bloqueados com BSA 0,05% em tampao PBS pH 7.4 (300ul/pogo) por 3-4horas em estufa a
37 °C e 5% de CO;. Apos o bloqueio, os pogos foram lavados com tampao PBS pH 7.4 ¢
foram adicionadas 3x10* células (HUVEC) em meio sem soro/pogo, incubando-se novamente
a placa em estufa por 2horas. O meio de cultura foi aspirado, os pogos foram lavados com
PBS ¢ adicionaram-se 50ul/pogo de solugdo de MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue — SIGMA) para concentragéo final de 0,5mg/ml.
As placas foram novamente incubadas por 4 horas em estufa a 37°C, 5% de CO,. O
precipitado formado foi entdo solubilizado com isopropanol ¢ a leitura da placa foi feita em
leitor de ELISA a uma absorbancia de 595nm.

Paralelamente, uma curva padrdo foi preparada usando concentra¢des

conhecidas de células em 200 pul meio com 10% de soro (1x103, 5x10°, 1x10*, 2x10%, 3x10%,
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4x10* células/pogo). As células foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO, por 2
horas. A adigdo de MTT, a incubagdo da placa e sua leitura foram realizadas como descrito

acima.

2. Adesio celular para controle da proliferaciao

Para analisar a influéncia da DisBa-01 na proliferagdo das células endoteliais
com a proteina imobilizada nos pogos, foram realizados ensaios de promog¢ao da adesdao para
controle da proliferagdo, a fim de correlacionar a proliferagdo com o niimero de células que
aderem no suporte, no caso DisBa-01. Desta forma, o nimero de células que proliferaram sera

considerado a partir do nimero de células adicionadas em cada pogo que aderiram ao suporte.

Tal ensaio de adesdo controle foi realizado da mesma forma que o ensaio de
promogdo descrito acima, porém com o mesmo numero de células utilizado no ensaio de

proliferagdo (5x10° células/pogo) e meio com soro.

3.1 Ensaios de proliferacio proteina imobilizada

Para o ensaio de proliferagdo celular com DisBa-01 imobilizada nos pogos, a

desintegrina em diversas concentragdes (1nM, 10nM, 100nM e 1.000nM) foi imobilizada em
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placa de 96 pogos (100 ul/poco), irradiada por luz UV durante 30 minutos. BSA 0,05% foi
adicionado aos pogos do controle negativo. A placa foi incubada a 4°C overnight. Os pocos
que continham DisBa-01 foram bloqueados com BSA 0,05% (300 pl/pogo) por 3-4 horas em
estufa a 37 °C e 5% de CO,. Apds o bloqueio, os pogos foram lavados com tampao PBS pH
7.4 e foram adicionadas 5x10° células em 100ul de meio M-199 com 10% soro/pogo para as
HUVEC , incubando-se a placa em estufa por 72 horas. O meio de cultura foi aspirado, os
pogos foram lavados com PBS e adicionaram-se 50ul/poco de solucdo de MTT para
concentracdo final de 0,5mg/ml e as placas foram novamente incubadas por 4 horas a 37°C
em estufa com 5% de CO,. O precipitado formado foi entdo solubilizado com isopropanol e a

leitura da placa foi feita em leitor de ELISA (595nm).

Uma curva padrao também foi feita para esse experimento, como ja citado

anteriormente.

3.2 Ensaios de proliferacio proteina solavel

Para o ensaio de proliferacdo celular com DisBa-01 solivel nos pogos, os
pogos foram preenchidos com gelatina (100ul/pogo), irradiada por luz UV durante 30
minutos. A placa foi incubada a 4°C overnigh. Os pogos foram lavados com tampado PBS pH
7.4 e foram adicionadas 5x10° células (HMEC-I) em 100u] de meio MCDB-131, com 10%
soro/pogo durante 2 horas a 37°C e 5% CO,. Passado esse tempo, a desintegrina em diversas
concentragdes (InM, 10nM, 100nM e 1.000nM) foi adicionada a placa de 96 pogos (100

ul/pogo), e a placa foi incubada em estufa por 72h.



MATERIAIS E METODOS 83

O meio de cultura foi aspirado, os pogos foram lavados com PBS e
adicionaram-se 50ul/poco de solugdo de MTT para concentragdo final de 0,5mg/ml e as
placas foram novamente incubadas por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,. O
precipitado formado foi entdo solubilizado com isopropanol e a leitura da placa foi feita em

leitor de ELISA (595nm).

Uma curva padrao também foi feita para esse experimento, como ja citado

anteriormente.

Tanto os experimentos de adesdo como os experimentos de proliferagdo foram

realizados no minimo em triplicata.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio de Expressdo e Solubilidade

Para a analise da producdo da proteina DisBa-01, culturas de E.coli Bl 21(DE3)
pET28aDisBa, foram crescidas em meio seletivo com canamicina e aliquotas T0O, T3 foram
coletadas e analisadas por SDS-PAGE (15%).(figura 12). Foi possivel verificar no tempo apds
a indugdo com IPTG (T3), uma super produgdo da proteina na altura aproximada de 12 kDa se
comparado com o tempo inicial, tempo anterior a indug@o da cultura, referente a expressao

basal de proteina da bactéria (figura 12).

M TO T3
66 kDa
45 kDa
29 kDa
oot
20 kDa - &
12 kDa . .'

Figura 12 Analise de Expressdo da DisBa-01 em E.coli (BI21(DE3)) por
(SDS-PAGE 15%)

M:Marcador Molecular; TO: extrato bacteriano obtido antes (T0) e depois (T3) de 3 horas da
indugdo com IPTG. A seta indica a banda de expressdo da DisBa-01.
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O ensaio de solubilidade, também analisado em SDS-PAGE (15%), permitiu a
observacdo da presenca da proteina em corpos de inclusdo, porém a proteina de interesse foi
recuperada com a ajuda de agentes desnaturantes (caotropicos) e ondas de ultra-som. Esta
solubilizacdo foi verificada analisando a auséncia da proteina no sobrenadante 1 (S1) e na

liberagdo da proteina de interesse no S2 (figura 13).

M S1 S2
225 kDa

100 kDa
75 kDa —

50 kDa  we
35 kDa

25 kDa

10 kDa

Figura 13 Ensaio de Solubilidade da DisBa-01 (SDS-PAGE 15%).
M: marcador de massa molecular (Promega); S1: sobrenadante n3o desnaturante; S2:
sobrenadante desnaturante (6M Uréia); Seta indica banda da proteina de interesse.
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4.2 Purificagdo da Proteina Recombinante

4.2.1 Cromatografia de Afinidade

O sobrenadante desnaturante (S2) contendo a proteina de interesse foi filtrado
em papel filtro para a retirada de restos de células bacterianas de E.coli. Em coluna de resina
de Niquel em condig¢des desnaturantes a amostra protéica foi fracionada devido ao fato da
proteina de interesse ser expressa com um peptideo de fusdo N-terminal, contendo seis
residuos consecutivos de histidinas e esses residuos apresentarem afinidade por ions de
Niquel.

A elui¢do da proteina de interesse foi realizada utilizando um gradiente manual
de Imidazol (20mM-1M) e foram analisadas por SDS-PAGE (15%) (figura 14) e western

blotting.

uﬂ‘.. -
8 9

Figura 14 SDS-PAGE das amostras da cromatografia de afinidade.

Analise em SDS-PAGE 15% das amostras eluidas da coluna de Niquel a partir do S2. 1:
Padrio de massa molecular;2: Amostra aplicada na coluna (S2);3-5:amostras eluidas com
tampao de ligagdo(5 mM Imidazol); 6-10: Amostras eluidas com gradiente de Imidazol(20 mM
— 100 nM); Seta indica a banda da proteina de interesse .
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Na figura 14 ¢é possivel verificar que a proteina de interesse ndo € obtida pura
apos a sua eluigdo com o gradiente de Imidazol na coluna de resina de niquel mas a maioria
dos contaminantes € eluido antes da DisBa-01 com uma porcentagem menor de Imidazol.

A confirmagdo de que na purificag@o parcial da DisBa-01 a proteina que estava
sendo purificada se tratava realmente de uma proteina recombinante foi realizada através de

imunodetec¢@o com anticorpo anti-histag (figura 18).

4.2.2 Cromatografia de Troca-iénica

As fracdes eluidas da coluna de afinidade contendo a proteina de interesse
foram dialisadas e concentradas para um volume final de aproximadamente 1 mL. Esta
amostra foi submetida a um novo fracionamento em coluna de troca-idnica. Na figura 15 esta
representado o perfil cromatografico da purificagdo da DisBa-01 (curva azul) assim como o
perfil do gradiente de NaCl (0nM-100nM) usado na elui¢do da proteina de interesse (curva

marrom).
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Figura 15 Perfil cromatografico da Purificagdo da DisBa-01 em coluna de Troca-Ionica (Mono

Q).

Tampao A: Tris-HC1 20 mM pH 8.6, Tampao B Tris-HC] 20 mM NaCl 1M pH 8.6. Volume da
fragdo : ImL/minuto. mAU: unidade referente a absorbancia, % : Porcentagem de condutividade, %B:
porcentagem referente a concentragio do tampéo B.

As fragdes obtidas neste processo cromatografico foram analisadas por SDS-
PAGE (15%) (figura 16) e por imunodeteccdo (figura 17 e 18). Nas amostras referentes ao
segundo pico da cromatografia foi detectada a presenga da proteina de interesse em maior
concentracdo. No inicio do segundo pico nas amostras ainda era possivel detectar algum
contaminante, mas na por¢do principal do pico a proteina foi detectada sem a presenga de

contaminante (figura 16 e 17).
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A)
66 kDa
45 kDa

29 kDa
20 kDa
12 kDa

B)
66 kDa
45 kDa

29 kDa

20 kDa
12 kDa

Figura 16: Analise das amostras eluidas da cromatografia de Troca-I6nica.

Purificagdo de fragdes eluidas da coluna Mono Q a partir das amostras obtidas da purificagdo
parcial de niquel. Fragdes referentes ao pico 2 analisadas em SDS-PAGE 15%. A) M:
marcador de massa molecular; 1-3 :fragdes referentes ao pico 1, 4-9: fragdes referentes ao pico
2 B) 1-9: fragdes referentes ao pico 3.Seta indica a banda referente a DisBa-01.
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Figura 17 Dot-Blot Anti-Histag.

As fragdes obtidas da cromatografia de Troca-I6nica foram analisadas em imunoblotting com o

anticorpo anti-histag para a localizagdo da proteina recombinante com cauda de histidina. Os

quadrados vermelhos: amostra do primeiro passo cromatografico (Niquel). Quadrado Azul:

pico 1. Quadrado Verde: pico 2. Quadrado Preto: pico 3. Nesses 3 picos verificou-se a presenga

da proteina recombinante em diferentes concentragdes

As fragdes correspondentes a presenga da DisBa-01 pura (pico 2) foram
reunidas, dialisadas e concentradas. A concentra¢do da proteina foi determinada por método
colorimétrico BCA.

O rendimento de todo o processo de purificacdo da desintegrina recombinante

DisBa-01 pode ser analisado através da tabela 2

Tabela 2 Purifica¢ao de DisBa-01 recombinante em 1 Litro de cultura de células de E.coli
BL21(DE3)pDisBa-01.

Total de Proteina (mg)
Inclusion bodies 3120
His-Bind column 23.44
MonoQ column 5.00

O ensaio de expressio e solubilidade foi analisado também através de

imunodetec¢do. A imunodeteccdo utilizou anticorpo anti-Histag (6XHIS) para a verificacdo
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que a proteina superproduzida detectada no T3 e liberada no S2 tratava-se de uma proteina
recombinante (figura 14). A proteina presente no extrato celular T3 e no sobrenadante
desnaturante foi reconhecido pelo anticorpo especifico para 6XHis N/C-Terminal ou

histidinas internas.

M T3 TO S1 S2 T S1 S2 Ni Ni Mo Mo Mo

—— ——
s B

66kDa |w——gmim £
= RS = :
5kDa | weEBEs &
= =
29kDa '
20kDa

P =™ W

Figura 18 A)Ensaio de Expressdo e Solubilidade. Anélise de fragdes em SDS-PAGE 15%
corado com Comassie Blue.M: marcador de massa molecular; T3: tempo de indugdo da cultura
de bacterias com IPTG; TO: tempo anterior a indugdo da cultura de bacteria;S1:sobrenadante
ndo desnaturante;S2: sobrenadante desnaturante. B) Imunodetecdo das etapas de expressdo e
purificagdo com anticorpo anti-histag. T3: tempo de 3 horas apds indugdo, S1: sobrenadante 1,
S2: sobrenadante 2, Ni: purificacdo coluna de niquel, Mo: purificagdo coluna MonoQ, Seta
preta: DisBa-01.

4.3 Seqiienciamento da Proteina Recombinante

A proteina recombinante purificada foi submetida ao seqiienciamento
automatico pelo processo de degradagdo de Edman.

A DisBa-01 no final do processo de purificagdo, em solug@o e imobilizada na
membrana de fibra de vidro, teve a regido N-terminal referente a cauda de Histidina

seqiienciada em 20 residuos, confirmando se tratar de uma proteina recombinante (figura 19).
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Seqigncia G S SH H I HGG S SG L VPRG SH N
Confiabilidade(’) 43 100 87.6 100 4356 12.4 13.5 19.926.539.5 7122 100 100 100 100100 100 28.2 100

Figura 19. Sequenciamento de aminoécidos da DisBa-01.
Seqiiéncia obtida através da degradagdo de Edmann dos aminoacidos N-Terminais da DisBa-
0l.

As seqiiéncias obtidas foram analisadas usando o programa MULTALIN
confirmando a similaridade entre as seqiiéncias da DisBa-01 obtida pela dedugdo de

seqiiéncia primaria a partir do vetor e a seqiiéncia da proteina (figura 20).

1 10 20 30 34

1 1

DisBa—01 HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHAASHATGGOONGRGS
DisBa—-01S5eq GSSHHHHHHSSGLYPRGSHH

Consensus +«GSSHHHHHHSSGLYPRGSHH. & i s s s e e s s e s

Figura 20 Alinhamento das Sequéncias da DisBa-01.

A seqiiéncia da proteina obtida pela técnica de degradagdo de Edman foi comparada com a
seqiiéncia predita da DisBa-01 obtida pelo sequenciamento do vetor de expressao (pDisBa-01)
pelo programa MULTALIN.Os aminoacidos em vermelho representam alto grau de
consenso(>90%) entre as seqiiéncias.

4.4 Ensaio de Clivagem com Trombina

A DisBa-01 sem a proteina de fusdo traduzida juntamente com a proteina de
interesse foi obtida através da clivagem com uma serino protease, denominada trombina.

Uma tnica condigdo de clivagem (concentragdo de trombina e temperatura) foi
testada. A eficiéncia da clivagem com trombina foi analisada em SDS-PAGE (15%)
comparando com DisBa-01 ndo tratada com trombina. A DisBa-01 com a cauda de Histidina

apresentou uma massa molecular maior que a DisBa-01 sem o peptideo de fusdo, devido a
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massa do peptideo (figura 21) e na amostra clivada ha a presenga da Trombina no gel de

poliacrilamida.

66 kDa
45 kDa

29 kDa

20 kDa
12 kDa

Figura 21 Ensaio de Clivagem com Trombina. Analise em SDS-PAGE 15%.

M: marcador de massa molecular; 1:DisBa-Olcom peptideo de fusdo; 2: DisBa-01 apods a
clivagem com trombina, banda superior referentes a trombina e a banda inferior a DisBa-01
sem o peptideo de fusdo.

4.5 Espectrometria de Massa

A DisBa-01-Histag foi submetida a ionizacdo (eletrospray) de sua superficie
formando ions multicarregados para a determinag@o da massa molecular referente a DisBa-01.
Uma concentragdo baixa da proteina de interesse foi utilizada nesta técnica analitica. Devido
ao pl da DisBa-01 ser 4.31, valor esse obtido através do programa Gene Runner 3.05 a partir
da seqiiéncia de aminoacidos da proteina depositada no GeneBank, nimero de acesso

AAO75107, a proteina foi considerada &cida e capaz de softrer a ionizagao (figura 22).
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Figura 22 Espectrometria de Massa.
A figura A mostra o espectro referente a deconvulugio dos ions e a determinagdo da massa da

proteina.
A figura B mostra o espectro de ionizagdo dos ions da superficie da DisBa-01 e revelam a

massa da proteina.

Neste espectro de massa, a DisBa-01 sofreu ionizagdo completa verificada pela
formagdo de uma curva em forma de sino concavo com a ionizag@o dos ions e a determinagao

da massa molecular foi determinada como 11.658 Da .
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4.6 Obtencdo dos Anticorpos Policlonais Anti-DisBa-01

A producdo dos anticorpos policlonais anti-DisBa-01 em camundongo foi
obtida inoculando-se 50 ng da proteina em cada camundongo , duas vezes em um intervalo de
tempo de 60 dias. Depois desse periodo, a sangria dos camundongos foi realizada, o sangue
foi coletado e o soro imune obtido.

A partir desse soro diversas dilui¢oes foram realizadas e testadas em Dot Blot
quanto ao reconhecimento de uma mesma massa conhecida de DisBa-01. O anticorpo anti-
DisBa-01 foi capaz de reconhecer a proteina contra a qual eles foram produzidos. O soro com
os anticorpos policlonais Anti-DisBa-01 nas varias dilui¢des foi utilizado como anticorpo
primario e Anti-IgG de mouse como anticorpo secundario (1:5000) (figura 23 A). O titulo
encontrado para o anti-DisBa-01 foi 1:16000(figura 23A)

Depois de encontrado o titulo para o anti-DisBa-01, a reatividade imunologica
dos anticorpos produzidos pelos animais foi verificada por western blotting (imunodetecgdo) e
o anticorpo anti-DisBa-01 apresentou grande seletividade reativa com a DisBa-01 e pouca

reagdo cruzada com outras proteinas produzidas pela bactéria (figura23 B) .
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Figura 23 Titulagao anticorpos anti-DisBa-01 em camundongos por dot blot.

A) Titulos testados: 1:500; 1:1000;1:2000;1:4000;1:8000;1:16000 sdo titulos testados para os
anticorpos. B) Imunodetec¢do com Anticorpos Anti-DisBa-01 (Diluigdo 1:16000) Todas as
etapas da expressdo e purificagdo da DisBa-01 foram analisadas quanto ao reconhecimento
através do anticorpo produzido em camundongos. T3: tempo de 3 horas apés indugdo, S1:
sobrenadante 1, S2: sobrenadante 2, Ni: purificagdo coluna de niquel, Mo: purificagdo coluna
MonoQ, D: DisBa-01 usada nos ensaios Seta azul: DisBa-01, Seta preta: reagdo cruzada.

4.7 Ensaios Celulares

Os ensaios celulares de promogao da adesdo, proliferacao das células HUVECs

foram realizados sob supervisdo da profa.Dra. Verdnica Morandi.
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4.7.1 Ensaio de Adesao Celular

O efeito da desintegrina foi testado em células endoteliais HUVEC (3x10°
células/pogo) durante o tempo de 4 horas. Depois desse tempo, as células foram lavadas com
tampao PBS e foi adicionado MTT com o meio de cultura das células (50 ul/pogo). Depois de

4 horas de incubagao a placa foi lida a 595 nm (figura 24).

Adesédo HUVEC DisBa
x 7.
8
T 64
3
] 5
©
g5 4
% = 34
o
o 24
©
o 14
E o
E : : : : :
z BSA 1nM 10nM 100nM 1000nM

Figura 24 Efeito da DisBa-01 na adesdo de células endoteliais (HUVEC).
BSA: controle, InM, 10nM, 100nM e 1000nM,: contragdes de DisBa-01 testadas .

Nas concentragdes testadas houve uma inibi¢do da adesdao nas concentragdes de

1nM, 10nM e 1000nM.
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4.7.2 Ensaio de Proliferacao

98

O efeito da desintegrina foi testado em células endoteliais HUVEC (1x10*

células/poco) durante o tempo de 72 horas. Depois desse tempo, procedeu-se igualmente ao

ensaio de adesao celular (figura 25 e 26).

4.7.2.1 Proteina Imobilizada nos pocos

Namero de células aderidas (x 10 3)

Proliferagao HUVEC DisBa-01 Imobilizada

5 [

BSA 10mM 100mM

1000mM

Figura 25 Efeito da DisBa-01 na proliferagdo de células endoteliais (HUVEC) com a toxina

imobilizada nos pogos.

Nas concentragdes testadas houve uma inibigao da proliferagao nas

concentragdes de InM e 10nM
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Proteina Soluvel

4.7.2.2 Proteina Solivel nos pocos

Proliferagao Soluvel - HUVEC - Dis Ba-01

FGF  Controle 1M 10mM 100mM  1000mM

Figura 26 Efeito da DisBa-01 na proliferagdo de células endoteliais (HUVEC).
FGF: controle positivo, Controle negativo, 1nM, 10nM, 100nM e 1000nM: contragdes de

proteina testada.

Nas concentragdes testadas, ndo houve efeito significativo sobre a proliferacao

das células endoteliais.
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5 DISCUSSAO

Com os modernos avangos na gendmica, protedmica e bioinformatica, o
nimero de proteinas que estdo sendo produzidas usando técnicas recombinantes esta
aumentando exponencialmente (ARNAU, 2006). O uso de tecnologia de DNA recombinante
para a expressdo de proteinas em células eucaridticas como em procariodticas € uma técnica
bem aceita (JENNY, 2003). Agora o desafio ¢ elucidar a localizagdo celular, fungdes
bioldgicas, caracterizagdo bioquimica das proteinas preditas e identificar aquelas que podem
servir como alvos para a intervengdo terapéutica em varias doengas (WANG, 2004 ARNAU,
2006). Neste cenario que a DisBa-01 esta inserida.

Para conseguir estes objetivos, alguns métodos rapidos, confiaveis, e
econdmicos para produzir proteinas recombinantes sdo necessarios (WANG, 2004). A
expressdo heterdloga com proteina de fusdo, que pode ser usada subseqiientemente para a
purificacdo, é uma estratégia popular usada extensamente na producdo de proteinas
geneticamente projetadas (FANG, 2006). Para esta finalidade, as diferentes cepas de
expressdo (por exemplo, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris) tém
sido utilizadas em processos para expressar proteinas heterélogas (ARNAU, 2006).

Dentre os métodos para produzir as proteinas recombinantes, o sistema pET ¢
um dos sistemas mais eficientes de expressdao em E. coli. Além do nivel elevado da expressdo,
o sistema pET oferece outras duas vantagens principais. Primeiramente, permite a clonagem
de genes alvo que codificam produtos muito toxicos. Isto é conseguido usando cepas especiais
de bactérias de clonagem. Em segundo, ha muitas cepas de expressdo com diferentes

propriedades a escolher. Isto permite a otimizagdo da expressdo da proteina e fornece
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flexibilidade para realizar os objetivos diferentes pretendidos para as proteinas recombinantes
(WANG, 2004).

Neste contexto a DisBa-01 € uma proteina expressa heterologamente em E.coli
utilizando o sistema pET 28 a. O rendimento da DisBa-01 foi alto podendo ser verificado nas
figuras 12 e 13 e tabela 2. Nestas figuras também podemos notar que a proteina de estudo nio
se encontra na forma soluvel, estando presente na forma de corpos de inclusdo, sendo
recuperados através deagentes desnaturantes (Uréia 6M).

A purificacdo da proteina de estudo, DisBa-01 foi realizada em condigdes
desnaturantes ¢ através da utilizagdo de uma caracteristica inserida na constru¢do do sistema
de expressdo heterologa, a presenca de um peptideo de fusdo (tag) de seis histidinas no N-
terminal da DisBa-01.

Pesquisas revelam que Tags de afinidade t€m sido utilizados na: (i) melhora do
rendimento da proteina, (ii) no impedimento da protedlise, (iii) na facilitacdo do
reenovelamento da proteina, (iv) protecdo da antigenicidade da proteina da fusdo, e (v) no
aumento da solubilidade. Por outro lado, adicionar um Tag pode também ter um efeito
negativo na proteina alvo, tendo por resultado (i) uma mudanga na conformagao da proteina,
(i1) nos rendimentos mais baixos da proteina, (iii) na inibi¢ao da atividade de enzima, (iv) na
alteracdo na atividade bioldgica, (v) na flexibilidade indesejada nos estudos estruturais e (vi)
toxicidade(ARNAU, 2006). No caso especifico da DisBa-01, o tag de afinidade
(Polihistidinas) promoveu um bom rendimento da proteina. No entanto, o Tag de afinidade
permitiu a purificagao inicial desta proteina em coluna de afinidade ao niquel.

FANG et al. (2006) sugerem que a purificagdo de afinidade usando Tag de
fusdo, como a tioredoxina (TRX), glutationa S-transferase (GST), proteina ligante de maltose
(MBP), proteina A permite a purificagdo de muitas proteinas em um unico passo e melhora as

vezes o rendimento e a solubilidade da proteina alvo.. Como pode ser visto na figura 14,
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referente a cromatografia de afinidade em coluna de niquel, a proteina de estudo ¢ obtida
através dessa cromatografia porém, no entanto, ndo de uma forma pura.

Anteriormente no protocolo estabelecido por RAMOS (tese de doutorado,
2005), este passo de purificacdo era feito sem um gradiente linear de Imidazol. A proteina de
estudo era eluida em diversas fracdes ao longo de uma eluigdo isocratica (Tampao de
Eluicdo). No protocolo estabelecido no atual trabalho, a utilizagdo do gradiente linear de
imidazol primeiramente aumentou o grau de pureza da amostra, mas ndo o suficiente para
dispensar outros passos cromatograficos de purificagdo, e o numero de fracdes nas quais ¢é
detectada a DisBa-01 diminuiu consideravelmente. Isto se torna um ponto positivo uma vez
que essa proteina € eluida com tampdo desnaturante e para o prosseguimento da purificacdo, é
necessario o uso de sucessivas dialises. Em um volume menor de proteina para dialisar, a
possibilidade de perda protéica ¢ menor.

Outra modificagdo no protocolo de purificacdo foi realizada na etapa de
purificagdo subseqiiente a cromatografia de afinidade. No protocolo anterior, fragdo de
proteina eluida da coluna de Niquel era submetida a uma cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex G-75) na qual a proteina era obtida extremamente diluida com rendimento muito
baixo e baixa resolugdo. Esta etapa foi substituida por uma cromatografia de troca-iénica, em
resina Mono Q, em um sistema de alta resolug@o.

Nas figuras 15, 16 e 17 podemos ver que esta mudanga no segundo passo de
purificacdo, no protocolo de obten¢do da DisBa-01 trouxe maior grau de pureza para a
amostra da DisBa-01 verificado por gel de poliacrilamida e imunodeteccdo, além de um bom
rendimento dessa etapa de purificacdo, pois a proteina sai concentrada principalmente nas
fragdes relacionadas ao pico 2, e a reducao do tempo requerido para a obtencdo dessa proteina
pura. Anteriormente, o rendimento protéico obtido por litro de cultura de bactéria era de 3 mg,

no atual protocolo o rendimento de proteina é de 5 mg por litro de cultura. Adicionalmente,
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no protocolo estabelecido anteriormente, um terceiro passo de purificagdo era utilizado,
cromatografica de fase reversa, C18, que agora ndo é mais necessario visto que a proteina
obtida da purificag@o de troca-idnica (pico 2) ja pode ser usada para estudos de caracterizag@o
bioquimica e efeitos biologicos.

Um criterioso procedimento de verificagdo de todos os passos desde a
produgdo heterdloga da DisBa-01, passando por todos os passos de purificagdo até a obtengéo
dela pura foi realizado através de gel de poliacrilamida e imunodetec¢do com anticorpo anti-
Histag. Este anticorpo mostrou que a proteina que é expressa de forma heterdloga e obtida
através do procedimento de purificacdo acima relatado, trata-se de uma proteina recombinante
com uma cauda de Histidina C-ou N-terminal.

O sequenciamento N-Terminal dessa proteina foi realizado com sucesso para
mais uma vez confirmar que a proteina que esta sendo utilizada em diversos estudos trata-se
de uma proteina recombinante de Bothrops alternatus. O resultado obtido através da
degradagdo de Edman dos 20 primeiros aminoacidos da DisBa-01, com alta porcentagem de
confiabilidade dos aminoacidos obtidos, revelou novamente que a proteina era recombinante
pois esses 20 aminoacidos sdo referentes ao peptideo de fusdo na qual estdo presente as seis
histidinas. Estes residuos sdo responsaveis pela interagdo da proteina a coluna de niquel, que
favorece a eluigdo e separagdo da DisBa-01 das proteinas restantes do extrato da bactéria e
formam o segmento que o anticorpo anti-histag reconhece ¢ ao qual liga na reagdo de
imunodetec¢do. No entanto, esses 20 aminoacidos conseguidos nesse sequenciamento
correspondem ao peptideo de fusdo e, em uma tinica etapa de sequenciamento ndo foi possivel
chegar ao N-terminal da DisBa-01.

Uma protease foi utilizada para a obteng¢do da DisBa-01 livre da proteina de
fusdo, sem o fag de afinidade, para assim confirmar a seqiiéncia da estrutura primaria da

DisBa-01 a partir de seqiiéncia de aminoacido ¢ ndo apenas por tradugdo da seqiiéncia de
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nucleotideo. A reagdo de clivagem da proteina de fusdo com trombina so foi possivel pela
presenca na constru¢do do vetor de expressdo pDisBa-01 de uma regido reconhecida por essa
protease. A clivagem do fag de afinidade foi monitorada por gel de poliacrilamida que revelou
a reduc@o do peso molecular da proteina se comparada com ela mesma ainda com cauda e a
ndo existéncia de outros subprodutos da digestdo, portanto a proteina sé tinha uma regido de
reconhecimento para trombina ndo sendo digerida enzimaticamante.

A necessidade da proteina recombinante sem a proteina de fusdo ndo ¢ apenas
necessaria para a determinagdo da estrutura primaria da proteina, mas também para aplicagdes
terapéuticas (ARNAU, 2006).

A proteina recombinante com a cauda de histidina foi utilizada para a obtencao
de anticorpos policlonais em camundongos. A especificidade dos anticorpos policlonais foi
analisada usando imunodetec¢do. Analisando a figura 23, ela nos permite concluir que os
anticorpos policlonais anti-DisBa-01, titulados por ELISA e dot blot, sdo altamente
especificos contra o antigeno DisBa-01, ¢ isto inclui a pouca reatividade com outras proteinas
do extrato celular da bactéria, por exemplo. Deste modo, esses anticorpos policlonais poderdo
servir como ferramentas para o “screnning” do veneno de Bothrops alternatus na busca por
desintegrinas RGD presentes no veneno bruto, inclusive da DisBa-01 nativa ainda ndo
purificada diretamente do veneno. Assim como utilizar esses anticorpos em ensaios celulares
juntamente com a desintegrina para verificar os efeitos biologicos que vem sendo relatado
(RAMOS, tese de doutorado, 2005) e também verificar as atividades referentes as integrinas
que supostamente a DisBa-01 interage, entre outras atividades para esses anticorpos. Ndo
apenas a DisBa-01 mas proteinas recombinantes em geral sdo amplamente usadas como
imunégenos para promover a produgdo de anticorpos especificos (CHUMPIA, 2003).

Um outro método de caracterizagdo estrutural além do sequenciamento do N-

terminal da DisBa-01 foi realizado nesse trabalho. Em colabora¢do com o Prof.Dr. José César
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Rosa, da Universidade de Sdo Paulo (USP-RP), do Centro de Quimica de Proteinas, a DisBa-
01 foi ionizada e teve a sua massa determinada em 11645 +- 12.45 Da.

No entanto, a massa molecular da DisBa-01 com o peptideo de fusdo predita
pelo programa de Gene Runner 3.01 baseada na seqiiéncia traduzida dos nucleotideos ¢ de 11
781 Da. Essa pequena discrepancia nos valores predito e obtido pela espectrometria de massa,
se considerarmos o valor de 11645 + 12.45, resultando em 11658 Da, pode ser analisada
como a diferenca de um aminoacido. Muito provavelmente seja a metionina inicial que apos a
sua traduc@o foi retirada da seqiiéncia primaria, fato esse que ocorre em alguns organismos e
um dos poucos processamentos feitos em FE.coli. Isso somente o sequenciamento de
aminoacidos da regido N-terminal da DisBa-01 podera confirmar.

Algumas desintegrinas RGD e ndo RGD tem sido clonadas e expressas de
forma heter6loga mantendo as atividades encontradas nas desintegrinas nativas. A
controtrostatina ¢ uma dessas desintegrinas RGD isoladas do veneno de Agkistrodon
contortrix contortrix que apresentou potente atividade anti-tumoral e anti-angiogénica em
numerosos modelos de cancer humano. A CN recombinante foi eficientemente produzida na
forma soltivel e altamente expressa em sistema bacteriano recombinante (MINEA, 2005).

MINEA et al. foram capazes de gerar uma forma recombinante monomérica
solivel da CN que mantém a atividade da CN nativa (rCN+). A rCN+ por apresentar as
mesmas atividades funcionais da nativa parece estar conformacionalmente ativa, preservando
o “loop” de ligagdo a integrina.

Outra desintegrina ¢ a bothrostatina, uma desintegrina RGD também expressa
em E.coli e que mostra ser altamente ativa na inibi¢ao da agregacgdo plaquetaria induzida por
colageno. Estudos indicam que essa desintegrina pode ser usada para estudos de interacdo

integerina/ligante (FERNANDEZ, 2005). A kistrina também ¢ outra desintegrina
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recombinante RGD que tem a atividade da proteina recombinante comparada com a nativa
quanto a poténcia e especificidade (TSELEPIS, 1997).

Essas proteinas ricas em cisteinas, como as desintegrinas mantém a estrutura e
conseqilentemente a fungdo gragas a formacdo correta das pontes de dissulfeto. No entanto,
essas proteinas ricas em pontes de dissulfeto no sistema de expressdo heterélogo em bactérias
podem apresentar dificuldades de formagdo dessas ligagdes e assim representar um obstaculo
na obtencdo de proteinas ativas.

As diversas desintegrinas que ao longo dos anos vem sendo expressas na forma
recombinante ¢ tem a sua estrutura e fungdo caracterizadas, inclusive a DisBa-01, tornam-se
bons modelos para o desenvolvimento de novos farmacos e terapias para diversas doencas,
uma vez que essas moléculas sdo encontradas em pequena quantidades no veneno bruto e
essas serpentes podem algum dia entrar em extingao.

Os ensaios celulares realizados com células endoteliais (HUVEC) apesar da
necessidade de repetigdo para a realizacdo de uma analise estatistica nos indica alguns fatos
interessantes.

No ensaio de adesdo celular, a DisBa-01 mostra a tendéncia de inibir a adesdo
da célula endotelial ao substrato nas concentragdes de 1nM e 10nM. Também no ensaio de
proliferagdo com as células imobilizadas nos pocos, a desintegrina foi capaz de inibir a
proliferagdo nas mesmas concentragdes que no ensaio de adesdo (1nM e 10nM).

No ensaio de proliferacao celular com a desintegrina solivel no meio de
cultura, a DisBa-01 ndo foi capaz nem de promover nem de inibir a proliferacdo da célula
endotelial HUVEC.

A agregacdo plaquetaria realizada com a proteina recombinante obtida através
desse novo método de purificacdo (dados ndo mostrados) confirmou a manutengdo da

atividade da DisBa-01 causando inibicdo da agregagdo. Isto indica que as tendéncias
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mostradas nos ensaios celulares com HUVECs devem ser realmente causadas pela acdo dessa
desintegrina na cultura celular.
Deste modo, novos ensaios deverdo ser realizados para a obtencdo de mais

dados e confirmagdo dos efeitos da DisBa-01 e a realizagdo da analise estatistica.
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6 CONCLUSOES

v Um método mais eficiente de purificagdo foi estabelecido. A
DisBa-01 é obtida com maior grau de pureza e de uma forma mais rapida;

v A DisBa-01 teve seu N-Terminal seqiienciado com alta
confiabilidade, confirmando a presenca da cauda de histidina;

v A clivagem com trombina foi eficiente, clivou apenas a cauda de
histidina N-terminal e deixou a proteina intacta;

v A espectrometria de massa determinou o peso molecular da
proteina com 1 aminoacido a menos se comparado com o predito pela analise
nucleotidica;

v Os anticorpos mostraram alta especificidade ao antigeno com
baixa reagdo cruzada;

v Ensaios celulares confirmam a manuten¢ao da fungao;

v DisBa-01, rica em cisteina, ¢ expressa em sistema bacteriano

com boa eficiéncia.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

A DisBa-01 tem mostrado ser uma desintegrina-RGD com bons efeitos como
antagonista de eventos biologicos promovidos pela ligacdo das integrinas o.f3 € omP3 a seus
ligantes em diversas patologias, especialmente trombose e metastases tumorais. Em virtude
disso, ela torna-se um promissor prototipo para o desenvolvimento de farmacos.

No entanto, por ela ser obtida de forma recombinante, que por um lado ¢
extremamente bom para a obtencdo de grandes quantidades dessa proteina em escala
industrial em bioreatores, por outro ha a questdo da imunogenicidade de produtos
recombinantes. O tag de histidina pode causar alguma rea¢do no organismo e ser combatido
como corpo estranho e eliminado do organismo antes mesmo de causar o seu efeito. Deste
modo, uma nova construgdo dessa proteina sem tag de histidina poderia ser construido e
utilizar os anticorpos policlonais produzidos contra a DisBa-01 com cauda de histidina
imobilizados em uma coluna como modo de purificagdo dessa nova construgdo. Além disso,
novos testes com outras linhagens celulares deverdo ser realizados para verificar o potencial

de acdo dessa desintegrina.
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NOMENCLATURA DOS AMINOACIDOS

Nome

Alanina

Arginina

Asparagina

Acido Aspartico

Acido Glutamico

Cisteina

Feninalanina

Glicina

Simbolo de 3 Letras

Ala

Arg

Asn

Asp

Glu

Cys

Phe

Gly

Simbolo de 1 Letra

Estrutura

HN —l(l‘—NH -(CH,)C—C00-
NH, NH,

—A—m=

HN i

.
, CH—CH;C—CO00-
0 N,

o H
\('_('[[_{_—(_'UU—
o” ]
NH,

H

N |
C—CH-CH-C—CQO-

// 2 2

E NH,

0

T
HS —CHz—(lﬁ — COO-
NH,

3

H

|
@CHJ—T —Ccoo-

NH,

e
NH,




REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

120

Glutamina

Histidina

Isoleucina

Leucina

Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

GIn

Ile

Leu

Lys

Met

Pro

Ser

Tyr

Thr

HC=C—CH; C—C00-
 NH._.NH |
[(1 NH,

H

|
CH;CH;CH-C—COO-

CH, NH;
CI—\I3 =]
_CH-CH-C—COD-
CH, NH,
|
“NH-(CH,); C—C0O0-
NH,
H

|
HC—S —CH,,_—CH:—T—COO

NH,

H,

.C
H.C CQOo-
e e
o
i
HO — CH;-C—CO0-

H. —CH-C—COO-
OH MH,
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i
Qjﬁc:ﬁ]—(l:—coo-
Triptofano Trp W o NH,
H +
CH, I]I
LH-C—C00
Valina Val v CH |
3 }ﬂ{3






