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RESUMO

Desintegrinas sao toxinas frequentemente encontradas em venenos de
serpentes e cujos efeitos biolégicos relacionam-se com suas ligagdes a receptores
celulares conhecidos como integrinas. Visando o isolamento de novas desintegrinas
da serpente Bothrops alternatus, foi construida uma biblioteca de cDNA a partir de
transcritos presentes nas glandulas veneniferas de um espécime dessa serpente.
Duas desintegrinas, denominadas DisBa-01 e DisBa-02, foram clonadas e
sequenciadas. Também foi possivel a amplificacdo de outras provaveis
desintegrinas médias e metaloproteases-desintegrinas. A desintegrina, DisBa-01, foi
expressa em um sistema bacteriano otimizado (Escherichia coli BL21(DE3)
pET28a+DisBa-01) e testada em uma série de ensaios biolégicos. A toxina
recombinante inibiu a agregacao plaquetaria induzida por colageno em plasma rico
em plaquetas (PRP) de coelhos (ICso= 235nM). Utilizando ADP como indutor
também se constatou a inibicado da agregacgao plaquetarias em PRP de coelho (ICso=
124nM) e humano (ICsp= 475nM), além da inibicdo da agregagcdo de plaquetas
lavadas de camundongos (ICsp= 25nM). Em ensaios de competigéo pela da integrina
allbB3 na presenca de ligantes especificos, obteve-se os ICsps de 18 e 70nM,
respectivamente, para o fibrinogénio e para um anticorpo especifico contra a
integrina ativada. A toxina inibiu ainda a proliferagao de células com expressao mais
representativa de integrina aVp3, HMEC-1 e B16F10-2B8, de maneira dose/tempo
dependente, bem como adesdo de células B16F10-2B8 a vitronectina (ICso=
225nM). In vivo, a toxina significativamente inibiu a formacdo de trombos em
arteriolas (Experimental: 58,4 + 1,6 min; Controle: 24,3 + 2,8 min, p<0,002) e
vénulas (Experimental: 46,6 + 6,8min.; Controle: 27,1 + 1,3min., p<0,002), prolongou
o tempo de sangramento (Experimental: 989 + 140 segundos; Controle: 202 + 22
segundos; p<0,008) e inibiu a formacdo de metastases pulmonares (~92% no 12°
dia apds a injegao das células tumorais). Os resultados obtidos somados a estudos
por bioinformatica estrutural sugerem fortemente a ligagdo com integrinas como a
allbB3 e aVb3, motivando o prosseguimento de estudos visando a aplicagéao

terapéutica e/ou laboratorial da DisBa-01 ou possiveis derivados.



ABSTRACT

Disintegrins are toxins frequently found in snake venoms. Their biological
effects are due to their binding to cell receptors known as integrins. Aiming to isolate
new disintegrins from Bothrops alternatus snake, a cDNA library was constructed
upon the transcripts expressed in the venom gland from one specimen. Two
disintegrins, called DisBa-01 and DisBa-02 were cloned and sequenced. The
amplification of other medium-size disintegrins and metalloprotease-disintegrins was
also achieved. The recombinant toxin, DisBa-01, was expressed in an optimized
bacterial system (Escherichia coli BL21(DE3) pET28a+DisBa-01) and tested in
several biological assays. The toxin inhibited the platelet aggregation (ICs,= 235nM)
induced by collagen in rabbit’s platelets rich plasma (PRP). Using ADP as inductor,
the platelet aggregation inhibition was also observed in PRP from rabbits (ICso=
124nM) and human (ICsp= 475nM), as well as in washed platelets from mice (ICso=
25nM). Competition assays for the allbB3 integrin using specific ligands, fibrinogen
and a specific antibody against activated allbp3, revealed that the toxin strongly
binds to this receptor (respectively IC50=18nM and 1C5,=70nM). Furthermore, the
toxin inhibited the proliferation of cells that representatively express aV3 integrin,
HMEC-1 and B16F10-2B8, in a dose/time dependent manner and the adhesion of
B16F10-2B8 to vitronectin (ICso= 225nM). In vivo, the toxin significantly inhibited the
thrombus formation in arterioles (Treated: 58,4 + 1,6 min.; Control: 24,3 + 2,8 min.,
p<0,002) and venules (Treated: 46,6 + 6,8min.; Control: 27,1 £ 1,3min., p<0,002),
prolonged the bleeding time (Treated: 989 + 140 sec.; Control: 202 + 22 sec;
p<0,008) and inhibited the pulmonary mestastasis of B16F10-2B8 (~92%, 12 days
after the tumor cells injection). These results, as well as structural bioinformatics
studies strongly suggest the binding of the toxin with allbp3 and oVb3 integrins, what
motivates further studies aiming the therapeutic/laboratorial application of DisBa-01

or its derivatives.
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ABREVIATURA DESCRIGAO

ADP:
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ADAM:
ADAM-TS:
Alt-C:

BAG:
BCA:
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BSA:
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BMP:
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DisBa-02:
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dATP:
dCTP:
dGTP:
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proteina multimodular que apresenta os dominios de metaloprotease e
similar a desintegrina (A Disintegrin And Metalloprotease)

ADAM com dominio adicional que contém repetigdes do tipo 1
encontrados nas trombospondinas (ADAM with Thrombospondin motifs)

alternagina-C, dominios tipo-desintegrina e rico em cisteinas da
alternagina liberado por protedlise.

metaloprotease-desintegrina dimérica de Bothrops alternatus
acido bicincrénico (Bicinchoninic Acid)

fator basico de crescimento de fibroblastos (basic Fibroblast Growth
Factor)

soro albumina bovina (Bovine Serum Albumine)

programa computacional para busca de homologias locais entre DNAs
ou proteinas (Basic Local Alignment Search Tool).

matriz de substituicdo de aminoacidos construida com sequéncias de
proteinas com porcentagem de identidade inferior a “X” (Blocks
Substitution Matrix).

azul de bromofenol (Blue bromophenol)

carbono alfa — atomo de carbono no qual as cadeias laterais de
aminoacidos encontram-se ligadas.

substrato associado a CRK (CRK Associated Substrate)

DNA complementar a um mRNA.

diacetato de 5-clorometilfluoresceina

primeira desintegrina de Bothrops alternatus clonada nesse projeto
segunda desintegrina de Bothrops alternatus clonada nesse projeto
dalton(s), unidade de massa molecular

deoxiadenosina trifosfato (nucleotideo purinico)

deoxicitosina trifosfato (nucleotideo pirimidinico)

deoxiguanosina trifosfato (nucleotideo purinico)

desintegrina de Bothrops alternatus

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

acido desoxirribonucléico (Deoxiribonucleic acid)
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dNTP:
D.O.x:
dTTP:
DTT:
E. coli:
ECM:
EDTA:
EGF:
ERK:
FACS:
FBS:
FITC:

fMLP:

HEPES:
HMEC:
HPLC:
HUVEC:
IBs:

ICAM:

IECA:

i.p.:
IPTG:

Kan:

LB:

LIBS:

continuacao
desoxinucleotideos trifosfatados
densidade Optica para um comprimento de onda de “X” nm
deoxitimidina trifosfato (nucleotideo pirimidinico)
DL-Ditiotreitol
Escherichia coli
matrix extracelular (Extracellular Matrix)
acido etilenodiaminotetraacético
fator de crescimento de epiderme (Epidermal Growth Factor)
quinase regulada por sinal extracelular (Extracellular Regulated Kinase)
citometria de fluxo (Fluorescence Activated Cell Sorting)
soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum)
isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein isothiocyanate)
formil-metionil-leucil-fenilalanina

unidade de forga rotocentrifuga (gravidades) ou unidade de massa
(grama)

acido 4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico

células endoteliais humanas de microvasculatura de derme (Human
Microvascular Endothelial Cell)

cromatografia liquida de alta precisao (High Precision Liquid
Chromatography)

células endoteliais de vascular umbilical humana (Human Umbilical Vein
Endothelial Cell)

corpos de inclusdo (Inclusion Bodies)

molécula de adesao intercelular (Intercellular Adhesion Molecule)
inibidores da enzima conversora de angiotensina

Interleucina

injecao intraperitonial

isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

canamicina, um antibidtico aminoglicosideo que interfere na sintese
protéica bacteriana

meio de cultura de bactérias (Luria Bertani)

sitio de ligag&o induzido por ligante, epitopo criado por mudancga
conformacional em integrinas na interagéo de integrinas com certos
ligantes (Ligand Induced Binding Site)

continua



MRNA:
m/m:

MMPs:

MOPS:
MPs:
Mt-MMPs:
NCAM:
nm:
NMR:

NCBI:

ORF:
PAI:
pb:
PBS:
PCR:

pDisBa-01:

PFU:
PDB:
.pdb:
PI3K:
poli-dA
poli-dT
ppt:
q.s.p.:
RGD:
RMS:

rpm:

continuacao
acido ribonucléico mensageiro (messenger ribonucleic acid)
massa/massa (proporgao)

metaloproteases que digerem proteinas da matrix extracelular (Matrix
Metalloproteases)

3-[N-morfolino]propano-acido sulfénico

metaloproteases

MMPs ancoradas a membrana plasmatica (Membrane type MMPs)
molécula de adesao de células neurais(Neural Cell Adhesion Molecule)
nandmetros - unidade de medida correspondente a 10 metros
ressonancia nuclear magnética (Nuclear Magnetic Resonance)

Centro de Informacgdes Biotecnolégicas dos Estados Unidos da América
(National Center for Biotechnology Information)

fase de leitura aberta (Open Reading Frame)

inibidores de ativadores de plasminogénio (Plasminogen Activator
Inhibitors)

pares de bases

salina tamponada por fosfato (Phosphate Buffered Saline)
reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)
plasmidio recombinante obtido pela ligagdo com o produto da

amplificacéo dos oligonucleotideos F1 e R1 (tabela 10) utilizando a
biblioteca de cDNAs de Bothrops alternatus como molde.

unidades formadoras de placas (Plate Forming Units)

banco de dados de estruturas tridimensionais (Protein Data Bank)
arquivos de informagoes tridimensionais no formato PDB
fosfatidilinositol 3 quinase (Phosphatidylinositol 3-Kinase)
oligonucleotideo composto de poli-desoxiadeninas
oligonucleotideo composto de poli-desoxitimidinas

Precipitado

guantidade suficiente para:

seqléncia arginina-glicina-acido aspartico, presente em desintegrinas e
relacionado com a ligagdo com integrinas portadoras de subunidade 33
raiz média quadrada (Root Mean Square)

rotagdes por minuto
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RT-PCR:
S1:

S2:

SDS:
SDS-PAGE:
SVMPs:

TBS:
TFA:
TIMP:
TNF-a
Tris:
TyrK:

t-PA:

uPAR:

UFC:
VO:

VCAM:
VEGF:

XTT:

continuacao

transcricao reversa acoplada a reagdo em cadeia da polimerase
(Reverse Transcription PCR)

sobrenadante de extrato celular obtido em condigbes nao
desnaturantes, apos expressao heterdloga

sobrenadante de extrato celular obtido em condi¢des desnaturantes,
apos expressao heterdloga

duodecil sulfato de sédio ou lauril sulfato de sédio (Sodium Duodecyl
Sulfate)

eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

metaloproteases de veneno de serpente (Snake Venom
Metalloproteases)

solucdo tamponada com NaCl e Tris (Tris Buffered Saline)
acido trifluoroacético (Trifluoracetic acid)

Inibidores tissulares de metaloproteases (Tissue Inhibitors of
Metalloproteases)

fator de necrose tumoral a (Tumor necrosis factor «)
tris[hidroximetillaminometano

tirosina quinase (Tyrosine Kinase)

ativador tissular de plasminogénio (tissular-Plaminogen Activator)

ativador de plasminogénio tipo uroquinase (Urokinase-type Plasminogen
Activator)

receptor de ativador de plasminogénio tipo uroquinase (urokinase-type
Plaminogen Activator Receptor)

unidades formadoras de coldnia
volume inicial

molécula de adeséo de célula vascular (Vascular Cell Adhesion
Molecule)

fator de crescimento vascular e endotelial (Vascular Endothelial Growth
Factor)

2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide

Vi



Nome

Alanina

Arginina

Asparagina

Acido aspartico

Asparagina ou
Acido aspartico

Cisteina

Glutamina

Acido Glutamico

) Glutamina ou
Acido Glutamico

Glicina

Histidina

Isoleucina

Leucina

Lisina

1 letra 3 letras
A Ala
R Arg
N Asn
D Asp
B Asx
C Cys
Q GIn
E Glu
Z Glx
G Gly
H His

| lle
L Leu
K Lys

AMINOACIDOS

Estrutura
H -
H3C—-(|)-COO
+NH3
+
H
2HN§/N\/\/CII-COO
M

H -
1 C-COO

NH,

+

Ver asparagina ou acido

Ver glutamina ou acido

aspartico

H
Hs._|C-co0

glutadmico

H -
H—C-COO
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H,C H coor

Metionina M Met 3N g N C-COO
NH,

+

H -

Fenilalanina F Phe C-COO
NH,

+

~H -l

*Prolina P Pro < C-CO0
INH,

H -

Serina S Ser HO__4C-COO0
hH;

H.C

3 H )

Treonina T Thr -Q'COO
HO NH,

, \ H -

Triptofano w Trp -CII-COO

N

NH,

H -

Tirosina Y Tyr HO C-CO0
IH;

HC  |H ;

Valina  V val ) 1¢-Co0
H.,C NH,

* Por definigao, a prolina é considerada um iminoacido.
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Nome

Adenina
(6-aminopurina)
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(2-amino-6-oxipurina)
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(2-oxi-4-aminopirimidina)

Timina
(2,4-dioxi-5-metilpirimidina)

Uracila
(2,4-dioxipirimidina)

Adenosina ou Citosina
Adenosina ou Guanina
Adenina ou Timina

Citosina ou Guanina

Citosina ou Timina

Guanina ou Timina

Adenina, Citosina ou Guanina
Adenina, Citosina ou Timina
Adenina, Guanina ou Timina
Citosina, Guanina ou Timina
Uma das quatro (A,C, Gou T)
Nenhuma das quatro (A, C, Gou T)

Codigo

A

P ZWOI<X<0n=SxH=Z

Complemento
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Estrutura

NH, )
1N/8 3 N
| E
ZI\\)INQ
Y H
O
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1
HN"e NN
[ D
NN NE
2 3 H

HaN)ﬁs
oé\w e
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Ver estrutura acima
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1. INTRODUCAO

Se a arte imita a vida (e vice-versa) € bem provavel que a ciéncia também
o faga. Popularmente se diz que “O bem e o mal sdo dois lados da mesma
moeda”. Curiosamente, a sabedoria popular vem encontrando respaldo em
conclusdes cientificas. A farmacologia moderna tem experimentado diversas
comprovacdoes de tal dito. Tem-se observado que substancias capazes de
desequilibrar um estado saudavel, induzindo a um estado patolégico, podem
outrora atuar como restabelecedoras da homeostase.

Tal qual um jogo de forgcas em uma balancga, se usada no momento certo e
na quantidade adequada, substancias originalmente consideradas toxicas passam
a manifestar efeitos terapéuticos que tendem a reconduzir a um equilibrio. Por
exemplo, um paciente hemofilico ou até mesmo uma pessoa sa (fazendo uso de
antiinflamatérios) podem ser vitimas dos efeitos toxicos do uso inadequado de
substancias com efeitos anticoagulantes. Por outro lado, pessoas com
predisposi¢ao a formacao de trombos podem certamente ser beneficiadas por tais
efeitos, se utilizarem tais substancias em propor¢des adequadas.

A biodiversidade brasileira propicia a valiosa oportunidade da exploracao
de moléculas farmacologicamente ativas e possibilita 0 acesso a solugdes para
patologias que somente a natureza, em seus bilhdes de anos de evolugao, foi
capaz de desenhar.

No caso das serpentes, o tempo de evolugao € aproximadamente 25 vezes
maior que o humano, tendo surgido ha aproximadamente 130 milhdes de anos.
Nesse periodo, espécies venenosas foram mantidas por selecdo natural e

evoluidas sucessivamente, desenvolvendo venenos que representam uma
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mistura de componentes altamente bioativos. Relatos de concentragbes letais
para 50% dos animais testados (LDs), estimadas em menos de 30ug/Kg,
encontram-se disponiveis na literatura (ROMANO-HOGE, 1990).

Nesse contexto, peconhas de serpentes, frequentemente associados a
envenenamentos dramaticos, podem ser Uteis como arsenais terapéuticos, se
adequadamente empregados.

Os trabalhos aqui descritos refletem a filosofia da utilizacdo racional de
produtos oriundos da biodiversidade como indicadores de alvos terapéuticos e
como protoétipos de farmacos. Para ser mais especifico, os venenos de serpentes
receberam atencdo no presente caso. As toxinas viperidicas classificadas como
desintegrinas, provenientes da serpente tipicamente brasileira, Bothrops
alternatus, sdo enfocadas. Atencdo especial foi dada a uma nova desintegrina
RGD descoberta no decorrer desse projeto e que passou a ser chamada de
DisBa-01. A clonagem de uma segunda desintegrina DisBa-02 foi brevemente
descrita.

Nos tdpicos a seguir serdo abordados temas relevantes para a melhor
compreensao do trabalho desenvolvido, bem como, as motivagbes para a sua

execucao.

1.1. ADESAO E COMPORTAMENTO CELULAR

Muitos processos biolégicos como a transdugao de sinais, a diferenciagao
e migracgao celular, o desenvolvimento embrionario, a cicatrizagcao de ferimentos,
a resposta imunolégica, a apoptose e a metastase, sdo fortemente modulados por
processos adesivos que ocorrem, seja por interagdées entre células ou entre essas

e a matriz extracelular (ECM) adjacente. Normalmente os processos adesivos
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celulares inibem a apoptose, enquanto que o desligamento celular a induz (Figura

1, GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1999).

Proliferagcao

Apoptose

. |f;;“‘\.

28 2\
ARAe = Pa"
|/_‘-_j._. : A i S -j _'__ k fl] E-

5

Involucao

Figura 1: A adesdo e o destino celular (Extraido de GIANCOTTI e RUOSLAHTIL, 1999). A)
Havendo espago e adesdo, as células tendem a proliferar. B) Havendo adesdo e pouco espaco intercelular, as
células tendem a se diferenciarem. C) Em caso de desadesdo, células que possuem desenvolvimento
dependente de fixacdo tendem a morrer em processos de apoptose.

Falhas no mecanismo apoptdético decorrente do desligamento celular séo
freqUentemente correlacionadas com processos de malignizagao (PARISE, LEE &
JULIANO, 2000).

Entre as proteinas transmembranas envolvidas nos processos adesivos,
podem-se citar as caderinas, as selectinas, alguns membros da superfamilia das
imunoglobulinas e as integrinas (revisado por ROJAS e AHMED, 2000).

As caderinas sao funcionalmente dependentes de calcio. Seus integrantes
sdo expressos em tecidos especificos durante o desenvolvimento, relacionando-
se com a morfogénese. Populagdes celulares expressando diferentes caderinas

separam-se, enquanto aquelas que expressam mesma caderina agrupam-se
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através de adesdo homofilica (adesdao mediada por moléculas idénticas). A
caderina E é co-localizada com filamentos de actina e media a ades&o de células
epiteliais. Sua perda é correlacionada com a carcinogénese epitelial.

As selectinas possuem um dominio lectina dependente de célcio que se
liga especificamente a carboidratos de células adjacentes. Essas moléculas
medeiam uma variedade de interagcées heterofilicas (adesdo mediada por
moléculas diferentes) entre leucdcitos e células endoteliais, sendo particularmente
importantes em processos inflamatorios e imunolégicos.

Alguns membros da superfamilia das imunoglobulinas relacionam-se com a
adesao célula-célula através de interagdes homofilicas independentes de calcio.
Acredita-se que sejam especialmente importantes no desenvolvimento
embrionério. ICAMs (Intercellular Adhesion Molecules) sdo um membro dessa
familia com importancia na fungdo imunoldgica. Essa proteina de superficie
encontra-se superexpressa em células endoteliais ativadas e esta envolvida em
adesbes heterofilicas com integrinas presentes em leucdcitos. Outro importante
membro dessa superfamilia sdo as VCAMs (Vascular Cell Adhesion Molecules)
que junto com ICAM participam do processo de adeséao entre células do sangue e
células tumorais as células endoteliais durante a invasao de um tecido.

As integrinas sdo glicoproteinas de membrana do tipo |, relacionadas com
a adesao célula-célula e célula-ECM. Devido a sua relevancia neste trabalho, as

integrinas sé&o descritas em separado nas proximas subsecdes (1.1.1 e 1.1.2).

1.1.1. Integrinas: Estrutura

As integrinas sao glicoproteinas heterodiméricas, resultantes da

combinagdo entre subunidades o (120 a 180kDa) e B (90 a 110kDa) através de
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ligacdo ndo covalente, formando um complexo com aproximadamente 280 A de
comprimento. Excetuando-se a porg¢ao intracelular da subunidade B4 (1000
residuos, SUZUKI e NAITOH, 1990), todos os demais dominios citoplasmaticos sao
considerados relativamente curtos (20-60 residuos, HYNES, 2002; Humprhies, 2000).
A porcéo intracelular de subunidades B € capaz de ligar-se ao citoesqueleto de
actina e proteinas sinalizadoras da adesao focal, diretamente ou através de
proteinas adaptadoras (CAIRNS, KHOKHA e HILL, 2003; LAFLAMME e AUER, 1996). Essa
ligacao relaciona-se diretamente com a influéncia desses receptores no
comportamento celular. Dentre as proteinas sinalizadoras frequentemente
associadas a transdugao de sinais incluem-se a FAK (Focal Adhesion Kinase),
CAS (Crk-associated substrate ou p130Cas), SRC (v-src sarcoma viral
oncogene), proteinas da familia das MAPKs (mitogen-activated protein kinases).
Nos ultimos anos, as estruturas de integrinas tém sido sondadas por
técnicas como microscopia eletrbnica, espectroscopia por dicroismo circular,
espectroscopia por ressonancia nuclear magnética (NMR), modelagem molecular
e pela difracdo de raios X em cristais protéicos (HUMPHRIES, 2000). Contudo,
somente recentemente foi possivel a resolugdo da porgéo extracelular de uma
integrina em seu estado dimérico (PDB: 1JV2; XIONG et al. 2001). Nesse trabalho foi
apresentada pela primeira vez a resolugao da estrutura tridimensional do dominio
extracelular da integrina aVps; (em sua conformagao ativa), elucidada através de
difragdo de raios X a partir de cristais dessa proteina (Figura 2). Uma vez que a
presenga da porgao C-terminal da integrina (incluindo a por¢gao que atravessa a
membrana) geralmente a restringe a um estado de baixa afinidade (DANA,
FATHALLAH e ARNAOUT, 2001; HUGHES et al., 1996), € possivel que a conformacgao

ativa encontrada no cristal seja decorrente de sua remogéo.
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A regido N-terminal da subunidade aV possui a forma de enovelamento
conhecido como B—propulsor (B—propeller, pela similaridade com propulsores de
motores de barco) composta por sete laminas com aproximadamente 60 residuos
cada (Figura 3: A). A sobreposi¢ao das laminas do B-propulsor N-terminal (Figura 3:
B) evidenciam o motivo unico descrito abaixo.

(X17-33-{99GPX13-20PX2-15GXs-8} )7

onde,

X: qualquer residuo
¢: residuo aromatico

p-propeller
{1-438],1 3 \_F-\j gy PA-domain

AU L gioe22
T AN
S A
- r.’/
P77V N } S viybrid
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Figura 2: Estrutura da integrina a V(3. A subunidade oV é representada em azul e a subunidade 33
em vermelho. A) Modelo em fitas da integrina conforme a resolu¢do do cristal. B) Modelo gerado para a
forma estendida da integrina (Extraido de XIONG, et al, 2001).
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Figura 3: Estrutura do B-propulsor presente na subunidade aV. A) B-propulsor encontrado na
subunidade aV. A posicdo dos carboidratos é representada por esferas vermelhas e atomos de metal por
esferas verdes. Cada lamina é representada em cor diferente. B) Sobreposi¢do das sete laminas que compdem

o B-propulsor. A lamina cinco e residuos que interagem com a Arg”' sdo representados em vermelho
(Extraido de XIONG, et al, 2001).

A cauda dessa subunidade (aV) é composta por trés moédulos do
enovelamento conhecido como sanduiche-f (fsandwich; um do tipo “Ig-like tight
domain” e dois “calf domains”), sendo que entre o primeiro e segundo mddulo
encontra-se uma regido de alta flexibilidade (genu). Intrigantemente algumas
integrinas, mas nao a aV, possuem um dominio tipo A (encontrado no fator de
von Willebrand) inserido no B-propulsor (denominado dominio a-A) que parece
interagir com ligantes na formagao de complexos (MICHISHITA, VIDEM e ARNAOUT,
1993).

Na subunidade 3, o N-terminal constitui um dominio tipo A (B-A) composto
de seis fitas que contém dois sitios de ligagcdo de metal, MIDAS (Metal lon-
Dependent Adhesion Site) e ADMIDAS (Adjacent to MIDAS). Consecutivamente

a partir do N-terminal, ainda s&o encontrados um dominio hibrido (Figura 2: B) e a
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cauda C-terminal. Essa cauda é constituida por um dominio PSI (plexinas,
semaforinas e integrinas), quatro dominios tipo EGF (epithelial growth factor) e
um dominio tipo cauda B (Atail domain ou enovelamento tipo-cistatina). A regido
correspondente aos dominios hibrido, PSI e dois dominios tipo EGF, inferem a
subunidade B3 a flexibilidade necessaria para o encurvamento da integrina (Figura
2).

Os contatos entre as subunidades o e B envolvem primariamente suas
por¢cdes N-terminais extracelulares (HUMPHRIES, 2000) na formacgcdo de uma
“cabega” globular (90 x 60 x 45 A). A interagdo entre os dominios N-terminais, B-
propulsor (subunidade aV) e B-A (subunidade B3), é estabilizada por um residuo

261

de arginina (Arg”"") presente em uma pequena hélice do tipo 319 € que se projeta

para a cavidade do B-propulsor presente na subunidade oV (Figura 4: A e B). A

261

fixagdo do residuo Arg®”" ocorre pela interagdo com primeiro e o quarto residuo do

motivo encontrado nas ldminas desse dominio. Em todas as demais subunidades
B (exceto pela p4) esse residuo de Arg é substituido por um residuo de Lys. A
superficie de contato entre o dominio B-propulsor (subunidade aV) e o dominio -

A (subunidade B3) envolve uma area de aproximadamente 1600 A.

Y224 ?
o ﬁ\b&‘ 159, \

53%2_44065},]5 .{/ L
' F42? /}/'
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Figura 4: Interagdo entre os dominios B-propulsor (subunidade aV) e B-A (subunidade B3). A) e B)
Sdo imagens da interagdo entre o PB-propulsor da subunidade oV com o dominio B-A da subunidade 33
evidenciando-se interagdes com a Arg™', respectivamente, com visdo de cima e de lado. A hélice 3, que
contém a Arg”®' é representada em verde (Extraido de XIONG, et al, 2001).

As porgdes restantes formam duas caudas em forma de bastdo (Figura 2: A
e B; ERB et al., 1997) que terminam por atravessar a membrana plasmatica.

O aspecto da interagao entre os dominios N-terminais das subunidades oV
(B-propulsor) e B3 (B-A) apresentam similaridades notaveis quando comparada
com aquela encontrada, respectivamente, em subunidades e o de proteinas G
(Figura 5). Contundo, em proteinas G a subunidade B interage com a o através de
uma hélice a2. Em ambos os casos, apenas seis ldminas do B-propulsor fazem

parte da interface com a outra subunidade.

Figura 5: Similaridade do aspecto de interagdo entre B-propulsor/dominio B-A (integrina aVp3) e
entre subunidades fB/a (proteinas G). A) e B) representam aspectos da interagdo encontrada na integrina
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aVP3. C) e D) representam aspectos da interagdo observada em proteinas G (Extraido de XIONG, et al,
2001). Sao representados em verde o dominio B-A e seu homologo na subunidade 3 de proteinas G.

A comparacédo das estruturas da integrina VB3 na auséncia ou presenga
de um peptideo RGD ciclico (XIONG et al, 2002) permitem constatar que a ligagao
de metais no MIDAS é dependente da presenga do ligante. Outra observagéao
oriunda dessas comparagdes € a existéncia de uma flexibilidade consideravel do
receptor ao se comparar ambas as estruturas, justificando a formagao do epitopo

conhecido como LIBS (Ligand Induced Binding Site) e a transducao de sinais (ver

animagao em www.sciencemag.org/cgi/content/full/1069040/DC1).

1.1.2. Integrinas: Fungéo

As integrinas sdo amplamente distribuidas no reino animal, sendo
observadas de esponjas a mamiferos (revisado por HUMPHRIES, 2000).
Funcionalmente, sdo dependentes da ligagdo de cations divalentes (Ca™, Mg™,
Mn*") para a manifestagdo de suas atividades adesivas. Ao menos 18
subunidades o e 8 B ja foram descritas (PARISE, LEE E JULIANO, 2000; CAIRNS,
KHOKHA e HILL, 2003). A diversidade dessa familia de proteinas é oriunda de
combinagbes entre as diferentes subunidades o e B, assim, seus membros
geralmente diferem quanto a suas gamas de ligantes, afinidades e atividades
biolégicas (MARCINKIEWICZ et al, 1999). Até o momento foram descritas 24
combinagdes entre subunidades o e . As associagdes entre integrinas e seus
ligantes sao frequentemente promiscuas, de forma que uma integrina pode adotar
varios ligantes e um ligante pode interagir com varias integrinas (Tabela 1).

O termo integrina, foi inicialmente utilizado referindo-se ao seu papel de
intermediador na comunicagdo entre o citoesqueleto celular e proteinas

plasmaticas ou da ECM (por exemplo: laminina, fibrinogénio, fibronectina,
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colageno, vitronectina, osteopontina, trombospondina e iC3b do sistema
complemento, Figura 6). Contudo, essas proteinas de superficie celular também
mediam a adesdo célula-célula através de interacbes com outras proteinas de
membrana como ICAM-1, 2 e 3, VCAM-1 e caderina E (Tabela 1).

Em integrinas que possuem o dominio A na subunidade o (a-A), esta
subunidade é necessaria e suficiente para a interacédo de ligantes fisiolégicos
(MICHISHITA, VIDEM e ARNAOUT, 1993). Ja em integrinas que n&o possuem um
dominio a-A, um dominio de mesmo tipo presente em todas as subunidades f (-

A) é requerido.

Tabela 1: Integrinas, seus ligantes endogenos e distribuicdo celular (CLEGG et al.,, 2003;
DARRIBERE et al., 2000; JIN e VARNER, 2004; PETRUZZELLI, TAKAMI E HUMES, 1999).
DISTRIBUICAO CELULAR

SUBUNIDADES LIGANTES ENDOGENOS NAO LEUCOCITOS
LEUCOCITO
1(cpagay CO, LM FB, MB ActB, actT
o2cpaswy CO, LM, CA PT,FB, ED, EP  ActT
aacpage) CO, LM, FN, ENT, TSP EP, FB
FN, VCAM-1, ADAM-28, OP, TSP, VCAM, CN, FB B, T, M, LGG
Ol4(CD49d) vWEF
ascoagey FN, FG, ADAM-15, L1CAM, OP, TSP FB,EP,ED,PT TM, T
B agcoasy LM, MER, KAL, ADAM-2, ADAM-3, ADAM-9  PT T
(cp29)  G7(cpag) LM MC, EP
ag . OP, VN, FN, NF, TN EP, CN
TN, OP, VCAM, ADAM-12, ADAM-15, FXIII, Amplamente distribuida
% cO, LM, TTG, VWF.
a  CO CO, FB, MC
aq; CO MC
avcosty OP, VN, FN, L1CAM, TGF-B1 FB
aLcpita) ICAM-1,2,3,4e5 B, T.M, G
B2 amcpitn C3bi, FG, FX, ICAM-1, NIF M, G
(CD18) QLx(CD11c) C3b|, FG M, G
apcpia) VCAM-1, ICAM-3 MMc

| FG, EN, VWWF, VN, ICAM-1, TSP, CO, OP  PT, diversas

B Ollo(cD41) células tumorais
3 ADAM-15, ADAM-23, BSP, MMP-2, NF, CO, ED

(©P8) " Gycost) OP, VN, FN, FG, VWF, PT, TSP, TN, LM,

PECAM-1, L1CAM, Thy-1

Ba (cp104) Osicoasy LM CcC
Bs ovcosty ADAM-9, FN, VN, BSP, PT, TGF-B1, OP CC, FB, EP
Be ovcosty FN, NF, TN, TSP, TGF-p1 CC, EP

Br  dacoase FN, Mad-CAM, VCAM-1, NF LIE
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ag(cpioz) CAD-E LIE
Bs aycost) FN, VCAM-1, LM, CO, TGF-B1 EP, AT

Ligantes ADAM: desintegrina e metaloprotease; BSP: Sialoproteina do osso; CA:
Condroaderina; Cad-E: Caderina E; CO: Colageno; ENT: Entactina; FG: Fibrinogénio;
FN: Fibronectina; VCAM: Molécula de adesdo de células vasculares; FX: fator X da
coagulagao; FXIII: fator XlIl da coagulagédo; ICAM: molécula de adeséo intercelular;
KAL: Kalinina; L1CAM: Molécula de adesdo de células L1 (CD31); LM: Laminina;
MadCAM: molécula de adesdo celular da mucosa; C3bi: proteina 3b inativada
(sistema complemento); MER: Merosina; NF: Nefronectina; NIF: Fator inibidor de
neutrdéfilos; OP: Osteopontina; PECAM-1: Molécula de adesao de plaquetas e células
endoteliais; PT: Protrombina; TGF-B1: Fator B1 de crescimento transformante; Thy-1:
Antigeno 1 de célula do timo; TN: Tenascina; TSP: Trombospondina; TTG:
Transglutaminase tecidual; VN: Vitronectina; vWF: Fator von Willebrand

Células actB: Células B ativadas; actT: Células T ativadas; AT: Astrocito; B: Células B; CC:
Células de carcinoma; CN: Células derivadas da crista neuronal; CO: Condrdécitos ED:
Células endoteliais; EP: Células epiteliais; FB: Fibroblasto; G: Granulécitos; LGG:
Linfécitos granulares grandes; LIE: Linfocitos intraepiteliais; M: Mondcitos; MB:
Membrana basal; MC: Células musculares; MMc: Linhagens mielomoniciticas; PT:
Plaquetas; T: Células T.

ND Nao determinado.

Matriz extracellular
(ECM_)

Citoesqueleto
de actina

Figura 6: Integragdo do meio intra e extracelular através de integrinas. A ligagdo com a ECM
promove o agrupamento (clustering) de integrinas e a associagdo com o citoesqueleto que, por sua vez,
aumenta o agrupamento de integrinas e reorganiza¢do da ECM em um sistema de realimentacdo positiva
(positive feedback). RGD: motivo de ligagdo Arg-Gly-Asp; Tal: talina; Pax: paxilina; Vin: vinculina; CAS:
p130CAS, FAK: quinase de adesdo focal (Extraido de GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1999).
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Diversas integrinas incluindo a asf1, osB1, oW1, cupPs, avPs, owPs € oPs
reconhecem a motivo Arg-Gly-Asp (RGD) em seus ligantes, enquanto que outras
reconhecem sequéncias alternativas (MIZEJEWSKI, 1999). Desintegrinas (Subsegéo:
1.3) portadoras desse motivo sdo frequentemente fortes inibidoras de algumas
integrinas compostas por subunidades 1 e B3 como a integrina oypPs € a
integrina aVB3. O conhecimento dessas pequenas sequéncias tem permitido o
desenho de inibidores de integrinas que as mimetizam (revisado por CURLEY, BLUM e
HUMPHRIES, 1999).

Se por um lado as integrinas s&o necessarias em uma série de processos
fisiologicos, por outro, elas estdo associadas a patologias como a neoplasia, a
metastase, a disfungdo imune, os danos em reperfusdo isquémica, as infecgdes
virais, a osteoporose e a coagulopatia (ARNAOUT, 1990; HYNES, 1992). A integrina
aVB3 é receptora de alguns virus, como o virus da aftosa (foot and mouth disease
virus), Adenovirus e HIV (Human Immudefficiency Virus), além de possuir papel
relevante em processos inflamatérios e na reabsorgéo éssea (revisado por ELICEIRI
E CHERESH, 1999; PLOW et al., 2000).

A expressdo aumentada de algumas integrinas esta diretamente
relacionada com processos associados a agressividade do céncer como a
migracdo celular e a angiogénese. E o caso da expressdo da integrina oVp3
superexpressa em linhagens agressivas como variantes de MDA-MB-231 (tumor
de mama, Pecheur et al.,, 2002) e B16F10 (melanoma, Kang et al., 2000).
Juntamente com a integrina o5, esses receptores mediam a migragéo celular de
forma constitutiva e dependente de fatores de crescimento, respectivamente.
Ambas as integrinas tém demonstrado ser relevantes durante angiogénese (zZHOU

et al., 2000). A integrina asp+, principal receptor para a fibronectina, media a inibicao
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de apoptose através da eliminagdao da proteina B-amildide (participante da
patologia do mal de Alzheimer) e producao da proteina Bcl-2 (anti-apoptética),
sendo essencial para o crescimento celular e desenvolvimento de 6&rgéos
(MARCINKIEWICS et al., 1999). Tanto o aumento quanto a diminuigdo na expressao
de algumas integrinas podem correlacionar-se com processos de malignizagao
(GRINSTEIN, ROTIN e MASON,1989; INGBER et al., 1990).

Durante a retracdo de células endoteliais induzida pela ligagdo de células
tumorais ou durante lesao de células endoteliais, as células tumorais aderem-se a
ECM adjacente preferencialmente através de suas integrinas (ABECASSIS et al.,
1987, KRAMER, GONZALEZ e NICOLSON, 1980) e plaquetas podem favorecer esse
processo (MENTER et al., 1987).

Ao se associarem a ligantes enddgenos ou néo, as integrinas podem atuar
como transdutoras de sinais do meio extracelular para o meio intracelular
(sinalizagao tipo “Outside-in”). Contudo, o caminho inverso também ¢é possivel,
onde a interacdo com componentes intracelulares pode modular a afinidade
desses receptores por seus ligantes (sinalizagao tipo “Inside-out”). Recentemente
foi demonstrado que eventos iniciados por receptores nao-integrina podem alterar
a conformacgao da cauda citoplasmatica de integrinas convertendo-as a um estado
de alta afinidade (KIM, CARMAN e SPRINGER, 2003). Dessa maneira, constitui-se uma
sinalizagao bidirecional entre o ambiente extra e intracelular (COPPOLINO e
DEDHAR, 2000).

Os eventos decorrentes da transdugao de sinais a partir de integrinas séo
complexos e, até o momento, ndo foram completamente elucidados.

As cascatas de sinalizagdes passiveis de serem disparadas por integrinas

podem ser moduladas também por proteinas de membrana como receptores de
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fatores de crescimento (revisado por ELICEIRI, 2001 e ROSS, 2004), receptores de
sobrevivéncia (HANAHAN e WEINBERG, 2000), receptores que se ligam a regido
constante de imunoglobulinas (ORTIZ-STERN e ROSALES, 2003), sindecanas
(incluindo CD138), proteinas transmembranicas de 4 passos (TM4SF, wOODS e
COUCHMAN, 2000), receptor de ativador de plasminogénio tipo uroquinase (UPAR,
CD87; XUE et al. 1997) e pela proteina associada a integrina (IAP, CD47; LINDBERG
etal., 1996).

Foi constatado que, em alguns casos, as sinalizagbes por integrinas
convergem em vias originalmente descritas para outros receptores (Figura 7). Visto
que as integrinas ndo possuem atividade enzimatica, algumas proteinas de
membrana supracitadas possivelmente atuam como co-receptores. Contudo,

integrinas também recrutam proteinas sinalizadoras citoplasmaticas.
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Figura 7: Sinalizagdo por integrinas e inter-relagdo com outras vias sinalizadoras (Extraido de
HANAHAN e WEINBERG, 2000).
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As sindecanas ilustram as relagdes de proteinas transmembranicas como
moduladoras de integrinas. Diversos trabalhos tém revelado a importancia desses
receptores na transdugao de sinais integrina dependentes (revisado por Beauvais
e Rapraeger, 2004; COUCHMAN e WOODS, 1999; WOODS e COUCHMAN, 1998).
Beauvais, Burbach e Rapraeger (2004), descrevem a dependéncia de sindecana-
1 para a ativagao da integrina aVp3 em células MDA-MB-231 e MDA-MB-435.

Outra molécula que se correlaciona com a modulagao de integrinas € a
enzima ciclooxigenase (COX-2) (RUEGG, DORMOND e MARIOTTI, 2004).
Normalmente a COX-2 é pouco expressa em tecidos normais (DUBOIS et al., 1998)
e altamente expressa em tumores (EBERHART et al., 1994), correlacionando-se com
um aumento na expressao de prostaglandina E; (PGE;) e na angiogénese (LIU et
al., 2001; MULLER-DECKER et al., 2002).

Além da comunicacdo com vias sinalizadoras inicialmente descritas para
outros receptores, as integrinas também se comunicam entre si. O fendmeno de
trans-dominancia, uma forma de comunicagao entre integrinas, foi descrito como
um processo onde a atividade de uma integrina (transdutora) inibe a atividade de
outra integrina (alvo) (BLYSTONE et al., 1999). Um esquema de relagdes de
comunicagdes entre integrinas baseado em uma breve revisdo da literatura pode

ser observado abaixo (Figura 8).



INTRODUCAO 17

Células K562
(BLYSTOME et al., 199471939)
EHE -291

Macrofagos
ES'MON%U VAN KOOYK et al, 1993)
o B (e

Queratindcitos CHO, Masculo
HODIVALA-DILKE et al., 1993 [TOMATIS et al., 1999

; g@g'
b
-—

&) "\I:, /f, o Y
et e oh .,
o £ B \ - B .
2 Ny Fibroblastos sinoviais de coelhos

S . (HUHTA&LL, et &, 1995
@\5 e Lo
V2 e \Q‘Q\D Linfocitos T
S ?‘c} (FORTER & HOGG ., 1937)

&
C i
’ Celulas CHO

(DIAZ-ZOMIAFLEL et &l 1996)

Plagquetas
(RIEDERER, GIMNSBERG & STEIMER, 2002)

Figura 8: Comunicagdo entre integrinas e trans-domindncia. A inibi¢do de integrinas (trans-
dominancia) ¢ representada por linhas cinza contendo um circulo preenchido na extremidade. A estimulagdo
¢é representada por uma linha preta tracejada contendo uma seta na extremidade.

Entre as fungbes de integrinas afetadas por trans-dominancia pode-se citar
a fagocitose (BLYSTONE et al., 1994; BLYSTONE et al., 1995; GRESHAM et al., 1989), a
interacdo com ligantes soluveis (CHEN et al., 1994, PACIFICI et al., 1994), a adesao
(DIAZ-GONZALEZ et al., 1996; PORTER e HOGG, 1997; van KOOYK, 1993), a migragao
(BILATO et al., 1997; PORTER e HOGG, 1997; SIMON et al., 1997), a expressao génica
(HUHTALA et al.,, 1995) e a endocitose mediada por receptor (PIJUAN-THOMPSON e
GLADSON, 1997).

Aparentemente, a cauda citoplasmatica da subunidade [ da integrina
transdutora é necessaria e suficiente para a manifestagcao do fenébmeno de trans-

dominancia (BLYSTONE et al., 1995).
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1.2. TUMORIGENESE E EVENTOS RELACIONADOS

Entre 131 e 201 o médico romano, Galeno, utilizou a palavra grega,
Karkinos (que significa caranguejo), para designar o cancer. A palavra do latin,
cancer, data do fim do século XV. Esta extrapolacdo pode ser justificada pelo
aspecto do tumor, que apresenta um corpo central de onde irradiam vasos e

outras ramificagoes.
(http://www.billcasselman.com/dictionary of medical derivations/dmd_four.htm)

O cancer é resultado do desenvolvimento ndao controlado de um ou mais
clones celulares que escapam das regras de homeostasia que regem a
proliferacdo celular em tecidos normais e dos mecanismos que mantém tais
células normalmente diferenciadas (WEINBERG, 1989).

O estroma, ou microoambiente de um foco tumoral, é caracterizado pela
presenga de células com diferenciagbes diversificadas (da normal aquelas
aberrantes), de uma ECM e de elementos extracelulares. As interacdes entre
células tumorais e os demais componentes do estroma sao relevantes para o
desenvolvimento do estado cancerigeno (CHANG e WERB, 2001). Diversos tipos
celulares incluindo células endoteliais, inflamatdrias, fibroblastos e macréfagos
podem cooperar para o estabelecimento do tumor (CHANG e WERB, 2001;
CROWTHER et al., 2001; TUXHORN et al., 2002).

Diferente dos tumores benignos, tumores malignos possuem
caracteristicas de transformacgao (pleiomorfismo - diferengas de tamanho e forma
de células ou dos nucleos) como a alteragao na relagdo entre o tamanho do
nucleo e o tamanho da célula. Também sdao aumentadas as tendéncias de
invasao, destruicdo de tecidos adjacentes e de disseminacdo através de vasos
linfaticos ou sanguineos, gerando focos distantes daqueles inicialmente
concebidos. Essa disseminagdo, pelo processo de metastase, pode levar a

destruicdo de o6rgaos vitais. De fato € mais freqlente a morte de pacientes nao
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em decorréncia de tumores primarios, mas, sim de metastases e suas
propagacgoes (FIDLER, 1990).

Destacam-se as seguintes etapas no processo metastatico: .
intravasamento — invasdo de sistema circulatério por células tumorais; ii.
ancoragem em tecidos-alvos; iii. extravasamento — invasdo de um novo tecido

pela célula ancorada; iv. crescimento do novo foco tumoral.

1.2.1. Intravasamento

O intravasamento compreende a degradacdo da ECM, da mobilidade da
célula neoplasica e da degradacdo da membrana basal endotelial. A degradacao
de componentes que constituem a barreira até a corrente circulatéria € promovida
principalmente por heparanases (NAKAJIMA et al., 1987; NAKAJIMA et al., 1990), tripsina
(KOIVUNEN et al., 1991; REICH et al., 1988), catepsinas (QIAN et al., 1989; ROZHIN et al.,
1990) e metaloproteases de matriz (MMPs; RUOSLAHTI e YAMAGUCHI, 1991;
EDWARDS et al., 1987). A expressao de ativadores de plasminogénio também é tida
como fator que exacerba a degradagdo, uma vez que a plasmina leva a
degradacgao de proteinas da ECM (como a lamina e fibronectina) e pode ativar
metaloproteases (MPs; DANO et al, 1985; SCHLECHTE, MURANO e BOYD, 1989; WERB et
al., 1986). Concomitantemente, a degradacao da ECM é dificultada por inibidores
tissulares de metaloproteases (TIMPs) e inibidores de ativadores de
plasminogénio (PAI-1 e PAI-2). Dessa forma, o nivel de degradagao é resultado
de um balango entre enzimas da degradacgao e seus inibidores.

Uma quantidade consideravel de células tumorais pode chegar a atingir a
circulagdo. Estima-se que para cada grama de tumor, 10° células atinjam a

circulagdo a cada dia (CHANG et al. 2000; LIOTTA, KLEINERMAN e SAIDEL,1974).
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Contudo, o ambiente circulatério € bastante hostil as células de origem nao
hematogénica. Estima-se que dentre 10° a 10° células apenas uma sobreviva
(ZETTER, 1990). Forgcas mecanicas como a pressdo sanguinea e a contracédo de
vasos, podem ser as principais causas de destruicdo de células tumorais na
circulagdo (WEISS, ORR e HONN, 1989). O sistema imunoldgico, em especial os
leucécitos, também participa como barreira adicional a processos metastaticos
(FOO, 2002).

A agregacdo homotipica (FIDLER e BUCANA, 1977) ou heterotipica (pela
combinagédo com plaquetas, linfécitos ou mesmo proteinas circulantes no plasma)
de células tumorais constitui uma forma de protecdo contra a destruicdo na
corrente sanguinea e é considerado, portanto, como um evento relevante para a
ocorréncia de metastases (FOO, 2002). Um trabalho recente demonstra a interagao
entre células tumorais e neutrdfilos intermediada pela integrina avp2 (Mac-1 ou
CD11b/CD18) de neutrdfilos e ICAM-1 de células tumorais (SLATTERY e DONG,

2003).

1.2.2. Ancoragem e extravasamento

A ancoragem de células metastaticas em vasos de tecidos distantes pode
ocorrer por processos mecanicos ou moleculares.

O processo mecanico pode ser explicado pelo aprisionamento de células
tumorais determinado pela relagdo entre o didmetro de microcapilares (entre 3 e 8
um de didmetro, POTTER e GROOM, 1983) e o de células tumorais isoladas (> 20um)
ou de seus agregados (CHAMBERS, GROOM e MACDONALD, 2002). A formagao de
agregados envolvendo plaquetas e células tumorais é especialmente relevante.

Em 1865, foi estabelecida pela primeira vez a associagao entre o cancer e a
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trombose (LEVINE, LEE, e KAKKAR, 2003). Mais de 15% dos pacientes com cancer
exibem tromboembolismo venoso e representam mais de 20% dos pacientes
atendidos com trombose venosa profunda e embolia pulmonar (CAINE et al., 2003).
Esta hipercoagulabilidade pode ter diversas origens:

i. ativacdo da coagulagao por células tumorais ou do sistema imunoldgico.
Em mais de 90% dos pacientes com cancer que exibem disfuncdes de
coagulagdo. O evento €& acompanhado em um aumento dos fatores de
coagulacgéao, produtos de degradacao do fibrinogénio e fibrina e por trombocitose.
Em outros casos, também foi descrita uma diminuicdo de fatores antitrombodticos
(Antitrombina Ill, a proteina C e proteina S livre) ou aumento de fatores
tromboticos (PAI-1) no sangue (RICKLES, LEVINE e EDWARDS, 1992).

ii. atividade procoagulante intrinseca das células tumorais e a inibigdo das
propriedades anticoagulantes de células endoteliais, plaquetas e mondcitos.

iii. os proprios tratamentos do cancer, como a quimioterapia e cirurgias,
podem aumentar a tendéncia a trombose (LEE, 2002). Pacientes com cancer,
submetidos a procedimentos cirurgicos tem predisposi¢do duas vezes maior que
pacientes ndo acometidos pelo cancer quanto a ocorréncia de complicagbes
relacionadas ao tromboembolismo pds-operatdrio (GEERTS et al., 2001; KAKKAR e
WILLIAMSON, 1999).

Uma vez estacionadas nas proximidades de células endoteliais, as células
tumorais podem se ligar diretamente a células endoteliais através de diversas

moléculas de adeséao (Tabela 2).
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Tabela 2: Moléculas de adesdo em células endoteliais associadas a interagbes com células
tumorais.

Moléculas de adesdo Moléculas de adesao
nas células endoteliais em células tumorais

Tipo celular Referéncias

) E-selectina sLe® Carcinomas de colo LAFRENIE et al., 1994;
E-Selectinas TOZAWA et al., 1995
sLeX Carcinoma do rim STEINBACH et al., 1996
CEA CEA Carcinoma do seio MAJURI et al., 1994
Carcinomas de colo
ICAM-1 B2 Glioma C6 TAMAKI et al., 199
Superfamilia das VCAM-1 od Carcinomadorim  LAFRENIE et al., 1994
imunoglobulinas TOMITA et al., 1995
adp1 Melanomas GAROFALO et al., 1995
Sarcomas PAAVONEN et al., 1994
WOJTUKIEWICZ et al., 1993
(15} a6p1 Melanoma B16/129 RUIZ et al., 1993
. Carcinoma de SHESKI et al. 1999
Integrinas pequenas células
avp3 ? Varios tipos de LAFRENIE et al., 1994
tumores
i TSP TSP e receptores Cancer de mama INCARDONA et al., 1995
Outras moléculas de
adeszo Heparan sulfato TSP
NCAM ZOCCHlI et al., 1993

CEA: antigeno carciembridnico (Carciembryonic Antigen); ICAM: molécula de adeséo intercelular
(Intercellular Adhesion Molecule); NCAM: molécula de adesdo de células neurais(Neural Cell
Adhesion Molecule); TSP: trombospondina; sLe: sialil Lewis (sialyl Lewis); VCAM: molécula de
adesao de célula vascular (Vascular Cell Adhesion Molecule). Modificado de ORR et al., 2000.

Algumas inter-relacdes entre células tumorais e células do sangue que
favorecem estados de hipercoagulabilidade sdo esquematizadas abaixo (Figura 9).

A expressao de certos fatores em tecidos-alvos, como moléculas adesao
na superficie de células endoteliais, a liberagdo de fatores quimiotaticos (MULLER
et al., 2001) e a expressao de fatores de crescimento, também podem estimular a
ancoragem seletiva de células tumorais.

O extravasamento da célula tumoral em um tecido-alvo conta com
mecanismos similares aos descritos na etapa de intravasamento, porém, agora no

sentido contrario.
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Figura 9: Principais vias de interagdo de células tumorais com o sistema hemostatico. CT: célula
tumoral, CE: Célula endotelial, Mc: Monocito, TF: fator tissular (glicoproteina transmembranica de 47kDa),
PC: fator pro-coagulantes (cisteino protetase de 68kDa), FV-R = receptor do fator V, u-PA: ativador de
plasminogénio tipo uroquinase, t-PA = ativador tissular de plasminogénio, PAI: inibidor de ativadores de
plasminogénio, uPAR: receptor de ativador de plasminogénio tipo uroquinase, IL-1: interleucina 1§, TNF:
Fator de necrose tumoral alfa, VEGF: fator de crescimento endotelial e vascular. As CT expressam fatores
pro-coagulantes (TF, PC, FV-R) que ativam a cascata de coagulagao e citocinas (IL-1, TNF e VEGF) que
convertem o endotélio fisiolégico em endotélio protrombotico. As células tumorais interagem com outras
células do sistema hemostatico diretamente (proteinas de adesdio) ou através de mediadores soluveis. E
freqiiente a observagdo da interacdo entre células tumorais e plaquetas através de fibrinogénio, que serve de
elo entre as integrinas das células envolvidas. O TF forma complexos com o FVII e FVII ativado, o qual por
sua vez, ativa os fatores FIX e FX da coagulagdo (ANDOH et al., 1987; NEMERSON, 1992). O PC ativa o
fator X independentemente de FVII (MIELICKI e GORDON, 1993). Moléculas de adesdo em células
endoteliais, como a VCAM-1, podem propiciar a interagdo direta com integrinas tumorais através da
integrina a4PB1. A interacdo indireta pode ser estabelecida utilizando proteinas plasmaticas (Ex. von
Willebrand factor e fibrinogénio) como ponte entre integrinas presentes em células endoteliais e tumorais.
Adaptado de FALANGA e RICKLES, 1999.

1.2.3. Crescimento tumoral
O crescimento de um foco tumoral implantado depende intimamente de sua
relagdo com as células presentes no estroma e vizinhancas. A expressao de

moléculas de adesao (principalmente integrinas) pode modular a expressao de
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diversos fatores de crescimento e citocinas incluindo TGF-B, TNFa, IL-1 e IL-6
(HONN e TANG, 1992).

Tanto o foco tumoral primario como focos tumorais derivados necessitam
de vascularizagdo para a troca de gases, nutrientes e remogédo de residuos
metabdlicos toxicos.

As células tumorais podem ter sua proliferagao estimulada pela liberagao
de fatores autécrinos (oriundos da propria célula) ou paracrinos (oriundos de
outras células) (FOLKMAN, 1995). Células tumorais podem, por exemplo, secretar
fatores de crescimento para células endoteliais incluindo bFGF (Fator basico de
crescimento de fibroblastos) e VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) em
resposta a diversos estimulos (FRELIN e LADOUX, 1997). O inverso também é
verdadeiro, ou seja, células endoteliais e fibroblastos também podem secretar
fatores de crescimento que terminam por desencadear seus efeitos em células

tumorais.

1.2.4. Angiogénese fisioldgica e tumoral

A formacdo de novos vasos durante a embriogénese € conhecida
vasculogénese. A angiogénese é o processo de formagéo de novos vasos a partir
daqueles pré-existentes e que ocorre em diversas patologias, mas, apenas em
limitados processos fisiolégicos assim como o desenvolvimento do corpo-luteo
durante a ovulagdo e a cicatrizacdo. Excluindo-se as excec¢des citadas, vasos
sanguineos em adultos sdo normalmente quiescentes.

As células endoteliais estao entre as células com menor taxa de divisdo no

organismo. Seus tempos de renovacado podem exceder 1000 dias, contudo em
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estado de ativagdo angiogénica (angiogenic switch) essa renovagao é reduzida a
poucos dias (DENEKAMP, 1993).

O processo de angiogénese envolve a ativacao de células endoteliais (pelo
aumento de fatores pré-angiogénicos secretados por fibroblastos e células
inflamatérias como macréfagos e mastécitos), degradagédo proteolitica da
membrana basal endotelial, migracédo e proliferagdo de células endoteliais no
estroma adjacente. Em seguida, a diferenciacdo e maturacdo das células
endoteliais, formacao de tubos, recrutamento de pericitos e a coalescéncia dos

tubos completam o processo de formacgao de vasos sanguineos (Figura 10).

Figura 10. Angiogénese fisiologica. A) Inicialmente pericitos sdo desaderidos (células azuis) da
parede vascular com a degrada¢do da membrana basal endotelial (vermelho) e ECM (fundo branco). Segue-
se a perda de ligagdes entre células endoteliais e destas com ECM, formagao de saliéncia vascular localizada
(circulo pontilhado) e a ligagdo de células endoteliais a proteinas plasmaticas (linhas azuis) como o
fibrinogénio/fibrina no espago extravascular. B) A perda de ades@o celular e o estresse mecéanico na regido da
saliéncia vascular induzem a migrag@o de células endoteliais na matriz provisoria (linhas azuis) em sentido a
fatores quimiotaticos e proliferacdo celular. C) As células endoteliais formam juncdes célula-célula e tubos
ocos. Uma membrana basal vascular é depositada e pericitos sdo recrutados para completar a maturacdo de
vasos neo-formados. Extraido e modificado de RUNDHAUG, 2005.

Em processos tumorais, a ativagdo de células endoteliais é também
decorrente da producdo de fatores angioénicos por células tumorais. A
angiogénese em tumores é de fundamental importancia para o crescimento da
massa tumoral e para a ocorréncia de metastases. Sem a angiogénese, os focos

tumorais ficam confinados em volumes de poucos milimetros de didmetros e a
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estimulagao reciproca entre células tumorais e endoteliais € um evento-chave
para o desenvolvimento cancerigeno (FOLKMAN, 1985).

A hipdxia gerada pela proliferacdo de células tumorais sem a suficiente
contrapartida da angiogénese ¢é uma situagdo constante em processos
cancerigenos. Respostas tumorais a hipoxia envolvem a ativagdo da via das MAP
(Mitogen Activating Proteins) e expressao do fator de transcrigao Hif-1 (Hypoxia
inducible factor 1 um ativador da expressdo de VEGF) que juntamente com
mutag¢des na p53 tornam células tumorais mais resistentes tanto a hipéxia quanto
a abordagens terapéuticas como a radioterapia e quimioterapia (KUNZ e IBRAHIM,
2003; ROYDES et al., 1998).

Uma particularidade dos vasos neoformados durante a angiogénese
tumoral em relagdo aos vasos pré-estabelecidos é que os primeiros sao
caracterizados por certa imaturidade (membrana basal mais fragmentada e maior
espacamento entre as células endoteliais), facilitando o intravasamento e
extravasamento de moléculas e células (NAGY et al. 1989, RESTUCCI, VICO e

MAIOLINO, 2000).

1.3. DESINTEGRINAS

Em 1990 o termo desintegrina foi utilizado pela primeira vez para designar
um grupo de polipeptidios (49-84 aminoacidos) ndo enzimaticos com pequena
massa molecular (5-9kDa), ricos em cisteinas, derivados dos venenos de

serpentes e que compartilham numerosas propriedades estruturais e funcionais.
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1.3.1. Origem e classificagéo

O conjunto das desintegrinas descobertas revela sequéncias com alta
densidade de cisteinas (GOULD et al., 1990; MCLANE et al., 1998). A maioria das
desintegrinas parece ser compativel com a hipétese que suas formas livres sédo
liberadas de precursores maiores que contém um dominio metaloproteolitico. Tais
precursores conhecidos como metaloproteases de veneno de serpente (SVMPs,
Snake Venom Metalloproteases) podem ser agrupados em quatro classes (P-l a
P-1V) de acordo com o numero de dominios que apresentam (BJARNASON e FOX,
1994, Figura 11A).

Entretanto, recentemente, algumas evidéncias recentes, provenientes de
analises de cDNA, sugerem uma origem alternativa. Em 2002, OKUDA et al.
reportaram pela primeira vez que cadeias alfa das desintegrinas diméricas,
acostatin (de Agkistrodon contortrix contortrix) e piscivostatina (de Agkistrodon
piscivorus piscivorus) sao codificadas por precursores sem o0 dominio
metaloproteolitico. Os cDNAs sao constituidos apenas por um peptideo sinal,
aproximadamente 30 residuos N-terminais do dominio metaloproteolitico e o
dominio desintegrina. A andlise em larga escala de cDNAs da glandula venenifera
de Bitis gabonica (FRANCISCHETTI et al., 2004) também resultou na descoberta de
desintegrinas com codificagdo encurtada (short coding disintegrins), chamadas de
gabonina-1 e gabonina-2, com a mesma organizacdo de dominios. Estes dois
relatos independentes de diferentes espécies suportam de maneira confiavel a
inclusdo das desintegrinas com codificagdo encurtada como uma nova classe de

precursores de desintegrinas (Figura 11B).
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Figura 11: Precursores de metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) e desintegrinas. Pontos
de processamento conhecidos entre dominios sao indicados por setas pontilhadas. A) Classificagdo propondo
uma origem comum para metaloproteases e desintegrinas a partir de precursores de maior massa molecular
(BJARNASON e FOX, 1994). B) Precursores alternativos para moléculas diméricas sugerido por achados
recentes (OKUDA et al., 2002; FRANCISCHETTI et al.,, 2004). *Baseado em relato isolado
(respectivamente: NIKAIT et al., 2000, COMINETTI et al., 2003).

Baseando-se em similaridades de sequéncia, padrdo de pontes de
dissulfeto e relagdes evolucionarias, as desintegrinas podem ser classificadas em
monoméricas (pequenas, médias, grandes) e diméricas (homo ou
heterodiméricas). Os dominios tipo-desintegrina, que sao expressos em fusao
com o dominio rico em cisteinas de SVMPs de classe lll, também possuem
peculiaridades que sejam agrupadas em uma outra classe de desintegrinas (Tabela
3).

Dentro de cada grupo existe uma homologia evidente do padrdao de pontes
de dissulfeto. Analises desse padrao fornecem evidéncias interessantes,
sugerindo uma evolugdo divergente a partir de um ancestral em comum,
metaloprotease-desintegrina (MD), que perdeu subsequentemente pontes de
dissulfeto. Calvete et al. (2003) sugeriram a seguinte seqiéncia evolucionaria

para as classes de desintegrinas: tipo-desintegrina >> desintegrinas grandes >>
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desintegrinas médias >> desintegrinas diméricas. A origem de desintegrinas
pequenas a partir de dominios tipo-desintegrina ou desintegrinas grandes deve
ser investigada mais a fundo e dados de DNA, hoje indisponiveis para essa

classe de proteinas, pode ajudar a esclarecer essa questao.

Tabela 3: Caracteristicas de dominios desintegrina baseando-se em sequéncia, padréo de pontes
de dissulfeto e relagdes evolucionarias (GOULD et al., 1990, CALVETE et al., 2003).

Pontes de Distancias

h SRR Membros **
dissulfeto evolucionarias*

Tipo Cadeia Classe Residuos
Echistatina,
Eristostatina,
Obtustatina,
. Ocellatusina
Monomérica Albolabrina, Barbourina,
Desintegrina Média ~70 6 0.14 Eleganina, Flavoridina,
Halisina, Kistrina,
Salmosina 2, Triflavina
Grande ~84 7 0.09 Bitistatina, Salmosina-3
o Homodimeérica - . CC8,Contortrostatina,
Dimérica 67/cadei 4ic/2bc 0.41 EC3, EC6, EMF10,
Heterodimérica cadeia EOS5, VB7, VLO4, VLO5
HR1A, Trimelisina-I,
TiPo-  \1onomerica ; ~100 8 0.1 HF3, Botropasina,
desintegrina Jararagina,
Catrocolastatina-C

Pequena 41-51 4 0.27

ic: Pontes de dissulfeto intracadeia; bc: ponte de dissulfeto entre cadeias.

* Distancia evolucionaria minima estimada pelo método de “neighbor joining” (calculadas a
partir de CALVETE et al., 2003). Unidades arbitrarias inferidas por relégio evolutivo.

** Alguns membros representativos séo citados.

1.3.2. Estrutura

Devido a diversidade de dominios desintegrina e tipo-desintegrina, as
informacbes estruturais a respeito dessas moléculas ainda necessitam ser
amplificadas. Nenhuma estrutura de desintegrina grande (~84 residuos) ou de
dominio tipo-desintegrina (~100 residuos) foi elucidada até o momento. Até a
conclusdao da redagdao desta tese, seis estruturas de desintegrinas foram

resolvidas por NMR e quatro por difracao de raios X (Tabela 4).
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Tabela 4: Dominios desintegrinas com estrutura resolvida.

Dominio Descricao n';lgrlngcg?a PDB Técnica Referéncia
Monomérica/RGD Echistatina 2ECH NMR SAUDEK et al. 1991
Monomérica/RGD Flavoridina 1FVL NMR SENN e KLAUS, 1993
Monomérica/RGD Kistrina 1Q7J NMR ADLER et al., 1991

© Monomérica/RGD Rodostomina 1JYP NMR GUO et al., 2001

< Monomérica/RGD Salmosina 1L3X NMR SHIN et al. 2003

§> Monomérica/nao-RGD Obtustatina 1MPZ NMR PAZ MORENO-MURCIANoO,

s 2003

'é Monomérica/RGD Trimestatina 1J2L XrC FUJII et al. 2003

S Monomérica/nao-RGD - 171X XrC H‘fbsfiNcaret al., a
Homodimérica/RGD Schistatina 1RMR XrC BILGRAMI et al., 2004
Heterodimérica/RGD em ambas as - 1TEJ XrC BILGRAMI et al. 2005

cadeias

XrC: Cristalografia associada a difragéo de raios X (X-ray Crystallography).
NMR: Ressonancia nuclear magnética (Nuclear Magnetic Resonance).

Os primeiros estudos estruturais foram realizados por NMR e revelavam

que o motivo RGD localiza-se na ponta de uma volta estrutural (loop RGD)

protuberante. Esta volta e o C-terminal dessas toxinas exibem alto grau de

mobilidade (ADLER et al., 1991, SAUDEK et al., 1991, SENN e Klaus, 1993, SMITH et al.,

1996). A resolugdo da estrutura da trimestatina por cristalografia associada a

difracao de raios X revelou que esta molécula possui uma forma alongada (Figura

12A). Ja a estrutura da salmosina resolvida por NMR constitui uma forma mais

esférico-ovalada.
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Figura 12: Estruturas de desintegrinas. Ambas as moléculas sdo esquematicamente representadas.
Folhas [ sdo representadas por setas cinza que apontam para a regido C-terminal. Residuos de cisteinas sdo
representados em bastdes. Os residuos da seqiiéncia RGD sdo representados em canudos e identificados pelo
codigo de trés letras. A) Trimestatina — desintegrina RGD monomérica (PDB: 1J2L): A estrutura é composta
de voltas B antiparalelas e pequenas folhas P antiparalelas. B) Desintegrina heterodimérica de Echis
carinatus (PDB: 1TEJ): Como a estrutura da desintegrina monomérica, ¢ composta por voltas B e pequenas
folhas 3 antiparalelas. Duas pontes de dissulfeto intracadeia sdo encontradas no N-terminal. O motivo RGD
de cada cadeia aponta para diregdes opostas. Este arranjo especial pode ser compativel com a propriedade de
agrupamento de integrinas por desintegrinas diméricas.

A estrutura formada é mantida coesa por seis pontes de dissulfeto, sendo
que duas delas encontram-se estabilizando a volta que contém o motivo RGD. A
estrutura secundaria € composta por uma série de voltas 3 e por trés pequenas
folhas B antiparalelas. As cadeias laterais da arginina e do acido aspartico,
presentes no motivo RGD, apontam para diregbes opostas e o residuo de glicina
permite uma conformagao Unica, escapando das restricdes impostas pelas
cadeias laterais vizinhas (FUJII et al., 2003).

A resolucédo estrutural da desintegrina RGD homodimérica, schistatina,
trouxe nova e confiavel informagao sobre a formagédo de dimeros. Confirmando
estudos prévios, envolvendo a determinagcdo de pontes de dissulfeto de
desintegrinas diméricas usando métodos quimicos (MARCINKIEWICZ et al., 1999,
CALVETE et al., 2003), este trabalho mostrou que o dimero possui quatro pontes de

dissulfeto intracadeia (em cada cadeia) e duas pontes N-terminais entre as
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cadeias. O contato N-terminal entre os monémeros também é estabilizado por
interagcbes hidrofébicas e duas pontes de hidrogénio. As voltas que contém o
motivo RGD apontam para diregcbes opostas, permitindo o agrupamento
(clustering) de integrinas mediado por interagbes de uma desintegrina dimérica
com duas integrinas. O C-terminal de ambas as cadeias foi resolvido em
localizag&o estruturalmente préxima as voltas RGD. A raiz média quadrada (RMS
- Root Mean Square) dos desvios de posi¢ao de carbonos alfa (C-a) para a volta
RGD, C-terminal e N-terminal do mondébmero da schistatina sobreposto a
trimestatina (mais de 2,0 A) fornece evidéncia de diferengas consideraveis entre
essas moléculas. Outra diferenca é relacionada a conformacéo de seus residuos
de acido aspartico presentes no motivo RGD. Essas diferengas podem responder
por suas diferengas na ligagao com integrinas e atividades funcionais (BILGRAMI
et al., 2004).

A estrutura de uma desintegrina heterodimérica, resolvida recentemente
por Bilgrami et al. (2004, Figura 12B) exibe notaveis similaridades com a schistatina
e 0 mesmo padrao de pontes de dissulfeto. A RMS de C-a calculada para 62
residuos centrais de uma cadeia da schistatina comparada com a cadeia alfa ou
beta da proteina heterodimérica é de aproximadamente 0.45 A. Existem também
diferencas visiveis na conformacdo das cadeias laterais presentes no motivo
RGD, principalmente quando comparando as cadeias laterais dos residuos de
acido aspartico.

Estudos de estrutura-fungcdo de desintegrinas tém demonstrado que as
pontes de dissulfeto sdo essenciais para a ligacao a integrinas, enquanto que os
residuos vizinhos do motivo RGD e C-terminal sédo relevantes para a afinidade e

selecdo de integrinas (WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999, MCLANE et al., 2001,



INTRODUCAO 33

YAHALOM et al., 2002). A cauda C-terminal das desintegrinas parece ainda induzir
mudangas conformacionais em integrinas, expondo um epitopo conhecido como

LIBS (MARCINKIEWICZ et al, 1997).

1.3.3. Efeitos bioldgicos

Depois de mais de duas décadas de pesquisas sobre desintegrinas,
extensa literatura a respeito dos efeitos bioldgicos dessas moléculas foi
acumulada. A inibicdo da agregacao plaquetaria, da angiogénese, de metastases
e de crescimento tumoral por desintegrinas RGD, tém sido consistentemente
confirmada por diversos trabalhos (revisées: NIEWIAROWSKI et al., 1994; MCLANE et al.,
1998, 2004).

A evolugéo desenvolveu a engenharia de desintegrinas no sentido de gerar
moléculas com alta afinidade e seletividade por integrinas. Frequentemente,
baixas concentracbes de desintegrinas sdo necessarias para a observagado do
efeito. A inibicdo da reabsorgéo 6ssea (IC50=0.1 nM; FISHER et al., 1993), inibicdo da
agregacgao plaquetaria induzida por célula tumoral (IC50=3 nM; CHIANG, SWAIM e
HUANG, 1994) e a inibicdo da metastase tumorais (IC50=5 nmols; BEVIGLIA,
STEWART e NIEWIAROWSKI, 1995) sdo exemplos entusiasticos.

Dentre as atividades biolégicas observadas, a inibicdo da agregagéao
plaquetaria possui intima relacdo com os sintomas de envenenamento. A ligagao
de desintegrinas RGD com integrinas allbp3 de plaguetas bloqueia a ultima fase
da agregacao plaquetaria e a formagado de coagulos, independentemente do
agonista em questdo, contribuindo portanto para o estado hemorragico

encontrado no envenenamento por serpentes. Algumas desintegrinas parecem
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ser capazes de se ligar a integrinas allbpf3 inativadas de plaquetas enquanto
outras requerem prévia ativacdo (CHUANG et al., 2003, OKUDA e MORITA, 2001,
SWENSON et al., 2004).

Diversos estudos in vitro demonstraram que as desintegrinas sao capazes
de inibir a adesao de células tumorais a proteinas da ECM e membrana basal
endotelial, competindo pela ligagdo com as integrinas (NIEWIAROWSKI et al, 1994;
MCLANE et al, 1998; MARCINKIEWICS et al, 1999a/b; ZHOU et al, 2000). Também ficou
demonstrada a eficacia da utilizagdo de desintegrinas contra a agregacgao
plaquetaria induzida por células tumorais ou ADP (SHEU et al, 1993; BEVIGLIA,
STWART E NIEWIAROSKI, 1995).

Estudos de sinalizagdo tém apontado algumas desintegrinas como
ativadoras de integrinas, disparando sinais intracelulares a partir da ligacao,
enquanto que outras funcionam como antagonistas tipicos. Jarastatina (uma
desintegrina  RGD monomérica) aumenta o conteudo de F-actina, induz
quimiotaxia e blogueia a quimiotaxia induzida por IL-8 ou fMLP em neutrdfilos
(COELHO et al., 1999). Este efeito é PI3K dependente e implica em um aumento na
transcricdo de IL8 e translocagcdo de ERK2 para o nucleo, resultando em uma
inibicdo da apoptose, provavelmente devido a sinalizacdo disparadas pela ligagao
a integrina oM. Efeitos similares foram observados para a Alt-C, proteina
portadora de dominio tipo-desintegrina e rico em cisteinas liberados por protedlise
da alternagina, uma SVMP de classe P-lll (SOUZA et al., 2000; MARIANO-OLIVEIRA et
al., 2003). EC3, uma desintegrina ndo RGD heterodimérica age como molécula
apoptética, provavelmente devido a ligagdo com a integrina o931 (COELHO et al.,
2004). Em células GD25, o efeito apoptético da echistatina (uma pequena

desintegrina RGD) corrobora com a atividade da EC3 no destino celular,
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diminuindo a fosforilagdo de proteinas de sobrevivéncia (ALIMENTI et al., 2004). A
contortrostatina (CN, uma desintegrina homodimérica) e multisquamatina (uma
desintegrina RGD pequena) inibem a fosforilagdo de FAK em plaquetas, mas
somente a primeira pode disparar eventos de fosforilagcdo de tirosina similares
aqueles disparados pela ligagdo de fibrinogénio (CLARK et al., 1994). Em células
tumorais, a CN aumenta quantidade de FAK e CAS fosforiladadas por uma via
integrina aVB3/proteina SRC dependente (RITTER et al., 2000), enquanto que a
echistatina e a flavoridina (uma desintegrina RGD média) ndo possuem tais
efeitos (RITTER e MARKLAND, 2001). Foi sugerido que os efeitos diferenciais da CN
ocorram devido a sua natureza dimérica que facilita o0 agrupamento de integrinas
e a transducao de sinais.

Recentemente, as ligagdes de dois dominios tipo-desintegrinas/ricos em
cisteina a integrinas o231 revelaram achados interessantes. A Jararagina (uma
SVMP de classe P-lll) e Alt-C exibiram atividades que mimetizam a ligagéo do
colageno (ZIGRINO et al., 2002, COMINETTI et al., 2004) em fibroblastos. Alt-C induz
aumento dramatico na expressdao de VEGF em fibroblastos e fosforilagdo de
Akt/PKB em HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Nessas ultimas,
Alt-C aumenta a taxa de proliferacdo, portanto, atuando como um fator de
sobrevivéncia. Apesar da relevancia desses achados, toxinas atuando como
fatores de sobrevivéncia ndo séo esperados em venenos de serpentes. Como o
sucesso do envenenamento para serpentes depende da velocidade dos efeitos e
dado que a maioria dos efeitos danosos ocorrem em uma fase aguda, a
conservacao destes efeitos positivos (que ocorrem em médio e longo prazos)
pode ser explicada pela baixa pressao seletiva. Além disso, outros componentes

do veneno, assim como a CN (ZHOU et al., 1999) e salmosina (uma desintegrina
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RGD monomérica, HONG et al., 2003) que induzem a apoptose de células
endoteliais, poderiam sobrepor o efeito benéfico. No quadro de envenemaneto por
serpentes do género Bothrops sado observados efeitos como a necrose,
hemorragias locais e generalizadas, consumo de fatores da coagulagéo e
nefrotoxicidade

Os efeitos de desintegrinas parecem ser bastante dependentes da
manutencio de sua estrutura, uma vez que resultados indicam que a ruptura das

pontes de dissulfeto abole a ligagcao a integrinas (MCLANE et al., 1998).

1.3.4. Aplicagdes

Moléculas de desintegrinas podem ser exploradas em terapéutica contra a
osteoporose, trombose e céancer. De fato, algumas dessas toxinas tém sido
investigadas no desenvolvimento farmacéutico. Echistatina e kistrina foram os
prototipos de medicamentos que ja estdo em uso para a trombose e outras
doencgas cardiovasculares, respectivamente, Aggrastat (Merck®) e Ancrod
(Knoll®). Moléculas que mimetizam peptideos RGD encontram-se em
desenvolvimento para o tratamento do cancer através da inibicado da metastase e
angiogénese tumoral (BROOKS et al, 1994, SHEU et al, 1997). Entretanto, as
desintegrinas tém se mostrado frequentemente mais potentes que peptideos RGD
sintéticos na inibicao de diversas integrinas (CHIANG, SWAIM e HUANG, 1994).

Recentemente, a estratégia de entrega da CN baseada em lipossomas
provou que esta tecnologia pode aumentar a meia-vida de desintegrinas in vivo e
suas concentragbes em focos tumorais (SWENSON et al., 2004). Baseando-se no
reconhecimento de integrinas especificas expressas em células tumorais, essas

moléculas podem também ser usadas para entrega dirigida de farmacos e genes
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(CHEN et al., 2005). Swenson et al. (2000) criaram uma fibrolase (metaloprotease
fibrinolitica de Agkistodon contortrix contortrix) quimérica através da fusdo dessa
SVMP com um peptideo tipo-RGD visando dirigir a enzima para a localizagdo do
trombo, combinando assim as atividades fibrinolitica e inibitéria da agregacgéo
plaquetaria. Adicionalmente, desintegrinas que podem disparar cascatas de
sinalizagao por integrinas podem ser uteis no estudo das cascatas sinalizadoras
desses receptores.

Finalmente, o aumento de informacéo estrutural certamente contribuira
para o processo de desenvolvimento farmacéutico. Seria de grande valia a
resolugdo estrutural de complexos integrina-desintegrina que até o momento
encontram-se indisponiveis. Tais informacbdes seriam valiosas para o desenho

racional de farmacos.

1.3.5. Relagdo com dominios desintegrina de mamiferos

ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) sdo proteinas multimodulares
expressas em mamiferos e que incluem um dominio homélogo a desintegrinas de
venenos de serpentes. As ADAMs contém um pro-dominio, um dominio
metaloproteolitico, um dominio desintegrina, um dominio rico em Cys, um dominio
com repeticobes do fator de crescimento epitelial (EGF), uma regiao
transmembranica e uma regiao citoplasmatica (relacionada com a transdugao de
sinais). Contudo, também podem se apresentar na forma soluvel pela remogao
das regides transmembranica e citoplasmatica. Estima-se que uma quantidade
significante das ADAMS seja proteoliticamente inativa, devido a auséncia de
motivos integros para a ligagdo do zinco envolvido na catdlise enzimatica

(WOLFSBERG e WHITE, 1996). Estudos tém demonstrado um importante papel
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dessas moléculas na fertilizagdo do évulo e fusdo de mioblastos através de
ligagdes ADAM-integrina (BLOBEL et al, 1992).

Recentemente, foi descrita outra uma familia de proteinas multimodulares,
as ADAMTS (ADAM with Thrombospondin motifs). Seus integrantes diferem das
ADAMs por nao possuirem o dominio com repeticbes do EGF e ladeando o
dominio rico em Cys, apresentam dominios com repeti¢des do tipo-1 encontrada
na trombospondina (TSP) (HURSKAINEN et al, 1999). ADAMTS parecem estar
envolvidas com diversos processos bioldgicos como inflamagéao, morfogénese de
6rgaos, desenvolvimento e processamento do pro-colageno (TANG, 2001).

O dominio desintegrina de ADAMs e ADAMTSs, geralmente possuem
substituicdes no tripeptideo RGD. Outra variagcao é o fato de apresentarem uma
Cys adicional adjacente a esse motivo e que possivelmente pode contribuir para a
ocorréncia de diferencas estruturais quando comparado com desintegrinas de
venenos viperidicos (ZHANG, X. P. et al., 1998). Apenas uma ADAM apresenta RGD,

a ADAM 15.

1.4. DOENCAS POTENCIALMENTE TRATAVEIS PELA INIBICAO DE

INTEGRINAS

Em 2001, as doengas cardiovasculares e neoplasicas foram responsaveis
por 27% e 13%, respectivamente, das causas de morte no pais (Doengas
cardiovasculares no Brasil. Ministério da Saude: Sistema Unico de Saude — SUS, 1993).
Resultados experimentais utilizando desintegrinas indicam que ambas as

et al., 1997; CHIANG, SWAIM e HUANG,1994; BEVIGLIA, STEWART e NIEWIAROWSKI, 1995;

YEH, PENG, e HUANG, 1998), assim como a osteoporose (FISHER et al., 1993). Breves
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consideragbes epidemiolégicas a respeito dessas patologias sdo descritas a

seguir:

1.4.1. Cancer

No ano de 2002, foram registrados em todo o mundo 10,9 milhdes de
novos casos de cancer, com cerca de 6,7 milhdes de mortes, sendo que 24,6
milhdes de individuos convivem com a doenga (até trés anos apds o diagndstico).
O tipo majoritario de cancer é o de pulméo, seguido pelo de mama (PARKIN et al.,
2005). A doenga € a principal causa de mortes em alguns paises desenvolvidos
como o Japao e Australia. No mundo, é a causa de 12% das mortes.

No Brasil, foram registrados 81.884 casos da doenca no ano de 1995
(BOSETTI et al., 2005). Em 2002, foram registrados cerca de 400.000 novos casos e
129.850 mortes (13,2% das mortes), deixando-a como a segunda causa de morte
no pais dentre as doengas diagnosticadas (PIVETTA, 2004). Para 2005, estimam-se
467.440 novos casos de cancer (Estimativa 2005 - Incidéncia de Cancer no Brasil,
2004). Apesar de massivos investimentos mundiais na pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos, os resultados obtidos ainda
séo insuficientes (PIVETTA, 2004), indicando claramente a necessidade do emprego
de novas estratégias capazes de fornecer novos tratamentos, como por exemplo,
o0 emprego de associagdes farmacéuticas, o emprego de bloqueadores de

metastases e de inibidores da angiogénese tumoral.

1.4.2. Trombose

Na década de 80, o coeficiente de mortalidade por doengas
cardiovasculares aumentou 13,3%, e nos primeiros anos da década de 90 ja

representava a primeira causa de morte, correspondendo a aproximadamente
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34% dos O6bitos no pais (Doencgas cardiovasculares no Brasil, 1993). Ainda hoje,
patologias cardiovasculares sdo as que mais matam no Brasil dentre as doengas
diagnosticadas, onde o numero de mortes por 100.000 habitantes é praticamente
o dobro de Portugal (GREENBERG, RAYMOND e LEEDER, 2005). O numero de mortes
decorrentes de problemas no aparelho circulatério € praticamente o dobro do
numero de mortes por cancer.

Aproximadamente 10% dos casos de embolismo pulmonar sintomatico
causam a morte em até uma hora apds o seu inicio (STEIN e HENRY, 1995). Se
deixados sem tratamento adequado, cerca de 30% dos pacientes inicialmente
com embolia pulmonar nao-fatal terdo uma recorréncia fatal (ALPERT e DALEN,
1994). O tromboembolismo venoso € citado como a maior causa de morbidade
entre os pacientes hospitalizados nos EUA (ALPERT e DALEN, 1994; DALEN e
ALPERT, 1975). O embolismo pulmonar pode ser a causa mais comum de obitos
evitaveis em hospitais (MORRELL e DUNNILL, 1968). Durante as duas ultimas
décadas, a prevencdo medicamentosa do tromboembolismo venoso tem sido
largamente aceita como uma estratégia efetiva e com boa relacao custo beneficio.
Os 6rgaos competentes americanos (CLAGETT et al., 1998) € europeus (Prevention of
venous thromboembolism, 1997) tém sugerido a profilaxia para virtualmente todos os

grupos de pacientes hospitalizados.

1.4.3. Osteoporose

A osteoporose (doenga que leva a diminuigdo absoluta da quantidade de
massa 0ssea) e desestruturagao da sua microarquitetura, sendo a fratura a sua
manifestacao clinica) é considerada um grave problema de saude publica e uma

das doengas mais importantes associadas com o envelhecimento. Entre as suas
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consequéncias estdo dores frequentes, perda de movimento, inabilidade para
execugao de tarefas diarias e, em muitos casos, até a morte.

Durante o “Congresso Mundial de Osteoporose da IOF” foram propagadas
informagdes alarmantes em relagao ao progresso da osteoporose:

i. Nos préximos 50 anos, o aumento no numero mundial de fraturas de
quadril em homens e mulheres sera de uma ordem de grandeza superior a dois
(CHANT et al., 2002). Na América Latina ocorrerao 655.648 fraturas de quadril
totalizando 13 bilhdes de ddlares anuais com gastos diretos, representando
metade das fraturas mundiais (COOPER, CAMPION e MELTON, 1992).

ii. No Brasil, somente uma pessoa em cada cinco com osteoporose recebe
algum tipo de tratamento (ZABAGLIA, COSTA-PAIVA e PINTO-NETO, 2001). No pais,
sdo estimadas cerca de 100.000 fraturas de quadril por ano (Congresso Mundial de
Osteoporose da IOF, 2005).

iii. Cerca de 10 milhdes de brasileiros sofrem com osteoporose, 2,4 milhdes
de pessoas terao fraturas a cada ano. Destes pacientes, 200.000 morrerdo como

consequéncia direta de suas fraturas (Congresso Mundial de Osteoporose da IOF, 2005).

As doencgas supracitadas acometem um numero bastante elevado de
pessoas no Brasil e em todo o mundo, despertando o interesse aplicado de
diversos pesquisadores. Empresas farmacéuticas certamente nao estao alheias a
esses dados, investindo em novas tecnologias (como a bioinformatica) para o
desenvolvimento de terapias contra tais doengas. O cenario farmacéutico nacional
mostra-se bastante incipiente no emprego de tais metodologias inovadoras para o
desenvolvimento de farmacos. A seguir € dada uma breve visdo da posi¢cao do

Brasil nesse panorama.



INTRODUCAO 42

1.5. O CENARIO FARMACEUTICO BRASILEIRO

O setor farmacéutico no Brasil, cujo faturamento é de cerca de US$ 5,6
bilhdes anuais (Retail Pharmacy Sales, 12 months to March 2005, 2005), conta com a
presenca das grandes industrias farmacéuticas multinacionais, como Merck Sharp
& Dohme, Pfizer, Glaxo Smith Kline e Bayer, cujos faturamentos respectivos
mundiais sdo da ordem de US$ 51 bilhdes (Merck Sharp & Dohme, 2005), US$ 32
bilhdes (Pfizer, 2005), US$ 27 bilhdes (Glaxo Smith Kline, 2005) e US$ 27 bilhdes
(Bayer, 2005) por ano, respectivamente.

Dentre as industrias farmacéuticas brasileiras com maior faturamento estédo
a EMS-Sigma Pharma, Eurofarma, Aché, Teuto e Biosintética, todas com
faturamento anual inferior a R$ 750 milhdes (Genéricos crescem com novos remédios,

2005; Dados financeiros - ACHE, 2005; Indlstria farmacéutica: Quem ganha com os

genéricos, 2005). A diferenga relativa do capital das industrias multinacionais
quando comparado ao das nacionais € esmagadora. Apesar dos varios esforgos
governamentais em medidas de autodefesa, como foi o exemplo da quebra de
patentes de medicamentos ou a estimulacdo a comercializacdo de medicamentos
genéricos, as solugbes sdo apenas paliativas e incapazes de causar impactos
significativos nesse quadro.

A histéria do desenvolvimento tecnolégico e cientifico dos paises melhor
posicionados no cenario farmacéutico-biotecnolégico mundial sugere que a
geracdo de competéncias e tecnologia nacional sé sera possivel com a
aproximacgao entre o setor de produgdo de conhecimento (Universidades) e o
setor produtivo (Empresas e Industrias). No que se refere a industria
farmacéutica, o Brasil pode utilizar-se de sua extraordinaria biodiversidade como

vantagem competitiva para a conquista de novos espacos no contexto mundial.
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E estimado que o setor farmacéutico internacional invista cerca de 7% de
seu faturamento anual em P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) direcionados a
programas de descoberta de novos farmacos.

Para alcangar as exigéncias de produtividade impostas pelos elevados
niveis de investimentos em P&D, as maiores companhias farmacéuticas do
mundo tém adotado como estratégia principal o investimento em novas
tecnologias para a descoberta de farmacos. Dentro deste paradigma, destaca-se
0 notavel crescimento do emprego de técnicas computacionais avancadas
relacionadas com estudos em quimio- e bioinformatica (LIU et al., 2002),
representando uma abordagem moderna de planejamento tanto baseada na
estrutura do receptor biolégico quanto na estrutura do ligante bioativo (LI et al.,
1996; BABU et al., 1995; VON ITZSTEIN et al., 1993; BLUNDELL et al., 1990).

Avancgos estratégicos na pesquisa de novos farmacos no Brasil passam
essencialmente pelo estabelecimento de competéncias nas diversas areas do
conhecimento envolvidas por parte da academia e, sobretudo, da industria

farmacéutica nacional.
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Conforme descrito nas seg¢des acima, é grande o potencial de aplicagéo de
desintegrinas, incluindo a possivel utilizagdo para o desenvolvimento de farmacos
contra doencas de elevada relevancia atual. Sendo motivado por algo além da
curiosidade cientifica basica, esse projeto procurou focar justamente a aplicacéao
dessas biomoléculas. Apesar de sua pequena contribui¢do, o projeto procurou dar
sua parcela de contribuigdo com a sociedade que se encontra sedenta pelo
retorno de seus investimentos. Ainda nessa linha de raciocinio, contribui também
para a consolidacdo e ampliagdo da competéncia nacional destinada ao
desenvolvimento farmacéutico, visando reduzir a defasagem, a dependéncia
tecnologica e econbmica em relagido a outros paises.

Segundo essas inspiragdes e motivagdes este trabalho objetivou:

4 A clonagem de desintegrinas de Bothrops alternatus (urutu) a partir
de uma biblioteca de cDNA construida a partir das glandulas
veneniferas da serpente. Essa estratégia foi escolhida, pois, fornece
uma amostra rica e estavel de biomoléculas presentes no veneno,

independentemente da necessidade da utilizagdo de outros animais.

4 Expresséo e purificagdo das toxinas em sistema heterologo, tendo o
sistema bacteriano como primeira escolha. O sistema bacteriano &,
em muitos casos, 0 sistema mais pratico, econbmico e de maior

rendimento para a expressao de proteinas.
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# Caracterizagdo bioquimica visando a confirmagdo de caracteristicas

da toxina incluindo sua sequéncia primaria.

# Realizagdo de ensaios biolégicos in vitro e in vivo com a toxina
caracterizada. Uma vez obtida a toxina pura, sua atividade deve ser
validada para a verificagdo da ocorréncia de possiveis problemas

relacionados ao enovelamento ou estabilidade.

4 Estudos estruturais por bioinformatica. A investigagdo de
caracteristicas estruturais auxilia na compreensao da atividade e
subsidia a formulagédo de propostas tecnoldgicas inovadoras. Devido
ao limitado tempo de execugdo, nao foi objetivo desse projeto a
realizacdo de estudos estruturais baseados em experimentacéo
utilizando técnicas como difragdo de raios X a partir de cristais ou

ressonancia nuclear magnética (NMR).
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3. MATERIAIS

Os principais materiais utilizados no presente trabalho sdo descritos nas

tabelas a seguir:

Tabela 5: Cepas bacterianas de Escherichia coli.

Ceea Genétieo Marca
XL1-Blue MRF"  A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-  Stratagene
1 recA1 gyrA96 rel A1 lac [F* proAB lacl®ZAM15 tn10 (Tet")]
SOLR e14(McrA) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recJ  Stratagene
uvrC umuC: :Tn5 (Kan") lac gyrA96 relA1 thi-1 endA1 AR
[F* proAB lacl'ZAM15] Su™ (ndo supressor)
DH5-a. F° ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-arg® F) U169 deoR recA1 Invitrogen
endA1 hsdR17(r’, m") phoA supE444 thi-1 gyrA96 relA1
BL21(DE3) F ompT hsdSg (rg" mg’) gal dcm (DE3) Novagen

Tabela 6: Linhagens celulares.

Linhagem Fornecedor Descrigéo
B16F10-2B8 Alexandre Kauskot / Arnaud Bonnefoy  Células de melanoma murino
(U553-INSERM) transfectadas com o gene da
luciferase
HMEC-1 ATCC Células endoteliais de
microcapilar de derme
MDA-MB-231 ATCC Células de tumor mamario

Tabela 7: Vetores.
Nome Marca

UNIZAP XR Stratagene
pET28a Novagen
TOPO TA Invitrogen

Tabela 8: Enzimas de restri¢do.

Nome TiEO SitiodeRestrigéo Marca

BamHI S G|GATCC Invitrogen
EcoRI S GJAATTC Invitrogen
Xho!l S GJAGCTC Invitrogen

*S(“Sticky”): Restricdo que gera extremidades do tipo coesivas no DNA.
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Tabela 9: Outras enzimas utilizadas nos processos de tecnologia do DNA recombinante.

Nome Atividade Marca
StrataScript RT Transcrigdo reversa de RNAs Stratagene
RNAse H Hidrolise de RNAs Stratagene
DNA Polimerase | Polimerizagao de dNTPs Stratagene
Pfu DNA polimerase Construcéo de extremidades ndo coesivas Stratagene
T4 DNA ligase Ligacao de extremidades de moléculas de DNA Stratagene
T4 polinucleotideo quinase Fosforilagdo de nucleotideos Stratagene

Taq DNA polimerase Polimerizagédo de nucleotideos (termo resistente)  Invitrogen
recombinante
Taq DNA polimerase Polimerizagdo de nucleotideos (termo resistente)  Promega

Tabela 10: Oligonucleotideos iniciadores (primers).
Nome Seqléncia

1F 57-CGC-GGATCC-GGAAATGAACTTTTGGAG-3”
Bam HI 18 Bases N-terminais da ACLD
2F 57-TGG-GGATCC-GGI(C/T)TIAA(A/G)GGICA(C/T)T-3~
Bam HI 18 Bases do Pro-dominio da BaG
3F 57-ATGGCICAYGARATGGG-3”
11 Bases do dominio catalitico da BaG
4F 57 -TGG-GGATCC-ATGATC(C/G)A(G/A)GTTCTCTTG-3~
Bam HI 18 Bases do Pro-dominio de metaloproteases
5F 57-TGG-GGATCC-G(A/C)(G/T)(G/A) 1 (G/C/A)GGAGAAGAATGT-3~
Bam HI 18 Bases do N-terminal de desintegrinas
T7 promoter 57 -TAATACGACTCACTATAGGG-3~
M13 (-20) forward 57 -GTAAAACGACGGCCAG3”
1R 57-TCC-GAATTC-TCA-AATCTGAGAGAAG-3~
Eco RI Ter 13 Bases C-terminais da ACLD
2R 57-TGG-GAATCC-(C/T)TTIGTICCIGGIA(A/G)-3~
Eco Rl 18 Bases C-terminais da BaG
3R 57-TGG-GAATCC-TCA-AT(T/C)(C/T)(C/G)(T/C)(G/A)GGACA-3”
Eco RI Ter 15 Bases C-terminais de desintegrinas
4R 57-TGG-GAATCC-TTTTTTTTITTTT-3~
Eco RI 12 Bases poli-dT
T7 terminator 57— GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3~
M13 reverse 57-CAGGAAACAGCTATGAC-3”

I=inosina, T=Timidina, A=Adenina, G=Guanina, C=Citosina. BaG = Bothrops alternatus
gelatina, uma metaloprotease-desintegrina dimérica purificada em resina contendo gelatina cuja
sequéncia parcial foi obtida através de espectrometria de massa (Dados n&o publicados). Ter =
Cdédon de terminagao de tradugéo (localizado na fita complementar).

Tabela 11: Marcadores de Massa Molecular.

Nome Quantidade utilizada (Hl) Natureza Marca
Low DNA Mass Ladder 4 DNA Invitrogen
High DNA Mass Ladder 2 DNA Invitrogen

Benchmark Protein Ladder 5 Proteina  Invitrogen
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Tabela 12: Kits.

Nome Utilidade Marca
cDNA Synthesis Sintese de cDNAs Stratagene
ZAP-cDNA® Synthesis Construgdo recombinante com o vetor Stratagene
UNIZAP
ZAP-cDNA® Gigapack lll Empacotamento viral do vetor UNIZAP Stratagene
Gold cloning Clonagem utilizando bacteriéfagos Stratagene
PolyAtract mRNA Isolation System Il Purificagdo de mRNAs Promega

Wizard Plus Minipreps DNA Extracao e purificacdo de DNA plasmidial ~ Promega
Purification System
DNA Purification Purificagdo de DNAs em géis de agarose Bio Rad

PolyAtract mRNA Isolation System Il Purificagdo de mRNAs Promega
BCA Protein Quantification Quantificagéo de proteinas Pierce
Cell proliferation kit Il Monitoramento de células viaveis Roche

Tabela 13: Outros reagentes.

Descricao Marca
Reagentes para o cultivo de células de mamiferos, Trizol Invitrogen
dNTPs, vitronectina humana Promega
Anticorpos anti-integrina Chemicon
Anticorpos inespecificos de camundongo (ndo reconhecem biomoléculas Uptima
humanas)
Hidrocortisona Sigma-Aldrich
EGF R&D Systems
Reagente para quantificagao de proteinas pelo método de Bradford (Protein Bio Rad
Assay)
Tabela 14: Resinas cromatograficas

Nome Descri¢éo Marca

Ni-NTA Cromatografias de afinidade por quelagao de metal Quiagen

(Separagéo por afinidade ao Niquel)
Sephadex Cromatografia por gel filtragédo (separagéo por forma/tamanho Pharmacia
G-75 molecular)

Tabela 15: Equipamentos

Nome Utilidade Marca
FACscalibur Citometria de fluxo (FACS) Becton Dickinson
Chrono-Log Agregacéao plaquetaria Havertown

(Philadelphia, PA,
E.UA)
ABI Prism 377TNA Sequenciamento automatico de DNA Perkin Elmer
Sequencer
Perkin ElImer 2400 Realizagdo de PCRs Perkin Elmer
Kodak digital Documentagéo de imagens Kodak
Science
Ultraspec 2000 Espectrofotdmetro Amershan-Pharmacia
SC210A Speed Concentragédo e secagem de amostras. GMI
Vac
Monitor UV-1 Monitoramento  de  absorbancias  durante Amershan-Pharmacia
cromatografias
Rec 101 Registro de perfis de absorbancias durante Amershan-Pharmacia
cromatografias
LC-10AD Cromatografia liquida de alta performance Shimadzu
PPSQ-23A Sequenciamento automatico de proteinas Shimadzu
RediFrac Coletar fragbes cromatograficas Pharmacia

Todos os demais reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitico.
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4. METODOS

Como estratégia para que os objetivos fossem alcangados, optou-se pela
construcdo de uma biblioteca, onde biomoléculas presentes na glandula de
veneno fossem armazenadas de maneira estavel, codificadas na forma de DNA.
Tal metodologia baseia-se na extracdo dos mRNAs presentes em um tecido ou
organismo, suas conversfes em moléculas quimicamente mais estaveis e em
suas amplificagdes clonais utilizando microorganismos.

Inicialmente sao sintetizados hibridos RNA/DNA pela acdo da enzima
transcriptase reversa (RT), utilizando mRNAs como molde. Os DNAs sintetizados
a partir dos mRNAs s&o conhecido como cDNAs, DNA complementares. Em
seguida, as moléculas de RNAs sédo degradadas enzimaticamente e novas fita de
DNA, idénticas aos mRNAs originais (excetuando-se as substituigbes de uracilas
por timidinas), sao sintetizadas utilizando a primeiras fitas de DNAs como molde.
O conjunto dos cDNAs obtidos é conhecido como biblioteca de cDNAs.
Posteriormente as moléculas de cDNA sao incorporadas a vetores e replicadas in
vivo, aumentando a quantidade dos transcritos obtidos inicialmente.

Alternativamente, em um unico passo, € possivel converter moléculas de
MRNA em moléculas de DNA, seguindo-se a amplificagéo pela reagdo em cadeia
da polimerase (PCR).

As etapas que concernem a obtengdo de mRNAs e a construgdo de uma

biblioteca de cDNA s&o brevemente descritas a seguir.
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4.1. OBTENCAO DE mRNAs

Visando impedir a degradacdo de moléculas ribonucleotidicas, toda agua
utilizada no processo de obtencdo de mRNAs foi tratada com DEPC 0,1%
(inibidor de RNAses) e autoclavada. Essa solugdo também foi empregada na

lavagem do material utilizado.

4.1.1. Extracdo de RNAs totais

O tecido utilizado para a extragdao dos RNAs foi a glandula venenifera de
um espécime macho da espécie Bothrops alternatus (familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae, popularmente conhecida como urutu), gentilmente cedido pelo Prof.
Dr. Augusto Shinya Abe (UNESP - Rio Claro). O animal, com aproximadamente
trés anos, foi alimentado com um camundongo a cada 20 dias. Trés dias apés a
extragdo do veneno o animal foi morto, suas glandulas dissecadas,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C até
0 seu processamento.

Para a obtengcdo de RNA total, o tecido foi imerso (100mg/ml) no reagente
Trizol®. A seguir, deu-se procedimento as cinco fases do método modificado
proposto por Chomczynski & Sacchi (1987). Incluem-se nessas fases a
homogeneizagéo do tecido no reagente, a separagao de fases através da adi¢ao
de cloroférmio seguida de centrifugacédo, a precipitacdo RNA da fase aquosa
utilizando isopropanol, a lavagem com etanol 75% e a redissolugdo do RNA

obtido em agua livre de RNAse.
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4.1.2. Purificagcdo de RNAs mensageiros (mMRNAS)

A purificagdo dos mRNAs foi realizada utilizando o Kit Polyatract® mRNA
Isolation System (Promega). O sistema utiliza oligonucleotideos biotinilados poli-
dT para a hibridizagao especifica com a cauda de poli-dA presente na maioria dos
MRNAs eucaridticos maduros. Os hibridos s&do capturados por esferas
paramagnéticas conjugadas a estreptavidina, que por sua vez sao atraidas
magneticamente. Em seguida, o mRNA capturado é lavado e entdo eluido através
da dissociacdo do DNA hibrido. O processo de obtengdo de mRNAs foi

monitorado por meios espectrofotométricos e eletroforéticos (Subsegao: 9.1.4).

4.2. CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE cDNAs

Utilizando-se 5ug dos mRNAs obtidos deu-se prosseguimento a construgao
das biblioteca de cDNAs utilizando os seguintes Kits (Stratagene): cDNA
Synthesis, ZAP-cDNA® Synthesis, ZAP-cDNA® Gigapack Il e Gold cloning.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as

recomendacdes do fabricante e sdo resumidamente descritos a seguir.

4.2.1. Sintese do cDNA

A sintese dos cDNAs teve inicio utilizando o Kit, cDNA Synthesis. O kit
torna pratico o procedimento de transcricdo reversa utilizando um
oligonucleotideo iniciador que se liga especificamente a moléculas de RNA (linker
primer). A ligagéo desse oligonucleotideo é devido a presenca de uma sequéncia

poli-dT que hibridiza especificamente com a cauda de poli-dA presente nos
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mMRNAs. Adicionalmente, um sitio de restricdo para a enzima Xho | esta presente.
Uma vez formado o hibrido, o processo de sintese in vitro da primeira fita do
cDNA ¢ iniciado pela adicdo da enzima StrataScript RT na presenca de dNTPs.
Na mistura de dNTPs, apenas nucleotideos de citosina sdo metilados. A
incorporagado desse nucleotideo previne a digestdo do DNA recém formado por
enzimas como a Xho |, porém, simultaneamente o torna alvo de enzimas
presentes em linhagens bacterianas McrA® McrB*. Assim, é necessaria a
utilizacdo de linhagens McrA” McrB° como a XL1Blue MRF’ nas etapas de
amplificacao clonal.

A sintese da segunda fita do cDNA foi iniciada pela adicdo de RNAse H e
de DNA polimerase |. A RNAse H degrada os mRNAs que serviram de molde,

enquanto que DNA polimerase | sintetiza a segunda fita do cDNA.

4.2.2. Ligacao no vetor Uni-ZAP XR

Uma vez sintetizados os cDNAs com dupla fita, procederam-se suas
recombinagdes com o vetor UNIZAP XR. Para tanto suas extremidades foram
inicialmente modificadas pela Pfu DNA polimerase. A enzima preenche espacos
resultantes de nucleotideos nao pareados, tornando as extremidades nao
coesivas ou cegas (blunt). Em seguida, os cDNAs foram purificados através da
adicao de fenol-cloroférmio (1:1), centrifugados, e precipitados da fase aquosa
pela adigdo de Acetato de Sddio 3M e etanol 100%. Apds centrifugacdo, o
precipitado obtido foi lavado com etanol 70%, centrifugado novamente e o
sobrenadante descartado.

Através da extremidade ndo coesiva de um adaptador, ele foi ligado aos

cDNAS utilizando a enzima T4 DNA ligase. A extremidade nao ligada do
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adaptador, restrita pela enzima Eco RI, gerou uma extremidade coesiva nos
cDNAs util durante a etapa de ligagao unidirecional no vetor UNIZAP XR.

Os cDNAs foram entdao submetidos a uma reagdo de fosforilagao pela
enzima T4 polinucleotideo quinase e hidrolisados pela enzima Xho |. Os cDNAs,
agora coesivos em ambas as extremidades, foram purificados através de
precipitacédo e centrifugagao.

Por fim, os cDNAs foram submetidos a ligagdo com o vetor UNIZAP XR

(1:10, m/m) na presenca da enzima T4 DNA ligase.

4.2.3. Empacotamento viral do produto da ligacao

O empacotamento dos DNAs recombinantes foi realizado sob temperatura
ambiente durante 2 horas, adicionando-se 4ul da reacdo de ligagao
(aproximadamente 0,8ug de vetor UNIZAP recombinante) ao extrato de
empacotamento incluso no Kit ZAP-cDNA® Gigapack® lll Gold Cloning. Uma vez
empacotados, os residuos do processo foram eliminados por precipitagdo
adicionando-se tampao SM (500ul), cloroférmio (20ul) e centrifugagao (5.000g, 10

segundos).

4.2.4. Preparo das linhagens hospedeiras

Bactérias provenientes de uma unica colénia foram crescidas em meio LB
suplementado com MgSO,4 (10mM) e Maltose (0,2%, m/v), até D.O.s00nm = 1,0. As
células bacterianas foram entdo isoladas através de centrifugacédo (500g, 10

minutos) e diluidas com MgSO,4 (10mM) para uma D.0.s00nm = 0,5.
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4.2.5. Titulacdo e plagueamento dos bacteriéfagos

Para a avaliagdo da eficiéncia do empacotamento, os fagos (1ul de sua
solugao ou de sua diluigdo 1:10) foram incubados (37°C, 15 minutos) com 200l
da linhagem XL1 Blue MRF’ de E. coli, preparada como descrito no item anterior
(Subsecao: 4.2.4). Apds a adicao de NZY top Agar (2-3ml, 48°C), IPTG (0,5M, 15pul)
e X-gal (250mg/ml em DMF, 50ul), as células foram imediatamente plaqueadas
em NZY Agar (Subsecdo: 9.3). Decorridas de 6 a 8 horas de incubagao a 37°C a
placas de lise formadas foram contadas.

Para a titulagdo da biblioteca de fagos amplificada utilizou-se 1ul de cada
uma das seguintes diluigdes: 1:10.000, 1:100.000 e 1:1.000.000, sendo estimado

o numero de unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/m).

4.2.6. Amplificacdo da biblioteca de bacteriéfagos recombinantes

Os fagos recombinantes foram amplificados através da incubacédo de 10
amostras contendo aproximadamente 5x10* PFUs com 600ul de células
bacterianas hospedeiras (37°C, 15 minutos). Apos a infecgao, foi adicionado NZY
top Agar (6,5ml, 48°C) e as células bacterianas foram imediatamente plaqueadas
em placas de petri de 150mm. Decorridas 6-8 horas a 37°C, as placas tiveram sua
superficie embebida em tampédo SM (8-10ml, Subsecdo: 9.4) e foram incubadas
(20rpm, 4°C, overnight). Os bacteriéfagos foram recuperados no sobrenadante, ao
qual foi adicionado cloroférmio para uma concentragéo final de 5% (v/v) para a
remocéo de restos celulares através de centrifugacdo (500g, 10 minutos). Ao
sobrenadante obtido adicionou-se cloroférmio para uma concentragéo final de

0,3%.
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A biblioteca amplificada foi entdo armazenada a 4°C e algumas aliquotas a

-80°C (DMSO, 7%).

4.3. TRIAGEM DA BIBLIOTECA E SUBCLONAGENS

Como estratégia preliminar para a triagem de desintegrinas, foram
conduzidas PCRs envolvendo todas as combinagcbes possiveis entre
oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso disponiveis (Tabela 10), utilizando

as condi¢oes de reagao abaixo (Tabela 16).

Tabela 16: Componentes das reagdes de PCR.

Componente Volume SEIZ

Agua Mili-q 34

Tris-HCI 50mM, pH 9,0 20
MgClI2 25mM 6

KCI 200mM 25

dNTP 10mM (de cada)
Oligonucleotideo senso
Oligonucleotideo anti-senso
DNA molde

Taqg DNA polimerase

Total 100

BB BAN

O termociclador foi configurado para o seguinte programa (Figura 13):

30 ciclos
94oCc | 94oC |
5 min. | 45 seg. 72°C | 72°C
| 55°C 1 min.; 7 min.
: 1 min. : 40C
o0

Figura 13: Programa utilizado nas reagdes de PCR. Visando a amplificagdo do maior numero
possivel de desintegrinas da biblioteca de cDNAs obtidas foram testadas todas as combinagdes possiveis de
oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso contidos na tabela 10.
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Para a clonagem no vetor pET28a, o produto da amplificagdo e o vetor
foram restritos com as enzimas Bam HI e Eco RI. Ap6s serem purificados através
da eluicdo de suas bandas eletroforéticas em géis de agarose, as moléculas de
DNA foram ligadas (proporgédo molar de respectivamente 1:4) utilizando a enzima
T4 DNA ligase na presenga de ATP (16°C, durante uma noite). O DNA
recombinante, produto da reagéo de ligagao, foi utilizado para a transformagao de
células competentes da linhagem DH5-ade E. coli (Subsegdes: 9.1.5 e 9.1.6),
visando a amplificagdo clonal do novo plasmidio. Buscando maximizar a
expressao da proteina-alvo, o novo plasmidio foi utilizado para a transformacgao
de bactérias da linhagem BL21(DE3) de E. coli.

Para a clonagem no vetor TOPO TA a amplificagao foi realizada com uma
enzima Taq polimerase que adiciona uma desoxiadenosina nas extremidades de
seu produto de amplificagdo. O fato de o vetor TOPO TA linearizado possuir
desoxitimidinas livres propicia a ligagao vetor-inserto através do pareamento entre
as bases nitrogenadas.

A reacao de ligacdo foi conduzida segundo as recomendagdes do
fabricante. Brevemente, os componentes da tabela abaixo (Tabela 17) foram
misturados e encubados por cinco minutos a temperatura ambiente. O produto da

ligagao foi utilizado para a transformacgéao de bactérias competentes.

Tabela 17: Componentes das reac¢des de clonagem no vetor TOPO TA.

Componente Volume SEIZ
Produto da PCR

Solugao de sais
Vetor TOPO TA

Total

o) NN
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4.3.1. Seguenciamento automatico de DNA

As subclonagens foram validadas através do seqlenciamento de DNA. A
analise foi gentilmente realizada pelo Laboratério de Biologia Molecular Estrutural
(Instituto de Fisica da USP — Sao Carlos) sob a supervisao do Prof. Dr. Otavio
Thiemann, utilizando um sequenciador automatico (ABI Prism 377TNA Sequencer).

No caso de subclonagens no vetor pET28a, os oligonucleotideos
iniciadores utilizados na PCR foram o T7 promoter e o T7-terminator (Tabela 10). Ja
para as subclonagens no vetor TOPO TA, os oligonucleotideos foram o M13-
forwmard e M13-reverse (Tabela 10). As concentragbes dos oligonucleotideos

iniciadores utilizados foram ajustadas para 5pmoles/ul e a dos vetores para

150ng/pl.

4.4, CARACTERIZACOES BIOQUIMICAS E CELULARES

4.4.1. Ensaios de expresséao e solubilidade

Culturas de Escherichia coli BL21(DE3) contendo o vetor recombinante
foram crescidas a 37°C em meio LB seletivo contendo canamicina (30 ug/ml) até
que a D.O.gs0 estivesse contida na faixa entre 0,4 e 0,6. Neste momento, foi
colhida uma amostra (TO) para verificagao da expressao protéica basal, seguindo
a indugao da transcricao do DNA plasmidial pela adicao de IPTG (concentragéo
final igual a 0,5mM). Duas horas ap6s a indug¢ao, nova amostra foi retirada (T2). O
restante da cultura foi centrifugado. As células foram ressuspensas em tampéao A
(Tris-HCI 40mM, NaCl 0,5M, Imidazol 5,0mM) e lisadas através de sonicagao.

A solubilidade da proteina recombinante foi investigada centrifugando-se o

lisado (13.000rpm por 15 minutos) e coletando-se o sobrenadante obtido (S1). O
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precipitado foi solubilizado em tampao A desnaturante (suplementado com uréia
6M). Apds incubagao (4°C, 1 hora), o precipitado foi novamente centrifugado. O
novo sobrenadante (S2) e o precipitado foram separados e guardados. As
aliquotas das amostras obtidas (TO, T2, S1, S2 e ppt) foram entdo analisadas

através eletroforeses em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

4.4.2. Purificacdo da proteina heteréloga

As amostras obtidas no item anterior, que apresentavam a proteina de
interesse solubilizada, foram fracionadas sob condigcdes desnaturantes em coluna
de Niquel-Sepharose (cromatografia de quelacdo de metal) sob fluxo constante e
igual a 0,5ml por minuto.

A coluna foi previamente equilibrada com quatro volumes de tampao A
desnaturante. O mesmo tampéao foi empregado na 12 lavagem apds a passagem
da amostra para a remocgao de proteinas sem afinidade pela resina. Utilizando o
tampéao B desnaturante (Tampao A desnaturante contendo 20mM de Imidazol), foi
realizada uma segunda lavagem da coluna visando a remocgé&o de proteinas
ligadas com baixa afinidade.

Para eluicdo das proteinas ligadas com maior afinidade ao niquel, foi
utilizado o tampao C desnaturante (tampdo A desnaturante contendo 1M de
Imidazol). As fragbes foram coletas com o auxilio de um coletor automatico
(Pharmacia), configurando-se o tempo de coleta por fragdo para trés minutos
(1,5ml/fracao).

As fragbes eluidas da cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA que

continham a proteina de interesse foram reunidas e dialisadas contra Uréia (3M)
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em agua Milli-Q para a redugao da pressdo osmatica e entdo outras trés vezes
contra agua Milli-Q.

Apos a dialise a amostra foi concentrada (SC210A Speed Vac) para um
volume inferior a 2% do total da resina utilizada na filtragdo (Sephadex G-75). A
cromatografia foi conduzida com fluxo de 0,7ml por minuto em tampéao Tris-HCI
10mM, pH 8,0. A presenca de material protéico nas fragdes cromatograficas foi
monitorada através da deteccdo da absorbéncia a 280nm (Monitor UV-1) e
documentada através de impressao (Rec 101). As fragbes representativas de
picos de absorbancias foram analisadas através de SDS-PAGE e géis de Tricina
para a verificagado do grau de pureza.

As fragbes obtidas na filtracdo em gel correspondendo a picos
cromatograficos com maior pureza foram reunidas, dialisadas e submetidas a
HPLC baseada em interag¢des hidrofébicas (coluna C-8). A fase movel foi formada
por um gradiente da solugédo A (0,1% de TFA) para B (0,1% de TFA e 90% de
Acetonitrila).

O equipamento utilizado foi um sistema Shimadzu (LC-10AD, Detector
SPD-10A UV e comunicador CBM 10A) controlado pelo programa computacional

LC-10 Class.

4.4.3. Linhagens e culturas celulares
Visando caracterizar os efeitos biolégicos in vitro e in vivo da desintegrina

em estudo, foram utilizadas células de tumor de mama humano (MDA-MB-231),

de melanoma murino (B16F10-2B8) e de microcapilar de derme humano (HMEC-

1).
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As células MDA-MB-231 entre a 902 (nonagésima) e 1002 (centésima)
passagem foram cultivadas em DMEM contendo FBS (10%), L-glutamine (2 mM),
HEPES (15 mM HEPES), penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 ug/ml) e
fungizona (5 ug/ml).

Células B16F10 sao caracterizadas na literatura por sua elevada expresséao
de integrina aVB3. As células B16F10-2B8 utilizadas neste trabalho foram obtidas
por Alexandre Kauskot pela transfeccdo de células B16F10 com o plasmidio
pEGFPLuc (BD Biosciences, Rungis, Franca) sob a orientacdo do Dr. Arnaud
Bonnefoy na unidade U553 (“Hemdstase, Endothélium et Angiogénese”, Paris,
Franga) do INSERM (“Institute Nationale de la Santé et de la Recherche
Médicale”). O plasmidio contém o gene para a resisténcia a neomicina, o gene da
GFP e o da luciferase. O clone B16F10-2B8 foi selecionado na presencga de
antibidtico (sulfato de neomicina) e também por sua bioluminescéncia (in vitro e in
vivo) e poder metastatico. Trata-se de uma linhagem tumoral altamente agressiva,
com baixo requerimento de cultura e alta taxa de proliferacdo. As células, entre a
272 (vigésima sétima) e a 322 (trigésima) passagem, foram cultivadas em NaCl
0,9% (59%), DMEM (30%), FBS (10%), L-glutamine (2 mM), penicilina (100
Ul/ml), estreptomicina (100 ug/ml).

As células HMEC-1, de natureza endotelial, foram cultivadas em MCDB-
131 suplementado com FBS (10 %), L-glutamine (2 mM), penicilina (100 Ul/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), EGF (10 ng/ml) e hidrocortisona (1 pg/ml). Foram
utilizadas células entre a 10? (décima) e 162 (décima sexta) passagem para a
realizacao dos experimentos.

Todas as culturas foram conduzidas em estufa umidificada, a 37°C, sob

uma atmosfera contendo 5 % de CO..
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4.4.4. Caracterizacdo de integrinas por FACS

A expressdo de algumas integrinas na superficie das linhagens celulares
foi verificada por citometria de fluxo (FACS). Culturas em monocamada com cerca
de 90% de confluéncia foram lavadas com PBS, desaderidas com EDTA (0,53
mM) e imediatamente ressuspensas em PBS rico em calcio (0,9mM) e magnésio
(0,5mM). Depois de centrifugadas (290 g, 5 minutos), as células foram
ressuspensas em PBS/BSA (1% de BSA em PBS) e contadas.

Um total de 4x10° células provenientes da mesma cultura em 350ul foi
incubado (4°C, 30 minutos) com anticorpo apropriado. Para o controle negativo,
as células foram incubadas com anticorpos IgG1 de camundongo (diluigdo 1:350)
que nao reconhecem biomoléculas humanas. Para a sondagem de integrinas,
diferentes amostras de células foram incubadas com anticorpos anti-a2p31, anti-p1
ou anti-aVB3 (diluicdo 1:100).

Decorrido o tempo de incubagao com o primeiro anticorpo, as células foram
lavadas com PBS/BSA, incubadas (4°C, 1 hora) com anticorpo anti-IgG de
camundongos marcado isotiocianato de fluoresceina (FITC, diluicdo 1:100). Antes
da leitura em aparelho de FACS (FACscalibur, BD), as células foram diluidas pela
adicao de PBS/BSA (1ml).

A analise foi realizada em trés experimentos independentes. A média das
medianas obtidas e seus erros padrdes foram normalizados em relagéo ao sinal

do controle negativo.



METODOS 62

4.5. EFEITOS “IN VITRO”

Grande parte dos experimentos referentes aos efeitos da proteina em
estudo, tanto in vitro como in vivo, s6é foram possiveis através do estabelecimento
de parcerias com grupos externos. As parcerias estabelecidas sao justificadas
pela tradicao dos grupos de pesquisa envolvidos como o da Profa. Dra. Russolina
B. Zingali (Departamento de Bioquimica Médica - ICB/CCS — UFRJ) em estudos
de hemostasia, ou dos grupos do Prof. Dr. Michel Crépin e Dr. Arnaud Bonnefoy

(U553 — INSERM - Franga) em estudos de hemostasia e cancer.

4.5.1. Efeito na agregacéo plaquetaria e ligacdo com a integrina allbp3

Os ensaios de inibigdo da agregagao plaquetaria utilizando plasma rico em
plaquetas (PRP) de coelho ou humano foram conduzidos em colaboragdo com o
grupo chefiado pela Profa. Dra. Russolina B. Zingali (Departamento de Bioquimica
Médica - ICB/CCS — UFRJ). Brevemente, o sangue foi coletado de coelhos
mantidos no biotério da UFRJ e de individuos saudaveis que nao fizeram uso de
antiinflamatorios no més anterior a doagéao. O sangue coletado foi homogeneizado
com citrato de sddio (3,8%) na proporgao 9:1 (sangue:citrato).

O PRP de coelho foi obtido centrifugando-se o sangue a 375xg durante 20
minutos e o plasma pobre em plaquetas (PPP) por centrifugagdo a 1800xg
durante 15 minutos. Para os ensaios com PRP humano, este foi fracionado por
centrifugacao a 150xg durante 15 minutos, enquanto que o PPP foi obtido por
centrifugagao a 1200xg durante 15 minutos. Utilizando-se o PPP como referéncia
(branco), o PRP foi mantido sob agitacdo (1.100rpm) em cubetas de vidro

siliconadas e monitorado em um agregémetro (Chrono-Log).
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Utilizando PRP de coelhos, foram testados os efeitos de 70, 140 e 210nM
da DisBa-01 (pré-incubada por 1 minuto) na agregacao plaquetaria induzida por
colageno tipo | (0,0025%) e de 140 e 280nM na agregagao plaquetaria induzida
por ADP (5uM). Ja em PRP humano diferentes concentragées de DisBa-01 (O,
100, 250, 500, 750 e 1000nM) foram testadas na agregagao de plaquetas
induzida por ADP (10uM).

Em colaboragdo com o Dr. Arnaud Bonnefoy e Alexandre Kauskot (U553,
INSERM), foram realizados os ensaios de inibicdo da agregagdo de plaquetas
lavadas de camundongos C57BI6/j induzida por ADP (50uM), assim como, os
ensaios de competicdo com fibrinogénio marcado (Fg-FITC) e anticorpos anti-
allbB3 pela ligagao a integrina allbp3 ativada.

Brevemente, as plaquetas lavadas obtidas (GOLDSMITH et al., 1994),
foram incubadas por 1 minuto com diferentes concentragées de DisBa-01 (1, 10,
100 e 1000 nM) antes de serem colocadas em cubetas de agregbmetro sob
agitacdo. Foram entdo adicionados ADP (50uM), Ca*" (2mM) e Mg*™ (1mM). A
agregacao plaquetaria foi monitorada em agregbmetro (Chrono-Log) pela
transmissdo otica através da cubeta.

Nos ensaios de competicdo com o Fg-FITC, as plaquetas lavadas de
camundongos C57BL6/j foram incubadas (30.000/ul) em tampéao Tyrode contendo
ADP (50uM), Ca™ (2 mM), Mg™ (1 mM), Fg-FITC (200nM) e diferentes
concentragdes de DisBa-01 (0, 1, 10 e 100nM), durante 30 minutos (37°C). Apos
a incubagao o deslocamento do Fg-FITC ligado as plaquetas foi mensurado por
citometria de fluxo (BONNEFOY et al., 2001).

Para ensaios de competicdo com o PAC-1-FITC (12,5ug/ml), plaquetas

lavadas humanas foram incubadas (50.000/ul) em tampao Tyrode contendo ADP
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(50 puM), Ca*™™ (2mM), Mg"™ (1mM), PAC-1-FITC (12,5 upg/ml) e diferentes
concentragbes da toxina (0 a 10 pM). Apdés o periodo de incubagdao o
deslocamento do anticorpo anti-integrina «llbf3 ativada foi mensurado por

citometria de fluxo (BONNEFOY et al., 2001).

4.5.2. Efeito na proliferacéo celular

Os ensaios para a analise do efeito da DisBa-01 na proliferagdo de células
MDA-MB-231, B16F10-2B8 e HMEC-1, foi realizado na unidade sob a supervisao
do Prof. Dr. Michel Crépin (U553, INSERM). As células foram semeadas em
placas de 96 pocos (2.5x104/pogo em 200uL de meio adequado contendo soro
fetal bovino) e incubadas por 7 horas em estufa para a promogédo da adeséo
celular. Apos este periodo, diferentes concentragbes de DisBa-01 (0, 1, 5, 10, 50
e 100nM) foram adicionadas em cada pog¢o, seguindo-se 24, 48 ou 72 horas de
incubacao. Depois desse periodo, o meio foi removido, os pogos lavados com
PBS (2x) e novo meio contendo XTT (150ul) foi adicionado. Decorrido o tempo de
incubagéo (4 horas), a placa foi lida a 450 e 620nm. Os valores obtidos a 620nm
foram subtraidos daqueles obtidos a 450nm para cada poc¢o e os resultados foram
expressos como porcentagens dos valores controle (sem DisBa-01). Todas as
incubacbes foram realizadas nas mesmas condi¢dbes empregadas durante o

cultivo.

45.3. Efeito naadesao de células B16F10-2B8 a vitronectina

Vitronectina, proteina da matriz extracelular e ligante da integrina aVp3, foi
imobilizada em placas de 96 pocos (1ug/100ul de DPBS/pogo) pela incubacao a

4°C durante a noite. Apds a incubacéao, os pogos foram bloqueados com solugao
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de BSA 1% (200ul/pogo, temperatura ambiente) visando impedir a ocorréncia de
buracos na cobertura de vitronectina onde o plastico (passivel de adesao celular)
ficasse exposto.

Paralelamente, células B16F10-2B8, cultivadas conforme descrito
anteriormente, foram desaderidas apds lavagem com DPBS e incubadas com
EDTA (0,53 mM, 2-4 minutos). Imediatamente, as células foram ressuspensas em
DPBS rico em calcio (0,9mM) e magnésio (0,5mM), centrifugadas (290g, 5
minutos) e ressuspensas em DPBS. Apds contagem celular, as células foram
ressuspensas para uma concentracdo de 3,5x10° células/ml de DPBS. Nesse
momento, aliquotas de 350ul da suspenséao celular foram adicionadas a diferentes
tubos, aos quais, também foram adicionadas solucdes de DisBa-01 para diversas
concentragoes finais (0, 1, 10, 100 e 1000nM). O volume da solugao de DisBa-01
adicionado foi fixado fazendo-se uso de diluicdes adequadas da proteina. As
suspensdes celulares na presenca ou auséncia de DisBa-01 foram incubadas a
37°C durante 30 minutos.

Finalizado o tempo de incubacdo, a solucdo de BSA foi removida das
placas de 96 pogos e 100ul da suspensao celular foi adicionada a cada pogo.
Para cada concentragdo analisada foram realizadas ftriplicatas. A placa foi
incubada durante 1 hora (37°C), tempo ap6s o qual, os pogos foram lavados com
DPBS (2-3 vezes de 150ul cada). As células aderidas foram incubadas com cristal
violeta (0,2%, 50ul/pogo, 1 minuto) e novamente lavadas com DPBS (3-4 vezes
de 200ul cada). As células remanescentes, marcadas com cristal violeta, foram
entdo lisadas pela adigdo de Triton X-100 (0,5%, 100ul/pogo) e a placa foi lida a

540nm.
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Os resultados foram expressos na forma de porcentagens em relagao ao

controle (sem DisBa-01).

4.6. EFEITOS “IN VIVO”

Os efeitos in vivo da DisBa-01 na trombose e metastase de células
tumorais foram realizados em colaboragdo com o Dr. Arnaud Bonnefoy e

Alexandre Kauskot (U553-INSERM).

4.6.1. Efeito no tempo de sangramento e natrombose

O efeito da DisBa-01 no tempo de sangramento foi verificado em
camundongos C57BL6 (5 semanas, aproximadamente 15 g). Os animais foram
anestesiados por injecdo de pentobarbital sddico (60mg/Kg, i.p.) e receberam
NaCl 0,9% (n=5) ou DisBa-01 (2mg/Kg, n=5) pelo sino retro-orbital. Cinco minutos
apés a injecdo a cauda foi seccionada a 3mm de sua extremidade e
imediatamente imersa em NaCl 0,9% (37°C, Leon et al.,, 1999). O tempo de
sangramento foi registrado até 20 minutos.

O efeito da toxina estudada foi verificado na trombose induzida pelar
aplicacédo de FeCl; (500 mM em agar 1%) nos vasos mesentéricos de
camundongos C57BI6/j anestesiados. A visualizagdo dos trombos foi possivel
gragas a injecao de rodamina 6G (1mg/ml, 50ul) pelo sino retro-orbital 10 minutos
antes da aplicacado do FeCl3 e do monitoramento em microscopio de
fluorescéncia equipado de uma camera analégica (LHESA Electronic 400
imagens/segundo) e uma camera digital de alta resolugdo (DXM1200 Nikon). A

toxina (4mg/Kg) foi administrada pela mesma via que a rodamina e ao mesmo
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tempo. Cada experiéncia de trombose foi registrada até a oclusdo completa do
vaso. Para os calculos comparativos, um valor de tempo de oclusdao de 60
minutos foi atribuido para os vasos nao ocluidos e o teste de Mann-Whitney foi

empregado para a verificagdo de significancia.

4.6.2. Efeito na metastase de células B16F10-2B8

Células B16F10-2B8 possuem elevado poder metastatico. Frequentemente
em camundongos da linhagem C57BL6/j, ocorre a implantagao e desenvolvimento
dos focos metastaticos nos pulmdes. O fato de essa linhagem expressar altos
niveis de integrina aVB3 (RAY et al., 1999), tornou atraente seu emprego no modelo
metastatico onde a DisBa-01 deveria ser testada.

Foi utilizado um modelo isogénico de metastase utilizando células B16F10-
2B8 transfectadas com o gene da luciferase e camundongos C57BL6/j. As células
de melanoma, B16F10-2B8 produzem bioluminescéncia na presenca do substrato
luciferina, caracteristica explorada para o monitoramento da metastase in vivo.
Resumidamente, 500.000 células foram incubadas por cinco minutos na presenca
ou auséncia da toxina (2 ou 4mg/KQ) e injetadas pela veia caudal dos animais em
um volume total de 100ul. A evolugdo da implantagdo de metastases foi

monitorada nos dias 0, 1, 4, 12 e 14 pela injecao de luciferina (150 mg/Kg).

4.7. TOXICIDADE “IN VITRO” E “IN VIVO”

Como teste preliminar de citotoxicidade in vitro, as células B16F10-2B8
(37°C, 5 minutos) foram submetidas as mesmas condi¢gdes experimentais

utilizada no ensaio de metastase in vivo, na auséncia ou presenca de DisBa-01
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(25,4uM, ou, 50,8uM). Decorrido esse tempo, as células mortas foram marcadas
com azul de trypan e contadas. A proporcao de células mortas foi expressa em
porcentagem.

Paralelamente a toxicidade da DisBa-01 foi testada em camundongos
C57BI6/j nas mesmas concentracbes empregadas nos ensaios in vivo (2 e
4mg/Kg), observando-se a sobrevivénvia/morte dos animais injetados, bem como
0s parametros comportamentais em relagdao a camundongos que nao receberam

a toxina.

4.8. ANALISES ESTATISTICAS

A menos que devidamente especificado, os resultados foram analisados
quanto a suas significancias utilizando-se analise de varidncia (ANOVA) e
validados pelo pods-teste de Dunnett. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa computacional, Instat (Graphpad Instat v.3, GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).

4.9. ESTUDOS TEORICOS POR BIOLOGIA ESTRUTURAL

4.9.1. Modelagem molecular

O sequenciamento do plasmidio contendo a toxina em estudo permitiu a
utilizagcado da estrutura protéica primaria deduzida em pesquisas de homologia
locais utilizando o programa BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), restringindo a pesquisa a proteinas com estrutura

resolvida e utilizando a matriz de substituicdo BLOSUM 62.
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O alinhamento de sequéncias entre a desintegrina estuda e desintegrinas
com estrutura terciaria resolvida foi realizada empregando-se o servidor de

alinhamentos MultiAlin (http://www.protein.toulouse.inra.fr/multialin.html).

Para a fase de modelagem molecular baseada em homologia, foi utilizado
o programa MODELLER 6v2 (SALI, 1995, SALI e BLUNDELL, 1993,

http://guitar.rockefeller.edu/modeller/), seguindo o protocolo padrdo do programa. 20

modelos foram gerados.

4.9.2. Modelagem do complexo com a integrina aVp3

Visando melhor compreender a possivel ligacdo da toxina estuda com
integrinas que reconhecem o motivo RGD, foi realizado um estudo preditivo da
ligacdo com a integrina aVB3 em colaboragdo com o Dr. Carlos H.T.P. Silva
(Instituto de Fisica de Sao Carlos — Universidade de Sao Paulo; IFSC-USP).
Resultados obtidos em laboratério utilizando a técnica de ligagdo covalente
induzida por luz (Photoaffinity Cross-liking) entre a echistatina e essa integrina
(YAHALOM, 2002) foram empregados na modelagem do complexo envolvendo a
toxina em estudo.

Novamente, o] programa modeller 6v2 (SALI, 1993,

http:/quitar.rockefeller.edu/modeller/) foi empregado na construgdo do modelo utilizando

a estrutura do complexo integrina aVp3-echistatina como molde. A estrutura
molde foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Michael Chorev (Division of Bone and
Mineral Research - Department of Medicine - Harvard Institutes of Medicine -
Blackfan Circle - Boston, MA, E.U.A.; YAHALOM, 2002). Apds a geragdo do modelo

inicial, esse foi aprimorado pela minimizacdo de energia de cadeias laterais de
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aminoacidos que se encontravam na interface do complexo utilizando o programa

Insight II.

4.9.3. Avaliacdo dos modelos gerados

Para a avaliacdo da qualidade do modelo (verificagdo da normalidade)
foram empregados os programas WHAT IF (VRIEND et al, 1990), PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993) e Verify 3D rodando localmente em estag¢des Linux/Unix ou

através do servidor (http:/biotech.embl-heidelberg.de:8400/cgi-bin/sendquery).
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5. RESULTADOS

5.1. OBTENCAO DE mRNAs

A extragdo de RNAs totais utilizando o reagente Trizol®, resultou em um
produto integro (Figura 14) e com adequado grau de pureza (razao superior a 1,6
entre suas absorbancias a 260nm e 280nm). O RNA total foi quantificado em

400ug.

28S
18S

5S

Figura 14: Andlise da qualidade da amostra de RNA total por eletroforese em gel de agarose
contendo formaldeido. Foram aplicados 10pul da solugdo de RNA total obtida. Podem ser observadas as
bandas correspondentes as fragdes de RNA ribossdmico 28S, 18S e 5S.

A partir dos RNAs totais pode ser obtido 5,6ug de mRNAs purificados,
representando 1,4% da amostra inicial. A quantidade obtida encontra-se de
acordo com a faixa percentual esperada (entre 1 e 5%) descrita na literatura

(SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F. e MANIATIS, T., 1989).
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5.2. CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE cDNAs

A sintese de cDNAs a partir de 5ug de mRNA e suas ligagées com o vetor
UNIZAP XR resultaram em uma solugcdo de DNA contendo aproximadamente

200ng/ul (Figura 15).

Amostra da biblioteca de
cDNAs

/ul
200 150 75 50 25 10

Figura 15: Quantificagdo aproximada dos cDNAs obtidos. Foi aplicado 1ul de cada padrio
contendo concentragdes conhecidas de DNA. Também foi aplicado 1pl da amostra que se desejava estimar a
concentragdo, visivel em duplicada no canto superior direito da imagem.

Um total de 4ul dos vetores UNIZAP XR recombinantes foram
empacotados em bacteridfagos utilizando o kit ZAP-cDNA® Gigapack® Il Gold
Cloning, resultando em um rendimento de 5,7x10%pfu/ug de vetor. A biblioteca
amplificada de forma clonal pelos bacteriéfagos resultou em solugédo contendo
7x10° pfu/ml. Adotam-se valores superiores a 10° pfu/ug de vetor e entre 10° e
10" pfu/ml como referéncia respectivamente para o empacotamento e

amplificacédo da biblioteca de bacteriofagos.

5.3. TRIAGEM DA BIBLIOTECA E SUBCLONAGENS

Os oligonucleotideos F1 e R1 (Tabela 10) possibilitaram a obtencao de dois

produtos de amplificacdo. O primeiro foi resultado da amplificagdo dos moldes
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contidos na biblioteca de cDNAs (DisBa-01). O segundo foi obtido pela
amplificacéo direta de mMRNAs (DisBa-02).

Utilizando oligonucleotideos iniciadores degenerados (cujas sequéncias
foram inspiradas em regibes conservadas N- e C-terminais de dominios
desintegrina) e o RNA total extraido da glandula venenifera de um espécime de
Bothrops alternatus, foi possivel a amplificagdo de uma unica banda com
aproximadamente 220 pares de bases (Figura 16) compativel com o tamanho de

desintegrinas médias.

2000
1200
200

400

b
b
=

200

100

Figura 16: Amplificagdo de desintegrinas pela RT-PCR. 1) Marcador de baixa massa molecular; 2)
Produto da amplificagdo utilizando os oligonucleotideos SF ¢ 3R (Tabela 10).

Também foi possivel a amplificacdo de metaloproteinase-desintegrinas
utilizando-se oligonucleotideos desenhados para regides N- e C-terminais,
conservadas nessas moléculas (Figura 17A), assim como a BaG (Cominetti et al.,
2003), uma metaloproteinase-desintegrina dimérica recentemente isolada por

Nosso grupo (Figura 17B).
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2000
1200
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Figura 17: Amplificagdo de metaloproteinase-desintegrinas ¢ da BaG pela RT-PCR. A)
Amplificacdo de metaloproteinases desintegrinas: 1- Marcador de baixa massa molecular, 2- Marcador de
alta massa molecular, 3- Produto da amplificagdo utilizando os oligonucleotideos 4F e 4R (Tabela 10), 4-
Produto da amplificagdo utilizando os oligonucleotideos 4F e 3R (Tabela 10); B) Amplificagdo da BaG: 1-
Marcador de baixa massa molecular, 2- Produto da amplificagdo utilizando os oligonucleotideos 3F e 2R
(Tabela 10).

O DNA que codifica para a DisBa-01 foi subclonada no vetor pET28a,
resultando no plasmidio recombinante denominado pDisBa-01. J& a toxina DisBa-

02 foi clonada no vetor TOPO TA e o novo plasmidio foi denominado pDisBa-02.

5.3.1. Analise de restricéo

O pDisBa-01 obtido foi submetido a restricdo enzimatica utilizando as
mesmas enzimas empregadas previamente durante a recombinagdo de DNAs
(Bam HI e Eco RI). O produto da restricdo gerou, como esperado, uma banda em

torno de 330pb (Figura 18).
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Kpb PET28a
1200

800

40 DisBa-01

20

Figura 18: Analise de restrigdo do plasmidio pDisBa-01. O plasmidio recombinante foi digerido
com as mesmas enzimas utilizadas durante a etapa de clonagem (Bam HI e Eco RI). A restricdo propiciou a
visualizag@o de um fragmento de DNA com tamanho esperado quando submetido a eletroforese.

5.3.2. Sequénciamento automatico de DNA

O sequenciamento do DNA utilizando como molde o plasmidio pDisBa-01 e
oligonucleotideos iniciadores especificos para o vetor pET28a (T7 promotor e T7
terminador, Tabela 10) permitiu constatar que a recombinagao ocorreu na fase de
leitura correta. A seqiéncia obtida pode ser visualizada abaixo (Figura 19, Genbank
accession number: AAQ75107), assim como um multialinhamento com algumas

desintegrinas ja caracterizadas e descritas na literatura (Figura 20).
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A
, 9 PET28a fusion peptide
1 : ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG 45
i1 M G S S H H H H H H S S G L VvV 15
46 CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG 90
16 P R G S H M A S M T G G Q Q M 30
,pDisBa-01
91 GGT CGC GGA TCC iGGA AAT GAA CTT TTG GAG GCG GGA GAA GAA TGT 135
31 6 R 6 $'6G N E L L E A G E E C 45

136 GAC TGT GGC ACT CCT GGA AAT CCG TGC TGC GAT GCT GCA ACC TGT 180
46 D C G T P G N p C C D A A T C 60

181 AAA CTG AGA CCA GGG GCG CAG TGT GCA GAA GGA CTG TGT TGT GAC 225
61 K L R P G A Q C A E G L C C D 75

226 CAG TGC AGA TTT ATG AAA GAA GGA ACA GTA TGC CGG ATT GCA AGG 270
76 Q C R F M K E G T Vv C R i A R 90

271  GGT GAT GAC ATG GAT GAT TAC TGC AAT GGC ATA TCT GCT GGC TGT 315
91 G b b Mm D D Y C N G | S A G C 105

316 CCC AGA AAT CCC TTC CAT GCC TAA 339
106 P R N P F H A * 112

B

ACLD 1772 CAAAATGTGA AGATGGAAAG GTCTGCAGCA ACGGGCATTG TGTTGATGTG 1821
41 K CE DGK VCS NGUHTC VDV

DisBa-01 340 .C..CAA..G oo wmeeaeenn. Y N T 389
+3 N NG . . - . . . . ROQ

ACLD 1822 AATATAGCCT ACAAATCAAC TACTGGCTTC TCTCAGATTT GA 1863
+1 N 1 A Y K ST T GF S QI #

DisBa-01 390 C..C...... AT ... (o3 P 431
3 T T . # # . . S

Figura 19: Seqiiéncia de nucleotideos e de residuos de aminoacido deduzido a partir do pDisBa-01.
A) O motivo RGD e os codons correspondentes sdo representados em fundo cinza. O codon de parada é
representado por um “*”. B) Comparagdo da seqiiéncia de nucleotideos e residuos de aminoacido (fundo
cinza) entre a ACLD e a regido ndo traduzida da DisBa-01 amplificada pela PCR. “+1” e “4+3” representam a
fase de leitura da seqiiéncia. A numeracdo da seqiiéncia de nucleotideos da DisBa-01 ¢ uma continuagio

[T3L

daquela encontrada em A. Residuos idénticos sdo representados por “.”.
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10 20 30 40 50
DisBa-01 1 GNELLEAGEE CDCGTPGNPC CDAATCKLRP GAQCAEGLCC DQCRFMKEGT
Halystatin 1 ... T Q coei e e K..
Bothrostatin 1 SGKNFG.... .......... S
Trigramin 1 ... D ....S.A... ........ . ....G..... .S.IE
Flavoridin 1 ...F...... T J Dooon. oo K.KR.
Contortrostatin 1 ...... T... S.FDA_A_ .. .. ...... TT .S...D.... ...K.o.....
Echistatin 1 - ——_——— ..ES.P.. RN.K.L....
Salmosinl 1 - ... S Q ciie i e
60 70 80
S P I DR R .
DisBa-01 51 VCRIARGDDM DDYCNGISAG CPRNPFHA-- -
Halystatin 1 -— -
Bothrostatin Bl i R e eeemaaaa -— -
Trigramin 51 (... ..., L o...... o -— -
Flavoridin 51 1....... FP ..R.T.L.ND ...-—=————- -
Contortrostatin 51 ...R..... L o i e e e -— -
Echistatin 19 1LKR. ..o o..... KTCD ..... HKGPA T
Salmosinl 46 1..R..... L o e e e -— -

Figura 20: Multialinhamento de seqiiéncias de desintegrinas RGD: O motivo RGD ¢é representado

@

em negrito. Residuos idénticos aos encontrados na DisBa-01 sdo representados por “.” e dele¢Ges por

[13K13

O pDisBa-02 também foi submetido ao sequénciamento automatico. O
resultado mostra a subclonagem dos dominios tipo-desintegrina e rico em
cisteinas, provavelmente provenientes de uma SVMPs de classe P-lll. A
sequéncia obtida (Figura 21) exibe elevada homologia com a ACLD (Genbank
accession number: AAC18911), uma SVMP de Agkistrodon contortrix laticinctus
pertencente a classe P-lll. O alinhamento de sequéncias indica apenas duas

substituicbes entre as seqliéncias, uma em cada dominio.

,9 Tipo-desintegrina
1.GGA GAA GAA TGT GAC TGT GGC TCT CCT ACA AAT TGT CAA AAT CCG 45
1'G E E C D C G S P T N C Q N P 15

46 TGC TGC GAT GCT GCA ACG TGT AAA CTG ACA CCA GGG TCA CAG TGT 90
6 ¢ ¢ b A A T C K L T P G S Q C 30

91 GCA GAT GGT GTG TGT TGT GAC CAG TGC AGA TTT ACG AGA GCA GGA 135
31. A D G Vv C C D Q@ C R F T R A G 45

136 ACA GAA TGT CGG GCA GCA AAG GAT GAC TGT GAC ATG GCT GAT CTC 180
46 T E C€C R A A K D D C D M A D L 60



RESULTADOS 78

181 TGC ACT GGC CAA TCT GCT GAG TGT CCC ACG GAT CGC TTC CAA AGG 225
6. ¢ T G Q S A E C P T D R F Q R 75

Rico em cisteinas

226 AAT GGA CAC CCA TGC CTA AAC GAC AAT GGT TACETGC TAC AAT CGG 270
7 N G H P C L N D N G Y*'C Y N R 90

271 ACG TGC CCC ACC CTG AAG AAC CAA TGT ATT TAT TTC TTT GGG CCA 315
99 T C P T L K N Q C 1 Y F F G P 105

316 AAT GCA GCC GTG GCT AAA GAT TCA TGT TTC AAA GGT AAC CAG AAA 360
106 N A AV A K D S C F K G N Q K 120

361 AGC AAT AAT CAT ACC TAC TGC AGA AAG GAA AAT GGT AAA AAG ATT 405
121 S N N H T Y C R K E N G K K I 135

406 CCA TGT GCA CCA CAA GAT ATA AAA TGT GGC AGG TTA TAC TGC TTT 450
13 P C A P Q D I K C G R L Y C F 150

451 CGT AAT TTA CCC GGA AAG AAG AAT ATT TGC AGT GTC ATA TAT ACA 495
151 R N L P G K K N 1 C S Vv 1 Y T 165

496 CCC ACA GAT GAA GAT ATT AGG ATG GTT CTT CCT GGA ACA AAA TGT 540
166 P T D E D 1 R MoV L P G T K C 180

541 GAA GAT GGA AAG GTC TGC AGC AAC GGG CAT TGT GTT GAT GTG AAT 585
181 E D G K v C S N G H C Vv D V N 195

586 ATA GCC TAC AAA TCA ACT ACT GGA TTC TCT CAG ATA TAA 624
196 1 A Y K § T T G F S Q 1 * 207

Figura 21: Seqiiéncia de nucleotideos e de residuos de aminoacido deduzidas a partir do pDisBa-02.
O motivo “DCD” comumente observado em dominios tipo-desintegrina ¢ representado em negrito. Todos os
residuos sdo idénticos aos encontrados na ACLD (Genbank accession number: AAC18911), exceto pelos
residuos Ala’? ¢ Arg'” (sublinhados e em itélico) que sdo substituidos, respectivamente, pelos residuos de
Gln e Gly. O cddon de parada é representado por um “*”.

5.4. CARACTERIZACOES BIOQUIMICAS E CELULARES

5.4.1. Expressdao e solubilidade

Apods a transformacgao de cepas da linhagem BL21(DE3) de Escherichia
coli utilizando o plasmidio pDisBa-01, foram realizados ensaios de expressao e
solubilidade que se mostraram praticamente inalterados nas temperaturas
testadas (30°C e 37°C). Foi possivel constatar a expressédo de uma banda em

proxima de 12kDa apds a indugcao com IPTG (Figura 22). A proteina encontrava-se
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principalmente em corpos de inclusao, porém passivel de recuperagao através da

desnaturagao utilizando agentes caotropicos.

* T T2 1 2 t
KDa 0 S S pp

20

;.
e

Figura 22: Expressdo heterologa da DisBa-01 utilizando a linhagem BL21(DE3) de Escherichia
coli analisada por SDS-PAGE 15%. * Benchmark Protein Ladder; TO: extrato bacteriano obtido antes da
indugdo com IPTG; T2: extrato bacteriano obtido 2 horas apds a indugdo; S1: sobrenadante obtido em
condig¢des ndo desnaturante; S2: sobrenadante obtido em condig¢des desnaturante utilizando 6M de Uréia; ppt:
amostra do corpo de inclus@o ndo solubilizado em uréia. A banda que contém a proteina de interesse ¢é
indicada por uma seta.

5.4.2. Purificagéo

A fragédo desnaturante (S2) contendo a proteina de interesse, expressa em
fusdo com um peptideo N-terminal portador de seis residuos consecutivos de
histidina, foi submetido a purificagdo através de cromatografia de afinidade em
resina de niquel em condi¢cbes desnaturantes.

As fracbes obtidas com a eluicdo das proteinas utilizando 1M de Imidazol

(Figura 23) revelaram a purificagao parcial da proteina de interesse.
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DisBa01

Abs (Z250nm)

Fragdes

Figura 23: Purificagdo de fragdes eluidas da resina de Ni-NTA por gel filtragdo (Sephadex G-75). E
exibido o perfil cromatografico consistentemente obtido durante a filtragdo em gel. A figura inserida
representa diferentes etapas da purificag@o analisadas por SDS-PAGE 15%. 1) Marcador de massa molecular,
2) S2, 3) Mistura de fragdes parcialmente purificadas obtidas pela cromatografia de afinidade, 4) Mistura de
fragdes obtidas por gel filtragao.

As amostras eluidas do processo cromatografico por gel filtragcdo também
foram analisadas em géis de tricina (com maior poder de resolugéo para proteinas
de pequena massa molecular quando comparada a SDS-PAGE). O resultado
evidencia a presenca de uma banda minoritaria acima da banda referente a toxina
de interesse (Figura 24) que nao pode ser detectada utilizando SDS-PAGE.

A comparagao com fracoes eluidas da cromatografia de afinidade sugere

que a banda minoritaria surja apos a remogao do agente desnaturante (Uréia 6M).
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Figura 24: Analise de fragdes obtidas por gel filtragdo (Sephadex G-75) em gel de tricina. 1)
Mistura de fragdes obtidas em cromatografia de afinidade em resina contendo Ni-NTA; 2) Mistura de fragdes
obtidas no processo de gel filtragdo. A seta pontilhada indica a banda minoritaria presente na amostra. A seta
nao pontilhada representa a banda correspondente a toxina de interesse.

As fragdes eluidas da cromatografia por gel filtragdo que apresentavam
maior homogeneidade foram submetidas a HPLC por interagdes hidrofobicas
(coluna C-8). O resultado (Figura 25) mostra um pico principal de absorbancia a
280nm. A pequena absorbancia dos picos pode ser explicada pela baixa
densidade de residuos aromaticos (0 Trp, 1 Tyr, 2 Phe por molécula). A
absorbancia de 1mg/ml da proteina heterdloga foi estimado em 170mAbs
(ProtParam Tools; GURUPRASAD, REDDY E PANDIT 1990; IKAI, 1980; KYTE, 1982;

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).
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Figura 25: Cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) por interagdo hidrofébica em coluna C8.
O monitoramento optico a 280nm mostra um pico de absorbancia. Tampao A (0,1% TFA), Tampao B (0,1%
TFA, 90% Acetonitrila).
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5.4.3. Caracterizagao de integrinas por FACS

Algumas integrinas presentes na superficie celular foram sondadas com o
uso de anticorpos especificos. Dentre as células empregadas neste trabalho,
apenas as células B16F10-2B8 nao puderam ser analisadas por FACS pelo fato
de ja possuirem fluorescéncia intrinseca. O conteudo de integrinas 1, a2p1 e
aVP3 presentes em células MDA-MB-231 e HMEC-1 pode ser observado abaixo

(Figura 26).
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Figura 26: Caracterizagdo de integrinas de superficie por citometria de fluxo. Observa-se uma
maior ocorréncia de integrinas Bl e aVPB3 nas células endoteliais HMEC-1 quando comparada com a
linhagem MDA-MB-231 (cancer de mama). Contudo, o contetido de integrinas o231 ¢ maior na linhagem
MDA-MB-231 que em HMEC-1.
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5.5. EFEITOS “IN VITRO”

5.5.1. Efeito na agregacéo plaquetéria

Os efeitos da DisBa-01 na agregacgao plaquetaria utilizando PRP de coelho
e humano foram realizados em colaboragéo com o grupo da Profa. Dra. Russolina
B. Zingali (UFRJ), enquanto que os efeitos na agregacao de plaquetas lavadas de
camundongo e ensaios de competicdo direta pela integrina allbp3 foram
realizados em colaboragdo com o grupo do Dr. Arnaud Bonnefoy (INSERM -
Franca), conforme previamente descrito.

Os resultados sugerem forte inibicdo da agregacéao plaquetaria induzida por

colageno (IC5,=235nM; Figura 27) e por ADP (IC50=124nM; Figura 28) em PRP de

coelho.
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Figura 27: Efeito da DisBa-01 na agregacao plaquetaria induzida por colageno (0,0025%) em PRP
de coelho. O ICs, foi estimado em 235nM.
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Figura 28: Efeito da DisBa-01 na agregagdo plaquetaria induzida por ADP (5uM) em PRP de
coelho. O ICs, foi estimado em 124nM.

Os valores de ICsp sdo comparaveis ao de desintegrinas purificadas a partir
do veneno, indicando que a DisBa-01 expressa em bactérias foi obtida em uma
conformagao ativa. O fato dos ICsos para a agregacgao plaquetaria induzida por
colageno e ADP serem relativamente proximos sugere que a inibigdo ocorra
através da ligagéo com a integrina allbf3, impedindo a ligacdo com o fibrinogénio,
necessaria para que ocorra a agregacgao.

Com metodologia similar foi testado o efeito da DisBa-01 na agregagéo
plaquetaria induzida por ADP (10uM) em PRP humano (Figura 29). O ICso foi

estimado em 475nM.
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Figura 29: Efeito da DisBa-01 na agregacdo plaquetaria induzida por ADP (10uM) em PRP
humano. O ICs, foi estimado em 475nM.

Foi testado ainda o efeito da toxina na agregacao de plaquetas lavadas de
camundongos C57BL6/j. Os resultados permitem constatar um efeito inibitério ja

perceptivel na concentragcao de 1nM. O ICs, foi estimado em 25nM (Figura 30).
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Figura 30: Efeito da DisBa-01 na agregagdo de plaquetas lavadas de camundongos. O ICs, foi
estimado em 25nM.

O conjunto de resultados acima sugerem fortemente o bloqueio da

integrina allbp3 de plaquetas pela DisBa-01. Evidéncias mais diretas para a
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ligacdo a esta integrina foram explorados por citometria de fluxo (FACS). A
técnica foi empregada para mensurar o deslocamento de fibrinogénio-FITC (Fg-
FITC) ou do anticorpo que se liga especificamente a forma ativada dessa integrina
(PAC-1-FITC) da superficie de plaquetas lavadas. Os resultados permitem
estimar um I1Cso de 18nM para a ligagéo de Fg-FITC (Figura 31A) e de 70nM para a

ligagdo com PAC-1-FITC (Figura 31B).

>
W

~
o
J

1
60 - ./ —_
X
i 100
£ 7 iICso=180M S
'§ 40-? < 791 T
5 ] % 50 4 IC5=70nM
8 30 ©
.§ z% 251
3 204 &
= % |:| T
104 — 25 d 10 100 1000 10000
ok : DisBa-01 (nM)
0

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000
DisBa-01 (nM)

Figura 31: Ensaios de competigdo entre a DisBa-01 e ligantes da integrina allbB3 ativada de
plaquetas. A) Deslocamento da ligagdo de Fg-FITC. B) Deslocamento da ligagdo de anticorpo anti-integrina
allbB3 ativada pela DisBa-01. Valores obtidos por citometria de fluxo.

5.5.2. Efeito na proliferacéo celular

O efeito da toxina, DisBa-01, na proliferacédo de células MDA-MB-231,
HMEC-1, e B16F10-2B8 foi testado (2.5x10*/poco) durante os tempos de 24, 48
ou 72 horas. Depois desse periodo os pogos foram lavados duas vezes com PBS
e foi adicionado meio fresco contendo XTT (150ul). Depois de 4 horas de
incubacao a placa foi lida a 450 e 620nm. Os valores a 620nm foram subtraidos

dos obtidos a 450nm para cada pogo e expressos como porcentagens dos valores

do controle (Figuras 32 a 34).
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Figura 32: Efeito da DisBa-01 na proliferagdo de células MD-MB-231. Nas concentragdes testadas,
nao houve efeito significativo na proliferacdo das células de tumor mamario.
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Figura 33: Efeito da DisBa-01 na proliferagdo de células HMEC-1. Todas as concentragdes testadas
inibiram significativamente a prolifera¢do das células endoteliais em todos os tempos analisados, exceto no
caso da concentragdo de 1nM para o tempo de 24 horas.
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Figura 34: Efeito da DisBa-01 na proliferagdo de células B16F10-2B8. Todas as concentragdes
testadas inibiram significativamente a proliferacdo das células de melanoma decorridas 24 horas de
incubacdo. Para a incubacdo de 48 horas, apenas as concentragdes de 5, 10 e 50nM inibiram
significativamente a proliferagdo dessas células. Para a incubagdo de 72 horas apenas a concentragdo de 5SnM
foi significante ao inibir a prolifera¢do celular.

5.5.3. Efeito na adeséo de células B16F10-2B8 a vitronectina

Com o intuito de sondar a ligacdo de toxina em estudo a integrina aV3
foram conduzidos ensaios de inibicdo da adesao de células B16F10-2B8 a um
conhecido ligante desse receptor, a vitronectina (1ug/pogo). Diversas
concentragdes da toxina foram utilizadas (0, 10, 100, 1000nM) e os resultados
sugerem forte inibicdo da ligagdo dessas células a vitronectina (IC50=225nM,

Figura 35).



RESULTADOS 89

110
100

*k

90
804
70]
60 IC,=225nM
B0 - y
40 :

30
20
10

0

Adhesion inhibition of B16F10 cells (%)

10.]
-20 4

T T T AL | —— AL |
10 100 1000
DisBa-01 (nM)

Figura 35: Inibigdo da adesdo de células B16F10-2B8 a vitronectina pela DisBa-01. O ICs, para a
inibi¢do das células ao ligante imobilizado (1ug/poco) foi estimado em 225nM.

5.6. EFEITOS “IN VIVO”

5.6.1. Efeito notempo de sangramento e na trombose

Ainda para averiguar o potencial de utilizagdo da DisBa-01 contra a
trombose e somando-se aos resultados in vitro, também foi verificado o efeito da
DisBa-01 na trombose induzida in vivo pela aplicacao de FeClsz-agar em vasos
mesentéricos de camundongos C57BL6/j. Os resultados (Figuras 36 e 37) indicam
que na concentragdo 4mg/Kg, a toxina injetada pelo sino retro-orbital 10 minutos
antes da leséo prolonga de maneira significativa o tempo de oclusao trombdtica
nas arteriolas (Experimental = 58,4 + 1,6 min; Controle = 24,3 £ 2,8 min, p<0,002)
e vénulas (Experimental = 46,6 + 6,8min.; Controle = 27,1 + 1,3min., p<0,002). P

calculado pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 36: Efeito da DisBa-01 na trombose experimental induzida por FeCl; (500mM) em agar
(1%). O tempo de oclusdo em presenga “+” ou auséncia “-” de DisBa-01 (4mg/kg) nas arteriolas e vénulas
mesentéricas é representado em minutos.
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Figura 37: Evolugéo da trombose induzida por FeCl; em arteriolas (a) e vénulas (v) mesentéricas de
camundongos. A) Na auséncia de DisBa-01 (de 0 a 25 min); B) Na presenca de DisBa-01 (4mg/Kg; de 0 a 60
min). Nenhuma oclusdo observavel.

Também foi observado um aumento significativo no tempo de sangramento
(DisBa-01: 989 * 140 segundos, NaCl 0,9%: 202 + 22 segundos; p<0,008) entre o
grupos tratados com DisBa-01 (2mg/Kg) e NaCl 0,9% (Figura 37). Entre os cinco
animais do grupo tratado pela desintegrina, trés exibiram tempo de sangramento

superior a 20 minutos. Nesse caso adotou-se esse tempo para os calculos.
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Figura 38: Prolongamento do tempo de sangramento pela DisBa-01. O tempo é representado em
segundos na presenga ou auséncia da toxina (2mg/Kg).

5.6.2. Efeito na metastase tumoral de células B16F10-2B8

Para verificar o potencial antimetastatico da DisBa-01 foi utilizado um
modelo isogénico de metastase in vivo utilizando a injecdo de células B16F10-
2B8 em camundongos C57BL6/j. As células utilizadas foram transfectadas com o
gene da luciferase, enzima que na presenca de luciferina produz luz.

Neste modelo a toxina foi aplicada em um Unico momento,
concomitantemente com a injecdo das células (5x10°). Apds injecdes de
luciferina, as bioluminescéncias resultantes foram registradas em diversos tempos

(O, 1,4,7,12 e 14 dias; Figura 39).
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Figura 39: Monitoramento do sinal de bioluminescéncia apos a aplicagdo de luciferina. As imagens
foram obtidas de camundongos que receberam células B16F10-2B8 na presenga ou auséncia de DisBa-01. O
monitoramento foi realizado durante os dias 0 (JO), 1 (J1), 4 (J4), 7 (J7), 12 (J12) e 14 (J14).

As curvas das bioluminescéncias obvervadas entre o grupo ndo tratado e
tratado mostram uma inibicdo da expansao das metastases pela DisBa-01. Esta
inibicao foi significativa no sétimo e décimo - segundo dia para ambas as doses

testadas (Figura 40). Entre as doses empregadas nao houve diferenga estatistica.
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Figura 40: Efeito da administra¢do tinica da DisBa-01 na implantagdo e desenvolvimento de
metastases pulmonares de células BI6F10-2B8 em modelo isogénico. O grafico mostra a evolugdo do sinal
luminoso emitido com o passar do tempo para o controle, DisBa-01 2 ¢ 4mg/Kg. As fotos acima foram
tiradas de pulmdes dos animais submetidos ao experimento através de camera para a deteccdo da emissao de
fotons (esquerda) e cdmera convencional (direita).

Ao fim do experimento, os animais foram mortos e seus pulmoes
analisados histologicamente (“Laboratoire d’Histologie JL Salzmann”, Bobigny,
Université Paris 13) através da coloragdo de Masson e Hematoxilina-eosina. A
andlise confirma a diminuicdo do numero e tamanho dos ndédulos apds o

tratamento com a toxina (2 mg/kg) (Figura 41).
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Figura 41: Analise histologica de pulmdes dos camundongos submetidos ao ensaio de metastase in
vivo (aumento de 40x). A) Pulméo de animal que ndo foi tratada pela DisBa-01; B) Pulmio de animal que
recebeu administrag@o tinica de DisBa-01 (2 mg/kg). Os modulos metastaticos sdo circulados em verde.

5.7. TOXICIDADE “IN VITRO” E “IN VIVO”

Tendo-se em conta que os efeitos observados in vitro e in vivo poderiam
ser provenientes de efeitos téxicos primarios, foram realizados ensaios
preliminares de citotoxicidade e toxicidade in vivo. No que diz respeito a
citotoxicidade, células B16F10-2B8 foram submetidas as mesmas condi¢des
utilizadas no experimento de metastase in vivo, ou seja, na presenca de DisBa-01
(25,4uM ou 50,8uM) ou na sua auséncia (controle). Apds cinco minutos, as
células mortas foram marcadas com Trypan Blue e contadas. A média e o erro
padrao de trés experimentos independentes foram expressos como porcentagem
de células mortas (Figura 42). Nao foi observada diferenga significativa entre as

células submetidas a presenga da toxina quando comparada a células controle.
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Figura 42: Teste de citotoxicidade fatal aguda em células B16F10-2B8. Foram utilizadas condigdes
comparaveis as utilizadas no ensaio de inibigdo da formagdo de metastases, onde 25,4uM correspondem a
2mg/Kg e 50,8uM a 4mg/Kg.

Nenhum evento fatal ou alteracdo comportamental foi observado pela

administragdo da toxina nas condugbes utilizadas para as experimentacdes in

Vivo (comunicagao pessoal realizada por Alexandre Kauskot — U553 — INSERM).

5.8. ESTUDOS TEORICOS POR BIOLOGIA ESTRUTURAL

5.8.1. Modelagem molecular da DisBa-01

Através de um processo de modelagem molecular baseado em homologia,
foi construido um modelo para estrutura tridimensional da DisBa-01 (Figura 43;
arquivo gravado no CD) baseando-se na sequéncia deduzida a partir de seu cDNA.
Foi utilizada como modelo a estrutura da Trimestatina (1J2L) e Flavoridina (1FVL),

resolvida por NMR. O alinhamento de sequéncias revelou, respectivamente, 80%
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e 78% de identidades. Os pareamentos positivos, idénticos ou conservativos,
foram de 86% para ambos os moldes.
O alinhamento utilizado no processo de modelagem pode ser observado

abaixo (Figura 43)
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Figura 43: Alinhamento de senquéncias envolvendo os moldes utilizados, Trimestatina (1J2L) e
Flavoridina (1IFVL), e a DisBa-01.

Como pode ser observado no modelo (Figura 44), supbe-se a presenca de
seis pontes de dissulfeto na estrutura da DisBa-01, caracteristicos de

desintegrinas classificadas como médias.

C-terminal

\,}// —

Figura 44: Modelo estrutural da DisBa-01. A forma geral da estrutura prevista é alongada. Observa-
se a ocorréncia de seis pontes de dissulfeto inerentes a desintegrinas médias (laranja). O motivo RGD ¢
representado em canudos por coloragdo de atomos (N: Azul, C: Cinza, O: Vermelho). Foram modelados 3
pequenas folhas B compostas p6 duas fitas cada (representadas em azul). O modelo foi gerado utilizando o
software Modeller 6v2. A imagem foi gerada com o software WebLab Viewer Pro 3.5.
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A toxina possui estrutura alongada, conforme previamente descrito para

outros membro do grupo (Figura 45).

Figura 45: Modelo estrutural da superficie e cargas da DisBa-01. As cargas positivas sio
representadas em azul e as negativas em vermelho. O pl tedrico foi calculado em 4.46 (Expasy — ProtParam:
http://ca.expasy.org/tools/protparam.html). Imagem gerada com o software WebLab Viewer Pro 3.5.

5.8.2. Modelagem do complexo integrina aVp3-DisBa-01

Utilizando a estrutura sugerida para o complexo echistatina-integrina aV33,
baseada em estudos de ligagéao por fotoafinidade (Photoaffinity Cross-linking), foi
modelado o complexo entre a toxina DisBa-01 e o mesmo receptor.

O modelo obtido indica a possibilidade da ligagdo da toxina em estudo com
o receptor avB3 quando observadas as compatibilidades estereoquimicas (Figura
46) e as interagbes atbmicas como pontes de hidrogénio (Figura 47) e interagdes

hidrofébicas.
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= N-terminal

C-terminal

Figura 46: Aspecto da interacdo geométrica entre a DisBa-01 ¢ a integrina aVB3. A toxina é
representada pela cor laranja. A subunidade o do receptor € representada em branco e a § em azul.
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Figura 47: Pontes de hidrogénio entre o motivo RGD da DisBa-01 e a integrina a V3. As pontes
de hidrogénio sao indicadas pelas linhas pontilhadas. Os niimeros ao lado das linhas indicam as distancias
inter-atomicas. O motivo Arg-Gly-Asp da toxina ¢ indicado pelo cédigo de trés letras em negrito. Os residuos
das subunidades alfa e beta da integrina sdo precedidos respectivamente por o ¢ 3 ¢ nomeados conforme o
codigo de uma letra. As numeragdes ao lado dos residuos do receptor sdo referentes a aqueles encontrados na
estrutura resolvida (XIONG et al., 2002; PDB: 1JV2).

A comparagao entre 0 modelo gerado para a desintegrina livre (descrito no
relatério anterior) e a complexada com a integrina oVB3 indica grande
flexibilidade, principalmente na regido da volta mantida por pontes de dissulfeto
onde se encontra o motivo RGD e no C-terminal da toxina (Figura 48). Pode-se
constatar um aumento de distancia entre os atomos terminais das cadeias laterais
da Arg e Asp presentes no motivo RGD quando comparando respectivamente, a

forma livre e ligada ao receptor.
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N-terminal

C-terminal

Figura 48: Sobreposi¢do estrutural da DisBa-01 livre e ligada a integrina aVP3. A forma livre da
desintegrina € representada na cor verde e a ligada em vermelho. Os residuos de Arg e Asp do motivo RGD
sdo apontados por setas.

Os dados acima sugerem que células que expressem tal integrina podem
ser afetadas através da ligagcdo com a toxina em estudo. Entre tais células
incluem-se células endoteliais e diversos tipos de células tumorais. A baixa
relevancia da porgcado N-terminal da DisBa-01 na ligagdo com a integrina aVp3,
possibilita o desenvolvimento de ligantes estruturalmente reduzidos a partir da
toxina em estudo. Tal fato provavelmente também ocorra em outros complexos

desintegrina-integrina.

5.8.3. Avaliagdo dos modelos gerados

Os modelos tridimensionais gerados foram verificados quanto a parametros
frequentemente encontrados em proteinas.

As analises comparativas com os moldes empregados permitem inferir que
as estruturas geradas possuem qualidade aceitavel para suas utilizagdes como

modelos (resultados disponiveis em CD).
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6. DISCUSSAO

O trabalho realizado inspirou-se na biodiversidade para a busca de
solugbes aplicadas a problemas de saude relevantes atualmente. Foram
enfocadas toxinas de veneno de serpente conhecidas como desintegrinas,
obtidas de um espécime da espécie Bothrops alternatus, espécie que habita
principalmente no sul e sudeste do Brasil, sul do Paraguai, regido central e norte

da Argentina, praticamente todo o Uruguai (Figura 49).

AMERICA DO SUL

Figura 49: Regides geograficas correspondentes os habitat da espécie Bothrops alternatus (urutu).
Nas escamas da serpente ¢ desenhado um padrio alternado de figuras em forma de ferradura, dai a
denominago alternatus.
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Cerca de 3.200 espécies de serpentes sao conhecidas atualmente, mas,
apenas a minoria (aproximadamente 200 espécies) pode causar envenenamento
em humanos (ROMANO-HOGE, 1990). Na Ameérica latina, a maioria das espécies
venenosas pertence a familia Crotalideae e Viperideae e seus venenos
constituem ricas fontes de compostos ativos na hemostasia. A hemorragia € um
dos efeitos mais dramaticos decorrentes do envenenamento (RUCAVADO et al.,
1995). Por outro lado, tais compostos podem ser utilizados para a remediagao de
algumas patologias relevantes atualmente.

A retrospectiva da utilizacdo de toxinas de serpente nos revela varios casos
bem sucedidos no desenvolvimento de farmacos, além de servirem muitas vezes
como ferramentas na investigagdo de processos biolégicos. Pode-se citar como
exemplo, o Captopril (principio ativo derivado de um Inibidor da Enzima
Conversora de Angiotensina, IECA, encontrado no veneno de Bothrops jararaca),
amplamente utilizado contra a hipertensdo (BARREIRO E FRAGA, 2001).
Adicionalmente, recentemente foram desenvolvidos novos farmacos contra a
trombose e outras patologias cardiovasculares associadas, utilizando
desintegrinas. A desintegrina Echistatina (Echis carinatus) foi o protétipo do
medicamento Aggrastat (Merck) e a desintegrina Kistrina (Agkistrodon
rhodostoma) foi o protétipo do medicamento Ancrod (Knoll).

Atuando como bloqueadores de integrinas, as desintegrinas podem ser
potencialmente utilizadas para o tratamento de patologias como a trombose, o
cancer e a osteoporose.

Geralmente, essas toxinas sao purificadas diretamente de venenos de
serpentes. No entanto, diversos trabalhos que contemplam suas produc¢des

recombinantes encontram-se disponiveis na literatura. Esses relatos contemplam
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clonagens isoladas ou em projetos de larga escala (ASSAKURA et al., 2003; CHANG et

al., 2001; DENNIS, CARTER e LAZARUS, 1993; FAN et al., 1999; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO e

HO, 2002; KASHIMA et al., 2004; MOURA-DA-SILVA et al., 1999; PARK et al., 1998; RAHMAN, et

al., 1998; WANG et al., 2004; ZHOU et al., 2000b). A maior parte dos trabalhos descreve
clonagens de desintegrinas-RGD, cujas atividades foram confirmadas na inibi¢gao
da agregacao plaquetaria, na inibicdo da proliferagdo de células tumorais e
endoteliais, na inibicado de metastases tumorais e na inibicdo da angiogénese.

Os interessantes resultados, previamente obtidos por outros grupos de
pesquisa, motivaram a busca por alternativas analogas presentes na
biodiversidade brasileira.

Nesse trabalho foram descritos métodos para a obtencédo recombinante de
desintegrinas, suas caracterizagdes, ensaios de atividade in vitro, ensaios de
atividade in vivo e estudos estruturais preditivos por biologia computacional.
Assim, visando organizar didaticamente a discussdo dos resultados obtidos,
optou-se por sua subdivisdo em quatro frentes: i. Producdo da toxina
recombinante; ii. Efeitos na hemostasia; iii. Efeitos anti-tumorais e; iv. Estudos

preditivos por biologia computacional.

6.1. Producé&o datoxinarecombinante

Utilizando-se as glandulas veneniferas de um espécime de Bothrops
alternatus foi construida uma biblioteca de cDNAs em bacteriéfagos A
recombinantes. Os RNAs obtidos, que serviram de matéria-prima para a
construcao da biblioteca, representavam fragmentos de até 1.200 pares de bases

(dados nao exibidos) com bom grau de pureza. O comprimento dos fragmentos
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dos RNAs é compativel com o isolamento de pequenas moléculas como, por
exemplo, desintegrinas.

Os RNAs totais serviram também para a amplificacdo de provaveis
desintegrinas-RGD médias (Figura 16) e metaloproteses-desintegrinas de Bothrops
alternatus (Figura 17). Uma desintegrina ndo RGD, DisBa-02, foi clonada e
sequenciada (Figura 20) porém ensaios de expressao, caracterizagao bioquimica e
de atividade ainda necessitam ser realizados. A DisBa-02, possui um dominio
tipo-desintegrina e um dominio rico em cisteinas, ambos com elevada
similaridade quando comparados com a ACLD (uma SVMP de classe P-Ill de
Agkistrodon contortrix laticinctus). Alinhando-se suas sequéncias € possivel
constatar a mutagao de apenas dois residuos, um em cada dominio. Ambas as
mutac¢des sdo ndo conservativas.

O rendimento do processo de construgao da biblioteca foi considerado bom
(7x10° pfu/ml) e a partir dela foi possivel o isolamento de uma nova desintegrina-
RGD, DisBa-01 (Figura 18 e 19), que foi o principal tema desse trabalho. A
biblioteca encontra-se armazenada (-80°C) em nosso laboratério e podera servir
de fonte para o estudo de outras toxinas presentes no veneno da serpente. A
andlise de sequéncia da DisBa-01 revelou evelada similaridade com diversas
desintegrinas do género Gloydis, incluindo a ussurina (96% de identidades e 98%
de pareamentos positivos, Gloydius ussuriensis), halistatina (96% de identidades
e 98% de pareamentos positivos, Gloydius halys). Elevada similaridade também
foi encontrada quando comparada a desintegrinas de outros géneros como o
Bothrops (botrostatina, 97% de identidades e 97% de pareamentos positivos,
Bothrops jararaca), Trimeresurus (Trigramina, 87% de identidades e 93% de

pareamentos positivos, Trimeresurus gramineus) e Agkistrodon (Contortrostatina,
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83% de identidades e 88% de pareamentos positivos, Agkistrodon contortrix
contortrix).

Foi intrigante a constatacdo da presenca de uma etiqueta do dominio rico
em cisteinas na regido 3’ nado traduzida (3’UTR) do cDNA clonado no vetor
pET28a (pDisBa-01, Figura 19B). N&o foi possivel encontrar na literatura a
descricdao de qualquer desintegrina-RGD com tal dominio. Entre as possiveis
causas do resultado obtido incluem-se: i. artefato de PCR induzido pelos
oligonucleotideos iniciadores utilizados, os quais poderiam forgar a amplificacéo
obtida na disponibilidade de diversas desintegrinas como molde; ii. rearranjo
gendmico anterior a maturagéo do transcrito primario e; iii. recombinagédo durante
a maturagéo de moléculas independentes de mMRNAs primarios (trans-splicing).

Apesar da verdadeira causa da presencga da etiqueta do dominio rico em
cisteinas ainda requerer investigacao, é possivel que algum tipo de recombinagao
genética tenha ocorrido. Alguns estudos descrevem este tipo de fenbmeno em
serpentes (GONG, ARMUGAM e JEYASEELAN, 2000; COUSIN et al., 1998; KORDIS e
GUBENSEK, 1996). Siigur, Aaspollu e Siigur (2001) sugeriram a possibilidade da
ocorréncia de trans-splicing em alguns mRNAs de serinoproteases.

De qualquer maneira, segundo resultados obtidos incluindo analises de
mobilidade eletroforética e espectrometria de massa, para efeito pratico, apenas o
primeiro dominio deve ser expresso em decorroréncia da presenca de um cédon
de parada entre o dominio desintegrina e a etiqueta C-terminal do dominio rico
em cisteinas.

Os ensaios de expressao e solubilidade da toxina recombinante, DisBa-01,

confirmam a producdo em bactéria de uma proteina com cerca de 12kDa
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encontrada principalmente em corpos de inclusdo, mas, que pode ser recuperada
através da desagregacgao por agentes caotropicos (Figura 22).

Em sistemas bacterianos €& frequente a deposicdo de proteinas
recombinantes na forma de agregados que podem se formar tanto no citoplasma
quanto no espacgo periplasmico (BANEYX, 1999; GEORGIOU et al.1986; GEORGIOU
E VALAX, 1996; GEORGIOU E VALAX, 1999; MARSTON, 1986).

Esses agregados que possuem tamanho e volume maximo de 1um e
0,6um3, respectivamente, sdo conhecidos como corpos de inclusao (IBs). Tais
formagdes sdo associadas a um aumento de estruturas f em relagéo a estrutura
nativa (AMI et al., 2003; AMI et al., 2005; CARRIO et al. 2005). Geralmente a proteina
recombinante corresponde entre 80-95% dos IBs (VALAX e GEORGIOU, 1993). O fato
da proteina-alvo apresentar-se parcialmente purificada em IBs é explorado para a
producao de proteinas toxicas, instaveis ou de facil reenovelamento. Contudo, o
fato de estarem insolluveis impede o emprego direto da proteina obtida nos
processos usualmente empregados de purificagdo, experimentacdo e aplicagao
usualmente empregados.

Uma série de métodos foi proposta para a mobilizacdo de proteinas
sequestradas em agregados protéicos (SORENSEN e MORTENSEN, 2005) para
proteinas soluveis, incluindo abordagens in vivo (testar a expressdo em:
diferentes temperaturas, linhagens, meios e taxas de transcrigdo, presenca de
chaperonas, presenga de tRNAs complementares) e in vitro (realizacédo de uma
triagem com diversos tampdes e a utilizagdo de técnicas de reenovelamento).

No presente trabalho a toxina em estudo pode ser solubilizada por agente
caotropico (Uréia 6M), permitindo sua submissdo a sucessivas etapas

cromatograficas para a purificagdo, incluindo cromatografia por quelacédo de
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metal, cromatografia de exclusdo molecular (Figura 23) e cromatografia por
interagcdes hidrofébicas em HPLC (Figura 25).

A proteina obtida foi submetida a sequénciamento automatico de proteinas
no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM-DCF-UFSCar) e a
espectrometria de massa no Departamento de Biologia Celular e Molecular e
Bioagentes Patogénicos (Hemocentro-USP-Ribeirdo Preto) sob a supervisdo do
Prof. Dr. José César Rosa. Os resultados sugerem que a sequéncia primaria da
desintegrina foi preservada, excetuando-se pela remoc¢ao da metionina inicial.

Uma vez confirmada a sequéncia primaria, restava saber se o
enovelamento protéico obtido era adequado. Assim, atividade da proteina foi

sondada por ensaios de atividade in vitro e in vivo (Subsecbes: 4.5 e 4.6).

6.2. Efeitos na hemostasia

No veneno de serpentes pelo menos trés tipos de proteinas possuem
atividade inibitéria da agregacao plaquetaria (ADPases, a-fibrinogenases e
desintegrinas). As desintegrinas tém recebido atengdo especial devido a seu
antagonismo seletivo da ultima fase da agregacao plaquetaria (ligagcdo entre a
integrina allbp3 e fibrina para a formagdo de agregados). Essa propriedade é
aplicada ao bloqueio da agregagado induzida por uma variedade de agentes,
interessante do ponto de vista terapéutico, uma vez que diversas patologias do
sistema cardiovascular possuem origens também diversas.

Visando constatar a atividade da proteina expressa no sistema bacteriano,
Escherichia coli BL21(DE3) pDisBa-01, as amostras purificadas foram submetidas
a alguns ensaios relativos a processos hemostaticos, incluindo: i. o efeito na

agregacao plaquetaria; ii. a competicdo pela ligacdo com a integrina allb3 de
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plaguetas ativadas; iii. o efeito na trombose induzida in vivo e; iv. o efeito no
tempo de sangramento.

Os ICsos obtidos para a inibicdo da agregacao plaquetaria induzida por
ADP sugerem que a desintegrina possui maior afinidade pela integrina allbf3,
respectivamente, de camundongos, de coelhos e humanas (figuras 30, 28 e 29,
respectivamente). Esses resultados parecem traduzir um carater evolutivo da
toxina, com maior seletividade para presas naturais.

Também foi observada forte inibicdo da agregacao induzida por colageno.
A proximidade entre os ICsos estimados para ambos os indutores sugere que o
bloqueio ocorra na etapa final do fenébmeno.

A alta afinidade pela integrina allbp3 foi confirmada pelo deslocamento de
seu ligante endogeno (fibrinogénio, IC5=25nM, Figura 31A) e do anticorpo
especifico contra a forma ativada dessa integrina (PAC-1, IC50=70nM, Figura 31B).

No modelo de trombose in vivo induzida por FeCl;, a toxina mostrou-se
eficaz na inibicdo da formacdo de trombos. Os resultados obtidos revelam um
efeito mais evidente na inibicado da formacao de trombos em arteriolas que aquele
observado em vénulas (Figura 36 e 37). Em ambos os sistemas, a maioria dos
animais que recebeu a toxina ndo apresentou oclusdo trombdtica até sessenta
minutos a contar do momento da aplicacdo do indutor. Comparando-se trombos
arteriais e venosos, observa-se uma maior quantidade de fibrina e hemacias no
segundo caso. A maior densidade verificada em trombos venosos pode ser um
fator que dificulta o acesso de moléculas, o que por sua vez, pode explicar uma
eficacia inferior da toxina na formacgéao desse tipo de disturbio hemostatico.

Durante a realizagao dos experimentos de inibicdo da trombose in vivo, foi

observada uma maior predisposi¢cdo de animais tratados a ocorréncia espontanea
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de hemorragias (Alexandre Kauskot e Dr. Arnaud Bonnefoy, comunicagéo
pessoal). Tal efeito colateral pode ser confirmado pelo aumento significativo no
tempo de sangramento verificado em animais que receberam a toxina (2mg/ml,
Figura 38). O mesmo efeito colateral também foi descrito para outras desintegrinas
(COOK et al., 1989; BEVIGLIA et al., 1993, SHEU et al., 1995), assim como para farmacos
de uso clinico rotineiro contra a trombose (CAHILL et al., 2005; MATSUNO et al., 1999).
Assim, na possibilidade da utilizagdo clinica da DisBa-01, deve ser pesquisada
uma dose otimizada através da analise de curvas dose/tempo de sangramento e

dosel/inibicdo da trombose.

6.3. Efeitos anti-tumorais

A ocorréncia de metastases durante estados cancerigenos é um
complicador relevante nessa patologia. Os fatores celulares e moleculares
presentes no momento da adesdo de células tumorais ao endotélio vascular de
orgaos-alvo sado fundamentais para o processo. Incluem-se entre esses fatores
células (principalmente leucdcitos e plaquetas) e proteinas plasmaticas ou da
ECM (Figura 9). Uma vez ligadas as células endoteliais, uma retragdo € induzida
nas ultimas, expondo a membrana basal adjacente e propiciando a ligacdo das
células tumorais a ECM.

As plaquetas podem facilitar o extravasamento de células tumorais,
potencializando as interagbes adesivas com as proteinas da membrana basal
endotelial (DARDIK et al., 1997; FELDING-HABERMANN et al., 1996; HONN, TANG e
CRISSMAN, 1992) e ECM (MENTER et al., 1987). Adicionalmente foi constatado que
certas células tumorais ndo se aderem diretamente a ECM, mas sim, a plaquetas

que, por sua vez, aderem-se a ECM (FELDING-HABERMANN et al., 1996; KARPATKIN et
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al., 1988). Também se constatou que a inibicdo da atividade de integrinas allbp3
plaquetarias, inibe a adesao de células tumorais (FELDING-HABERMANN et al., 1996)
e impede a ocorréncia de metastases.

As plaquetas podem interagir com certas células tumorais de melanoma,
de cancer de mama e do colo do utero através da integrina allbB3 plaquetaria
(DARDIK et al., 1997; HONN et al., 1994; NIERODZIK et al, 1991). As interagcbes entre as
células tumorais e as plaquetas sao eventos ativos e envolvendo especificamente
a integrina oV3 tumoral e a integrina allbp3 (FELDING-HABERMANN et al., 2001) de
plaquetas por intermédio de proteinas plasmatica (Fg, vVWF, TSP, Fn ou Vn;
FELDING-HABERMANN et al., 1996). A trombina, capaz de ativar a integrina oyf3
plaquetaria, pode estimular a ligacdo entre plaquetas e células tumorais pelo
aumento da expressao de integrina o,f3 nas Ultimas (TSOPANOGLOU e
MARAGOUDAKIS, 2004).

Por outro lado, sabe-se hoje que varias células tumorais expressam a
integrina «allbB3, possibilitando uma agregacédo entre células neoplasicas e
plaguetas por mecanismo similar a agregacdo plaquetaria homotipica
(KONSTANTOPOULOS, KUKRETI e MCINTIRE, 1998). O lipideo bioativo, 12(S)-HETE,
liberado por plaquetas ativadas, pode ativar a integrina o,;p33 tumoral (GROSSI et
al., 1989), permitindo a adesao dessas a ECM e a plaquetas.

Certas células tumorais sédo igualmente capazes de expressar o complexo
GPIb-IX-V e de disparar a agregacgao plaquetaria (OLEKSOWICZ et al., 1995),
favorecendo a formacao de metastases.

O conhecimento dos mecanismos moleculares relacionados as inter-
relagdes entre células tumorais, plaquetas e ECM, sdo de interesse para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas visando bloquear metastases. A
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ligacdo de desintegrinas a integrinas dos diversos tipos celulares envolvidos,
parece uma estratégia promissora para dificultar a ocorréncia de metastases.

Neste trabalho foram descritas abordagens iniciais da verificagdo dos
efeitos anti-tumorais da DisBa-01. A toxina demonstrou atividade inibitéria da
proliferacdo de células portadoras de integrina VB3 (Figuras 26, 33 e 34), mas nao
de linhagens celulares com reduzida expressao dessa integrina (Figura 32). Esses
resultados sugerem uma dependéncia, ao menos parcial, dessa integrina para a
proliferacdo em linhagens que a expressam de maneira representativa. Nas
linhagens afetadas (HMEC-1 e B16F10-2B8), o efeito observado é dose/tempo
dependente. Observam-se efeitos mais evidentes em maiores doses e menores
tempos. Tais resultados levam a pensar em uma inativagéo da desintegrina, seja
por clivagem proteolitica, seja por internalizagao.

Uma evidéncia suplementar da interacdo entre a DisBa-01 e a integrina
aVB3 foi obtida através de ensaios de inibicdo da adesao de células B16F10-2B8
a vitronectina (Figura 35). Entretanto, ndo é possivel negligenciar o fato que outras
integrinas, presentes nessa linhagem de melanoma, possivelmente liguem-se a
essa proteina da ECM (Tabela 1). E possivel que os efeitos observados sejam
decorrentes ndo somente de bloqueio simples de integrinas, mas, também de
suas internalizagbes por endocitose como ja demonstrado para outros ligantes
desses receptores (CASTEL et al., 2001).

A salmosina (uma desintegrina RGD) recombinante também inibiu de
maneira similar a proliferagdo de células B16F10 aderidas ao colageno
imobilizado e a adesao dessas células a vitronectina (KANG et al., 2000). Os autores
sugerem que os efeitos observados sejam decorrentes do bloqueio de integrinas

associadas a sobrevivéncia dessa linhagem celular. Paralelamente, ficou
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demonstrado que peptideos RGD sao capazes de induzir a apoptose mediada
pela ativagdo de caspase-3 (BUCKLEY et al., 1999). Esse conjunto de resultados
indica a possibilidade de que a diminuicdo na proliferagcdo observadas sejam
oriundas do disparo de mecanismos apoptoticos. Contudo, seria interessante
verificar se essa apoptose relaciona-se, ou nao, com eventos de desadesao
celular.

Ensaios in vivo, apés a administracdo de DisBa-01 em dose unica,
demonstram que a toxina foi capaz de inibir a formacao de focos metastaticos de
células B16F10-2B8 em camundongos C57BI6/j (Figuras 39 a 41). Apesar do
mecanismo exato da inibicdo das metastases ainda requerer estudos mais
aprofundados, € provavel que o antagonismo de integrinas leve a inibicado da
formagado de agregados envolvendo células tumorais e outras células do sangue.
Tendo em vista o papel relevante de plaquetas na formagdo de metastases
(Subsecao: 1.2.1) e comprovada a atividade inibitéria na formagao de trombos in
vivo pela DisBa-01 (Subsegédo: 5.6.1), é possivel que a atividade anti-metastatica
observada seja, ao menos em parte, devido a inibicdo da formagéo de agregados
celulares entre células tumorais e plaquetas.

Adicionalmente, o bloqueio de integrinas relevantes durante os processos
de ancoragem e invasdo deve ser considerado como mecanismo suplementar
para a inibicdo de metastases. Danen et al. (1998) demonstraram que o bloqueio
da integrina a4p1 em células tumorais por uma desintegrina-RGD (eristostatina)
leva a inibicdo da ligacao dessa integrina com a VCAM-1 (molécula de adesao de
células vasculares 1) de células endoteliais. Essa interagao inibida entre células
tumorais e endoteliais, provavelmente, correlaciona-se com a inibicdo das

metastases observadas.
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Utilizando um sistema experimental bastante similar ao apresentado neste
trabalho, Beviglia Stewart e Niewiarowski (1995) demonstraram a inibicdo de
metastases de células B16F10 em camundongos C57BL/6 por quatro
desintegrinas. A desintegrina mais eficaz nesse modelo, eristostatina, apresentou
uma inibicao de 50% das metastases em uma dose de 50nmoles/camundongo.
Kang et al. (2000), utilizando a mesma linhagem celular, também demonstraram
uma forte atividade anti-metastatica da salmosina. No presente estudo, a
administragdo de DisBa-01 na dose de 2,5 nmoles (30ug)/camundongo foi
responsavel por uma inibicdo média de aproximadamente 92% das metastases
pulmonares observadas no décimo segundo dia apds a injegdo das células
tumorais B16F10-2B8.

Assim como demonstram os resultados obtidos para a salmosina (KANG et
al., 2000), a atividade da DisBa-01 provavelmente nado esta relacionada com
citotoxicidade. Nas mesmas condi¢cdes utilizadas para os experimentos in vivo,
nao foi constatada atividade citotoxica em células B16F10-2B8 (Figura 42), assim
como, nenhuma alteragdo comportamental ou fatalidade foi observada nos
animais utilizados.

Diversos relatos sugerem que desintegrinas sdo rapidamente
metabolizadas in vivo (Cook et al., 1989; Shebuski et al., 1989; Sheu et al., 1995;
Swenson et al., 2004). Neste trabalho os resultados obtidos in vitro sugerem uma
inativagdo gradativa da DisBa-01. Assim, é possivel que as atividades anti-
trombodticas e anti-metastaticas observadas in vivo sejam decorrentes de um

efeito agudo e rapidamente reversivel.
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6.4. Estudos preditivos por biologia computacional

Através de modelagem molecular baseada em homologia foi possivel
chegar a um modelo estrutural confiavel para a toxina em estudo. A anadlise do
modelo sugere que a desintegrina acida (pl tedrico= 4.46, Figura 45) € mantida por
seis pontes de dissulfeto e possui trés pequenas folhas B compostas de duas fitas
cada. As cadeias laterais dos residuos de Arg e de Asp que compdéem o motivo
RGD apontam em direcoes opostas (Figura 44). As raizes médias quadradas
(RMS) calculadas ao se comparar os carbonos a (C-a) entre o modelo e os
moldes (Trimestatina, PDB: 1J2L; Flavoridina, PDB: 1FVL) foram de
respectivamente de 0,40 e 2,41A.

Também foi construido um modelo do complexo integrina aVp3-DisBa-01,
utilizando-se o complexo obtido para a echistatina com a mesma integrina
baseando-se em resultados experimentais de ligacdao por fotoafinidade. O
complexo obtido demonstra uma ligacdo majoritaria a@ subunidade 3 da integrina.

O residuo de Arg do motivo RGD, interage com residuos da subunidade oV
(A% D?'® Y8 Outros residuos N-terminais em relacdo a essa Arg também
realizam contatos com essa subunidade. Ja o residuo de Asp encontra-se
enterrado em uma bolsa da subunidade B3 proxima, ao sitio de ligagdo a metais
(MIDAS), estabelecendo uma ponte de hidrogénio com um residuo de Asn
(Asn215). Observa-se ainda que boa parte dos contados entre a toxina e o receptor
sdo mediados pela cauda C-terminal da primeira (Figura 46). Foi verificada uma
extensa rede de pontes de hidrogénio (14) e contatos hidrofébicos (> 50), a figura
45 exibe algumas pontes formadas com o motivo RGD.

A comparacado das formas livre e complexada da DisBa-01 revela que

apesar da elevada concentracado de pontes de dissulfeto, sua estrutura exibe uma
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flexibilidade consideravel. Tal flexibilidade ¢é evidente nas regidbes que
correspondem a volta RGD e ao C-terminal da molécula, regides que interagem
com a integrina, enquanto que uma flexibilidade reduzida & observada nas
pequenas folhas . A RMS de disténcias de carbonos a para o motivo RGD e dois
residuos adicionais em cada lado do motivo (7 residuos no total) é de 6.03A para
todos os atomos e de 3.4A comparando apenas os Co. Para a seqiiéncia C-
terminal NPFH, uma RMS de 8,25A é observada para todos os atomos e de
6,56A incluindo-se apenas os Ca.

Contudo, é necessario dizer que a presenca de metal no MIDAS néo é
contemplada no modelo ECH-integrina aVp3, usado aqui como molde. Assim,
algumas modificagdes nos contatos estabelecidos entre receptor e a desintegrina
na presenca do metal (Ca*") sdo esperadas.

As avaliacbes dos modelos gerados indicam que as estruturas obtidas sao
aceitaveis de acordo com os critérios adotados pelos programas de avaliagao

utilizados (disponivel em CD).

6.5. Discussoes finais e perspectivas futuras

Os resultados apresentados demonstram de maneira clara alguns dos
efeitos da DisBa-01 na hemostasia e tumorigénese, incluindo efeitos
antitrombdéticos e anti-mestastaticos. Tais resultados sugerem a continuagao da
prospecc¢ao dessa toxina no desenvolvimento de um agente aplicado a patologias
relevantes atualmente como a trombose e o cancer. Diversos estudos podem vir a
complementar e gerar avangos no trabalho desenvolvido. Alguns desses estudos

serao sucessivamente listados a seguir.
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A inibicdo da agregacao plaquetaria em PRP de camundongos seria
desejavel para uma analise comparativa de ICsps, incluindo os obtidos para PRP
de coelho e humano. Caso venha a ser comprovada uma poténcia decrescente
nas espécies empregadas (camundongo >> coelho >> humanos), interessantes
conclusdes podem ser formuladas do ponto de vista evolutivo da toxina.

Os resultados dos efeitos da toxina na ligacdo de células HMEC-1 a
vitronectina, forneceriam maior respaldo a hipotese de uma interagdo entre a
DisBa-01 e a integrina aVB3. Ainda mais convenientes seriam os estudos dos
efeitos sobre a adesdo de células portadoras de integrinas aVB3 a um ligante
mais especifico como o fator de von Willebrand (vVWF) ou anticorpos especificos.
Alternativamente, estudos de competi¢cao pela integrina seguidos de analises por
citometria de fluxo poderiam ser empregados. Adicionalmente, seria interessante
a realizacdo de estudos similares envolvendo outras integrinas, como a a4p1, a
a5B1 e integrinas possuidoras de subunidade 2.

As duvidas a respeito das verdadeiras causas da inibicdo da proliferagao
de células HMEC-1 e B16F10 na presenga da toxina pedem a realizagdo de
ensaios para a verificagao de desadeséao e de inducao de apoptose. Tendo-se em
mente que processos de desadesdo de células que crescem aderidas geralmente
relacionam-se com apoptose, espera-se que ensaios de desadesdo venham
auxiliar o esclarecimento desse tema. Um bom complemento para tais estudos
seriam as investigagbes de potenciais cascatas de sinalizagdo disparadas pela
ligacao da toxina a integrinas presentes na superficie celular.

Em relacao aos efeitos in vivo, testes adicionais permitiriam a verificagao
dos efeitos durante a administracdo de multiplas doses da toxina ou de infusdes

continuas. Ainda nessa linha de raciocinio seria interessante a verificacdo da
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eficacia deste esquema de administragdo no desenvolvimento de metastases,
crescimento tumoral e regressao tumoral. Estudos para a verificagao dos efeitos
na angiogénese in vivo utilizando injecdo de matrigel (BAGHERI-YARMAND et al.,
1999) ja foram realizados na presenga e auséncia de DisBa-01 (20, 100 e 1000ng)
e aguardam analise.Também contribuiria para a compreensao do mecanismo de
acao anti-tumoral a realizagdo de ensaios visando verificar os efeitos da
desintegrina recombinante na angiogénese intratumoral em diferentes esquemas
posoldgicos.

Pesquisas a respeito da biodisponibilidade da toxina, incluindo a estimativa
de sua meia-vida (t12), viriam auxiliar a compreensao tempo-dependente das
caracteristicas de seus efeitos. Estudos de outras formas de entrega da toxina
como, por exemplo, o emprego de lipossomas, seriam bem vindos para a
obtencao de formulagbes mais estaveis. Somando-se a protecdo da toxina por
tecnologias de entrega e a maior tendéncia da ocorréncia de extravasamentos em
endotélios neoformados, espera-se uma maior concentragdo da desintegrina em
focos tumorais, aumentando-se assim sua eficacia e reduzindo os possiveis
efeitos colaterais.

Devido a potente inibicdo da agregacao plaquetaria pela DisBa-01 espera-
se que toxina seja util em processos de circulagdo extracorpérea (como
hemodialises) evitando problemas relacionados a esse processo, conforme
previamente descrito para outras desintegrinas (MUSIAL et al., 1990).

Uma possivel aplicagao bioquimica seria 0 seu emprego na purificagéo de
integrinas através de sua imobilizagdo em resinas cromatograficas. Um método

com tal finalidade foi sugerido por (MARCINKIEWICZ et al., 1996).
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O estudo de variantes estruturais da toxina estudada poderia contribuir
para o melhor entendimento das porgdes moleculares responsaveis por sua
interacdo com integrinas e por seus efeitos. A obtengao recombinante de versdes
estruturalmente reduzidas da DisBa-01 tem sido o objetivo do projeto de mestrado
de uma integrante de nosso grupo de pesquisa, Carmen Lucia Salla Pontes.

Por fim, métodos experimentais, como NMR e cristalografia associada a
difragao de raios X, seriam uma 6tima opgao para a determinagao da estrutura da
DisBa-01 livre e complexada a integrinas. Tais estudos forneceriam valiosas
informacbes sobre as caracteristicas de interagcbes de desintegrinas a esses
receptores, favorecendo o desenho de peptideos ou farmacos

agonistas/antagonistas.
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7. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos pode-se concluir que:

v Uma biblioteca de cDNAs em fagos A foi construida com sucesso a
partir de transcritos da glandula venenifera de um espécime de Bothrops
alternatus (urutu). Na biblioteca estdo representados fragmentos de até 1200
pares de base.

v A biblioteca de cDNAs obtida podera servir para a clonagem de
novas toxinas.

v Duas novas desintegrinas de Bothrops alternatus foram clonadas e
sequenciadas. Também foi possivel a amplificacdo de outras moléculas como
desintegrinas médias e metaloproteinases-desintegrinas.

v A nova desintegrina-RGD, DisBa-01 pode ser expressa em bactérias
e purificada com sucesso.

4 A DisBa-01 mostrou-se um potente inibidor da agregacao
plaquetaria, in vitro e in vivo, através do bloqueio da integrina allbp3 plaquetaria.

v A toxina exibiu efeitos inibitdrios significativos na proliferacdo de
células de melanoma (B16F10-2B8) e de células endoteliais (HMEC-1). Esse
efeito parece ser limitado a células que expressam niveis mais elevados da
integrina V3.

v A toxina inibiu a adesdo de células B16F10-2B8 a vitronectina,
provavelmente através do bloqueio da integrina aVp3.

v A toxina mostrou-se efetiva na inibicdo da trombose e metastase in
vivo.

v Para a utilizacdo da toxina in vivo sao necessarios estudos
suplementares visando o ajuste de dose da toxina, onde ocorra a maximizagao do
efeito terapéutico e a minimizacdo do efeito téxico (aumento do tempo de
sangramento).

v Diversos estudos ainda necessitam ser realizados rumo ao desenho
de um farmaco aplicado a doengas atuais como a trombose, cancer e
osteoporose. Tais estudos sdo sugeridos na subsec¢ao 6.5.
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9. ANEXOS

9.1. METODOS AMPLAMENTE DIFUNDIDOS

9.1.1. Eletroforese em gel de agarose

As solucdes de DNAs foram analisadas por meio de eletroforese em
gel agarose (seg¢do Anexos: “Géis”) e reveladas com brometo de etidio
conforme previamente descrito (SAMBROOK, FRITSCH, & MANIATIS, 1989),
utilizando um transiluminador UV em comprimento de onda igual a 302nm.

Também foram utilizados géis alcalinos de agarose para
procedimentos de auto-radiografia, visto que a formagao de voltas estruturais
nas amostras de DNA (“Hair pins”) e o espalhamento da radioatividade
observado em géis de agarose convencionais geralmente prejudicam a
interpretacao dos resultados.

As imagens foram digitalizadas utilizando uma camera (Kodak DC120)

e analisadas com o programa Kodak Digital Science 1D.

9.1.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A expressao e purificagdo foram acompanhadas por eletroforese em
gel contendo 15% de poliacrilamida (ver secdo “Géis” em anexo) em
condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE, LAEMMLI,1970).

As bandas protéicas foram reveladas utilizando Brilliant Blue R250

como corante.
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9.1.3. Eletroforese em gel de tricina

Para a verificagdo da pureza das fragbes obtidas foram conduzidas
eletroforeses com maior resolucao para proteinas de baixa massa molecular.
Géis contendo tricina (Subsegdes: 9.3 e 9.4) foram utilizados para a separagao
das bandas protéicas e verificagdo da homogeneidade das fragdes obtidas na
etapa de gel filtragao.

As bandas protéicas foram reveladas utilizando Brilliant Blue R250

como corante.

9.1.4. Monitoramento do isolamento de mMRNAs

A obtencdo dos mRNAs foi monitorada quanto ao grau de pureza e
concentragcdo. O grau de pureza foi estimado através da relagado entre as
absorbancias a 260nm e 280nm, apds diluicdo da solucdo de RNA obtida
(totais ou mensageiros) em agua deionizada estéril.

A mesma solucdo serviu para a determinacdo da concentracio,

estimada pela equacéao abaixo:

[RNA] = D.O. x Fator de Diluicdo x Fator de correcao

onde,

[RNA]: Concentracdo de RNA na solucdo testada.

D.0.: Absorbéncia da solucao a 260nm.

Fator de diluicdo: Numero de vezes que a solucdo de RNA foi diluida
para a obtencdo do volume final (Ex.4ul da solucdo de RNA em 996 ul
de agua resulta em um fator de diluicdo igual a 250).

Fator de correcdo: Numero constante inerente a solucdo de RNA para
calculos de concentragdo (no caso do comprimento de onda igual a
260nm o valor é igual a 40).
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Outra forma utilizada para o monitoramento da extracao dos RNAs foi
a eletroforese em gel de agarose desnaturantes contendo formaldeido
(Subsecdo: 9.3). Tal metodologia permite verificar a integridade das espécies
moleculares obtidas. Nessa técnica, amostras de 5ul dos RNAs foram secas
utilizando um evaporador a vacuo, ressuspensas em tampao de amostra de

RNA (Subsegéo: 9.4) e submetidas a separacgao eletroforética.

9.1.5. Preparacao de células competentes

1) Inocular colénia em 5ml de meio 2x YT ou LB (ambos os casos sem
antibiético), incubar em 250rpm durante a noite (37°C).

2) Diluir o inoculo crescido em 2x YT ou LB (ambos os casos sem
antibiotico) e incubar em 250rpm até que a D.O.gs0nm da cultura situe-se entre
0,4 e 0,6, 37°C.

3) Distribuir a cultura crescida em quatro microtubulos (1,5ml/tubo),
centrifugar a 2300rpm, 10 minutos, 4°C.

4) Desprezar sobrenadantes, ressuspender as células com 500ul/tubo
de solugao de CaCl2 50 mM (4°C). Transferir para dois tubos e deixar no
gelo por 30 minutos.

5) Centrifugar a 2300rpm por 5 minutos a 4°C. Desprezar o
sobrenadante e cuidadosamente ressuspenda com CaCl, 50 mM a 4°C
(210pl/tubo) .

6) Usar apos 24 horas. (Manter no gelo no maximo quatro dias).
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9.1.6. Transformacéo de células competentes

1) Em microtubo estéril gelado adicionar 1ul DNA plasmidial e 50ul de
células competentes. Manter no gelo por 30 minutos. Se o DNA plasmidial for
proveniente de reacdo de ligagdo utilizar sempre a proporgdo 1:10:40
(Volume da reacgédo de ligagao:Volume de células competentes:Volume de
LB).

2) Transferir as células rapidamente para um banho a 42°C e incubar
por exatamente 45 segundos (choque térmico). Resfriar no gelo por 2
minutos.

3) Adicionar 200ul de meio LB em temperatura ambiente. Incubar sob
agitacao por 1 hora, 37°C.

4) Inocular 100-200ul de cada reagao de transformagao em placas de
LB sdlido contendo antibiético. Incubar a 37°C durante a noite.

5) Incluir um controle de células transformadas e ndo transformadas

em meio seletivo.
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9.2.

Aos

explicitados,

MEIOS DE CULTURA

meios

abaixo

relacionados, quando devidamente

foram suplementados com os antibidticos Tetraciclina

(12,5ug/ml) ou Canamicina (50ug/ml).

Meio de Cultura  Componentes Quantidades
NaCl 10g
Triptona 10g
LB Broth  Extrato de levedura  5g
Agua deionizada gsp 1L
Observacgao: Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5N e autoclavar.
NaCl 10g
Triptona 10g
Extrato de levedura 5g
LB-Agar Agar 20g
Agua deionizada gsp 1L
Observagao: Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5N, autoclavar, resfriar
até aproximadamente 50°C e deixar solidificar.
Agarose 0,7% (p/v)
LB Broth gsp 1L
LB Top Agar Observagao: Autoclavar, resfriar até aproximadamente 50°C e deixar
solidificar em placas de petri.
NaCl 5g
Extrato de levedura 5g
NZ Amina
(Hidrolisado de
NZY Agar Caseina) 10g
Agar 15¢g
Agua deionizada gsp 1L
Observagao: Ajustar o pH para 7,5 com NaOH 5N, autoclavar, resfriar
até aproximadamente 50°C e deixar solidificar.
NaCl 5g
MgSQO,.7H,0 29
Extrato de levedura 59
NZ Amina
NZYBroth iy rolisado de
Caseina) 10g
Agua deionizada gsp 1L
Observacao: Ajustar o pH para 7,5 com NaOH 5N e autoclavar.
Agarose 0,7% (p/v)
NZY Top Agar  \ 7 Broth qsp 1L
Triptona 35¢g
Extrato de levedura 20g
Super Broth  NaCl 59
Agua deionizada gsp 1L
Observacgao: Ajustar o pH para 7,5 com NaOH 5N e autoclavar.
NaCl 10g
Extrato de levedura 10g
Triptona 16g
2x YT Broth Agua deionizada gsp 1L

Observacéo:

Ajustar o pH para 7,5 com NaOH 5N e autoclavar.
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9.3. GEIS
Gel Comeonente Quantidade
TBE 3ml
Agua deionizada 27ml
Agarose 0,3g
Gel de Agarose Brometo de Etideo (10mg/ml) 1yl

Observacéo:

Fundir os componentes acima e deixar
resfriar até aproximadamente 50°C
para a adicao do Brometo de Etideo.

Gel de Agarose
desnaturante

MOPS 10X

Agua ¢/ DEPC (0,1%)
Agarose

Formaldeido 37%
Observacgao:

10ml

85ml

19

5,4ml

Fundir os componentes acima e deixar
resfriar até aproximadamente 50°C
para a adi¢cao do formaldeido.

Gel de Poliacrilamida
15% (5 géis — Hoefer)

Gel de corrida

Tris-HCI 2.0M pH 8.8

SDS 10%

Bis-Acrilamida (0,8%,30%)
Agua Mili-q

Temed

Persulfato de Amébnio
Observacgao:

11,25ml

300ul

15ml

8,95ml

37,5ul

184ul

Observar a polimerizagdo do gel no
becker para dar procedimento.

Tris-HCI 1.25M pH 6.8 432ul
SDS 10% 45l
Bis-Acrilamida (0,8%,30%) 675ul
Agua Mili-q 3,3ml
Gel de empilhamento Temed 11,25l
Persulfato de Amonio 33,75l
Observacgao: Observar a polimerizagdo do gel no
becker para dar guardar ou utilizar os
géis.
Tampao do Gel de Tris 36,349
Tricina SDS 0,3g
Agua Miliq gsp 100ml
Observacgao: Ajustar o pH para 8,45 com HCI
Tampéao de Corrida  Tris 6,055¢g
do Gel de Tricina Tricina 8,969
SDS 0,59
Agua Miliq gsp 500ml
Observacgao: Ajustar o pH para 8,25 com HCI
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9.4. SOLUCOES

Solugéo Comeonente Quantidade
TAE 10X Tris-acetato 400mM
EDTA 10mM
Tris base 108g
Acido Bérico 54g
EDTA 3,729
TBE 10X Agua deionizada 800ml
Observagao: Acertar o pH para 8 com HCI.
Agua deionizada gsp 1L
MOPS 200mM
Acetato de sddio 50mM
MOPS 10X Observagao: Ajustar o pH entre 6,5 e 7,0 com NaOH 5N. Nao
autoclavar.
Tris-HCI (pH 7,5) 500mM
Ligase 10X MgCI2 70mM
DTT 10mM
NaCl 5,89
MgS04.7H20 29
SM  Tris-HCI 1M (pH 7,5) 50ml
Gelatina 2% (p/v) 5ml
Agua deionizada gsp 1L
NaCl 175,39
Citrato de Sddio 88,29
SSC 20X Agua deionizada 800ml
Observagao Ajustar o pH em para 7 com NaOH 10N.
Agua deionizada gsp 1L
NaCl ™
STE 10X Tris-HCI (PH 7,5) 200mM
EDTA 100mM
MOPS 10X 160ul
Formamida 720ul
Formaldeido 37% 260ul
Agua (c/DEPC 0,1%) 100pl
Amostra de RNA  Glicerol estéril 80ul
Azul de Bromofenol
Saturado (BPB) 80ul

Brometo de Etidio
(10mg/ml) 100w
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9.5. ARQUIVOS DISPONIVEIS EM DISCO COMPACTO (CD)

/ Diretoério raiz
= avb3-ECH Complexo integrina o'Vf3-echistatina
Z) Desintegrinas Desintegrinas com estrutruras resolvidas mencionadas no trabalho
L) Inkegrinas Integrina aVb3 e sua forma complexada ao peptidio RGD
) Metaloproteases  Metaloproteases com estrutura resolvida mencionadas no trabalho
= 12 Qualidade Resultados de avaliagdes de qualidade de estruturas
B S 1P Avaliagdes de qualidade da flavoridina (usada como molde)
=0 Pracheck Resultados do programa PROCHECK
5 WerifyaD Resultados do programa VERIFY 3D
() What IF Resultados do programa WHATCHECK (WHATIF)
= C 1120 Avaliagdes de qualidade da trimestatina (usada como molde)
) Procheck Resultados do programa PROCHECK
L5 WerifyaD Resultados do programa VERIFY 3D
() What IF Resultados do programa WHATCHECK (WHATIF)
= [ avb3-DisBa-01  Avaliagdes de qualidade do complexo aVB3-DisBa-01 (modelada nesse trabalho)
=0 Pracheck Resultados do programa PROCHECK
) Werify 3D Resultados do programa VERIFY 3D
) Whatif Resultados do programa WHATCHECK (WHATIF)
=l [C5) DisBa-01 Avaliagdes de qualidade da DisBa-01 livre (modelada nesse trabalho)
) Procheck, Resultados do programa PROCHECK
) Werifyan Resultados do programa VERIFY 3D
() What IF Resultados do programa WHATCHECK (WHATIF)
=l ) ECH-avha Avaliagdes de qualidade da aVf3-echistatina (usada como molde)
0 Pracheck Resultados do programa PROCHECK
) Werify 3D Resultados do programa VERIFY 3D
) whatif Resultados do programa WHATCHECK (WHATIF)

L) Tese Modelos obtidos nesse trabalho





