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Resumo 

Desintegrinas são toxinas frequentemente encontradas em venenos de serpentes e cujos 

efeitos biológicos ocorrem devido à interação com receptores de superfície conhecidos como 

integrinas. A DisBa-01, uma desintegrina RGD isolada de mRNAs da glândula venenífera de 

Bothrops alternatus, possui atividade anti-metastática, anti-angiogênica e anti-trombótica em 

camundongos atímicos, parcialmente mediada pela interação com a integrina αvβ3. Estudos in 

vivo com ratos Wistar também indicam que esta proteína pode ter atividade pró-angiogênica 

durante regeneração pós-cirúrgica. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da DisBa-01 

na adesão, desadesão e proliferação celular de mioblastos C2C12, além de avaliar o perfil 

eletroforético das proteínas secretadas por estas células sob condições normais e tratadas. As 

células (103 células/poço) foram incubadas com diferentes concentrações de DisBa-01 em 

diferentes tempos e substratos (plástico, colágeno tipo I e fibronectina). O meio de cultura foi 

recolhido para análise por eletroforese bidimensional (2DE) e as células foram quantificadas. 

Além disso, foi realizada citometria de fluxo para avaliar a expressão de integrinas (α2, α4, α5, 

αv, αvβ3, β1 e β4). A DisBa-01 inibiu a adesão das células à fibronectina em alta concentração 

(1000nM), além de inibir a adesão das células ao colágeno em todas as concentrações 

testadas, mas não promoveu a desadesão de células aderidas a estes dois substratos tampouco 

afetou significativamente a proliferação de mioblastos. A análise por citometria de fluxo 

identificou as integrinas αv e β1, corroborando em parte os resultados obtidos. A análise por 

2DE do sobrenadante indicou que a DisBa-01 induz a um aumento no número de proteínas 

secretadas, principalmente na maior concentração testada (1000nM). Em conclusão, os 

mioblastos C2C12 são sensíveis à DisBa-01, sugerindo que esta proteína inicia uma cascata 

de sinalização celular mediada por integrinas que modifica a secreção protéica. 

Palavras-chave: C2C12, células precursoras miogênicas, DisBa-01, integrinas 
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Abstract 

Disintegrins are toxins commonly found in snake venoms whose biological effects occour 

upon interaction with surface receptors known as integrins. DisBa-01, an RGD disintegrin 

isolated from a cDNA library made with mRNAs from the venom gland of Bothrops 

alternatus, bears anti-metastatic, anti-angiogenic and anti-thrombotic activity in nude mice, 

partially mediated by interaction with integrin αvβ3. Studies with Wistar rats also show that 

protein has angiogenic activity during regeneration after surgery. The objectives of this study 

were to evaluate the effects of DisBa-01 on adhesion, deadhesion and proliferation of C2C12 

myoblasts and evaluate the electrophoretic profile of secreted proteins of DisBa-01-treated 

cells. Myoblasts (103 cells/well) were incubated with five concentrations of DisBa-01 under 

different incubation times and adhesion substracts (plastic, collagen type I or fibronectin). The 

supernatant was collected for 2DE analysis and the cells were quantified. Also, flow 

cytometry was used to evaluate the expression of integrins (α2, α4, α5, αv, αvβ3, β1 and β4). 

DisBa-01 inhibited adhesion to fibronectin in high concentration (1000nM) and to collagen 

type I in all tested concentrations, but did not detach cells from collagen or fibronectina 

matrix nor affected myoblast proliferation. Flow cytometry showed that integrins αv and β1 

were present. 2DE analysis points to an increase of secreted proteins, mainly in higher DisBa-

01 concentration (1000nM). In conclusion, C2C12 myoblasts are sensitive to DisBa-01, 

suggesting this protein initiates a sinalization cascade mediated by integrins, which modifies 

protein expression and secretion. 

Keywords: C2C12, myogenic precursor cells, DisBa-01, integrins 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As serpentes (do latim serpens, serpentis – que rasteja ou rastejante) são animais 

vertebrados, membros da classe dos répteis com o maior sucesso de radiação existente tanto 

em número de espécies quanto em distribuição geográfica (Keogh et al., 1998; Cadle e 

Biesecker, 1987). Figura recorrente no imaginário da humanidade, a serpente é encontrada em 

contos, histórias e mitologias de diversos povos ao longo da História, sendo a representação 

tanto de morte, maleficências e engodos quanto de renovação, regeneração, imortalidade, por 

sua capacidade de troca de pele (muda), e sabedoria. Atualmente, diversos símbolos 

envolvendo serpentes são utilizados: o símbolo da Medicina é representado por uma única 

serpente envolvendo o cetro de Esculápio, deus grego da cura; a serpente enrolada em um 

cálice é o símbolo da Farmácia; um cetro envolvido por duas serpentes é o símbolo das 

Ciências Contábeis, representando o caduceu de Mercúrio. 

As serpentes possuem o corpo alongado, sem membros e recoberto de escamas 

córneas, que são importantes para sua identificação e classificação. A camada superficial 

desta cobertura é trocada periodicamente. São animais ectotérmicos, sem controle sobre a 

temperatura corporal que está sempre próxima à temperatura ambiente. Seus órgãos internos 

são tubulares e acompanham a geometria do corpo; a coluna vertebral é alongada e há uma 

complexa ligação entre músculos, vértebras, costelas e pele, possibilitando os movimentos 

característicos das cobras (Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade - Centro 

de Conservação de Répteis e Anfíbios, 2009). 

As serpentes podem ser classificadas em dois grupos: as peçonhentas, com aparato 

inoculador de veneno, e as não peçonhentas ou constritoras. Ambos os grupos são 
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encontrados no Brasil, em diversos habitats, incluindo ambientes urbanos. De cerca de 250 

espécies de serpentes existentes no país, 70 são peçonhentas (Pinho e Pereira, 2001) e 

pertencem aos gêneros Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus (Melgarejo, 2003). Em 2008, 

foram notificados 26.252 casos de acidentes com serpentes peçonhentas, dos quais 19.285 

(73,5%) foram causados por serpentes do gênero Bothrops (Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação, 2008). 

Os acidentes ofídicos representam a maior parte dos acidentes com animais 

peçonhentos no Brasil, ocorrendo em todos os estados do país. O maior número de casos 

ocorre na região norte, mas há grande número de acidentes nas regiões sudeste e centro-oeste 

também. Além disso, o número de casos é maior nos meses quentes e chuvosos, quando a 

atividade humana nos campos aumenta (Sistema de Informação de Agravos de Notificação, 

2008). 

Há cerca de 2700 espécies de serpentes descritas, das quais apenas um quinto é 

venenoso ou peçonhento. Serpentes peçonhentas estão distribuídas em quatro famílias: 

Viperidae, Atractaspididae, Elapidae e Colubridae (Fox e Serrano, 2008a). 

Os critérios para a divisão das serpentes em peçonhentas e não peçonhentas são: a 

presença ou ausência da fosseta loreal, o tipo de cauda e o tipo de dentição, além do padrão de 

cores que distinguem as serpentes do gênero Micrurus (Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade - Centro de Conservação de Répteis e Anfíbios, 2009). 

A fosseta loreal é uma membrana rica em terminações nervosas ligadas ao cérebro, 

presente somente em serpentes peçonhentas. Localizado entre as narinas e os olhos, este 

sensor térmico permite que a serpente perceba variações térmicas mínimas, na ordem de 

0,003ºC. As serpentes do gênero Micrurus (coral-verdadeira) são uma exceção, por não 
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possuírem fosseta loreal. Estas serpentes são distinguidas pelo padrão de anéis coloridos 

(brancos, pretos e vermelhos) em seu corpo (Instituto Butantan, 2009).  

Dentre as serpentes com fosseta loreal, as que possuem cauda lisa são as do gênero 

Bothrops, as com caudas com escamas arrepiadas são do gênero Lachesis e as com chocalho 

na cauda são do gênero Crotalus (Fundação Nacional de Saúde, 2001). 

A dentição das serpentes pode ser de quatro tipos distintos: áglifa, opistóglifa, 

proteróglifa e solenóglifa. As duas primeiras são encontradas em serpentes não peçonhentas, 

enquanto as duas últimas são características de serpentes peçonhentas. As serpentes com 

dentição áglifa possuem dentes pequenos e maciços; as com dentição opistóglifa, além de 

dentes pequenos e maciços, possuem um par de dentes mais longos com sulcos por onde a 

saliva pode escorrer. Serpentes com dentição proteróglifa possuem, além dos dentes pequenos 

e maciços, um par de dentes dianteiros semi-caniculados cujo tamanho pouco difere dos 

outros e que injeta o veneno; serpentes com dentição solenóglifa possuem um par de dentes 

dianteiros caniculados, maiores que os outros dentes, capazes de se movimentarem para frente 

no momento do bote e injetar o veneno (Instituto Butantan, 2009). 

No Brasil, existem serpentes peçonhentas de três famílias: Viperidae, Elapidae e 

Colubridae. 

A família Viperidae é representada pelos gêneros Bothrops e Crotalus. Com cerca de 

30 espécies de serpentes distribuídas pelo território nacional, as Bothrops são popularmente 

conhecidas como urutu-cruzeiro, jararaca e jararacuçu, e habitam ambientes úmidos, áreas 

cultivadas e regiões com abundância de roedores. O gênero Crotalus abriga várias espécies, 

como a cascavel, que geralmente habitam áreas secas, arenosas e campos abertos. Elas não 
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são agressivas e raramente atacam; sua principal característica é o guizo na cauda (Fundação 

Nacional de Saúde, 2001). 

As corais, do gênero Micrurus, pertencem à família Elapidae. São animais de pequeno 

e médio porte, com anéis vermelhos, pretos e brancos em qualquer combinação. A família 

Colubridae é representada pelos gêneros Clelia e Philodryas (muçuranas e cobras verdes, 

respectivamente), cuja dentição opistóglifa dificulta a inoculação do veneno nas presas 

(Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade - Centro de Conservação de 

Répteis e Anfíbios, 2009; Fundação Nacional de Saúde, 2001). 

A mordida de serpentes é uma ameaça presente em muitas comunidades, seja em 

nações subdesenvolvidas ou em nações desenvolvidas. Apesar dos antivenenos reduzirem a 

mortalidade, a sua produção é baixa. Assim, o entendimento dos componentes dos venenos, 

por meio de estudos bioquímicos, farmacológicos e moleculares, é de grande importância para 

a otimização de agentes terapêuticos. Juntamente com os antivenenos, as pesquisas com 

venenos de serpentes têm grande potencial para a descoberta de novas drogas terapêuticas, 

pois muitas proteínas que compõe esses venenos possuem poderosas atividades terapêuticas 

como indução da fibrinólise e inibição da agregação plaquetária, entre outras (Cheng et al., 

2002). 

Uma grande quantidade de informações sobre os componentes e mecanismos de ação 

dos venenos de serpente está disponível atualmente; a maior parte dos artigos publicados em 

revistas específicas de toxinologia está relacionada a venenos de serpente e seus componentes 

(Guimaraes et al., 2004). 

Estes estudos atraíram também a atenção comercial, com a possibilidade de 

desenvolvimento de fármacos a partir de componentes do veneno de serpentes. O primeiro 
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medicamento desenvolvido a partir do veneno de uma serpente foi o Captopril (Squibb), 

inibidor da enzima conversora da angiotensina derivado do veneno de Bothrops jararaca, em 

1975. Outro exemplo é o medicamento Aggrastat (Merck), anticoagulante cujo protótipo foi a 

desintegrina derivada de veneno de serpente echistatina (Koh et al., 2006; Ramos e Selistre-

de-Araujo, 2006). 

 

1.1 Composição de venenos 

 

O veneno das serpentes é produzido e armazenado em glândulas de veneno e utilizado 

primariamente para o ataque, contendo componentes que imobilizam e facilitam a digestão da 

presa (Menezes et al., 2006; Karalliedde, 1995).  

Os efeitos dos venenos de serpentes são complexos, primeiramente devido à 

diversidade de componentes, com ações distintas, e também pela interação destes 

componentes entre si, potencializando a atividade do veneno. Em sua maioria, os venenos são 

formados por uma complexa mistura de peptídeos com diferentes ações farmacológicas. Esta 

diversidade faz com que os peptídeos de venenos sejam uma fonte a partir da qual é possível 

propor e moldar estruturalmente novos agentes terapêuticos (Lewis e Garcia, 2003). 

Além de peptídeos, os venenos de serpentes possuem em sua composição outros 

componentes orgânicos, além de componentes inorgânicos. Os componentes inorgânicos 

incluem Ca2+, Co2+, Cu2+, Fe2+, K+
, Mg2+, Mn2+, Na+, P e Zn2+. Nem todos estes íons são 

encontrados em todos os tipos de venenos e sua quantidade varia conforme a espécie de 

serpente. O papel biológico destes íons ainda não é totalmente claro, mas sabe-se que alguns 

deles, como Ca2+, Mg2+ e Mn2+, são importantes para a estabilização de algumas proteínas dos 
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venenos, enquanto outros, como Co2+, Cu2+, Fe2+ e Zn2+, participam do mecanismo catalítico 

de alguns componentes dos venenos, como as metalopeptidases. Os componentes orgânicos 

podem ser separados em componentes protéicos e não protéicos, sendo que os primeiros 

respondem pela maior parte dos componentes (Bjarnason e Fox, 1994). 

Mais de 95% do peso seco da maioria dos venenos são polipeptídeos que incluem 

enzimas, toxinas e pequenos peptídeos, capazes de modificar a resposta fisiológica do animal 

envenenado (Karalliedde, 1995). Os componentes não protéicos incluem carboidratos 

(glicoproteínas), lipídeos (principalmente fosfolipídeos), aminas biogênicas (abundantes em 

venenos de Viperidae e Crotalidae), nucleotídeos e aminoácidos (Souza et al., 2000; 

Bjarnason e Fox, 1994). 

Há uma diversidade de efeitos após o envenenamento por serpentes em humanos. 

Entretanto, apenas poucas categorias têm significância clínica, como a paralisia flácida, 

miólise sistêmica, cardiopatia, cardiotoxicidade, falência renal, hemorragia e dano tecidual no 

local da mordida, e cada uma delas pode causar inúmeros efeitos secundários, com diferentes 

potenciais de morbidade e mortalidade. O veneno de qualquer espécie de serpente pode 

mostrar atividade em uma ou mais categorias, mas raramente em todas (White, 2005). 

A cascata de coagulação (figura 1) é um dos alvos das toxinas de venenos de serpente 

(Amara et al., 2008). As toxinas de venenos que afetam a hemostase podem ser classificadas 

de acordo com seu efeito geral: coagulantes (enzimas tipo trombina e toxinas ativadoras de 

protrombina), anticoagulantes, fosfolipases A, ativadoras de plaquetas, antiplaquetárias, 

fibrinolíticas e hemorraginas (metalopeptidases) (Gay et al., 2005; Marsh e Williams, 2005). 

Cerca de 100 toxinas de venenos de serpentes foram descritas como tipo trombina, 

amplamente distribuídas em vários gêneros das famílias Viperidae e Colubridae (Lu et al., 
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2005). Apesar de algumas ações destas enzimas tipo trombina de venenos de serpentes 

(SVTLEs) lembrarem os efeitos da trombina, este grupo não realiza a clivagem dos 

fibrinopeptídeos A e B do fibrinogênio, tampouco é capaz de ativar o fator XIII, fazendo com 

que coágulos criados in vitro sejam friáveis e facilmente dissolvidos (Marsh e Williams, 

2005). 

 
Figura 1: Cascata de coagulação. 

Retirado e adaptado de Amara et al., 2008. 

 

Muitos dos venenos de serpentes contêm ativadores de protrombina, que convertem 

protrombina em trombina e meizotrombina. Eles são divididos em quatro grupos, de acordo 

com suas estruturas, características funcionais e co-fatores requeridos: grupos A, B, C e D. 
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O grupo A, encontrado em diversos gêneros da família Viperidae, concentra os 

ativadores de protrombina sem cofatores. O grupo B é cálcio-dependente, com duas 

subunidades ligadas não covalentemente: uma metalopeptidase e uma lectina tipo C ligadas 

por pontes dissulfeto. O grupo C, encontrado somente em alguns gêneros australianos da 

família Elapidae, é formado por serinoproteases que precisam de cálcio e fosfolipídios para 

ativação. O grupo D também é formado por serinoproteases dependentes de cálcio, vesículas 

de fosfolipídios carregados negativamente e do fator Va da cascata de coagulação plasmática. 

Algumas enzimas ativadoras de protrombina são estrutural e funcionalmente homólogas a 

fatores de coagulação (Lu et al., 2005; Marsh e Williams, 2005). 

A proteína C, dependente de vitamina K, é um anticoagulante que participa do 

controle da hemostase. A maioria dos ativadores de proteína C tem sequências altamente 

similares a outras serinoproteases de venenos (Lu et al., 2005; Marsh e Williams, 2005). 

As fosfolipases A2 (PLA2) de venenos de serpentes formam um grupo de proteínas 

diversas que afetam a hemostase, com ampla variedade de efeitos farmacológicos (como 

atividade anticoagulante, devido a sua competição com fatores de coagulação pela ligação a 

fosfolipídios) e que podem ser divididas em dois grupos: PLA2 Asp 49, com grande 

capacidade catalítica, e PLA2 Lys 49, com baixa ou nenhuma atividade catalítica. O resíduo 

Asp 49 é essencial para a atividade catalítica, sendo parte do sítio de ligação ao cálcio (Lu et 

al., 2005; Marsh e Williams, 2005). 

As metalopeptidases, presentes nos venenos das famílias Viperidae e Crotalidae, 

degradam a matriz extracelular (MEC) de vasos sanguíneos, afetando a hemostase (Lu et al., 

2005; Marsh e Williams, 2005) e causando hemorragia local e sistêmica, principalmente em 

ataques por membros da família Viperidae (Gutierrez et al., 2006). As metalopeptidases 
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também têm efeito citotóxico em células endoteliais e agem em componentes do sistema 

hemostático (de Roodt et al., 2003). 

 

1.2 Metalopeptidases 

 

Diversos processos que ocorrem durante o remodelamento de tecidos são dependentes 

da proteólise da MEC, tanto em condições fisiológicas normais quanto em patologias. Essa 

proteólise geralmente é realizada por proteases que também podem processar proteínas de 

adesão e outros receptores de superfície celular (Chang e Werb, 2001; Naglich et al., 2001). 

Membros da superfamília das Zinco-metalopeptidases (zincinas) estão envolvidos nestes 

processos. As zincinas são classificadas em cinco famílias de proteínas de acordo com as 

sequências ao redor do motivo HEXXH: astacina, matrixina, reprolisina, termolisina e 

serratia. Além desta superfamília, há ainda a superfamília das Inverzincinas, a das 

Carboxipeptidases e a das DD-Carboxipeptidases, todas com o sítio de ligação ao zinco e um 

resíduo de histidina como o terceiro ligante a este íon (DeClerck, 2000). 

As metalopeptidases da superfamília das Inverzincinas, um grupo pequeno, são 

caracterizadas pela inversão do motivo de ligação ao zinco (HXXEH), e já foram encontradas 

em humanos, ratos, abelhas, bactérias e leveduras. A superfamília das Carboxipeptidases é 

caracterizada por um único motivo de ligação ao zinco, e pode ser dividida em três grupos de 

acordo com a sequência ao redor do sítio de ligação. O sítio de ligação ao zinco do grupo das 

DD-Carboxipeptidases é caracterizado pela sequência DHXHV, enquanto a terceira histidina 

está localizada a 42 resíduos no lado N-terminal do motivo, na sequencia SRHMY (DeClerck, 

2000).  
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Parte das zincinas contém duas histidinas e um ácido glutâmico como terceiro ligante 

de zinco, sendo chamadas gluzincinas. Termolisinas e várias metalopeptidases bacterianas 

fazem parte deste grupo, com duas regiões conservadas envolvidas na ligação ao zinco. As 

duas histidinas se encontram na sequência HEXXHXBT, enquanto o ácido glutâmico está a 

25 resíduos no lado C-terminal, na sequência GXBNEXBSD (DeClerck, 2000). 

Outras zincinas possuem uma sequência consenso de ligação ao zinco mais longa, 

HEBXHXBGBXH, contendo três histidinas como ligantes de zinco. Adicionalmente, contém 

uma metionina em uma conformação similar à alça de zinco, chamada met-turn, sendo 

chamadas de metzincinas. As astacinas, matrixinas, reprolisinas e serratias fazem parte deste 

grupo (DeClerck, 2000). 

As astacinas, proteínas de diversas origens incluindo metalopeptidases de mamíferos, 

se caracterizam por um resíduo de ácido glutâmico logo após a terceira histidina. As serratias, 

proteases extracelulares bacterianas, contêm um resíduo de prolina logo após a terceira 

histidina ligante de zinco. Tanto nas astacinas quanto nas serratias, há a possibilidade da 

tirosina presente na região consenso SBMSY da região met-turn se ligar ao zinco (DeClerck, 

2000). 

As metalopeptidases de matriz (MMPs – matrix metalloproteases) pertencem à família 

das Matrixinas e são capazes de degradar vários componentes da MEC, incluindo colágeno 

fibrilar (Elkington e Friedland, 2006; Curran e Murray, 2000). As MMPs são secretadas, em 

sua maioria, em forma solúvel no ambiente extracelular, onde são ativadas, mas há MMPs que 

podem se localizar na superfície celular, por meio de domínio transmembrana ou interação do 

tipo ligante-receptor. Em sua forma ativa as MMPs clivam preferencialmente componentes da 

MEC, mas podem clivar outras proteínas (DeClerck, 2000). 
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Pertencentes à superfamília das zincinas, as metalopeptidases de veneno de serpente 

(SVMPs – Snake Venom Metalloproteases) são uma das famílias de proteínas de venenos de 

serpentes que afetam a hemostase (Koh et al., 2006) e podem representar até cerca de 50% 

das proteínas encontradas no veneno (Fox e Serrano, 2008a). 

 

1.3 Metalopeptidases de veneno de serpente (SVMPs) 

 

As metalopeptidases de veneno de serpente (SVMPs) são grandes proteínas que 

podem ter diversos domínios (Souza et al., 2000), podem ser hemorrágicas ou não 

hemorrágicas (Kishimoto e Takahashi, 2002; Maruyama et al., 2002) e são 

fibrino(geno)líticas, clivando preferencialmente a cadeia Aα do fibrinogênio, mas também são 

capazes de clivar a cadeia Bβ. São sintetizadas na glândula de veneno como zimogênios 

(preproproteínas), com um grupo tiol bloqueando o sítio ativo pela ligação ao íon zinco. Após 

a secreção pela glândula, o grupo tiol é afastado por processamento proteolítico e o zimogênio 

é convertido na proteína ativa (Matsui et al., 2000). 

As SVMPs são classificadas nos grupos P-I, P-II e P-III e vários subgrupos (figura 2), 

de acordo com a presença ou não de domínios distintos, o processamento proteolítico destes 

domínios e se há ou não dimerização pós-traducional destes domínios (Fox e Serrano, 2008b; 

Sant'Ana et al., 2008). Todos os grupos contêm um peptídeo sinal, pró-domínio e domínio 

catalítico homólogos, além de um peptídeo espaçador. As SVMPs da classe P-I são 

caracterizadas por possuírem apenas os domínios comuns a todas as SVMPs. As SVMPs da 

classe P-II contém um domínio desintegrina adicional, com um motivo RGD dentro de uma 

alça mantida por pontes dissulfeto, que se liga às integrinas αIIbβ3 (receptor de fibrinogênio), 
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α5β1 (receptor de fibronectina) e αvβ3 (receptor de vitronectina); as SVMPs do grupo P-III 

possuem um domínio tipo desintegrina, que difere do domínio desintegrina pela substituição 

do motivo RGD pelo motivo XXCD (quaisquer dois aminoácidos seguidos por Cisteína e 

Acido Aspártico) e são divididas em quatro subgrupos (Mariano-Oliveira et al., 2003; Ivaska 

et al., 1999). 

O grupo P-II é dividido nos subgrupos P-IIa, P-IIb, P-IIc e P-IIe, enquanto o grupo P-

III é dividido nos subgrupos P-IIIa, P-IIIb, P-IIIc e P-IIId. As SVMPs do subgrupo P-IIa têm 

um domínio desintegrina adicional que se dissocia da proteína após o processamento da pró-

SVMP inativa; as do subgrupo P-IIb têm um domínio metalopeptidase e um domínio 

desintegrina, que permanecem unidos após o processamento; as do subgrupo P-IIc formam 

um dímero com os domínios metalopeptidase e desintegrina; as do subgrupo P-IId, cujo 

produto após o processamento da pró-SVMP não é conhecido, formam desintegrinas 

homodiméricas; as SVMPs do subgrupo P-IIe, cujo produto após o processamento da pró-

SVMP também não é conhecido, formam desintegrinas heterodiméricas. As SVMPs do 

subgrupo P-IIIa mantêm todos os domínios unidos após o processamento; as do subgrupo P-

IIIb têm o domínio metalopeptidase separado dos demais; as do subgrupo P-IIIc formam um 

dímero com os domínios metalopeptidase, tipo desintegrina e rico em cisteína; as SVMPs do 

subgrupo P-IIId, além de possuírem os domínios metalopeptidase, tipo desintegrina e rico em 

cisteína, também apresentam um domínio tipo lectina, ligado por pontes dissulfeto (Fox e 

Serrano, 2008b). 
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Figura 2: Diagrama esquemático das classes de metalopeptidases de veneno de serpentes (SVMPs). 

P: peptídeo sinal; Pro: pró-domínio; Cat: domínio catalítico; E: peptídeo espaçador; Des: domínio desintegrina; 

T-D: domínio tipo desintegrina; R-C: domínio rico em cisteína; Lec: domínio tipo lectina. O ponto de 

interrogação (?) indica que o produto processado não foi identificado no veneno. Extraído e modificado de Fox e 

Serrano 2008b. 

 

O peptídeo sinal é composto por dezoito aminoácidos; a maior parte deles são resíduos 

hidrofóbicos que, funcionalmente, agem como marcador de secreção. O pró-domínio, 

composto por uma sequência de 200 aminoácidos altamente conservada entre as SVMPs, 

modula a atividade enzimática por meio de interações com o domínio catalítico. O domínio 

catalítico, ou metalopeptidase (MP), contém cerca de 215 resíduos de aminoácidos e é menos 

conservado que o pró-domínio (Ramos e Selistre-de-Araujo, 2006). Este domínio possui de 

Forma precursora Após processamento 
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duas a três pontes dissulfeto, sendo que somente em SVMPs das classes P-II e P-III três 

pontes dissulfeto são encontradas (Jia et al., 1996; Bjarnason e Fox, 1994). 

O peptídeo espaçador, inicialmente, foi descrito como um segmento interdomínio, 

com 13 a 15 resíduos de comprimento, entre os domínios catalítico e desintegrina. Este 

segmento, porém, pode ser liberado de alguns precursores ou encontrado em desintegrinas 

longas, com domínio tipo desintegrina; neste caso, uma cisteína extra forma pontes dissulfeto 

com o domínio C-terminal e pode estar relacionada à resistência ao processamento 

proteolítico (Ramos e Selistre-de-Araujo, 2006; Jia et al., 1996; Bjarnason e Fox, 1994). 

Os domínios desintegrina e tipo desintegrina variam em comprimento, podendo ter de 

41 a 100 resíduos, e em quantidade de pontes dissulfeto. Estudos demonstram que estes 

domínios são fortes ligantes de integrinas, podendo disparar efeitos biológicos mediados por 

integrinas. A maior parte das desintegrinas é derivada de precursores da classe P-II e contém 

o motivo RGD; às derivadas de precursores da classe P-III é dada a nomenclatura de proteínas 

tipo desintegrina, por conterem sequências alternativas ao motivo RGD, como DCD ou ECD. 

Além disso, ambos os domínios desintegrina e tipo desintegrina contêm grande número de 

cisteínas, mas os domínios tipo desintegrina possuem ao menos um resíduo adicional de 

cisteína em sua estrutura, em relação aos domínios desintegrina (Ramos e Selistre-de-Araujo, 

2006; Jia et al., 1996; Bjarnason e Fox, 1994). 

O domínio rico em cisteína, assim como o domínio desintegrina, contém grande 

número de cisteínas e é formado por cerca de 112 resíduos, localizado a C-terminal do 

domínio desintegrina nas SVMPs do grupo P-III (Ramos e Selistre-de-Araujo, 2006; Jia et al., 

1996; Bjarnason e Fox, 1994). 
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As SVMPs exercem seus efeitos na degradação de proteínas como laminina, 

fibronectina, proteoglicanas e colágeno tipo IV da membrana basal endotelial, além de agirem 

sobre proteínas da coagulação sanguínea, causando hemorragias. Também podem aumentar a 

liberação de citocinas, que induzem a transcrição de MMPs, e inibir a agregação plaquetária. 

Estes dois fatores estão associados à digestão da MEC de células endoteliais (Ramos e 

Selistre-de-Araujo, 2006). 

Estudos demonstram que a maior parte das desintegrinas conhecidas é liberada de 

grandes precursores que possuem o domínio metalopeptidase, mas há evidências que sugerem 

que alguns domínios desintegrina não são separados de seu precursor devido a uma ponte 

dissulfeto adicional entre uma cisteína na região espaçadora e o domínio desintegrina (Ramos 

e Selistre-de-Araujo, 2006). Os domínios tipo desintegrina e rico em cisteína das SVMPs de 

classe P-III podem ser liberados por meio de autoproteólise em condições apropriadas. Isto 

sugere que alguns produtos da classe P-III podem estar processados no veneno, como a 

maioria dos produtos de classe P-II (Kishimoto e Takahashi, 2002; Maruyama et al., 2002; 

Bjarnason e Fox, 1994). 

 

 

 

1.4 Desintegrinas 

 

A integridade dos tecidos, bem como sua função e manutenção, dependem das 

interações das células com a MEC, realizadas por meio de receptores transmembrana que 
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estão envolvidos na polimerização da MEC, na ligação mecânica do citoesqueleto e na 

transdução de sinais entre a MEC e o núcleo (Mayer, 2003). Parte destas interações ocorre por 

meio do reconhecimento do motivo RGD encontrado em alguns componentes da MEC, como 

vitronectina, fibronectina e fibrinogênio. Este motivo também é encontrado em alguns grupos 

de pequenas proteínas ricas em cisteína denominadas desintegrinas, isoladas de venenos de 

serpentes e conhecidas por invadir a interação célula-MEC e célula-célula mediada por 

integrinas (Yamada, 1997; Niewiarowski et al., 1994; Gould et al., 1990).  

O termo “desintegrina” foi utilizado pela primeira vez em 1989 para descrever um 

grupo de peptídeos não-enzimáticos ricos em cisteína, de baixa massa molecular (5 a 9 kDa), 

derivadas do processamento proteolítico de SVMPs, que interagem com integrinas na 

superfície celular (Gould et al., 1990). Hoje, ao nos referirmos a desintegrinas, estamos nos 

referindo não só a proteínas presentes em venenos de serpentes, mas também encontradas em 

ratos, camundongos, bovinos, anfíbios, caranguejos, drosófilas, macacos, leveduras, porcos-

da-índia e humanos e que possuem um alinhamento de cisteínas homólogo ao encontrado em 

proteínas do veneno de serpentes. Uma característica comum de todas as desintegrinas é a 

capacidade de interagir com receptores de adesão como as integrinas (McLane et al., 2004). 

Desintegrinas e proteínas tipo desintegrina solúveis são encontradas no veneno de 

serpentes da família Viperidae. Estas proteínas podem se ligar a integrinas, sendo capazes de 

interferir em diversos processos biológicos mediados por integrinas. Algumas desintegrinas 

possuem atividade inibitória sobre a agregação plaquetária, por meio do bloqueio da 

glicoproteína IIb/IIIa (integrina αIIbβ3) da plaqueta, obstruindo a ligação do fibrinogênio ao 

seu receptor (McLane et al., 1998). Além disso, são capazes de inibir a migração de 

neutrófilos e sua adesão ao fibrinogênio, além de inibir metástases experimentais (Danen et 

al., 1998; Trikha et al., 1994). Por outro lado, algumas desintegrinas induzem quimiotaxia por 
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ativação de integrinas. Portanto o estudo de desintegrinas pode levar ao desenvolvimento de 

novas drogas antitumorais, antitrombóticas e antiinflamatórias, além de muitas outras 

aplicações (Shimaoka e Springer, 2003). 

A maioria das desintegrinas é caracterizada pelo motivo RGD dentro de uma alça 

mantida por pontes dissulfeto, que se liga às integrinas αIIbβ3 (receptor de fibrinogênio), α5β1 

(receptor de fibronectina) e αvβ3 (receptor de vitronectina), inibindo a agregação plaquetária, 

interações célula-MEC envolvidas na metástase de células tumorais e angiogênese. Já o 

domínio tipo desintegrina encontrado nas SVMPs do grupo P-III pode inibir a adesão celular 

ao colágeno pela ligação à integrina α2β1 (Souza et al., 2000). 

Vários estudos demonstram a capacidade de desintegrinas contendo a sequencia RGD 

de inibir a interação de células tumorais à MEC, por meio de competição específica com 

receptores de integrinas. A potência da inibição da interação ligante-integrina destas 

moléculas é, provavelmente, uma função da conformação tanto do motivo RGD quanto dos 

aminoácidos adjacentes a ele, contribuindo para a especificidade destes peptídeos a diferentes 

integrinas. Além disso, resíduos não conservados dentro destes peptídeos podem contribuir 

para a seletividade das integrinas (McLane et al., 1998; Gould et al., 1990). 

Algumas desintegrinas são potentes inibidores da angiogênese, por meio da ligação 

com a integrina αvβ3 e do disparo de eventos apoptóticos em células endoteliais e tumorais. A 

accutina, de Agkistrodon acutus (Yeh et al., 1998), e a salmosina, de Agkistrodon halys 

brevicaudus (Hong et al., 2003; Kang et al., 2000), são exemplos de desintegrinas RGD que 

possuem tais atividades. As desintegrinas albolabrina, echistatina, eristostatina e barbourina 

exibiram forte inibição de metástase tumoral de maneira dose-dependente (Beviglia et al., 

1995). A contortrostatina (Trikha et al., 1994), além da atividade de inibição da agregação 
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plaquetária por meio da ligação à integrina αIIbβ3 das plaquetas, inibe também a adesão de 

células humanas de melanoma (Trikha et al., 1994) e células de câncer de cólon (Zhou et al., 

2000) à vitronectina, por meio de ligação à integrina αvβ3. 

A conformação da desintegrina é essencial para sua atividade; o motivo RGD/XCD é 

encontrado no topo da alça flexível do loop (Cominetti et al., 2004; McLane et al., 2004). A 

coexistência de desintegrinas RGD com proteínas tipo desintegrina com motivo variável não-

RGD na mesma serpente suporta a hipótese de que há duplicação do gene envolvido na 

pressão de seleção pela função ancestral, enquanto a cópia (não-RGD) perde seu papel 

funcional original (Juarez et al., 2008; Bazaa et al., 2007; McLane et al., 1998). 

Originalmente, as desintegrinas foram divididas em três grupos. Esta classificação, 

porém, não incluía as desintegrinas diméricas (McLane et al., 1998). Atualmente, as 

desintegrinas de veneno de serpente são classificadas em cinco grupos de acordo com seu 

tamanho e número de pontes dissulfeto: pequenas, médias, grandes, diméricas e as proteínas 

tipo desintegrina de metalopeptidases da classe P-III (Calvete et al., 2003). 

Desintegrinas pequenas são formadas por 41 a 52 aminoácidos e possuem 4 pontes 

dissulfeto. Exemplos destas desintegrinas são a echistatina, eristocophina, eristostatina e 

ocellatusina; uma exceção é a acutina, de Deinagkistrodon acutus, que contém apenas sete 

cisteínas (Smith et al., 2002; Bauer et al., 1993; Calvete et al., 1992). As desintegrinas de 

tamanho médio possuem cerca de 70 aminoácidos e seis pontes dissulfeto. A maioria das 

desintegrinas se enquadra neste grupo e seus membros possuem a sequência adesiva RGD. 

Exemplos de desintegrinas desta classe incluem a trigramina, kistrina, flavoridina, entre 

outras (Calvete et al., 1997; Bauer et al., 1993; Calvete et al., 1992). As desintegrinas de 
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tamanho grande possuem cerca de 84 aminoácidos e seis pontes dissulfeto. Exemplos desta 

classe são bibistatina (Calvete et al., 1994) e a salmosina (Park et al., 1998). 

Desintegrinas diméricas fazem parte do mais recente grupo descoberto, ampliando as 

fronteiras do que se pode chamar de “desintegrinas clássicas”. Este grupo é formado por 

desintegrinas diméricas, com quatro pontes dissulfeto intracadeia e duas pontes dissulfeto 

intercadeia. A primeira diferença entre estas e as desintegrinas monoméricas é a presença das 

pontes dissulfeto intercadeia e a perda do pareamento de uma cisteína em alguma subunidade. 

Outra característica é a existência de homo e heterodímeros, além de uma variedade de 

resíduos presentes no motivo adesivo de cada cadeia (McLane et al., 2004; Moreno-Murciano 

et al., 2003). As desintegrinas homodiméricas possuem arranjos RGD em ambas as cadeias, 

como a contortrostatina (Trikha et al., 1994). As desintegrinas heterodiméricas exibem uma 

variedade de arranjos nos sítios ligantes. Um exemplo é a desintegrina EC3, isolada de Echis 

carinatus, que possui o motivo VGD na cadeia A e o tripeptídeo MLD na cadeia B (Coelho et 

al., 2004). 

As proteínas tipo desintegrina de SVMPs de classe P-III possuem aproximadamente 

100 resíduos de aminoácidos e 16 resíduos de cisteína envolvidos na formação de oito pontes 

dissulfeto (Calvete et al., 2000; McLane et al., 1998). Estas desintegrinas não possuem a 

sequência RGD em sua estrutura. 

As desintegrinas têm sido estudadas como potentes ligantes de receptores plaquetários 

e de outras células, providenciando não apenas esclarecimento das relações estrutura-função, 

mas também sendo propostas como exemplo de fármaco natural. Devido a sua alta afinidade e 

seletividade por integrinas, as desintegrinas podem ser consideradas antagonistas das 

moléculas de adesão. No entanto, estudos recentes demonstraram que estas proteínas podem 
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ativar vias de sinalização mediadas por integrinas, indicando que as desintegrinas podem ser 

consideradas tanto antagonistas como agonistas de funções relacionadas a integrinas, 

dependendo do tipo celular (Coelho et al., 2004). 

Recentemente, diversas desintegrinas têm sido propostas como novas drogas 

terapêuticas (Selistre-de-Araujo et al., 2005; Yang et al., 2005; Braud et al., 2000; Matsui et 

al., 2000; Zhou et al., 2000). Para caracterizar estas proteínas, é possível purificar a 

desintegrina a partir do veneno bruto (Oliveira et al., 2009; Berger et al., 2008; Calvete et al., 

2003; Souza et al., 2000) ou utilizar técnicas de clonagem para expressar a proteína a partir de 

células procariontes ou eucariontes (Anangi et al., 2007; Singhamatr e Rojnuckarin, 2007; 

Zhou et al., 2004b; Paine et al., 1992). 

No entanto, a purificação de desintegrinas a partir de veneno bruto é um procedimento 

caro e demorado, se tornando inviável para a produção em larga escala. A produção 

recombinante de desintegrinas representa um sistema mais rápido, com melhor rendimento e 

com qualidade mais constante quando comparada com a obtenção a partir do veneno bruto 

(Minea et al., 2005). 

Recentemente foi concluído em nosso laboratório um trabalho abrangendo a 

subclonagem, expressão, purificação e renaturação da desintegrina RGD DisBa-01 (Ramos et 

al., 2008), uma desintegrina de Bothrops alternatus com atividade anti-metastática, anti-

angiogênica e anti-trombótica. 

 

1.4.1 DisBa-01 
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Uma biblioteca de cDNA em fagos λ foi construída a partir de mRNAs presentes na 

glândula venenífera de Bothrops alternatus. Desta biblioteca foi isolado um clone que 

codifica uma desintegrina de classe P-II média (78 aminoácidos e 11.637 Da), com motivo de 

reconhecimento RGD, estrutura terciária mantida por seis pontes dissulfeto e similaridade 

com outras desintegrinas tanto do gênero Bothrops quanto de outros gêneros, como 

Agkistrodon, Gloydis e Trimeresurus. Esta desintegrina foi obtida de modo heterólogo em 

corpos de inclusão em Escherichia coli e é denominada DisBa-01 (Ramos et al., 2008). 

Estudos demonstram que esta desintegrina se liga às integrinas αvβ3 e αIIbβ3, 

demonstrando potente atividade anti-metastática, anti-angiogênica e anti-trombótica, além de 

ser um potente inibidor de mecanismos de aderência dependentes de αvβ3 (Kauskot et al., 

2008; Ramos et al., 2008). Além disso, a DisBa-01 é capaz de inibir eficientemente (na ordem 

de nanomolar) a agregação plaquetária induzida por ADP, trombina e fibrinogênio e, in vivo, 

prolonga o tempo de oclusão trombótica e de sangramento (Kauskot et al., 2008). 

 

 

 

1.5 Integrinas 

 

As interações célula-célula e célula-MEC determinam desde a formação de um tecido 

até eventos como migração, proliferação, sobrevivência e diferenciação celular, polarização e 

organização do citoesqueleto. A especificidade da adesão celular vem da expressão 
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combinatória e interações entre receptores de adesão na superfície celular (Hynes et al., 

1999). 

A matriz extracelular (MEC) preenche a maior parte dos espaços intercelulares e é 

composta por proteínas insolúveis, carboidratos e fatores de crescimento secretados pelas 

células. Sua composição varia de acordo com o tecido, com diferentes quantidades e 

combinações de colágeno, proteoglicanas, elastina, ácido hialurônico e glicoproteínas como 

fibronectina e laminina (Hynes et al., 1999). 

Eventos de adesão celular são mediados por receptores transmembrana, que incluem 

as integrinas, imunoglobulinas, cadeirinas e selectinas (figura 3). As integrinas são 

responsáveis pelo reconhecimento e adesão a proteínas da MEC e a outras células (Saiki, 

1997). 

 
Figura 3: Receptores de adesão celular. 

Retirado e adaptado de Hauck (2002). 
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As imunoglobulinas são proteínas transmembrana responsáveis por mediar adesões 

célula-célula homofílicas e heterofílicas (Stromblad e Cheresh, 1996). É a segunda maior 

classe de receptores de adesão, caracterizada pela presença de um grande número de domínios 

(Hynes et al., 1999). 

As caderinas são glicoproteínas transmembrana que atuam na adesão celular, 

principalmente na adesão célula-célula. N-caderinas humanas estão presentes em baixas 

concentrações nas células endoteliais (Stromblad e Cheresh, 1996). Elas mediam a adesão 

hemofílica dependente de cálcio entre células por meio de repetições cadeirinas distantes. 

Análises estruturais e funcionais sugerem que a unidade funcional é um dímero (Hynes et al., 

1999). 

As selectinas são outro grupo de glicoproteínas transmembrana de adesão células, que 

incluem E-selectina, L-selectina e P-selectina. E- e P-selectina são encontradas tanto em 

forma transmembrana, intermediando interações célula-célula, quanto em forma solúvel 

(Stromblad e Cheresh, 1996). 

A maior família de receptores de adesão são as integrinas. O termo integrina foi 

proposto por Hynes e colaboradores (1987) para designar receptores que integram o 

citoesqueleto à MEC. As integrinas são os principais receptores dos metazoários para a 

adesão celular às proteínas de matriz e, em vertebrados, têm papel importante na ligação 

célula-célula (Hynes, 2002). 

As integrinas são proteínas transmembrana formadas por duas subunidades 

glicoprotéicas, α (120 a 180kDa) e β (90 a 110kDa), que se associam por ligações não-

covalentes. Dezoito cadeias α e 8 cadeias β já foram identificadas, formando pelo menos 24 

heterodímeros (figura 4). As porções amino-terminais de ambas as cadeias formam uma 
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“cabeça” globular, enquanto as porções remanescentes formam duas caudas que atravessam a 

membrana citoplasmática (Silva et al., 2007; Arnaout et al., 2005; Guo e Giancotti, 2004; 

Hynes, 2002). As subunidades α e β são produtos de genes separados e são mutuamente 

interdependentes para o correto processamento e posicionamento na superfície da membrana 

celular (Loftus et al., 1994). 

A ocorrência de integrinas está restrita ao reino metazoa; elas são encontradas até 

mesmo nos mais simples organismos deste reino, esponjas e cnidários (Hughes, 2001; Burke, 

1999); não há descrição de homólogos em procariotos, plantas ou fungos (Whittaker e Hynes, 

2002).  

 

 
Figura 4: Representação da associação das subunidades α e β de integrinas de mamíferos. 

Existem 8 tipos de subunidades β que podem se associar a 18 tipos de subunidades α para formar 24 diferentes 

heterodímeros. Subunidades α com listras ou grades cinza são restritas aos cordados, assim como as subunidades 
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α4 e α9 (em verde). Subunidades α em roxo e azul são encontradas em todo o reino metazoa. O asterisco (*) 

indica splicing alternativo da porção citoplasmática. Retirado e adaptado de Hynes, 2002. 

 

Combinações de análises genéticas e biológicas têm sido usadas para determinar as 

funções das integrinas. Na face extracelular, as integrinas interagem com macromoléculas da 

MEC ou com receptores de superfície de células próximas. Na face citoplasmática, 

coordenam a organização dos polímeros do citoesqueleto e os complexos de sinalização 

(Humphries et al., 2006). Todas as integrinas, exceto α6β4, se ligam à rede de microfilamentos 

de actina, a qual as integrinas também regulam e modulam. A subunidade β4 difere de todas 

as outras: seu domínio citoplasmático é muito maior (cerca de 1000 resíduos de aminoácidos 

contra aproximadamente 50 das outras subunidades) e se liga aos filamentos intermediários, 

não à actina (Hynes, 2002). 

As sequências de aminoácidos das integrinas sugerem fortemente que ambas as 

subunidades transpõem a membrana devido a um segmento que cada polipeptídio tem com 

características de domínios transmembrana próximo ao C-terminal. A fosforilação do domínio 

citoplasmático pode regular as funções de ligação destes receptores de adesão (Ruoslahti et 

al., 1994). 

As integrinas se ligam a componentes específicos da matriz, como fibronectina, 

vitronectina, laminina e colágeno. Muitas dessas associações são específicas para certas 

combinações de subunidades α e β e influenciam a sinalização intracelular (Lan et al., 2005; 

Giancotti, 2000). Entretanto, integrinas distintas podem reconhecer domínios diferentes da 

mesma molécula, transmitindo sinais que regulam proteases de degradação de matriz (Brooks, 

1996). 
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Diversas integrinas estão envolvidas diretamente no processo de adesão, mobilização e 

fusão de mioblastos em miotubos (Peault et al., 2007; Shi e Garry, 2006; Lafuste et al., 2005; 

Velleman e McFarland, 2004). As integrinas α7β1 (Liu et al., 2008; Burkin et al., 2005), αvβ2 

(Tannu et al., 2004) e α9β1 (Lafuste et al., 2005), entre outras, estão diretamente relacionadas 

a proliferação e adesão celular, miogênese e diferenciação, respectivamente. 

A sinalização oriunda da ligação entre integrinas e os componentes da MEC é enviada 

para dentro da célula por meio de diferentes cascatas de sinalização em um processo 

denominado “de fora para dentro” (“outside-in”). Além disso, há a regulação intracelular que 

modifica as propriedades de ligação externa das integrinas, chamado “de dentro para fora” 

(“inside-out”) (Yamada, 1997). Sinais induzidos por integrinas incluem troca de H+, influxo 

de Ca2+, fosforilação de tirosina, serina e treonina, entre outros. Muitas vezes, estes sinais são 

relacionados à regulação da expressão gênica, contribuindo para mecanismos como 

proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (Stromblad e Cheresh, 1996). 

Foi demonstrado que a cauda citoplasmática das integrinas pode interagir com 

componentes específicos do citoesqueleto, como actina-α, talina e vinculina; estas interações 

são capazes de potencializar inúmeros eventos de sinalização transmembrana, incluindo 

ativação de Rho GTPase, permitindo mudanças na organização do citoesqueleto, ativação de 

vias de proteínas-quinase ativadora de mitose (MAPK), diversas proteínas quinases e quinases 

de lipídios. Assim, as integrinas são capazes de influenciar a progressão do ciclo celular, 

sobrevivência celular e expressão gênica, além de seus efeitos na adesão e morfologia celular 

(Ruegg e Mariotti, 2003; Hynes et al., 1999). 

Muitas integrinas não são constitutivamente ativas; elas podem ser expressas na 

superfície celular em um estado inativo, no qual elas não se ligam aos ligantes nem enviam 
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sinais para o interior celular. Este mecanismo é muito importante para suas funções 

biológicas. Um exemplo é a integrina αIIbβ3; presente em grande quantidade na superfície 

plaquetária, se não estivessem inativas elas se ligariam ao seu principal ligante presente no 

plasma, o fibrinogênio, e agregariam, levando a trombose. Quando as plaquetas são ativadas, 

a αIIbβ3 passa a se ligar a fibrinogênio, fator Von Willebrand e fibronectina (Hynes, 2002). 

Antagonistas de integrinas têm sido estudados em uma tentativa de desenvolver novas 

ferramentas para o tratamento de diversos tipos de patologias, incluindo cânceres. Estudos 

demonstram que peptídeos sintéticos contendo o motivo Arginina-Glicina-Ácido Aspártico 

(RGD) são capazes de bloquear competitivamente a ligação de várias integrinas aos seus 

ligantes, reduzindo a quantidade de metástases experimentais (Saiki, 1997); outros motivos 

também são capazes de bloquear interações integrina-ligante específicas (figura 5) (Juarez et 

al., 2008). 

 

 
Figura 5: Diagrama da família de integrinas. 
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Na imagem também estão representados os diferentes motivos de domínios desintegrinas que bloqueiam 

interações integrina-ligante específicas, e um modelo 3D de uma desintegrina pequena com ênfase na localização 

do motivo inibitório (círculo vermelho). Extraído e adaptado de Juaréz et al 2008. 

 

Além disso, existem estudos que indicam que desintegrinas e proteínas tipo 

desintegrina podem regular positiva ou negativamente a expressão de determinados genes por 

meio da ligação com integrinas. Gallagher et al. (2005) propuseram que a jararagina, uma 

proteína tipo desintegrina, é capaz de regular positivamente a via MAPK p38 a partir da 

regulação positiva de IL-1 em células endoteliais. A ALT-C, outra proteína tipo desintegrina, 

induz a um aumento de expressão de VEGF em fibroblastos e células HUVEC (Ramos et al., 

2007; Cominetti et al., 2004) e, in vivo, é capaz de modular a expressão de VEGF, FGF-1, 

PDGF, TGFβ1 e IGF-1 em ratos (Sant'Ana et al., 2008). A jarastatina, uma proteína RGD 

monomérica, induz o aumento da transcrição de IL-8 em neutrófilos (Coelho et al., 1999). Já 

a saxatilina inibe a expressão de VEGF em células de câncer de pulmão (Jang et al., 2007). 

As modificações bioquímicas mediadas por integrinas interferem em processos 

biológicos, por meio da sinalização “de dentro para fora” e “de fora para dentro” e pela 

modulação da expressão de certos genes, levando a respostas celulares de ativação, migração, 

diferenciação ou apoptose (Chen e Lo, 2003; Coelho et al., 2001). 

 

1.6 Células tronco 

 

Células tronco têm a habilidade única de se diferenciar em todos os tipos celulares, 

podendo substituir célula mortas ou danificadas (Cowan et al., 2004) e são recrutadas de 
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nichos específicos para atuar em diferentes locais, que podem ser distantes do local de 

recrutamento (Katayama et al., 2006). Estas células podem ser obtidas tanto de embriões, 

derivadas do blastocisto (Dejosez et al., 2008; Thomson et al., 1998; Evans e Kaufman, 1981; 

Martin, 1981), quanto de indivíduos adultos, sendo encontradas principalmente na medula 

óssea, periósteo, membrana sinovial, músculo esquelético, tecido adiposo, sangue periférico, 

cordão umbilical e músculo cardíaco (Roccio et al., 2008; Boelens et al., 2007; Sakaguchi et 

al., 2005), além de serem encontradas também no fígado, cérebro e pâncreas, entre outros 

(Porada et al., 2006). Entretanto, somente células tronco de embriões podem se diferenciar em 

qualquer tipo celular; células-tronco de indivíduos adultos podem se diferenciar somente em 

tipos celulares específicos (Pan e Thomson, 2007; Pan et al., 2006; Rubio et al., 2005). 

As células tronco mesenquimais (MSC) são células tronco de indivíduos adultos 

encontradas em uma variedade de tecidos, incluindo medula óssea, tecido adiposo, tecido 

muscular, placenta e cordão umbilical (Sarugaser et al., 2009). Apesar de não se 

diferenciarem em todos os tipos celulares, as MSC são células multipotentes capazes de se 

diferenciar in vitro e in vivo em tecidos de origem mesenquimal (Wang e Zhao, 2009), 

originando osteoblastos, mioblastos, condroblastos, adipócitos e células estromais (Larghero 

et al., 2009), além de hepatócitos, miócitos cardíacos, miofibroblastos, fibroblastos, células 

endoteliais, inclusive no processo de formação de novos vasos sanguíneos, e células satélite 

de músculo esquelético (Nicholas e William, 2008). 

As células satélite participam do processo de regeneração muscular, diferenciando-se 

em células precursoras miogênicas e, subsequentemente, em miofibras (Zammit et al., 2006), 

além de serem capazes, in vitro, de se diferenciar em osteócitos e adipócitos (Susperregui et 

al., 2008; Zhu et al., 2007; Asakura et al., 2001; Teboul et al., 1995; Katagiri et al., 1994). 

Estas células são fundamentais para o processo de regeneração muscular e há evidências de 
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que participam de processos patogênicos envolvendo formação de tecido adiposo ou ósseo 

ectópicos no tecido muscular (Charge e Rudnicki, 2004). 

 

1.6.1 Células precursoras miogênicas 

 

Desde que foi reportada a capacidade que tecidos musculares têm de regenerar 

musculatura distrófica em camundongos, um esforço substancial tem sido feito para isolar as 

melhores células-tronco musculares, capazes de restaurar ou substituir fibras esqueléticas 

distróficas e de criar um reservatório de células-tronco que perdurem por toda a vida (Boldrin 

e Morgan, 2007). 

O músculo esquelético, em todos os organismos, é composto por células musculares 

maduras conhecidas como miotubos. São células multinucleadas que surgem da fusão de 

células precursoras multinucleadas, os mioblastos, durante o desenvolvimento embrionário. 

Entretanto, nem todos os mioblastos se fundem em miotubos; alguns permanecem como 

células satélite no músculo adulto (Blanco-Bose et al., 2001). Em camundongos recém-

nascidos, células satélite representam cerca de 30% dos núcleos no músculo sublaminar; este 

número cai para menos de 5% em camundongos com dois meses de vida. Este declínio reflete 

a fusão das células satélite durante o crescimento do músculo esquelético (Seale et al., 2000; 

Bischoff e Heintz, 1994). Lees et al. (2006) reportaram que a massa muscular relativa de ratos 

idosos (32 meses de idade) é consideravelmente menor que a de ratos jovens (3 meses de 

idade), variando de 51% a 62% de diferença; as células precursoras miogênicas (CPMs) 

extraídas dos ratos jovens e idosos também apresentaram diferenças na capacidade de 

diferenciação e na expressão de proteínas relacionadas ao processo, indicando que há 
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diferenças celulares e moleculares entre CPMs isoladas do músculo esquelético de jovens e 

adultos, contribuindo para a redução de massa muscular e falhas no reparo e reconstrução de 

músculos danificados em idosos. 

As células satélite foram primeiramente descritas em músculo de sapos por Mauro 

(1961), com base na morfologia e posição relativa aos miotubos maduros; posteriormente 

foram identificadas também em músculos adultos de aves e mamíferos (Seale e Rudnicki, 

2000). As células satélite ficam em posição adjacente às fibras do músculo esquelético, entre 

a membrana basal e o sarcolema, de forma que a membrana basal é contínua ao longo de toda 

a fibra muscular. Com uma baixa quantidade de citoplasma em relação ao núcleo, as células 

satélite possuem poucas organelas citoplasmáticas e grande quantidade de heterocromatina 

em relação à eucromatina, indicadores do estado inativo da célula (figura 6) (Shi e Garry, 

2006; Holterman e Rudnicki, 2005; Schultz, 1976). 

 

 
Figura 6: Localização das células satélite. 

A: eletromicrografia de músculo esquelético adulto demonstrando o núcleo de um miócito (MC) e de uma célula 

satélite (SC). A célula precursora é caracterizada pelo menor tamanho, alta proporção núcleo/citoplasma, baixa 

quantidade de organelas citoplasmáticas e heterocromatina nuclear aumentada, indicando o estado de 

quiescência da célula. B: esquema da imagem A, enfatizando o posicionamento da célula satélite entre a lâmina 

basal (seta escura na linha verde) e o sarcolema (seta clara na linha vermelha). Retirado de Shi e Garry, 2006. 
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Em músculos esqueléticos adultos, as células satélite geralmente ficam num estado 

quiescente, mas, em resposta ao estresse gerado por exercícios ou traumas, podem ser 

ativadas, expressando diversos fatores de transcrição miogênicos incluindo MyoD e Myf5, e 

iniciando múltiplas rodadas de multiplicação e posterior diferenciação em miotubos (Bischoff 

e Heintz, 1994; Rosenblatt et al., 1994; Appell et al., 1988). Após a ativação, a morfologia 

das células satélite muda drasticamente; extensões citoplasmáticas ficam aparentes, 

acompanhadas por um aumento no volume de citoplasma. A quantidade de heterocromatina 

diminui e organelas citoplasmáticas, como Golgi, retículo endoplasmático, ribossomos e 

mitocôndrias, aumentam em quantidade (Holterman e Rudnicki, 2005; Hawke e Garry, 2001; 

Schultz, 1976). Estas células geradas por células satélite ativadas, chamadas de células 

precursoras miogênicas (CPMs), se dividem várias vezes antes de se fundirem a miofibras 

existentes ou recém-formadas (figura 7) (Morgan e Partridge, 2003; Bischoff e Heintz, 1994; 

Grounds e Yablonka-Reuveni, 1993; Appell et al., 1988). 
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Figura 7: Fibra muscular em processo de regeneração. 

A: fibra muscular normal com mionúcleos e uma célula satélite quiescente. B: fibra muscular danificada. A 

célula satélite se tornou ativada, originando CPMs. C: CPMs se fundem para reparar a fibra muscular danificada. 

D: fibra muscular regenerada, com uma nova célula satélite e mionúcleos no centro da fibra. Retirado de Morgan 

e Partridge 2003. 

 

CPMs têm boa sobrevivência ao longo do tempo, capacidade de formar novos 

miotubos e unidades motoras e ótimo potencial de crescimento, sendo facilmente 

multiplicadas quando em estado indiferenciado. Entretanto, após a formação de miotubos 

estas células se diferenciam em fibras maduras e perdem a capacidade mitótica, tornando 

improvável o crescimento desordenado de tecido muscular in vivo (Eberli et al., 2009; Yiou et 



34 

al., 2003; Yokoyama et al., 2001; Partridge et al., 1989). Estudos demonstram que as CPMs 

são capazes de se diferenciar não somente em miotubos, mas também em osteócitos e 

adipócitos, in vitro, se forem tratadas com proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) ou 

indutores adipogênicos, assim como as células satélite (Susperregui et al., 2008; Zhu et al., 

2007; Asakura et al., 2001; Teboul et al., 1995; Katagiri et al., 1994). A pluripotência destas 

células ainda não foi demonstrada in vivo, mas o acúmulo de tecido adiposo e a formação de 

tecido ósseo ectópico no tecido muscular em algumas doenças humanas sugerem que estas 

células sejam capazes de desenvolvimento não-miogênico in vivo (Charge e Rudnicki, 2004). 

A fusão de CPMs em miotubos é o resultado de uma sequência ordenada de eventos, 

incluindo agrupamento e alinhamento de células, estabelecimento de contatos célula-célula e 

fusão das membranas citoplasmáticas (Taylor, 2003; Doberstein et al., 1997). Em mamíferos, 

a fusão ocorre em duas fases: inicialmente mioblastos se fundem a outros para formar 

pequenos miotubos; adicionalmente, outras CPMs se fundem aos miotubos recém-formados 

para gerar miotubos maiores e maduros (Jansen e Pavlath, 2006; Chen et al., 2005). Diversas 

proteínas de membrana estão envolvidas nestes processos, incluindo N- e M-caderinas, 

moléculas neurais de adesão celular (NCAM), moléculas vasculares de adesão celular 

(VCAM), α4β1 e outras integrinas, entre diversas moléculas (Abmayr et al., 2003). 

Yao et al (1996) demonstraram que a integrina α7β1,o principal receptor de laminina 

em mioblastos, media a adesão e migração celular em substratos contendo laminina 1 e 

sugerem que o receptor α7 esteja envolvido não só na interação com isoformas específicas de 

laminina em fibras musculares maduras mas também durante o recrutamento e expansão das 

CPMs durante a regeneração muscular. Sinanan et al (2008) demonstraram que as integrinas 

αvβ3 e αvβ5 (receptores de fibronectina e vitronectina, entre outros componentes da MEC) são 

marcadores moleculares para CPMs in vitro, independente da idade do doador, derivação 
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anatômica ou espécie, e também atuam como moduladores da migração de CPMs. As 

integrinas α9β1 (Lafuste et al., 2005) e α3 (Brzoska et al., 2006) estão diretamente 

relacionadas com a adesão e fusão de CPMs em miotubos. 

Estudos sobre a regeneração muscular têm despertado interesse nas áreas médica e 

esportiva, para diminuir o tempo necessário para a recuperação de atletas após danos 

musculares, diminuir os sintomas de distrofia muscular e acelerar a recuperação de força 

causada por atrofias (Grounds et al., 2002). Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito de 

desintegrinas em mioblastos. 

Em nosso laboratório foi demonstrado que o efeito da ALT-C, uma proteína tipo 

desintegrina rica em cisteína de Bothrops alternatus, foi capaz de induzir um aumento na 

proliferação de mioblastos primários de ratos in vitro (Mesquita-Ferrari et al., 2009); in vivo, 

a ALT-C promoveu angiogênese em camundongos atímicos (Ramos et al., 2007) mas não foi 

capaz de estimular a regeneração muscular em ratos (Durigan et al., 2008). Estudos em nosso 

laboratório também mostraram que, in vitro, a ALT-C induz a expressão de VEGF em 

fibroblastos (Cominetti et al., 2004). 

Os resultados destes trabalhos nos incentivaram a estudar os efeitos de outras 

desintegrinas na regeneração muscular. Em um trabalho com DisBa-01 em ratos, esta 

desintegrina estimulou a formação de uma membrana rica em colágeno que cobriu o anel 

herniário e impediu o extravasamento do conteúdo abdominal, estimulou a angiogênese e 

aumentou o número de células mononucleadas e de fibroblastos. Além disso, a ativação de 

MMP-2 nos ratos tratados foi aumentada, sugerindo um maior remodelamento da MEC 

(Oliveira et al., dados não publicados, 2009). 
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Neste contexto, a DisBa-01 foi utilizada para este trabalho, para a avaliação de seus 

efeitos sobre uma linhagem de células precursoras miogênicas, a C2C12. Escolhemos analisar 

o material secretado pelas células C2C12 para tentar identificar algum possível mediador da 

ação da DisBa-01. 

 

1.6.2 C2C12 

 

Culturas primárias e linhagens celulares musculares estabelecidas têm sido usadas para 

estudos in vitro. Uma linhagem frequentemente usada é a de mioblastos de camundongos 

C2C12, um subclone da linhagem C2 derivada de células satélite de ratos adultos (Blau et al., 

1985; Yaffe e Saxel, 1977). Mioblastos C2 e C2C12 provenientes de camundongos são as 

linhagens miogênicas mais caracterizadas e empregadas atualmente, pois proliferam 

rapidamente sob condições normais de cultura e respondem bem à manipulação, com 

resultados reproduzíveis, de uma maneira melhor que culturas de mioblastos primários 

(Gawlitta et al., 2008; Burattini et al., 2004; Tannu et al., 2004; Lawson e Purslow, 2000; 

Shimokawa et al., 1998; Kubo, 1991; Yaffe e Saxel, 1977). 

As células C2C12 são muito utilizadas em modelos de diferenciação em músculo 

esquelético. A diferenciação em miofibras é terminal e, geralmente, induzida pela substituição 

do soro fetal bovino utilizado no meio de crescimento por soro de cavalo, no chamado meio 

de diferenciação (Ji et al., 2009; Anastasia et al., 2008; Cao et al., 2003; Hitomi et al., 2000; 

Koh et al., 1993). Entretanto, alguns mioblastos não se diferenciam e, quando as condições 

normais de crescimento são retomadas, estas células voltam a proliferar (Yoshida et al., 

1998). Além disso, também são utilizadas em modelos de diferenciação não-miogênica, em 
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osteoblastos e adipócitos, por meio de adição de BMPs ou indutores adipogênicos 

(Susperregui et al., 2008; Zhu et al., 2007; Teboul et al., 1995; Katagiri et al., 1994). 

No entanto, são poucos os estudos sobre os efeitos de desintegrinas nas células C2C12 

não diferenciadas. Já foi demonstrado que a proteína tipo desintegrina ALT-C não foi capaz 

de induzir a expressão de VEGF em cultura primária de células precursoras miogênicas 

(Mesquita-Ferrari et al., 2009). Estes resultados despertaram o interesse sobre o efeito de 

outras desintegrinas em CPMs. Assim, esta linhagem foi escolhida para a avaliação dos 

efeitos da desintegrina RGD DisBa-01 sobre os mioblastos indiferenciados.  

 

1.7 Proteoma 

 

O termo proteoma foi utilizado pela primeira vez por Wilkins (1996) para referir-se ao 

conjunto de proteínas expressas pelo genoma de um organismo ou, no caso de seres 

multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou tipo celular específico. 

Ao contrário do genoma, o proteoma de um indivíduo é extremamente dinâmico e variável e 

não se mantém estável durante a vida do organismo. Entretanto, apesar das proteínas serem 

uma fonte muito rica de informações, elas também são difíceis de serem analisadas devido ao 

seu dinamismo, pois sua expressão se altera conforme o estímulo recebido (Wilkins et al., 

1996). As proteínas estão envolvidas em todos os processos biológicos e podem ser 

consideradas as moléculas mais importantes para a manutenção da homeostase e para o 

desenvolvimento dos organismos (Aebersold e Mann, 2003). 

A análise proteômica permite saber se e quando uma proteína está sendo expressa, 

qual a concentração relativa dessa proteína e as modificações que podem ocorrer após sua 
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tradução, além de indicar como processos metabólicos, regulatórios e de sinalização podem 

ser modificados por estados patológicos ou por interação com medicamentos e outras 

substâncias administradas (Anderson et al., 2000). 

Por meio da eletroforese bidimensional (2DE), que separa proteínas em géis de 

poliacrilamida desnaturantes, é possível separar simultaneamente centenas ou milhares de 

proteínas em um único gel. Além disso, esse método permite a detecção de modificações pós-

traducionais, que não poderiam ser preditas com a sequência genômica (Lopez, 2007; Pandey 

e Mann, 2000; O'Farrell, 1975). 

O estudo de proteínas por meio da 2DE foi restrito, durante certo período, pelas 

dificuldades com a análise, incluindo a baixa resolução e reprodutibilidade. Com o 

desenvolvimento de novas técnicas e matrizes, a análise proteômica por 2DE têm sido 

sensivelmente aprimorada (Pandey e Mann, 2000). 

Atualmente, as proteínas são separadas de acordo com seu ponto isoelétrico por meio 

de focalização isoelétrica, na primeira dimensão. Em seguida, as proteínas são separadas de 

acordo com suas massas moleculares, na segunda dimensão. A 2DE tem sido utilizada para o 

estabelecimento de mapas-padrão de células, tecidos e modelos de desenvolvimento, além de 

permitir a comparação dos produtos protéicos após exposição de grupos celulares a diferentes 

condições biológicas. A análise comparativa dos mapas gerados permite a identificação de 

proteínas com acúmulo diferencial, induzidas ou suprimidas sob diferentes condições 

(Guerreiro et al., 1997). Em comparação com a eletroforese de uma dimensão em géis 

desnaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), a 2DE apresenta maior capacidade para separar 

misturas complexas. Como as bandas de proteínas de mesma massa molecular tendem a se 

sobrepor quando utilizados métodos de eletroforese unidimensional, um número 
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relativamente pequeno de proteínas (geralmente menos de 50) pode ser separado por esses 

métodos. A eletroforese bidimensional, ao combinar dois métodos distintos de separação, 

pode ser utilizada para separar mais de 1000 proteínas em cada gel (McArdle et al., 2003). 

Este método é muito utilizado para a resolução de amostras com um grande número de 

proteínas distintas e suas isoformas, como o veneno de serpentes (Fox e Serrano, 2008a; 

Serrano et al., 2005), a expressão protéica de um determinado tecido em diferentes idades 

(Fiorani Celedon et al., 2007), identificar proteínas virais em células hospedeiras (Zhang et 

al., 2004) e as diferenças de expressão protéica entre células não infectadas e infectadas 

(Kuramitsu e Nakamura, 2005), entre outros usos. 

Nesse contexto, a utilização da eletroforese bidimensional será útil para analisar a 

expressão protéica das células C2C12 após tratamento com a desintegrina DisBa-01, em 

comparação com células não tratadas. Esta técnica, associada à espectrometria de massas, 

permitirá a identificação dos produtos de secreção dos mioblastos. 
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2. OBJETIVOS 
 

Este trabalho teve como objetivos: 

Estudar os efeitos da DisBa-01 em células precursoras miogênicas (C2C12) em 

cultura. 

Padronização da metodologia de eletroforese bidimensional para o meio 

condicionado das células C2C12, para contribuir na identificação dos mediadores do 

efeito da DisBa-01 neste tipo celular. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Expressão da DisBa-01 

 

A DisBa-01 foi expressa de acordo com o método descrito por Ramos (2008). 

A cultura de células BL21 (DE3) foi induzida por adição de 0,5nM de IPTG. Após 3 

horas de indução, as células foram centrifugadas (4.200 x g por 15min), ressuspendidas em 

tampão A (Tris-HCl 40nM pH 7.9, NaCl 500mM e imidazol 5mM) e lisadas por sonicação (6 

vezes a 4°C; intervalo de 10s). A fração celular solúvel foi obtida após centrifugação (27.500 

x g por 15min) e o sedimento foi ressuspenso no tampão B (Tampão A contendo 6M de 

uréia). As células foram lisadas novamente por sonicação (6 vezes a 4°C; intervalo de 10s). O 

lisado foi incubado em banho de gelo por 1 hora. A fração solúvel obtida em condições 

desnaturantes foi separada por centrifugação (27.500 x g; 15min) e as amostras foram 

analisadas por SDS-PAGE. 

A purificação da DisBa-01 ocorreu em dois passos. Inicialmente, cromatografia de 

afinidade (Ni-NTA Sepharose, Qiagen), realizada sob condições desnaturantes à temperatura 

ambiente. A coluna foi equilibrada com tampão B e a amostra foi aplicada. Após lavar as 

proteínas que não se ligaram à coluna, a proteína alvo foi eluída em um gradiente isocrático 

com 4 volumes de coluna do tampão C (Tris-HCl 40mM; pH 7.9; NaCl 500mM; imidazol 20 

mM; uréia 6M) e 4 volumes de coluna de tampão D (Tris-HCl 40mM; pH 7.9; NaCl 500m M; 

imidazol 1M; uréia 6M). As frações foram analisadas por SDS-PAGE e as frações contendo a 

proteína de interesse foram dialisadas 1 vez contra 25 volumes de uréia 3M em água e 3 vezes 
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contra 50 volumes de água a 4°C, para remover completamente o agente desnaturante. A 

amostra foi levada a uma coluna Mono Q 5/50 (GE Healthcare) e separada em fluxo constante 

(1ml/min) com gradiente linear de NaCl (0-1M) com tampão Tris-HCl 20mM, pH 8,6. As 

frações foram analisadas em SDS-PAGE 15%. As frações que possuíam somente bandas com 

o tamanho esperado foram coletadas, dialisadas 3 vezes contra 50 volumes de água a 4°C e 

mantidas a -20°C até o uso. 

A atividade da proteína foi confirmada por meio de ensaio de agregação plaquetária 

(dados não mostrados) e a concentração de proteína foi estimada pelo método BCA (cristal 

bicincrônico). 

 

3.2 Dosagem de proteínas 

 

A concentração de proteínas das amostras foi determinada por meio do kit BCATM 

Protein Assay Kit (Pierce), cuja formulação é baseada no método de ácido bicincrônico 

(BCA) para detecção colorimétrica e quantificação de proteína total. Uma série de diluições 

de soroalbumina bovina (BSA), de concentração conhecida (25µg/mL a 2000µg/mL), foi 

preparada e testada juntamente com amostras de concentração desconhecida de acordo com as 

instruções do fabricante.  

A reação produzida por este método apresenta absorbância a 562nm, 

aproximadamente linear com as concentrações protéicas crescentes no intervalo preparado. 

Assim, após a leitura da absorbância das reações, a concentração protéica das amostras foi 

determinada a partir da curva padrão construída através das amostras de BSA. 
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3.3 Células precursoras miogênicas (CPM) 

 

Células precursoras miogênicas, da linhagem C2C12, foram gentilmente cedidas pela 

Profª Drª Raquel Agnelli Mesquita Ferrari (UNINOVE) e cultivadas em garrafas plásticas, em 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB), 1% de L-glutamina, 10 mL de solução de penicilina-estreptomicina e 2,5µg/L de 

anfotericina-B (Fungison – Squibb) a 37ºC, em estufa de CO2 (5%). 

 

3.4 Ensaios celulares 

 

A quantidade de células resultantes após incubação com DisBa-01 foi estimada por 

método colorimétrico (cristal violeta). Imagens das células foram capturadas durante os 

experimentos para verificar a ocorrência de alterações em sua morfologia. 

 

3.4.1 Ensaio de promoção de adesão 

 

Para o ensaio de promoção de adesão, foram utilizadas placas de 96 poços, cobertos 

previamente com 1µg de fibronectina, colágeno tipo I, colágeno tipo III ou colágeno tipo IV, 

ou com 0,1mg/mL, 1mg/mL e 5mg/mL de DisBa-01, além de poços cobertos com BSA, como 
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controle negativo (0,02mg/mL). As placas foram incubadas por 14 a 16 horas a 4ºC e, em 

seguida, incubadas a 37ºC por 30 minutos antes de serem utilizadas. 

Após a incubação as proteínas foram aspiradas dos poços e 100µL de BSA 0,5% 

foram adicionados a cada poço, para evitar que as células entrassem em contato direto com o 

plástico por meio de falhas na cobertura protéica. Após incubação por 30 minutos a 

temperatura ambiente, a BSA foi aspirado e os poços foram lavados com DMEM sem soro 

por duas vezes. 

As células foram removidas das garrafas de cultura com tripsina, ressuspendidas em 

DMEM sem soro, contadas em câmara de Neubauer e 5x104 células foram adicionadas em 

cada poço. A placa foi incubada a 37ºC e 5% de CO2 por 45 minutos. 

Após o período de incubação, o conteúdo dos poços foi aspirado e a capacidade de 

promoção de adesão da proteína foi avaliada pelo método colorimétrico com cristal violeta. 

 

3.4.2 Ensaio de desadesão ou descolamento 

 

Para este ensaio, foram utilizadas placas de 96 poços cobertos com colágeno tipo I ou 

fibronectina (0,02mg/mL), além de poços cobertos com BSA (0,02mg/mL), como controle 

negativo. As placas foram preparadas como descrito no item 3.4.1 

As células foram removidas das garrafas de cultura com tripsina, ressuspendidas em 

DMEM sem soro, contadas em câmara de Neubauer e 5x104 células foram adicionadas em 

cada poço. As placas foram incubadas a 37ºC por 2 horas. 
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Terminada a incubação, os mioblastos foram lavados com PBS para a remoção de 

células não aderidas. Em seguida, a DisBa-01 foi adicionada em diferentes concentrações 

(10nM a 1000nM) e as células foram incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 por 1h. Após 

esse período sobrenadante foi removido e as células foram lavadas novamente. 

A avaliação da capacidade da proteína de promover o descolamento das células foi 

realizada pelo método colorimétrico com cristal violeta. 

 

3.4.3 Ensaio de inibição de adesão 

 

Para o ensaio de inibição de adesão, foram utilizadas placas de 96 poços, cobertos 

previamente com 1µg de fibronectina, colágeno tipo I ou BSA. As placas foram preparadas 

conforme descrito no item 3.4.1. 

As células foram removidas das garrafas de cultura com tripsina, ressuspendidas em 

DMEM sem soro, contadas em câmara de Neubauer e 15x104 células/tratamento foram 

incubadas com PBS (para o controle positivo) ou DisBa-01 em diferentes concentrações 

(1nM, 10nM, 100nM e 1000nM) a 37ºC e 5% de CO2 por 30 minutos. Em seguida, 100µL de 

cada solução de células e PBS ou DisBa-01 foram aplicados nos poços, totalizando 5x104 

células/poço. A placa foi incubada a 37ºC e 5% de CO2 por 45 minutos. 

Após o período de incubação, o conteúdo dos poços foi aspirado e a capacidade de 

inibição de adesão da proteína foi avaliada pelo método colorimétrico com cristal violeta. 
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3.4.4 Ensaio de proliferação celular 

 

As células foram removidas das garrafas de cultura com auxílio de tripsina e 

ressuspendidas em DMEM suplementado com 0,5% de FBS. Após contagem em câmara de 

Neubauer, 1x10³ células/poço foram incubadas em uma placa de 96 poços estéril por duas 

horas a 37ºC em estufa contendo 5% de CO2, para que aderissem aos poços. Diferentes 

concentrações de DisBa-01, variando de 10nM a 1000nM, foram adicionadas às células e as 

placas foram incubadas por diferentes tempos (24h, 48h ou 72h) nas mesmas condições da 

adesão. 

Após a incubação, o meio de cultura foi removido e congelado a -20ºC para análises 

posteriores e a capacidade de promoção de proliferação celular da DisBa-01 foi avaliada pelo 

método colorimétrico com cristal violeta. 

 

3.4.5 Método colorimétrico (cristal violeta) 

 

Após os ensaios de desadesão, promoção e inibição de adesão e proliferação celular, 

os poços foram lavados com DMEM sem soro por duas vezes, para a remoção das células não 

aderidas. Em seguida as células foram incubadas por 10 minutos em etanol 70%, para fixação 

dos mioblastos, em temperatura ambiente. O etanol foi removido, os poços foram lavados 

com PBS e 60µL de cristal violeta 0,5% (em etanol 20%) foram adicionados em cada poço. 

Após incubação por 20 minutos em temperatura ambiente, as células foram lavadas por pelo 
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menos 5x com PBS, para a remoção do excesso de corante. Em seguida, foram adicionados 

100µL de SDS 1% para dissolver o precipitado e a placa foi incubada por 30 minutos em 

temperatura ambiente. A leitura da absorbância foi realizada em um leitor de placas MRX 

Dynex (comprimento de onda de 540nm). 

 

3.5 Determinação dos receptores de adesão por citometria de fluxo 

 

As células foram removidas das garrafas de cultura com auxílio de solução de tripsina 

(tripsina 0,25% e EDTA 0,02%) ou EDTA 0,2% e, após contagem em câmara de Neubauer, 

1x106 células ressuspendidas em 100µL de PBS foram incubadas em gelo com os anticorpos 

primários contra as integrinas α2, α4, α5, αv, αv β3, β1 e β4 (Santa Cruz Biotechnology) por 30 

minutos, na concentração de 1µg/100µL. Após a incubação, foi adicionado 1mL de PBS para 

lavagem do excesso de anticorpo e as células foram centrifugadas por 5 minutos a 2.000 

RPM. O sobrenadante foi aspirado e as células foram ressuspendidas em 100µL de PBS, ao 

qual foi adicionado 0,5µg de anticorpo secundário (goat anti-mouse IgG, BD Biosciences) 

conjugado com FITC (Fluoresceína Isotiocianato). Após incubação por 30 minutos no gelo, 

adicionado 1mL de PBS para lavagem do excesso de anticorpo e as células foram novamente 

centrifugadas por 5 minutos a 2.000 RPM. O sobrenadante foi descartado, as células foram 

ressuspendidas em 500µL de tampão FACS (BD Biosciences) com formaldeído 1% e 

imediatamente analisadas no citômetro FACSCanto (BD Biosciences). 
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3.6 Eletroforese bidimensional 

 

Os meios condicionados coletados foram centrifugados, para a retirada de restos 

celulares, e submetidos à quantificação de proteínas totais. Em seguida um volume contendo 

430µg de proteínas de cada amostra foi purificado por meio do kit 2-D Clean-Up Kit 

(Amersham Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante, para a remoção do meio 

de cultura, sais e possíveis resíduos de DNA e RNA. As proteínas foram ressuspendidas em 

tampão de reidratação – TR (Uréia 8M, CHAPS 3%, IPG Buffer pH 3-10 1%, Azul de 

Bromofenol 0,002%). 

Após a purificação as amostras foram resolvidas por eletroforese bidimensional (2D-

PAGE) segundo o método descrito por Serrano et al (2005), com adaptações. A eletroforese 

da primeira dimensão foi realizada em uma unidade de focalização isoelétrica Ettan IPGPhor 

3 (GE Healthcare). Fitas IPG prontas (Immobiline Drystrip, GE Healthcare) de 13cm, com 

um gradiente de pH linear de 3-10, foram empregadas para a separação da primeira dimensão, 

seguindo um programa de 5 passos: 14-16 horas de reidratação com as amostras em TR, 100V 

durante 30 minutos, 500V durante 2 horas, um gradiente de voltagem de 500V a 8000V 

durante 3 horas e 8000V durante 1 hora. Antes de serem aplicadas no gel da segunda 

dimensão da focalização, as proteínas nas fitas IPG foram reduzidas e alquiladas por meio de 

incubação sequencial com solução de equilíbrio - SE (Tris-HCl pH 8,8 75mM, Uréia 6M, 

Glicerol 29,3%, SDS 2%, Azul de Bromofenol 0,002%), 10mg/mL de DTT em SE e 

25mg/mL de iodoacetamida em SE. 
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As fitas foram aplicadas diretamente sobre o gel de poliacrilamida-SDS (18cm x 

18cm) para a segunda dimensão a 8ºC, em dois passos: 30 minutos a 16mA/gel seguido por 

24mA/gel até o final da corrida. Os géis foram fixados e corados com PhastGel Blue R (GE 

Healthcare Life Sciences) ou com nitrato de prata, com o kit PlusOne Silver Staining Kit (GE 

Healthcare Life Sciences), de acordo com as instruções do fabricante, e digitalizados em 

seguida em scanner de luz convencional. As análises das imagens foram realizadas com o 

auxílio do programa Image Master 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare Life Sciences). 

 

3.7 Análise estatística dos dados 

 

Cada experimento, realizado em triplicata, foi repetido pelo menos três vezes. Foram 

calculados a média, erro padrão da média (EPM) e análise de variância de um caminho 

(ANOVA). A significância estatística foi determinada pelo teste de Dunnet, sendo 

considerados aceitáveis valores de p≤0.05.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Ensaios celulares 

 

Como as CPMs C2C12 possuem a capacidade de se diferenciar em miotubos 

multinucleados, a morfologia das células utilizadas nos ensaios foi monitorada e documentada 

(figura 8) para avaliar se houve ou não diferenciação celular durante os mesmos. 

A morfologia dos mioblastos não se alterou durante os ensaios, apesar de ter ocorrido 

morte celular no controle e em todos os tratamentos, principalmente após 72h de incubação. 
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Figura 8: Morfologia dos mioblastos durante os ensaios. 
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4.1.1 Ensaio de promoção de adesão 

 

A adesão das células C2C12 em poços revestidos com fibronectina, colágeno tipo I, 

colágeno tipo III, colágeno tipo IV ou DisBa-01 em diferentes concentrações (0,1mg/mL, 

1mg/Ml e 5mg/mL) foi analisada (figura 9). Poços revestidos com BSA foram utilizados 

como controle negativo de adesão. 

 

 
Figura 9: Adesão de mioblastos a placas de cultura recobertas com diferentes proteínas. 

Fn: fibronectina; Col I: colágeno tipo I; Col III: colágeno tipo III; Col IV: colágeno tipo IV; BSA: controle 

negativo. Quando não indicada a concentração do “coating”, assumir 1 mg/mL. Os mioblastos se aderiram a 

todos os substratos imobilizados de maneira semelhante, exceto ao controle negativo (BSA), como esperado. 
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As células aderiram de forma similar a todos os substratos, exceto ao BSA, cuja 

adesão foi mais baixa como era esperado. Não houve diferença significativa entre os grupos. 

 

4.1.2 Ensaio de desadesão 

 

Este ensaio testou o efeito da adição de DisBa-01 solúvel sobre a desadesão das 

células C2C12 quando aderidas em colágeno tipo I (figura 10) ou fibronectina (figura 11). 

Poços revestidos com BSA foram utilizados como controle negativo de adesão (Ctrl –) em 

todos os ensaios. A adesão ao colágeno tipo I e à fibronectina sem adição de DisBa-01 foi 

considerada como 100%. 

A DisBa-01 não foi capaz de desaderir os mioblastos dos poços recobertos com 

colágeno ou fibronectina em nenhuma concentração testada. 
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Figura 10: Porcentagem de mioblastos aderidos em placas recobertas com colágeno tipo I. 

O número de células aderidas foi medido e o valor foi normalizado como porcentagem em relação ao controle 

(0nM – sem adição de DisBa-01). Os resultados foram expressos como média ± EPM de três experimentos em 

triplicata. 

 

 
Figura 11: Porcentagem de mioblastos aderidos em placas recobertas com fibronectina. 

O número de células aderidas foi medido e o valor foi normalizado como porcentagem em relação ao controle 

(0nM – sem adição de DisBa-01). Os resultados foram expressos como média ± EPM de três experimentos em 

triplicata. 
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A adesão aos poços recobertos com BSA sempre foi significantemente menor que aos 

poços recobertos com colágeno tipo I ou fibronectina, com ou sem adição de DisBa-01. 

 

4.1.3 Ensaio de inibição da adesão 

 

Este ensaio testou o efeito da incubação das células C2C12 com DisBa-01 solúvel 

sobre a adesão das mesmas em colágeno tipo I (figura 12) ou fibronectina (figura 13). Poços 

revestidos com BSA foram utilizados como controle negativo de adesão (Ctrl –) em todos os 

ensaios. A adesão ao colágeno tipo I e à fibronectina sem adição de DisBa-01 (0nM) foi 

considerada como 100%. 

A DisBa-01 inibiu significativamente a adesão ao colágeno em todas as concentrações, 

de uma maneira não dose-dependente. A adesão à fibronectina não foi inibida pela adição de 

DisBa-01 em nenhuma concentração exceto a de 1000nM. 
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Figura 12: Porcentagem de mioblastos aderidos ao colágeno tipo I após incubação com DisBa-01. 

O número de células aderidas foi medido e o valor foi normalizado como porcentagem em relação ao controle 

(0nM – sem adição de DisBa-01). Os resultados foram expressos como média ± EPM de três experimentos em 

triplicata. Houve inibição da adesão em todas as concentrações testadas (*p≤0,01; ANOVA/Dunnett). 

 

 

 
Figura 13: Porcentagem de mioblastos aderidos à fibronectina após incubação com DisBa-01 

O número de células aderidas foi medido e o valor foi normalizado como porcentagem em relação ao controle 

(0nM – sem adição de DisBa-01). Os resultados foram expressos como média ± EPM de três experimentos em 

triplicata. Houve inibição da adesão na concentração de 1000nM (*p≤0,05; ANOVA/Dunnett). 



57 

 

A adesão aos poços recobertos com BSA sempre foi significantemente menor que aos 

poços recobertos com colágeno tipo I ou fibronectina, com ou sem incubação com DisBa-01. 

 

4.1.4 Ensaio de proliferação celular 

 

As células C2C12 têm um tempo de duplicação médio de 12h quando incubadas em 

DMEM suplementado com 10% de SFB (Liu et al., 2008; Robey et al., 2008; Bardouille et 

al., 2001; Rossi et al., 1997). A utilização desta concentração de soro fetal bovino apresentava 

dois problemas: a grande quantidade de proteínas do soro em relação às outras proteínas no 

meio condicionado, que foi coletado para eletroforese bidimensional após os ensaios, e a 

rápida proliferação celular que, em testes preliminares, levou à confluência dos poços antes do 

término do período de incubação (dados não mostrados). Assim, foi utilizada uma 

concentração final de 0,5% de suplementação com SFB no meio de cultura dos ensaios de 

proliferação celular já que, de acordo com Liu et al. (2008), o tempo de duplicação celular da 

C2C12 sobe para aproximadamente 37h quando incubada em DMEM suplementado com 

0,5% de SFB. 

O efeito da adição de DisBa-01 solúvel sobre a proliferação de mioblastos foi testado 

em três tempos: 24, 48 e 72h (figura 14). O número de células não tratadas aderidas (controle, 

não mostrado no gráfico) foi considerado 0%, enquanto o número de células tratadas com 

diferentes concentrações de DisBa-01 solúvel que permaneceram aderidas foi normalizado em 

relação ao controle. 
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Figura 14: Proliferação de mioblastos na presença de DisBa-01 em diferentes concentrações após incubação. 

O número de células aderidas foi medido após o tempo de incubação e o valor foi normalizado como 

porcentagem de células a mais ou a menos em relação ao controle de cada tempo de incubação (células não 

tratadas, não exibidas no gráfico e cujo valor foi estipulado em 0%). Os resultados foram expressos como média 

± EPM de três experimentos em triplicata. 

 

Apesar de haver uma tendência à diminuição do número de mioblastos após a adição 

da DisBa-01 depois de 24h e 48h de incubação, a proteína não foi capaz de inibir 

significativamente a proliferação celular nos tempos testados. 

 

4.3 Determinação dos receptores de adesão por citometria de fluxo 

 

As células C2C12 foram inicialmente testadas quanto a sensibilidade ao EDTA e à 

tripsina durante o processo de retirada das células das garrafas de cultura. Para isso, a 
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presença das integrinas αv e β1, com marcação por FITC (excitação a 488nm), foi testada em 

ambos os tratamentos (figura 15). Estudos indicam a presença de ambas as integrinas em 

mioblastos (Dallabrida et al., 2005; Epting et al., 2004) e, por isso, elas foram utilizadas nesta 

fase inicial. 

Quando utilizada a solução de tripsina 0,25% e EDTA 0,02%, as células desaderiram 

mais rapidamente das garrafas (aproximadamente 3 minutos). Além disso, as interações 

célula-célula foram desfeitas, aumentando relativamente a superfície de contato celular com 

os anticorpos e possibilitando uma maior interação entre estes e as integrinas em estudo 

(Pison et al., 2006). Uma pequena quantidade de células apresentou fluorescência 

significativa para ambas as integrinas testadas. 

Foi necessário mais tempo para a desadesão das células quando utilizado EDTA 0,2% 

(aproximadamente 8 minutos) e as interações célula-célula não foram totalmente desfeitas, 

favorecendo a formação de aglomerados celulares na suspensão e diminuindo a superfície 

disponível para o contato com os anticorpos. Quando tratadas com anticorpos anti-αv, estas 

células não apresentaram fluorescência; quando utilizado anticorpo anti-β1, houve uma leve 

marcação das células, mas não foi significativa. 
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Figura 15: Histogramas das análises de células desaderidas das garrafas de cultura com EDTA ou tripsina. 

Não houve diferença significativa entre os controles (área roxa) e as células tratadas com anticorpos (anti-αv em 

contorno vermelho e anti- β1 em contorno verde) para as células tratadas com EDTA. Quando tratadas com 

tripsina, uma pequena quantidade de células apresentou fluorescência para ambas as integrinas. 

 

O tratamento com solução de tripsina e EDTA deixou as células mais separadas umas 

das outras, evitando a formação de aglomerados celulares (dados não mostrados) e permitindo 

uma contagem de células ligeiramente maior durante a análise por citometria de fluxo. As 

células descoladas das garrafas de cultura com EDTA 0,2% formaram aglomerados, 

dificultando a leitura de células únicas pelo citômetro e reduzindo a quantidade de células 

marcadas. 

Tendo em vista estes resultados, as células utilizadas para os testes seguintes foram 

retiradas das garrafas de cultura com o auxílio de solução de tripsina e EDTA. Os mioblastos 

foram incubados com anticorpos contra as integrinas α2, α4, α5, αv, αvβ3, β1 e β4 (figura 16). 
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Não houve indicação da presença de nenhuma integrina testada, exceto as integrinas αv e β1, 

que foram marcadas em uma pequena quantidade de células. 
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Figura 16: Histogramas das análises de células C2C12 incubadas com diferentes integrinas. 

Quando incubadas com anticorpos contra as integrinas αv e β1, uma pequena quantidade de células apresentou 

fluorescência; quando incubadas com anticorpos contra as outras integrinas testadas, não houve diferença em 

relação ao controle. 
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4.4 Eletroforese bidimensional 

 

A eletroforese bidimensional foi realizada a partir de amostras do meio condicionado 

dos ensaios de proliferação após 24h e 72h de incubação, na tentativa de identificar possíveis 

moléculas sinalizadoras que seriam secretadas em resposta ao estímulo da DisBa-01. Em cada 

gel foram aplicados 470µg de proteína total. 

As imagens dos géis de quatro amostras de meio condicionado, dois controles e dois 

tratados com DisBa-01 1000nM após 24h e 72h, estão mostrados na figura 17. Por inspeção 

visual dos géis já foi possível notar diferenças entre os controles e os tratados, com proteínas 

dispersas por todas as faixas de massa molecular dos géis, mas mais concentradas nas faixas 

neutra e ácida de pI. 

A análise realizada pelo programa Image Master 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare 

Life Sciences) mostrou que há muitas regiões similares nos géis, mas também indicou áreas 

com diferenças significativas (delimitadas por retângulos na figura 17). Estas regiões foram 

retiradas dos géis e serão analisadas por espectrometria de massas para a identificação das 

proteínas. 

Após 24h de incubação, os géis das amostras tratadas com DisBa-01 se mostraram 

diferentes do gel da amostra controle (tabela 1); quando comparados entre si, quase não há 

diferenças. As diferenças mais visíveis, indicadas pelas setas na figura 16-B, se deram entre 

os géis do controle (sem adição de DisBa-01) e das células tratadas com DisBa-01 1000nM. 

Após 72h de incubação, foram encontrados mais spots em ambos os géis de controle e 

de amostra tratada com DisBa-01 1000nM (tabela 2). As principais diferenças estão 

representadas por setas na figura 16-D. 
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Figura 17: Eletroforese bidimensional. 

A, C: Meio condicionado do controle (24h e 72h, respectivamente). B, D: Meio condicionado das células 

tratadas com DisBa-01 1000nM (24h e 72h, respectivamente). As setas e áreas delimitadas indicam spots ou 

grupo de spots encontrados nos géis B e D e que não são encontrados em A e C. 

 

Tabela 1: Comparação entre os géis controle (sem adição de DisBa-01) e tratados com diferentes concentrações 

de DisBa-01 após 24h de incubação. 

Nome 
Nº de spots 

identificados 
Pareamentos 

Spots não 

pareados 

% Spots não 

pareados 

Controle 66 - - - 

DisBa-01 100nM 66 56 10 15,15 

DisBa-01 200nM 68 56 12 17,65 

DisBa-01 400nM 67 59 8 11,94 

DisBa-01 1000nM 68 55 13 19,12 
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Tabela 2: Comparação entre os géis controle (sem adição de DisBa-01) e tratado com DisBa-01 1000nM após 

72h de incubação. 

Nome 
Nº de spots 

identificados 
Pareamentos 

Spots não 

pareados 

% Spots não 

pareados 

Controle 109 - - - 

DisBa-01 1000nM 125 87 38 30,40 
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5. DISCUSSÃO 

 

As desintegrinas e proteínas tipo desintegrina podem ser exploradas em terapias contra 

doenças como Alzheimer, osteoporose, trombose e câncer (Marcinkiewicz, 2005); algumas 

delas deram origem a medicamentos já em uso, como o anti-agregante Aggrastat (Merck), 

cujo protótipo foi a echistatina (Ramos e Selistre-de-Araujo, 2006). 

Atualmente, a procura por compostos específicos que possam atuar como fármacos 

encontra-se em expansão. Neste sentido, a DisBa-01 tem se mostrado um promissor protótipo 

para o desenvolvimento de fármacos, devido a sua capacidade anti-metastática, anti-

angiogênica e anti-trombótica parcialmente mediada pela interação com a integrina αvβ3 

(Kauskot et al., 2008; Ramos et al., 2008). No entanto, em modelo de hérnia incisional in 

vivo, a DisBa-01 estimulou a angiogênese no local da hérnia (Oliveira et al., dados não 

publicados, 2009). 

Em ensaios realizados com células endoteliais não tumorais HUVECs em nosso 

laboratório (Pontes, dissertação de mestrado, 2006), a DisBa-01 não foi capaz de promover ou 

inibir a proliferação celular com a desintegrina solúvel no meio de cultura, mas inibiu a 

adesão da célula endotelial ao substrato e inibiu a proliferação das HUVECs quando a toxina 

estava imobilizada nos poços, em concentrações tão baixas quanto 1nM. Estes resultados 

sugerem que a DisBa-01 pode ter efeito inibitório sobre outras linhagens celulares não-

tumorais. 

Há um interesse muito grande em estudos sobre regeneração muscular, principalmente 

nas áreas médica e esportiva (Grounds et al., 2002). Estudos em nosso laboratório com uma 

proteína tipo desintegrina com motivo ECD, a ALT-C, sugerem que esta proteína promove a 
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angiogênese em camundongos atímicos (Ramos et al., 2007) e induz, in vitro, a proliferação 

de mioblastos em cultura primária (Mesquita-Ferrari et al., 2009). Os resultados deste estudo 

sobre o efeito da ALT-C no processo de regeneração tecidual com cultura primária de 

mioblastos nos incentivou a estender este trabalho para a DisBa-01. 

A linhagem de células precursoras miogênicas de camundongos C2C12 foi escolhida 

para este estudo por ser uma linhagem de mioblastos frequentemente utilizada, que prolifera 

rapidamente sob condições normais de cultura e responde bem à manipulação, com resultados 

reproduzíveis (Gawlitta et al., 2008; Burattini et al., 2004; Tannu et al., 2004; Lawson e 

Purslow, 2000; Shimokawa et al., 1998; Kubo, 1991; Yaffe e Saxel, 1977). 

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar como a DisBa-01 agiria sobre a 

adesão, desadesão e proliferação celular das C2C12, além de avaliar o perfil eletroforético das 

proteínas excretadas por estas células sob condições normais e tratadas. 

O ensaio de adesão celular mostrou que as células C2C12 não demonstram preferência 

por nenhum dos componentes da MEC testados (fibronectina, colágenos tipo I, III e IV ou 

DisBa-01 imobilizados em diferentes concentrações), aderindo com a mesma afinidade a 

todos eles. Para os testes celulares posteriores, com DisBa-01 solúvel, foram utilizados 

fibronectina e colágeno tipo I imobilizados. 

Os resultados mostram que, em alta concentração (1000nM), a DisBa-01 inibe 

significantemente a adesão de CPMs à fibronectina. Este resultado é suportado por estudos 

que demonstram que a DisBa-01 se liga à integrina αvβ3 (Kauskot et al., 2008; Ramos et al., 

2008), ligante de fibronectina, vitronectina e osteopontina, entre outros componentes da MEC 

(Avraamides et al., 2008; Takagi, 2007; Humphries et al., 2006). Além disso, já foi 

demonstrado que proteínas contendo o motivo RGD se ligam com alta afinidade a muitas 
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integrinas (Niewiarowski et al., 1994; Dennis et al., 1990; Huang et al., 1987) e são capazes 

de bloquear competitivamente a interação integrina-ligante de várias integrinas (Saiki, 1997). 

Estas proteínas se ligam às subunidades α5, α8, αv, e αIIb (figura 3), totalizando 7 integrinas 

capazes de interagir com este motivo (Hynes, 2002).  

No entanto, alem de inibir a adesão de mioblastos à fibronectina, a DisBa-01 inibiu a 

adesão das células C2C12 ao colágeno tipo I em todas as doses testadas. Os receptores de 

colágeno, as integrinas α1β1, α2β1, α10β1, α11β1 e αxβ2 não fazem parte do grupo de integrinas 

ligantes de RGD (Humphries et al., 2006).  

Alguns trabalhos sugerem que a ocupação de uma integrina possa suprimir a função de 

outras integrinas, na chamada inibição trans-dominante. A ligação à integrina αIIbβ3 de 

plaquetas induz a supressão trans-dominante da função das integrinas α5β1 e α2β1 e a apoptose 

de células de ovário de hamster (Diaz-Gonzalez et al., 1996); anticorpos anti-αvβ3 suprimem a 

fagocitose dependente de α5β1 (Blystone et al., 1994) e a ligação à integrina α4β1 inibe a 

expressão de metalopeptidases dependente de α5β1 (Huhtala et al., 1995). Essa interferência 

ocorre pela interrupção da sinalização mediada por integrinas, processo que envolve mudança 

conformacional do domínio extracelular e a presença da cauda citoplasmática da subunidade β 

da integrina ocupada. A inibição trans-dominante está diretamente relacionada às mudanças 

conformacionais do domínio extracelular das integrinas e pode coordenar temporal e 

espacialmente a sinalização de integrinas, levando a efeitos biológicos inesperados de 

inibidores de integrinas específicas (Diaz-Gonzalez et al., 1996). No entanto, não foi possível 

identificar a presença das integrinas α2, α4, α5 ou αvβ3 nestas células, o que sugere que a 

DisBa-01 possa estar se ligando a outros receptores. São necessários mais estudos para 

identificar quais as integrinas envolvidas no efeito da DisBa-01 nas células C2C12 e para 

verificar se este tipo de inibição ocorre nestas células ao serem tratadas com DisBa-01. 
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Outros estudos sugerem que a integrina αvβ3 de células de musculatura lisa é capaz de 

se ligar a diversos componentes da matriz extracelular, incluindo fibronectina, vitronectina, 

laminina e colágenos tipo I e IV (Clyman et al., 1992; Charo et al., 1990) e que esta integrina 

também se liga a fragmentos de colágeno tipo I degradado por colagenase (Stringa et al., 

2000; Messent et al., 1998; Davis, 1992). Entretanto, como a integrina αvβ3 não é um dos 

principais receptores de colágeno, isso não explica a inibição significativa da adesão ao 

colágeno tipo I imobilizado. 

Estudos indicam a presença das integrinas α7β1 e αvβ5 (Dallabrida et al., 2005; Epting 

et al., 2004) e das subunidades β1 (Chazaud et al., 2003), β3 (Chamberlain et al., 2007), β4 

(Seale et al., 2004), αM (Seale et al., 2000), α1, α2, α3, α4 (Chamberlain et al., 2007), α5 

(Mermelstein et al., 2005) e α7 (Cossu e Biressi, 2005; Seale et al., 2004) em células 

precursoras miogênicas. A determinação de uma possível ocorrência de inibição trans-

dominante nestas células, se a DisBa-01 realmente se liga a outras integrinas além das ligantes 

de RGD ou se há a ligação de integrinas αvβ3 da C2C12 ao colágeno e se esta ligação 

compromete a adesão da célula a este ligante será importante para a compreensão do 

mecanismo de ação da DisBa-01 sobre estas células. 

Além disso, as integrinas não são os únicos receptores de colágeno na superfície 

celular. Células de mamíferos expressam um amplo espectro de proteínas e mecanismos para 

o reconhecimento de colágeno ou fragmentos de colágeno: integrinas, receptores de domínio 

discoidina (DDR), glicoproteína VI, receptor tipo Ig associado a leucócito (LAIR) e a família 

de receptores de manose. Integrinas e DDRs reconhecem sequências específicas de 

aminoácidos, enquanto LAIR e glicoproteína VI reconhecem trechos não enovelados da tripla 

hélice de colágeno. Os receptores de manose são os mais promíscuos e se ligam bem a 

colágeno nativo e desnaturado (Leittinger e Hohenester, 2007; Popova et al., 2007). O 
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envolvimento da DisBa-01 com outros receptores além de integrinas ainda não foi estudado. 

Saber se há interação desta desintegrina com outros receptores de proteínas da MEC será 

importante para estudos futuros. 

Os outros ensaios celulares realizados não mostraram resultados significativos. Apesar 

de ser capaz de inibir a adesão ao colágeno tipo I e, em altas concentrações, à fibronectina, a 

DisBa-01 não promoveu a desadesão das células C2C12 aderidas a estas duas proteínas no 

tempo de incubação analisado. A adesão celular é um evento crítico em eventos celulares 

como proliferação, diferenciação, manutenção da integridade do tecido e metástase tumoral, 

entre outros, e pode ser mediada por integrinas, que conectam componentes da MEC ao 

citoesqueleto celular (Hynes, 2002; Hynes et al., 1999). Na ausência de adesão, as células 

entram em processo de morte celular ou apoptose, também chamado de anoikis, termo que 

denota apoptose em células não aderidas à MEC (Meredith e Schwartz, 1997; Frisch e 

Francis, 1994). Apesar de testes para constatar apoptose não terem sido realizados, a DisBa-

01 provavelmente não promove anoikis por não desaderir células já ligadas ao substrato 

durante a incubação no tempo analisado. 

A DisBa-01 também não influencia de forma significativa na proliferação das C2C12, 

entretanto, esta proteína mostrou uma tendência a inibir a proliferação celular tanto em 24h de 

incubação (nas maiores concentrações) quanto em 48h (nas menores concentrações). A 

integrina αvβ3 está envolvida em processos de migração e proliferação celular (Neri e 

Bicknell, 2005; Campbell et al., 2003) e estudos demonstram que a utilização de moléculas 

ligantes de αvβ3 (anticorpos, desintegrinas RGD, como a echistatina, e peptídeos sintéticos 

não-RGD) inibe a proliferação celular (Zhou et al., 2004a; Maeshima et al., 2000). 
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As células mortas não foram quantificadas, mas foi possível perceber que, após 72h de 

incubação, havia muitas células desaderidas ou em processo de desadesão, tanto por 

fotografias da microscopia óptica quanto pela existência de pellets visíveis contendo material 

sólido após centrifugação do meio condicionado. A morte celular aconteceu tanto nos poços 

incubados com DisBa-01 quanto nos poços controle, isso pode indicar que a utilização de 

meio suplementado com apenas 0,5% de SFB pode ser insuficiente para ensaios com duração 

maior que 48h. 

A citometria de fluxo não indicou a presença de outras integrinas testadas além de αv e 

β1. Apesar de estudos indicarem a expressão de outras integrinas neste tipo celular, há relatos 

de expressão diferencial de integrinas dependendo das condições de cultura celular. Sohn et al 

(2008) evidenciam que células de musculatura lisa expressam uma grande quantidade de α5 e 

β1 ao serem expostas a meio de cultura sem soro, enquanto a expressão de αv aumenta quando 

as células são cultivadas em meio rico em fatores de crescimento. Hannafin et al (2006) 

indicam diferenças na expressão de α5 e β1 em fibroblastos de acordo com o substrato de 

crescimento (plástico, colágeno, elastina, fibronectina ou laminina); quando aplicada força 

mecânica às células cultivadas nestes substratos, também houve expressão diferenciada de α5 

e β1, além de haver aumento na expressão de α3. Para a análise por citometria de fluxo, foram 

utilizadas somente células cultivadas com DMEM suplementado com 10% de SFB 

diretamente sobre o plástico. No entanto, durante os ensaios celulares, foram utilizados 

diferentes substratos (colágeno tipo I e fibronectina). Além disso, nos ensaios de proliferação 

celular foi utilizado DMEM suplementado com 0,5% de SFB. Esta concentração de soro foi 

escolhida para minimizar a interferência das proteínas presentes no SFB durante as análises 

por 2DE e também para diminuir a taxa de crescimento celular das C2C12 para que o efeito 

da DisBa-01 sobre estas células fosse melhor acompanhado já que, de acordo com Liu et al. 
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(2008), o tempo de duplicação celular das C2C12 sobe de 12h (quando utilizado DMEM 

suplementado com 10% de SFB) para 37h quando a concentração de 0,5% de SFB é utilizada. 

Em adição, ficou claro que, para este tipo celular, a utilização de solução contendo 

tripsina e EDTA para a remoção das células das garrafas de cultura promove uma melhor 

marcação com anticorpos, em comparação com solução de EDTA. O uso de ambas as 

soluções é encontrado na literatura (Young et al., 2009; Liotta et al., 2008; Jursik et al., 2007; 

Ruster et al., 2006) e, por esse motivo, é necessária a comparação entre ambos para a 

utilização do método que melhor se aplica ao estudo. 

Métodos para a análise de uma grande quantidade de proteínas, em relação à presença 

e abundância, têm sido desenvolvidos com a ajuda de eletroforese bidimensional. É 

importante estar atento ao fato de que, ao comparar perfis eletroforéticos, nem todas as 

proteínas presentes na amostra são vistas e, portanto, parâmetros que têm influência sobre o 

que pode ser visualizado devem ser levados em conta: quantidade e solubilização da amostra, 

faixa de pI da análise, corante, entre outros (Serrano et al., 2005). Por estes motivos, as fitas 

IPG com faixa de pI de 3-10 foram escolhidas, pois permitem a visualização de uma grande 

faixa de proteínas, assim como a utilização de nitrato de prata para a visualização das 

proteínas porque, apesar da obtenção de uniformidade de cor ser difícil, a sensibilidade do 

método é muito grande (na ordem de nanogramas de proteína) (Chevallet et al., 2006). 

Entretanto, como este método de coloração pode interferir na identificação de proteínas por 

espectrometria de massas devido à introdução de ligações cruzadas em proteínas (Jin et al., 

2008), os géis destinados à remoção dos spots para identificação dos mesmos foram corados 

com comassie blue, um método menos sensível, mas mais compatível com espectrometria de 

massas (Chevallet et al., 2006). 
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A análise computacional dos géis 2D mostrou que a maior parte dos spots são 

idênticos tanto nos controles quanto nos tratados. Entretanto, após 24h de incubação com 

DisBa-01, 12% a 19% dos spots nos géis das amostras incubadas com a desintegrina não 

foram pareados com spots no gel da amostra controle, indicando alteração na secreção 

protéica dos mioblastos tratados com DisBa-01, principalmente após incubação com a 

concentração mais alta testada (1000nM). Após 72 horas este efeito ficou mais evidente, com 

mais de 30% de spots não pareados entre o gel da amostra controle e o da amostra incubada 

com 1000nM de DisBa-01. 

Há vários relatos de que desintegrinas e proteínas tipo desintegrina possam alterar a 

expressão gênica. A ALT-C, uma proteína tipo desintegrina, induz a expressão de VEGF em 

fibroblastos (Cominetti et al., 2004) mas não em mioblastos (Mesquita-Ferrari et al., 2009). 

Outros estudos com toxinas de serpentes sugerem que estas sejam capazes de induzir a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias in vitro e in vivo (Clissa et al., 2001; Petricevich et 

al., 2000). 

Ainda não foi possível determinar, pelos procedimentos utilizados neste trabalho, 

quais fatores ou vias poderiam estar envolvidos na sinalização intracelular de mioblastos 

induzida por DisBa-01. A análise dos spots por espectrometria de massas ainda está em 

andamento e deverá ser concluída em breve. Mais estudos são necessários para tentar elucidar 

estas questões de forma a facilitar o entendimento do mecanismo de ação da DisBa-01. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• A DisBa-01 promove a adesão.  

• A DisBa-01 inibe a adesão de mioblastos C2C12 ao colágeno tipo I e, em altas 

concentrações, à fibronectina; 

•  A DisBa-01 não afeta a proliferação de mioblastos e tampouco causa a desadesão 

destes quando aderidos à fibronectina ou ao colágeno tipo I, provavelmente não causando 

apoptose por descolamento (anoikis); 

•  A DisBa-01 provoca uma alteração na secreção protéica das C2C12 pela diferença no 

padrão de expressão; 

•  Mais estudos são necessários para o entendimento do mecanismo de ação desta 

desintegrina. 
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