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RESUMO

A integrina-azP+ € o principal receptor do colageno tipo |, o qual possui papel
essencial na adesdo de células normais e tumorais a matriz extracelular, bem
como no desenvolvimento de metastases. Portanto, desintegrinas que inibem
especificamente a ligagdo do colageno com a integrina-azB1, sdo importantes
ferramentas para o estudo do cancer metastatico e para o desenvolvimento de
derivados peptidicos inibidores de células tumorais invasivas (drogas
antimetastaticas). Foram isoladas do veneno da serpente Bothrops alternatus
,uma metalopeptidase (Alternagina) de 55 kDa e seu dominio processado,
Alternagina-C (ALT-C) (30 kDa). A ALT-C tem no dominio desintegrina a
sequéncia adesiva ECD ao invés da sequéncia RGD. Esta desintegrina-simile
inibe a adesdo mediada pelo colageno tipo | de células transfectadas K562-a.,31, €
a inibicdo é dose dependente (ICso- 100 nM). Assim, este projeto propés (1) o
estudo do efeito da ALT-C sobre células normais e tumorais através da realizagao
de ensaios biolégicos de adesao celular, migracéo e proliferagcao celulares, e (2)
Ensaios bioldgicos com peptideos sintéticos contendo a seqiéncia adesiva ECD
da ALT-C. A ALT-C inibiu a ades&o das linhagens celulares NITH3T3, MDA-MB-
231, HelLa, ECV-304 ao colageno tipo |, com uma ICs, de 0,95; 1,38; 1,66 e 2,2uM
respectivamente. Quando imobilizada em placas, a ALT-C promoveu a adesao
das linhagens NITH3T3, HeLa e ECV-304. A ALT-C néo foi capaz de desaderir
linhagens NITH3T3, HeLa e ECV-304, estando estas previamente aderidas ao seu
substrato. Em presenca de colageno tipo |, a ALT-C induziu a migragdo das
células MDA-MB-231 e, em altas concentracdes ela inibiu este efeito. A ALT-C
n&o exerceu efeito inibitdrio ou indutor sobre a adesao ou a migracao da linhagem
celular dependente de estrogeno MCF-7, que expressa baixos niveis da integrina-
ozB1 quando comparada com as demais linhagens estudadas. Quanto aos
peptideos sintéticos testados, mesmo em concentracdes mais elevadas nao foram
capazes de inibir a adesdo das células K562-a,31 de forma significativa. A ALT-C,
tanto na forma soluvel quanto na forma imobilizada ao plastico, induziu a
proliferacao celular em HUVECs e este efeito poderia estar relacionado com um
aumento da expressao de fatores de crescimento. Em células da linhagem
NITH3T3, a ALT-C na forma soluvel induziu de forma significativa a expressao de
VEGF. A ALT-C também aumentou a expressao de outros fatores de crescimento,
tais como IL-11, TGFp e EGR2 e 3, os quais provavelmente estdo envolvidos no
efeito positivo sobre a proliferacédo celular das HUVECs e outros tipos celulares.
Diante destes resultados, podemos concluir que a ALT-C pode vir a ser uma
potencial ferramenta terapéutica para modelos de estudo sobre o cancer e para o
desenho de farmacos que atuem especificamente em linhagens celulares tumorais
que expressem a integrina o231, inibindo a adesao destas ao colageno tipo I.



ABSTRACT

The af1 integrin is a major collagen receptor that plays an essential role in the
normal and tumor cells adhesion to the extracellular matrix, as well as in the
metastasis. Antagonists of integrins have been developed in order to provide
powerful therapeutic approaches for the several types of cancer and metastasis
treatment. A metalloproteinase/disintegrin was isolated, which is a specific inhibitor
of the collagen type | binding to a2+ integrin. This 55-kDa protein (Alternagin) and
its disintegrin-like 30-kDa domain Alternagin-C (ALT-C) were isolated from the
Bothrops alternatus — a brazilian snake - venom. This disintegrin-like domain has
an additional cysteine-rich domain, which is not found in RGD-disintegrins, and the
RGD motif is replaced by an ECD sequence. So, the purposes of the project were
(1) Evaluate the effect of ALT-C on tumor and non-tumor cell adhesion,
proliferation and migration, (2) To study the effects of ECD-motif derived peptides
on tumor and non-tumor cell adhesion. ALT-C inhibited the adhesion of NITH3T3,
human bladder ECV-304, human cervix HeLa and breast MDA-MB-231cells to
collagen type | (ICs of 2.2, 1.66, 1.38 and 0,95uM respectively). Besides, when
immobilized on plate wells, ALT-C supported the adhesion of these cell lines. ALT-
C did not detach cells which were previously bound to collagen type |. In the
presence of collagen type |, ALT-C stimulates the migration of MDA-MB-231 cells
and in greater concentrations it inhibits migration. ALT-C does not inhibit the
adhesion and the migration of estrogen dependent MCF-7 cells. ALT-C also
induces significant HUVEC proliferation in vivo, by up-regulating VEGF expression
in human fibroblasts and endothelial cells. ALT-C also strongly activates Akt/PKB
phosphorylation, a signaling event involved in endothelial survival and
angiogenesis. In addition, related to the up-regulation of the VEGF’s expression,
ALT-C up-regulates other growth factors expression involved in cell proliferation,
such as IL-11, TGFB, and EGR2 and 3, which are probably also involved on its
positive effect on HUVEC proliferation. These biological activities of ALT-C can be
useful in anti-cancer therapy experimental studies.
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1. INTRODUGAO

1.1. Origem das serpentes

O mundo das serpentes € fascinante, misterioso, podendo despertar tanto a
admiracdo quanto a repulsa na mesma intensidade... Além disso, € um mundo
cercado de mistificagbes; muitas sdo as lendas criadas, algumas delas absurdas
como aqueles velhos contos que falam das serpentes que hipnotizam pessoas ou
daquelas que dangam ao som das flautas!

As serpentes ja foram atribuidas diversas designacées: poder de renovagao
relacionado com a habilidade de trocar a pele, os povos antigos as consideravam
fonte de pecado e de todos os temores. Apesar disso, ha lugares onde a serpente
€ reverenciada, como na festa da Serpente, em uma regiédo da Italia.

Dentro da Alquimia a serpente era o simbolo da pedra filosofal, que se
refere ao infinito.

Até hoje o ouroboros, a serpente que come a si mesma, representa a
sabedoria e o tempo. Ja a serpente que mata e salva a vida, icone da
perpetualidade ancestral, é utilizada nos simbolos médicos e farmacéuticos.

O fato é que tanto a curiosidade quanto o medo das serpentes devem ser
tdo antigos quanto a propria historia da humanidade. As serpentes sdo predadores
como as aguias, os tubarbes e os ledes. Porém, devido a ignorancia popular,
muitas sdo mortas sem motivo algum, quando na verdade, apenas um pequeno
numero de espécies pode ser nocivo aos humanos, e desse, pouquissimas

espécies realmente podem matar um homem.



A palavra serpente tem origem latina: serpens + antis (Que se arrasta,
rastejante).

Sabe-se que as serpentes surgiram ha cerca de 100-150 milhdes de anos
no periodo Cretaceo Inferior, quando os dinossauros estavam em fase de
extingédo.

Ha duas hipdteses sobre a origem das serpentes, sendo que uma baseia-se
na semelhanga estrutural e ecoldgica entre alguns fésseis como a Dinilysia (80
milhdes de anos), com serpentes tais como a Cylindrophis (familia Aniliidae), e a
outra afirma que os Saurias (Lacertilia), grupo de lagartos, deram origem as
serpentes. Dentre as espécies mais primitivas e conhecidas destacou-se
primeiramente a Lapparenthphis defrennei, animal de habitos terrestres que viveu
na regido onde agora esta localizado o norte da Africa, ha 100-150 milhdes de
anos atras. Em segundo lugar esta a serpente marinha Simoliophis, cujo féssil
data de 100 milhdes de anos atras e que foi encontrada em regides da Europa e
norte da Africa (CABRAL, 1999).

Recentemente, as hipoteses foram contestadas, apds o descobrimento de
um fossil de 95 milhées de anos denominado Haasiophis terra sanctus, em
Jerusalém (TCHERNOV et al., 2000). TCHERNOQOV et al demonstraram que este
fossil apresenta caracteristicas 6sseas de serpentes evoluidas, que a presencga de
membros posteriores ndo indica ancestralidade e que a perda dos membros
nestes animais pode ter ocorrido varias vezes durante a evolugéo.

A Haasiophis terra sanctus é uma serpente de cerca de 70 centimetros, que

foi identificada como tal através da avaliagdo da mobilidade do cranio (alta



mobilidade com articulagao éssea diferente da dos lagartos), do numero e formato
das veértebras (do corpo, da regido cloacal e da base caudal). A estrutura craniana
revelou detalhes primitivos semelhantes ao da familia Aniliidae (bem primitiva) e
detalhes que se assemelham ao grupo dos macrostomatas (que podem abrir
muito a boca para engolir animais inteiros). O cranio é tipicamente serpentiforme e
0 membro posterior € bem desenvolvido, com fémur, tibia, fibula, tarso, metatarso

e falange (TCHERNOV et al., 2000; CIENCIA HOJE, 2000 p.31).

Atualmente existem aproximadamente 3000 espécies distintas, sendo que a
evolugao e a propagacao das serpentes vem ocorrendo com muito sucesso, pois
diferentes espécies sobreviveram em diferentes tipos de habitat e climas, sendo
as serpentes encontradas em quase todas as partes do planeta. No Brasil ja
foram catalogadas cerca de 260 espécies. Em decorréncia dessa diversidade, as
serpentes brasileiras tornaram-se animais desejados por laboratérios

internacionais.

1.2. Morfologia das serpentes

As serpentes possuem o corpo alongado, com seus 6rgaos acompanhando o

formato do corpo (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema da organizagao dos érgaos das serpentes.

Disponivel em: http://www.butantan.gov.br . Acesso: 04 out. 2004.

As serpentes sdo desprovidas de membros, cavidade do ouvido médio e
timpano, ouvido externo, palpebras moéveis, esterno e bexiga urinaria. Possui rins,
figado coracdo e pulmdes. A grande maioria das serpentes, cerca de 90%,
apresentam somente um pulmao, uma caracteristica dos grupos mais avangados.

O corpo € recoberto por escamas epidérmicas corneas, que Ssao
importantes na identificagao e classificagao das serpentes. As escamas da cabeca
podem ser bastante numerosas e pequenas, parecidas com as do dorso, como as
da familia Viperidae, que sdo peconhentas; ou escamas lisas e grandes em forma

de escudos ou placas cefédlicas, como as da familia colubridae, ndo pegconhentas.



Na parte ventral apresentam-se escamas grandes dispostas da cabeca até a
ponta da cauda, mas em cobras cegas e marinhas estas apresentam-se
pequenas, podendo ser também lisas, carenadas ou ainda peroladas. O numero
de escamas ventrais nas serpentes corresponde aproximadamente ao numero de
vértebras. Na parte inferior da cauda as escamas passam a ser chamadas de
caudais ou semicaudais e podem ser inteiras ou divididas. A fungcéo das escamas
€ evitar a perda de agua pela pele e diminuir o desgaste causado pelo atrito no
substrato. Os musculos sdo numerosos e bastante fortes, principalmente nas
serpentes constritoras como as jiboias, salamantas e sucuris. A tolerancia térmica
vai de 0 a 47 graus, mas a temperatura ideal é de 25 graus, sendo que
temperaturas muito discrepantes comprometem o metabolismo. As serpentes,
como os demais répteis sdo pecilotérmicos, ou seja, a sua temperatura varia de
acordo com a do ambiente (Manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por
animais pegonhentos, FUNASA, 2001).

Um dos mais apurados sentidos das serpentes esta localizado na lingua,
que recolhe do ar particulas que sdo levadas a um o6rgao interno, sensivel ao
calor, permitindo a serpente perceber a presengca ou a aproximagao de outros
animais, orientando suas atitudes de defesa ou ataque (Manual de diagndstico e
tratamento de acidentes por animais pegonhentos, FUNASA, 2001).

As serpentes podem ser classificadas em dois grupos basicos: as
peconhentas, que sdo aquelas que conseguem inocular seu veneno no corpo de
uma presa ou vitima, e as ndo pegonhentas, ambas encontradas no Brasil, nos

mais diferentes tipos de habitat, inclusive em ambientes urbanos.



A Fosseta Loreal € uma membrana rica em terminagdes nervosas ligadas
ao ceérebro, funcionando como um 6rgéo termo sensorial, permitindo a percepg¢ao
de variacbes minimas de temperatura da ordem de 0,003°C, num raio de cinco

metros. (Fluxograma 1).

Fosseta Loreal

Com Anais Caud
Coloridos (Pretos, . auda cem Cauda com
Cavda Lisa Escamas
Brancos e iod Chocalho
Vermelhos) Arrepiadas
Micrurus*® Bothrops Lachesis Crotalus
Méo
Peconhentas® Pegonhentas

Fluxograma 1: Diferenciagao das serpentes peconhentas e niao pegonhentas.

*As falsas corais podem apresentar o mesmo padrdao de coloragdo das corais
verdadeiras, sendo distinguidas pela auséncia de dentes inoculadores.

** Na Amazobnia ocorrem outras corais verdadeiras desprovidas de anéis vermelhos.
Extraido de: MINISTERIO DA SAUDE. FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE. Manual
de Diagndstico e Tratamento de Acidentes por Animais Pegonhentos. Brasilia, 2001.
112p.

1.3. Caracteristicas e distribuicao geografica das serpentes brasileiras de
importancia médica

1.3.1. Familia Viperidae

a) Género Bothrops (incluindo Bothriopsis e Porthidium)



Dentro deste género podemos encontrar aproximadamente 30 espécies,
distribuidas por todo o Brasil. Sdo conhecidas popularmente como jararaca,
ouricana, jararacugu, urutu-cruzeira, jararaca-do-rabo-branco, malhade-sapo,
patrona, surucucurana, combodia, caicara, e outras denominacdes. Estas
serpentes habitam zonas rurais e periferias de grandes cidades, preferindo
ambientes umidos como matas e areas cultivadas e locais onde tenha facilidade
para proliferacao de roedores (paidis, celeiros, depdsitos de lenha). Tém habitos
predominantemente noturnos ou crepusculares. Sentindo-se ameagadas, podem
apresentar comportamento agressivo, desferindo botes sem produzir ruidos (GUIA

DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).

b) Género Crotalus

Este género agrupa varias subespécies, pertencentes a espécie Crotalus
durissus. S&o mais conhecidas como cascavel, cascavel-quatro-ventas,
boicininga, maracambdia, maraca e outras denominag¢des populares. Podemos
encontrar estas espécies em campos abertos, areas secas, arenosas e
pedregosas e raramente na faixa litoranea. Ndo sao agressivas, mas quando
excitadas, denunciam sua presenca pelo ruido caracteristico do guizo ou chocalho

(GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).



c) Género Lachesis

Compreende a espécie Lachesis muta com duas subespécies. Sao
conhecidas por: surucucu, surucucu-pico-de-jaca, surucutinga, malha-de-fogo. A
surucucu € a maior das serpentes pegonhentas das Américas, atingindo até 3,5m.
Habitam areas florestais como Amazénia, Mata Atlantica e matas umidas do

Nordeste (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).

1.3.2. Familia Elapidae

a) Género Micrurus

O género Micrurus compreende 18 espécies, distribuidas por todo o Brasil.
Sao0 animais de pequeno e médio porte com tamanho de até 1 metro. Sdo também
conhecidas como coral, coral verdadeira ou boicora. Apresentam anéis vermelhos,
pretos e brancos em qualquer tipo de combinagdo. Na Regido Amazdnica e areas
limitrofes, s&o encontradas corais de cor marrom-escura (quase negra), com
manchas avermelhadas na regi&do ventral.

Em todo o Brasil, existem serpentes ndo peconhentas com o mesmo
padrao de coloragdo das corais verdadeiras, porém desprovidas de dentes
inoculadores. Diferem ainda na configuragao dos anéis que, em alguns casos, ndo
envolvem toda a circunferéncia do corpo. Sdo as chamadas falsas-corais (GUIA

DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).



1.3.3. Familia Colubridae

Algumas espécies do género Philodryas (P. olfersii, P. viridissimus e P.
patogoniensis) e Clelia (C. clelia plumbea) tém interesse médico, pois ha relatos
de quadro clinico de envenenamento. Sao conhecidas popularmente por cobra-
Cip6 ou cobra-verde (Philodryas) e mugurana ou cobra-preta (Clelia).

Possuem dentes inoculadores na porcdo posterior da boca e ndo apresentam
Fosseta Loreal. Para injetar o veneno, mordem e se prendem ao local (GUIA DE

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).

1.4. Acidentes ofidicos: distribuigcao, morbidade, mortalidade e letalidade.

No periodo de setembro a margo é observado um aumento do numero de
acidentes ofidicos, sendo que a maioria das notificagbes é proveniente da regiao
meridional do pais (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).
Cerca de 74% dos casos notificados sédo atribuidos as serpentes do género
Bothrops, 7% ao género Crotalus, 1,5% ao género Lachesis, 3% devido as
serpentes ndo pegonhentas e 0,5% provocados por Micrurus. Cerca de 70% dos
pacientes sao do sexo masculino e em 53% a faixa etaria concentrou-se entre 15
e 49 anos (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998). A
frequéncia de ataques nas pernas/pé é de 70%, antebragco/méo de 13%, todos
decorrentes da n&o utilizagdo de equipamentos minimos de protegao individual:

botas, sapatos, calcas e luvas. No Brasil sdo registrados anualmente 20.000



acidentes, com uma letalidade de 0,43%, sendo que o acidente crotalico tem a
pior evolucdo. Os valores detectados para os diversos tipos de acidentes sao
assim distribuidos: Botropico 0,31%, Crotalico 1,85%, Laquélico 0,95% e Elapidico
0,36%. Em cerca de 19% dos 6bitos n&o séo informados o género das serpentes

envolvidas (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — FUNASA, 1998).

1.5. Estudo dos venenos de serpentes

Tanto os venenos de serpentes quanto o isolamento e a caracterizacao de
seus componentes tém sido alvo de intensas pesquisas cientificas. Estes contém
uma mistura complexa de proteinas (cerca de 90% do peso seco do veneno
bruto), compostos orgénicos de baixa massa molecular e compostos inorganicos
com atividades biologicas diversas. A composigao dos venenos varia de acordo
com a idade do animal, da regiao geografica e com a sua alimentagéo. O sistema
vascular € o mais susceptivel aos venenos viperidicos, devido a presenca de
varias enzimas (proteases) com complexa variagdo na especificidade pelo
substrato. Entre os efeitos provocados por estas proteases encontram-se as
atividades procoagulante (SELISTRE E GIGLIO, 1987), hemorragica (SELISTRE
et al.,, 1990a; JOHNSON E OWNBY), anticoagulante (SELISTRE et al., 1990b;
fibrinolitica (GUAN et al., 1991), ativadora de plaquetas (SERRANO et al., 1995) e
inibidora de agregacéao plaquetaria (KINI E EVANS, 1991; FUJIMURA et al., 1995).

O veneno das familias das Elapidae e Hydrophiidae é altamente

neurotoxico, causando morte por bloqueio da transmissdo neuromuscular,



enquanto que o veneno das familias das Viperidae causa choque, coagulagao,
hemorragia sistémica e local, edema e necrose (NIEWIIAROWSKI et al., 1994). A
DLsp do veneno elapidico para camundongos chega a ser abaixo de 0,03mg/Kg de
peso.

Dentre as substancias presentes nos venenos destacam-se aquelas que
possuem tanto efeitos toxicos quanto efeitos terapéuticos, ou seja, sdo de
interesse médico: acetilcolinesterase (inibem a transmissdo nervosa tanto
autbnoma quanto involuntaria, podendo levar a parada cardiorrespiratoria), as
fosfolipases (mio e neurotdxicas), as hialuronidases que aumentam a perfuséo
entre os tecidos, as ADPases que inibem a agregacao plaquetaria, compostos que
afetam a hemostasia e aqueles que degradam as proteinas de matriz extracelular
e membrana basal endotelial (BJARNASON E FOX, 1994; KAMIGUTI et al., 1996;
MATSUI et al., 2000).

Com o intuito de exemplificar melhor a acdo de certos compostos obtidos a
partir do veneno de serpentes serdo apresentadas a seguir algumas definicdes
basicas sobre adesdo celular, matrix extracelular, metalopeptidases e

desintegrinas.

2. ADESAO CELULAR

O termo adesao celular descreve todas as formas de comunicagao celular

que ocorrem devido ao contato direto entre células ou entre células e matriz



extracelular. A adeséo seja de uma célula a outra ou de uma célula a matriz
extracelular é fundamental para diversos processos bioldgicos tais como
desenvolvimento, diferenciagdo, transducdo de sinais, resposta imunoldgica,
manutengcdo da estrutura tecidual, metastases tumorais e cicatrizacdo de

ferimentos (WAGNER E WYSS, 1994).

Muitos tecidos simples, incluindo a maior parte dos epitélios, sao derivados
de células precursoras cuja progénie sao impedidas de escaparem por ligagdes a
matriz extracelular a outras células ou a ambas. Porém, a medida que as células
vao sendo acumuladas, ao invés de simplesmente permanecerem unidas e
desorganizadas, vao formando uma arquitetura tecidual mantida ativamente por
adesdes seletivas que as células fazem e ajustam progressivamente. Assim, se as
células de tecidos embrionarios diferentes forem artificialmente misturadas, elas
espontaneamente ordenam-se, tentando restaurar a disposicdo normal
(PETRUZZELLI et al., 1999).

Tais adesbes seletivas sdo muito mais importantes no desenvolvimento de
tecidos de origem complexa, os quais envolvem migragao celular, onde uma
populacdo de células invade outra, e combina-se com outros tipos celulares,
formando uma estrutura ordenada. Para que esse processo ocorra, € necessario
que haja mecanismos para direcionar as células ao destino final, como a secreg¢ao
de compostos quimicos soluveis que atraiam células migrantes ou a disposigao de
moléculas adesivas na matriz extracelular ou na superficie de células para

conduzir as células migrantes pelas vias corretas. Uma vez que as células



migrantes cheguem ao seu destino, elas devem reconhecer e associar-se as
outras células semelhantes para formar o tecido (HYNES, 1999).

A adesao celular ocorre através das jungdes celulares, classificadas em (1)
jungdes “oclusivas”, que “selam” as células unidas impedindo que moléculas
pequenas passem do meio intra para o meio extracelular e vice-versa; (2) jungdes
ancoradouras que conectam mecanicamente uma célula a outra ou a matriz
extracelular através do citoesqueleto e (3) jungbes comunicantes que mediam a

passagem de sinais quimicos e elétricos entre as células e a matriz extracelular

(Figura 2).
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Figura 2: Tipos de jungdes celulares existentes em vertebrados.

Extraido de: www.sci.sdsu.edu/.../Exam keys/Image5.jpg Acesso em: 13/10/2004.

Em vertebrados, as jungdées ancoradouras dividem-se em (1) sitios de ligagéo
de filamentos de actina (jungbes aderentes célula-célula formando cinto de

adeséo, jungdes aderentes célula-matriz extracelular formando contatos focais) e



(2) sitios de ligagao de filamentos intermediarios (desmossomos — célula-célula e
hemidesmossomos — célula-matriz extracelular) (SASTRY E BURRIDGE, 2000).

As jungbes ancoradouras sao largamente distribuidas nos tecidos animais e
sdo mais abundantes nos tecidos onde ha uma maior tensdo mecanica como o
coragao, musculo e epiderme. Elas sdo compostas por duas classes de proteinas:
proteinas de ancoragem intracelular, que formam uma espécie de placa na face
citoplasmatica da membrana plasmatica e conectam o complexo juncional aos
flamentos de actina ou aos filamentos intermediarios e as proteinas
transmembranas de adesao, que possuem uma cauda citoplasmatica que se liga a
uma ou mais proteinas de adesao intracelular e um dominio extracelular que
interage com outros dominios extracelulares de outras proteinas transmembranas
especificas de outras células (SASTRY E BURRIDGE, 2000).

Além de ancorar proteinas e proteinas de adesao, as jun¢des ancoradouras
podem conter proteinas que sinalizam eventos intracelulares.

A base molecular da adesédo celular foi identificada ha mais de vinte anos
atras, e nessa época também foram descritas as primeiras moléculas envolvidas
na adeséo celular (WAGNER E WISS, 1994). Duas classes distintas de moléculas
de adesao célula-célula (CAMs) operam na maioria dos animais multicelulares,
uma dependente e outra independente de Ca®*, e as moléculas dependentes de
Ca?* parecem ser primariamente responsaveis pela adesdo celular que confere
especificidade tecidual em estagios embrionarios iniciais (WAGNER E WISS,

1994).



A estrutura primaria da maioria das moléculas de adesao ja foi determinada,
sendo assim, é possivel classifica-las em cinco diferentes grupos de familias de
moléculas de adesdo ou receptores de adesado de superficie celular: selectinas
(LASKY, 1992), caderinas (TAKEICHI, 1987), membros da superfamilia de
imunoglobulinas (Ilg) (BRUMMENDORF E RATHJEN, 1995), adressinas

(WAGNER E WISS, 1994) e as integrinas (HYNES, 1987) (Figura 3).
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Figura 3: Moléculas de adeséo celular. Extraido de: Sacco, P. et al. 1995.

As moléculas de adesdo podem interagir de forma homofilica (interagcéo

entre duas moléculas de adesédo iguais, ex. caderina-caderina) e/ou de forma



heterofilica (interagao entre duas moléculas de adesao diferentes, ex. fibronectina-

integrina).

2.1. Moléculas de Adesao Celular

2.1.1. Selectinas

As selectinas sdo uma familia de glicoproteinas de superficie celular que
possuem papel crucial na adesao célula-célula nos estagios iniciais dos processos
inflamatérios (VESTWEBER E BLANKS, 1999). As selectinas mediam o contato
entre células através da sua ligagédo a oligossacarideos especificos presentes na
superficie de outras células, ou pela sua ligagdo a outras glicoproteinas de
superficie, incluindo selectinas. As selectinas séo classificadas em L-, E- e P-
selectinas, dependendo do local onde estdo sendo expressas (leucécitos, células
endoteliais e plaquetas, respectivamente).

Todas as selectinas sao constituidas por um dominio N-terminal dependente
de calcio e responsavel pelo reconhecimento de carboidratos na superficie das
células, um dominio homdlogo a primeira repeticdo do fator de crescimento
epidermal (dominio EGF-simile) e um numero variavel de dominios similares ao
dominio encontrado em proteinas regulatorias do complemento (LOSTER E

HORSTKORTE, 2000)



2.2.2. Caderinas

As caderinas sdo uma familia de receptores de adesdao que mediam a
adesdo entre células de maneira estritamente homofilica e calcio-dependente.
Cerca de 11 tipos de caderina ja foram identificados em humanos. As primeiras
caderinas que foram descobertas foram nomeadas de acordo com o tecido em
que foram encontradas. Assim sendo, temos a E-caderina nas células epiteliais, a
N-Caderina em neurbnios, coragdo, musculo esquelético, cristalino e em
fibroblastos, a P-caderina na placenta, epiderme e epitélio mamario e a VE-
caderina em células endoteliais. As caderinas séo glicoproteinas transmembranas,
homodiméricas, formadas por 700-750 aminoacidos. A maior parte da cadeia
polipeptidica & extracelular e composta de 5 dominios, cada qual com 100 aas,
onde 4 destes dominios sdo homologos e contém sitios de ligagdo com calcio
(KOCH ET AL., 1999).

A E-caderina desempenha papel crucial no desenvolvimento, pois
geralmente esta concentrada nas jungbes aderentes em células epiteliais
maduras, auxiliando na conexao com o citoesqueleto de actina

Na auséncia de calcio as caderinas sofrem alteragcbes conformacionais e

sdo degradadas por enzimas proteoliticas (KOCH ET AL., 1999).



2.2.3. Superfamilia das Imunoglobulinas (lg)

Os membros da superfamilia das imunoglobulinas sdo compostos por um
ou mais dominios imunoglobulina-simile, mediando a ades&o homofilica entre
células de maneira calcio-independente, as quais sdo muito importantes durante
as varias etapas iniciais da embriogénese e da regeneracao. Entretanto, algumas
proteinas de adesao Ig-simile utilizam mecanismo de adesao heterofilico. Um dos
exemplos mais bem estudados é a molécula de adesao celular neural N-CAM, que
€ expressa por uma grande variedade de tipos celulares, incluindo algumas célula
nervosas. Ha aproximadamente 20 formas de N-CAM, obtidas por splicing
alternativo. Algumas formas de N-CAM carregam uma quantidade incomum de
acido sidlico e devido a sua carga negativa, a presenca desta cauda de acido
sialico esta relacionada com a diminuigdo da adesao celular (WAGNER E WISS,

1994).

2.2.4. Adressinas

Estas glicoproteinas foram detectadas pela primeira vez em células
endoteliais. S&o responsaveis pelo direcionamento dos linfocitos a 6rgaos
especificos como os linfonodos. Elas podem estar relacionadas aos movimentos
celulares. Sua estrutura ainda ndo foi resolvida (WAGNER E WISS, 1994).

A tabela a seguir ilustra as familias de moléculas de ades&o e suas

caracteristicas:



Tabela 1: Familias de moléculas de adesao celular.

Membros Dependéncia Homofilicaou Associagao Jungoes
das familias de Ca** ou Heterofilica com Celulares
Mg** citoesqueleto
Adesao Célula/ Célula
Caderinas E,N,P, VE. Sim Homofilica Filamentos de Juncobes
classicas actina aderentes
Caderinas Desmogleina Sim Homofilica Filamentos =~ Desmossomos
desmossomais intermediarios
Familias das Ig N-CAM Nao Ambas Desconhecido Né&o
Selectinas L-, E-, P- Sim Heterofilica Filamentos de Néo
actina
Integrinas (céls. allp2 Sim Heterofilica Filamentos de Nao
Sangue) actina
Adesao Célula/ Matriz Extracelular
Integrinas Varios tipos Sim Heterofilicas Filamentos de  Adeséo focal
actina
abp4 Sim Heterofilica Filamentos Hemides-
intermediarios MOosSsSomos
Proteoglicanas  Sindecanas Nao Heterofilicas  Filamentos de Nao

transmembranas

actina

Disponivel em: http://www.fasebj.org/cgi/conten/full/12/13/1331/F5. Acesso em: 30 set. 2004.

3. MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

Os tecidos ndo s&do formados apenas por células, sendo que uma grande

parte do volume tecidual é formado pelo espacgo extracelular, constituido por uma

rede de macromoléculas, a matriz extracelular (MEC). Ela € composta por uma

grande variedade de proteinas, polissacarideos e fatores de crescimento que sao

secretados localmente e agrupados dentro de uma espécie de malha, estando em




continua comunicagao com a superficie das células, sendo que a organizagao da

MEC é quem mantém a integridade estrutural dos tecidos (Figura 4).

Adesao célula- célula

Proteinas de conexéo

) intracelular
Moléculas

adesao celular , .
Proteinas do citoesqueleto

ades&o cel-MEC

— — ' Fibras de colageno

Glicosaminoglicanas Cerne da proteina Proteoglicana . .
da proteoglicana de da MEC Proteinas multiadesivas
superficie celular

Figura 4: Esquema proteinas da MEC e da superficie de membrana celular.

Extraido de: www.sci.sdsu.edu/.../Exam_keys/Image5.jpg Acesso em: 13/10/2004.

Na maioria do tecidos conectivos, as macromoléculas que constituem a
MEC sao produzidas e secretadas localmente pelos fibroblastos, que estao
situados dentro da MEC. Estas células auxiliam na organizacdo da MEC: a
orientacdo do citoesqueleto dentro da célula pode controlar a orientagédo da

produgdo dos componentes da MEC (GEIGER et al.,, 2000). Dentre estas



macromoléculas, destacam-se as glicosaminoglicanas (GAGs), as quais
frequentemente sdo encontradas ligadas covalentemente a proteinas
(proteoglicanas) e as proteinas fibrosas, incluindo o colageno, elastina,
fibronectina e laminina, que possuem as fungdes estruturais e adesivas.

No tecido conectivo, as moléculas de proteoglicanas formam uma espécie
de gel altamente hidratado, embebendo as proteinas fibrosas. Este gel resiste as
forcas compressivas ao mesmo tempo em que permite a difusdo de nutrientes,
metabdlitos e horménios entre a circulagdo sanguinea e os tecidos celulares.

Existem variagdes entre as quantidades e a disposi¢cao dos diferentes tipos
de macromoléculas da MEC, de acordo com o tecido circundado. Nos ossos e
dentes podemos encontrar a MEC como uma estrutura mais rigida e calcificada,
na coérnea encontramos uma MEC transparente e, na interface entre o tecido
conectivo e o epitélio podemos encontrar a lamina basal, que esta estreitamente
relacionada a regulagado do comportamento celular.

Todas as espécies que possuem tecidos conectivos tém uma MEC que
produz enzimas que regulam continuamente o remodelamento tecidual em varios
processos, tais como a embriogénese, morfogénese, desenvolvimento e em
estados patoldgicos, através da degradagao enzimatica e sintese de componentes
da MEC (VAN DEN STEEN et al., 2001). A expressao e ativagao destas enzimas
tém que ser estreitamente controlada para que a integridade do organismo possa
ser mantida. A importancia da checagem e do balango pelos quais as enzimas sao
ativadas ou inibidas € demonstrada nas condigdes onde o controle destes

mecanismos passa a nao funcionar corretamente. Tais patologias incluem desde



as reacoes inflamatodrias até a invasao de tecidos por células tumorais, as quais
estdo associadas com a degradagcdo excessiva da MEC (CUZNER E
OPDENAKKER, 1999). HAY (1995) mostrou que células mesenquimais derivadas
de epitélio primitivo, por exemplo, requerem um remodelamento dentro da MEC
para poderem atravessar o estroma e formarem tipos especificos de epitélio,
indicando que a manutencdo da diversidade celular €& dependente do
remodelamento da MEC (HAY, 1995). Estimulos biomecanicos também podem
induzir o remodelamento da MEC em tecidos conectivos macios (STREULI, 1999;
MANN et al., 2001). O remodelamento também é importante em numerosos
processos diferenciativos na fase adulta, incluindo a neovascularizagdo, a invasao
de trofoblastos, alteragdes das glandulas mamarias e do tecido uterino
(endométrio) durante o ciclo menstrual e a gestacdo (STREULI, 1999).

Da mesma maneira que ocorre com outras cascatas, tais como as dos
sistemas complemento e da coagulagdo sanguinea, as enzimas que realizam o
remodelamento da MEC sao varias e atuam tanto em série como em paralelo.
Dentre as enzimas responsaveis pelo remodelamento, seja ele fisioldgico ou
patolégico estdo a metalopeptidases da MEC (MMPs), a proteina morfogenética
O0ssea (BMP1), as serinoproteases, as peptidases de membranas adamalisinas-
relacionadas de mamiferos que contém dominios desintegrina e metalopeptidase
(ADAMS) e, mais recentemente, as ADAMTS (desintegrina e metalopeptidase de
mamiferos contendo um motivo adicional trombospondina-simile).

A maioria das enzimas da cascata de proteases também pode clivar

proteoliticamente os componentes da MEC. Cada enzima pode atuar sobre varios



substratos da MEC, muitos dos quais especificos: plasmina cliva fibrina, enquanto
que a colagenase intersticial (MMP-1) cliva colagenos nativos.

Durante todos estes processos, a transcrigdo génica dos componentes da
MEC e das enzimas responsaveis pelo remodelamento é regulada por fatores
enddcrinos, paracrinos e autdcrinos, bem como pelas interagbes célula-célula

(CUZNER E OPDENAKKER, 1999).

4. INTEGRINAS

O termo integrina foi proposto para designar receptores que integram o
citoesqueleto celular e a matriz extracelular (HYNES, 1987).

As integrinas diferem de receptores de superficie celular para hormdnios e
outras moléculas sinalizadoras soluveis porque se ligam aos ligantes com baixa
afinidade e normalmente estdo presentes a uma concentracdo de 10 a 100 vezes
maior na superficie da célula, o que permite que as células explorem o ambiente
sem perder sua ligagdo a matriz. Sdo receptores proteicos especialmente
importantes porque sdo a via principal tanto para a ligagdo como para responder a
matriz extracelular (HYNES, 1987).

As integrinas sao proteinas transmembranas, heterodiméricas, formadas por
duas subunidades glicoproteicas associadas por ligagdes nao-covalentes:

subunidade o (120 a 180 kDa) e subunidade 3 (90 a110 kDa).



Atualmente s&do conhecidos 24 heterodimeros de integrina formados por 8
tipos de subunidades 3 e 18 tipos de subunidades o como mostra a figura 5. O
“splicing” alternativo de alguns RNAs de integrinas aumentou esta diversidade. A
integrina mais bem estudada é a glicoproteina lIbllla (também conhecida como
integrina oy ipP3 ou CD41/CD61) de plaquetas, que reconhece a sequéncia RGD do
fibrinogénio e esta envolvida na agregacao plaquetaria. A cauda citoplasmatica da

integrina lIbllla interage com o citoesqueleto da célula (WAGNER E WYSS, 1994).

Figura 5: Esquema das subunidades a e B da integrina e subgrupos

Fonte: http://members.lycos.nl/jkoster/wallpapers/itgfamgrey.jpg Acesso em: 28/09/2004

As subunidades o possuem em seus dominios citoplasmaticos, sequéncias

altamente conservadas (Gly-Phe-Phe-Lys-Arg) que estdo relacionadas com a



transdugao de sinais ou com a interagao de suas duas subunidades (WAGNER E
WYSS, 1994).

Algumas integrinas parecem ligar-se a apenas um tipo de proteina da matriz
enquanto que outras ligam-se a mais de um tipo de proteina.

As integrinas sao receptores de adeséao celular cuja afinidade pelo ligante é
modulada por sinais intra e extracelulares. As integrinas sao divididas em varios
subgrupos, cujos componentes apresentam certas caracteristicas fisiologicas
semelhantes. Cada subgrupo possui ligantes e localizagdo especificos, como

mostra a tabela a seguir:

Tabela 2: Subunidades de integrinas e seus ligantes.

Subunidade B Subunidade a Ligante
B o4 Lm, Col
oo Col, Lm, a:3p4
o3 Fn, Lm, Col, Epi, Ent, a.,p1
o Fn (EILDV), VCAM o4
os Fn (RGDS)
Qg Lm, Ka, Epi
o7 Lm
og Osteopontin
Ol Lm, Tem, VCAM-1
av Fn, Vn
B2 (CD18) oL (LFA, CD11a) ICAM
oM (Macl, CD11b) IC3b, Fb, FX
aX (p150, 95, CD11c) IC3b
B3 (GPllla) allb (GPIIb) Fb, VWF, Fn, Vn, TSP
av (VNR) Vn, VWF, Fn, Fg, Ost, TSP, Te
Ba Og Lm, Ka

Bs av Vn




Be ov Fn

Bz (Bp) oly Fn (EILDV), VCAM
aE Caderina
Be v Vn

Abreviagdes: Lm — Laminina; Col — Colageno; Vn — Vitronctina; Fb — Fibrinogénio; VWF — Fator Von Willebrand; FX — Fator
X; ICAM — Molécula de Adesao Intracelular, células endoteliais; VCAM — Molécula de Adesao Vascular; Ka — Kalanin; Epi —
Epigrillin, Ent — Enctatin; Ost — Osteopontin; Te — tenascin; RGDS — Arg-Gly-Asp-Ser; EILDV — Glu-lle-Leu-Asp-Val; iC3b —
sistema complemento. (Extraida de PETRUZZELLI et al., 1999)

Muitas proteinas da matriz de vertebrados sao reconhecidas por varias
integrinas: pelo menos 8 integrinas se ligam a fibronectina e pelo menos 5 ligam-
se a laminina. As cadeias 1, que formam dimeros com no minimo 9 tipos cadeias
o diferentes, sdo encontradas em quase todas as células de vertebrados; asp1 € o
receptor para fibronectina, e agf1 € 0 receptor para laminina em varios tipos
celulares. As cadeias B2, que formam dimeros com trés tipos de cadeia o, sao
expressas exclusivamente na superficie das células brancas do sangue, e tém
funcdo essencial no recrutamento destas células nos processos inflamatérios e
infecciosos. Uma destas integrinas, a o 2, € também chamada de LFA-1 e a
outra, a integrina ampB2 € chamada Mac-1, porque € encontrada principalmente em
macréfagos. As integrinas 2, mediam principalmente interagdes célula-célula, pela
interagdo com ligantes especificos na outra célula, como as células endoteliais
que revestem os vasos sanguineos. As moléculas de adesao da superfamilia das
moléculas de imunoglobulinas de adesao celular também podem ligar-se as
integrinas através das ligacdes heterofilicas. As integrinas 3 sdo encontradas em
varias células, incluindo as plaquetas do sangue e células da linhagem dos

megacarioblastoides (PHILLIPS et al., 1991). Estas moléculas possuem um papel



decisivo na ativacdo das plaquetas (SHATILL et al.,, 1998). A integrina o3 €
encontrada principalmente nas células endoteliais dos vasos sanguineos e
participa ativamente da angiogénese. Experimentos demonstraram que esta
integrina aparenta ter grande importancia na manutengdo da sobrevivéncia de
algumas células. Antagonistas de integrinas tém sido pesquisados e
desenvolvidos no intuito de se encontrar ferramentas terapéuticas para o combate
ao cancer e outras doengas, tais como os anticorpos anti-subunidade-a,
(MITJANS et al., 1995). Diversas desintegrinas de venenos tém sido descritas
como inibidoras de ades&o de células cancerosas, migragao, crescimento tumoral
e desenvolvimento de metastases em modelos animais (KNUDSEN et al., 1988;
SHEU et al.,, 1992). A maioria das desintegrinas estudada possui a sequéncia
RGD, sendo, portanto, derivadas de metaloproteases da classe P-ll (HUANG &
NIEWIAROWSKI, 1994). A eristotatina e albolabrina inibem a adesdo de células
de melanoma a componentes da matriz extracelular, tais como fibronectina,
laminina e vitronectina (SOZKA et al., 1991). A echistatina, uma desintegrina-RGD
isolada do veneno da serpente Echis carinatus, induz a desadesido de células
previamente aderidas a finbronectina, promovendo uma regulagdo negativa da
fosforilagdo dependente da FAK (Staiano et al., 1997).

A contortrostatina, uma desintegrina dimérica isolada do veneno de
Agkistrodon contortrix contortrix, inibe a adeséo de células tumorais a fibronectina,
vitronectina, colageno tipo |, a indugdo de metastase de células de melanoma em

camundongos (Trikha et al., 1994) e inibe a angioénese in vivo (MYLES et al.,



1994). Ela também se liga as integrina asp1 € a,p3, inibindo a migragdo de células
tumorais e angiogénese (Zhou et al., 2000), diminuindo significativamente o
numero de metastases pulmonares em animais injetados com células de
melanoma (BEVIGLIA et al.,, 1995).Também induz a fosforilagdo de varias
proteinas envolvidas na via de sinalizacdo mediada por integrinas (Ritter &
Markland, 2001). A salmosina, proteina isolada do veneno da serpente
Agkistrodon halys brevicaudus, inibiu a adesdo de células de melanoma a
proteinas da matriz extracelular, migragdo em matrigel e proliferacdo (Kang et al.,
1999). A jararagina, uma desintegrina-ECD isolada do veneno de Bothrops
Jararaca, inibiu a adesao de plaquetas ao colageno (Kamiguti et al., 1991), embora
tenha sido demonstrado a acao proteolitica da jararagina sobre a integrina azp1. A
jararagina também inibiu a adesao e migragao de células tumorais, diminuindo o
numero de metastases in vivo (Correa Jr. et al., 2002).

Com o bloqueio da integrina a,f3 com anticorpos ou peptideos, houve a
inibicdo da angiogénese através da indugédo da apoptose de células angiogénicas
proliferativas. Antagonistas de outras integrinas ndo produzem o mesmo resultado
e a especificidade depende da natureza do estimulo angiogénico. (MEREDITH E
SCHWARTZ, 1997).

Ja foi evidenciado que durante a progressao tumoral ha uma alteragao no
padrédo de expressao da integrina asf+. Isto foi observado quando a expresséo
desta integrina em melanomas primarios era baixa, ao passo que em melanomas

metastaticos o nivel de expressao subiu muito (MORINI et al., 2000). A expresséao



desta integrina também foi alterada em células metastaticas de carcinoma
mamario. Também foi encontrada uma correlagéo entre a presenga desta integrina
e da integrina-a2B+. € a habilidade de diferentes tipos de células tumorais aderirem
ao 0sso cortical para metastatiza-lo (LUNDSTROM et al., 1998).

Durante a cicatrizagdo de ferimentos HEINO (2000) mostrou que a expressao
da integrina-a131. em fibroblastos era diminuida, enquanto que a expressao da
integrina-oop1era sensivelmente aumentada. Isto é devido a acdo de fatores de
crescimento tais como o TGF-B (Fator de crescimento transformante do tipo beta)
e PDGF (Fator de crescimento derivado de plaqueta). Esta integrina estaria
relacionada com a cicatrizagdo e formagao de fibrose tecidual, juntamente com o
colageno. IVASKA E HEINO (2000) também mostraram que a regulagdo da
producdo de MMPs pelas integrinas € muito importante na migragcao célula, na
cicatrizacgao tecidual e na invasao dos tecidos por células tumorais.

A integrina-azf¢1 também esta relacionada com o recrutamento de leucécitos
polimorfonucleares para o local de inflamagéao através da ligagdo com o colageno.
A comprovacéo foi obtida através de experimento onde a locomocgao de leucécito
polimorfonuclear pode ser inibida in vitro e in vivo pelo bloqueio desta integrina
com anticorpo anti-subunidade-a, (WERR et al., 2000). Outro fato que confirmou
este resultado € que esta integrina ndo é detectada na superficie de leucdcitos
polimorfonucleares circulantes no sangue, sendo somente detectada quando estes

extravazam para dentro da pele ou cavidade peritoneal (WERR et al., 2000).



SENGER et al. (2002) sugeriram que o VEGF possa induzir a expressao das
integrinas a1B1e azPipelas células endoteliais da microcirculagédo, indicando que
estas integrinas sdo importantes para o mecanismo pelo qual o VEGF promove a
angiogénese.

As moléculas da superficie celular, que sao as moléculas de adesao
intracelular (ICAM-1 e ICAM-2), as moléculas de adesao da mucosa (MadCAM-1),
as moléculas de adesao celular vascular (VCAM-1) e as proteinas contidas na
matriz extracelular (vitronectina, fibrinogénio, fibronectina e o iC3b do sistema
complemento) sdo os ligantes preferenciais da integrinas (SPRINGER, 1990;
1994).

Algumas integrinas também estdo envolvidas na modulagdo da secrecao de
MMPs durante a progresséo tumoral (CHINTALA et al., 1996). As MMPs, ao lado
das integrinas e dos fatores de crescimento, desempenham um papel crucial

durante varios processos fisiolégicos e patolégicos, como veremos a seguir.

5. METALOPEPTIDASES

5.1. Metalopeptidases de Matriz Extracelular (MMPs)

As MMPs sao um grupo de hidrolases do tipo endopeptidases, classificadas
em quatro subgrupos principais, de acordo com a estruturas dos seus dominios

(NAGASE E WOESSNER, 1999; BODE et al., 1999) (Fluxograma 2).
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Fluxograma 2: Classificagcdo das metaloendopeptidases. Extraido de: Barret E Woessner

eds. Handbook of Proteolytic Enzymes. Academic Press, 1998

Estas endopeptidases dependem da ligagdo de um metal, geralmente o
zinco, em seu sitio ativo para serem cataliticamente ativas. A familia das MMPs é
caracterizada pela presenga de dominios protéicos conservados: um pré-dominio
um dominio ativo (dominio de ligagdo com o ion zinco) (NAGASE E
WOESSNER, 1999). O dominio de ligagcdo com o ion zinco contém a sequéncia
altamente conservada HEXGHXXGXXH, na qual trés histidinas sdo responsaveis
para a coordenacao do ion catalitico zinco. Juntamente com o dominio ativo, elas
contituem o sitio ativo, do qual a estrutura tridimensional é altamente semelhante

nos diferentes tipos de MMPs (MORGUNOVA et al., 1999). As MMPs participam



de varios processos fisioldgicos como o remodelamento tecidual, o enovelamento
protéico, a angiogénese e a fertilizagdo (DeCLERCK, 2000).

Em mamiferos, o nivel constitutivo de expressdo de genes para MMPs é
baixo, e uma superexpressdo de MMPs pode desencadear diversos estados
patolégicos, tais como Mal de Alzeihmer, Artrite, Aterosclerose, Cancer (CURRAN
E MURRAY, 2000). A modulagdo da expressao das MMPs é realizada através da
inibicdo da transcricdo génica, produgdo de inibidores especificos de MMPs
(TIMPs) e da expressao de MMPs na forma de zimogénio (LAFLEUR et al., 2001).

A Gelatinase B (MMP-9) é um exemplo de MMP tipica, importante para a
migragéo de diferentes tipos celulares, incluindo as células tumorais, devido a sua
habilidade de degradar membranas basais e componentes da MEC, tais como
colageno, elastina e agrecana (PRUIJT et al., 1999) permitindo com isso, o
extravasamento das células. Ela também desempenha papel crucial na formacéao
de novos vasos, processo essencial para o desenvolvimento e manutencdo dos
tumores (BERGERS et al., 2000). Células de carcinoma utilizam as MMPs para
digerir a membrana basal, invadir tecidos vizinhos e metastatizar diferentes 6rgaos
(CHANG E WERB, 2001). A producdo de MMPs através do estroma (fibroblasto,
células endoteliais e inflamatérias) € regulada pelas célula tumorais através da
expressao de citocinas e indutores de MMPs. Um outro exemplo € o do TGF-
(Fator de Crescimento Transformante do tipo B), importante para sinalizar e
modular o equilibrio entre a formacgao/reabsor¢ao de osso fisiolégica, e YU E

STAMENKOVIC, 2001 mostraram que, in vitro, as MMP-9 e MMP-2 podem clivar



proteoliticamente o TGF-p e com isso ativa-lo (este possivelmente € um dos
mecanismos de ativagdo do TGF-).

Durante a ocorréncia de patologias vasculares, o balango entre as
proteases e seus inibidores é temporariamente destruido através da inducéo da
expressao génica de MMPs em células vasculares ou pela secregao de enzimas
pelas células inflamatérias (JACOB, 2003). Se este desbalango perdurar por um
longo periodo de tempo, pode ocorrer a estenose ou a dilatacdo dos vasos,

causando doengas como a aterosclerose e o aneurisma (JACOB, 2003).

5.2 — Metalopeptidases e desintegrinas de Mamiferos (ADAMs)

As ADAMs sao proteinas transmembranas cuja estrutura é formada por
dominios: um pré-dominio, um dominio metalopeptidase, uma dominio
desintegrina-simile, um dominio rico em cisteina, um dominio contendo um motivo
Fator de Crescimento-simile, uma regido transmembrana e cauda citoplasmatica
(WOLFSBERG et al., 1995). Esta organizagdo em dominio sugere que as ADAMs
possam desempenhar importantes fungdes fisiolégicas em varios processos,
incluindo protedlise, interagdes célula-célula e célula-MEC e sinalizagao celular
(BLACK E WHITE, 1998). As primeiras ADAMs estavam relacionadas com os
processos reprodutivos como a espermatogénese e a fusdo dvulo-espermatozoéide
(WOLFSBERG E WHITE, 1996; MYLES E PRIMAKOFF, 1997; CHO et al., 1998).

Ha uma grande homologia entre o dominio desintegrina destas moléculas e o das



metalopeptidases de venenos de serpentes (SVMPs), mas nas ADAMs a
sequéncia adesiva presente neste dominio , com excecdo da ADAM 15, ndo é o
tripeptideo RGD como acontece com as SVMPs (ETO et al., 2000). Mais de 30
ADAMs foram identificadas até o momento, mas menos de um terco destas foi
caracterizado (HORIUCHI et al., 2003). As ADAMs podem ser encontradas na
forma soluvel ou associadas com a MEC ou ainda na superficie de membranas
celulares (STREULI, 1999). Algumas ADAMS-T (ADAM com repeticées do tipo-1
da trombospondina) podem clivar componentes da MEC (KUNO et al., 1999). A
ADAMT-4 € a principal agrecanase envolvida na degradagdo de cartilagem na
doencga artritica, mas também pode ser encontrada nos pulmdes, cérebro e
coragdo, sugerindo que esta ADAMT possa desempenhar também papel
fisiolégico (TORTORELLA et al., 1999).

Estudos acerca dos mecanismos que envolvem o desenvolvimento de
tumores indicam que as MMPs e as ADAMs sao proteinas-chave para a
disseminagao tumoral, onde as MMPs induzem o crescimento ou a sobrevivéncia
de tumores, a invasao, a angiogénese e as metastases, enquanto que as ADAMs
estdo relacionadas com a sinalizagao intracelular e adesao celular (STERNLICHT
E WERB, 2001). Estudos mostram que as ADAMs comportam-se como moléculas
de adeséo celular através da ligagdo com integrinas e sindecanas (HORIUCHI et
al., 2003). As ADAMSs, ao se ligarem as integrinas, deslocariam estas do seu alvo
na MEC, liberando entdo a células do seu substrato. Além disso, a ligacdo do
dominio desintegrina com integrinas das células adjacentes pode direcionar MMPs

para o sitio de interagdo integrina/MEC, resultando na degradagédo da MEC e



facilitando a migragao celular (MARTIN et al., 2002). O dominio rico em cisteina
das ADAMs esta relacionado com a capacidade de promover a fusdo de
membranas (WOLFSBERG, 1995). As ADAMs estdo envolvidas na fertilizagdo
(ADAMs 1, 2 e 3) (CHEN E SAMPSON., 1999), fusdo de musculos (meltrin-a,
ADAM 12)(GILPIN et al., 1998), liberacdo do Fator de Necrose Tumoral na
membrana plasmatica (ADAM 17) (WERB E YAN, 1998) e progressao de tumores

de origem neural (neuroblastomas — ADAM 23) (SANTIAGO et al., 2000).

5.3. MMPs, ADAMs e fatores de crescimento

Para que ocorra o crescimento tumoral € necessario que haja autonomia da
massa tumoral quanto a sua capacidade de migrar, proliferar e de obter nutrientes
através da formacgao de novos vasos sanguineos (angiogénese) originados a partir
de vasos pré —existentes (neoangiogénese). Para que um tumor se desenvolva, é
necessario que ele seja capaz de induzir a liberagdo de fatores estimuladores de
crescimento pelas células vizinhas e por ele mesmo. As ADAMs e as MMPs
participam da protedlise da superficie celular, levando a liberacdo de fatores de
crescimento ou formas precursoras destes (DARREN E COURTNEIDGE, 2003).

Os fatores de crescimento sdo componentes criticos para a manutengao da
viabilidade celular e das estruturas adjacentes, por também regularem a

proliferacao, a migragao e diferenciagao celulares e também a apoptose.



As interacbes controladas pelos fatores de crescimento sdo altamente
complexas, dependentes do meio extracelular, dos efeitos de outros fatores de
crescimento e mecanismos regulatorios que afetam as células. O desbalango
destes fatores pode levar o organismo a varias desordens (KLESKLER E
SHEARDOWN, 2004)

Entre os fatores de crescimento conhecidos, sera dada uma maior énfase
ao VEGF (Fator de Crescimento de Endotélio de Vaso), ja que o objeto de estudo
desta tese foi exatamente uma proteina tipo-desintegrina, que possui atividade

modulatéria sobre este fator de crescimento.

6. ANGIOGENESE

A angiogénese € o processo de formagado de novos vasos, importante tanto
em condigdes normais, quanto em condi¢cdes patolégicas. A angiogénese ocorre
naturalmente no organismo durante o desenvolvimento embrionario e em resposta
a cicatrizacao de ferimentos para a restauragado do fluxo sanguineo nos tecidos
lesados. Em fémeas, a angiogénese ocorre também durante o ciclo reprodutivo
mensal (para a reconstru¢do da camada uterina interna e maturagao do évulo
durante a ovulagdo) e durante a gravidez (para a formagdo da placenta, a
circulagao entre a méae e feto) (Tonini et al., 2003). O controle da angiogénese se
da através da regulacao entre fatores pré e anti-angiogénicos no organismo.

Quando os fatores pro-angiogénicos sdo produzidos em concentragdes

maiores que os fatores anti-angiogénicos, da-se a formagdo de novos vasos



(angiogénese). Em condigdes normais, o organismo € capaz de manter o
equilibrio entre os moduladores angiogénicos. Nas situagdes onde o organismo
perde a capacidade de modular a angiogénese, surgem as patologias
relacionadas a essa perda (Tonini et al., 2003).

A angiogénese excessiva ocorre em doengas como cancer (tumores solidos
ou hematoldgicos), doencas cardiovasculares (aterosclerose), degeneragao
muscular relacionada a idade, cegueira ocasionada pelo diabetes (retinopatia
diabética), inflamacgdes crénicas (artrite reumatoide, doenga de Crohn), psoriase
(lesbes caracterizadas pelo aumento do calibre do comprimento de vasos
presentes na derme), endometriose e adiposidades (HANAHAN E FOLKMAN,
1996). Nessas patologias, 0s novos vasos sanguineos nutrem os tecidos doentes
e, no caso do cancer, permitem as células tumorais atingirem a circulagao
sanguinea normal e alcangar outros 6rgaos, processo denominado metastase.

Por outro lado, patologias como a dificuldade na cicatrizagdo de tecidos
isquémicos e faléncia cardiaca sao decorrentes da angiogénese insuficiente
(CARMELIET et al, 1999; FERRARA E ALITALO, 1999) (a angiogénese
insuficiente ocorre quando os tecidos ndo sédo capazes de produzir quantidades
adequadas de fatores pré-angiogénicos).

Durante a angiogénese, o crescimento das células endoteliais, migragéo e a
formagao de tubos séo regulados por fatores pr6 e anti-angiogénicos, proteases
que degradam a MEC e interacdes entre as células e a MEC (SCOTTILE, 2003). A
angiogénese é dirigida por numerosos mediadores produzidos por diversos tipos

celulares sob uma variedade grande de condigbes. Estes mediadores podem ser



fatores de crescimento soluveis, ligados a MEC ou a membrana celular ou
componentes da prépria MEC.

A remodelagem vascular envolve tanto o crescimento quanto a regresséo
dos vasos sanguineos, eventos fisiolégicos importantes principalmente na
infancia, durante o crescimento de tecidos e 6rgédos dos diferentes sistemas
organicos. A remodelagem, porém, esta presente também no adulto, como no
crescimento dos cabelos, no reparo de tecidos lesionados e no ciclo reprodutivo
feminino (vascularizagdo dos ovarios, vias genitais, glandulas mamarias e na
organizagao da placenta).

Um dos fatores de crescimento mais bem estudados e um dos mais
potentes fatores pro-angiogénicos € o VEGF, descoberto por Dorak e colegas em
meados dos anos 80 (SENGER et al., 1983).

A familia VEGF inclui o VEGF-A, -B, -C, -D, -E e o fator de crescimento
placentario. Através de “splicing alternativo” podem ser encontradas as seguintes
isoformas do VEGF: com 121, 145, 148, 162, 165, 165b, 183, 189 e 206
aminoacidos, sendo as isoformas mais comumente encontradas aquelas contendo
121 e 165 aminoacidos (MATSUMOTO et al., 2001; CROSS et al., 2003; EUBANK
et al., 2003), todas diferindo entre si quanto a habilidade de se ligar ao sulfato de
heparana e a MEC.

Os receptores de VEGF sao expressos em células endoteliais de adultos e
na maioria das células durante a embriogénese. Em adultos, o VEGFR-1 é
expresso em monocitos, em células mesangiais renais, células musculares lisas e

células endoteliais, enquanto que o VEGFR-2 é expresso em células do ducto



pancreatico, células progenitoras da retina e células hematopoiéticas
(MATSUMOTO et al, 2001).

Os VEGFR nao agem sozinhos, mas sim contam com proteinas acessorias
e co-receptores para regular a sinalizagdo. Estas proteinas acessorias incluem as
caderinas, integrinas, neuropilinas, heparina e proteoglicanas de sulfato de
heparana (MATSUMOTO et al., 2001).

O VEGF ¢ o principal fator de crescimento relacionado com a angiogénese,
dada a sua habilidade de induzir vasodilatacdo via producdo de NO endotelial, o
que aumenta a permeabilidade das célula endoteliais (ZICHE et al., 1997). Além
deste efeito vasodilatador, o VEGF pode induzir a expressdo de proteases e
receptores importantes na invasao celular e no remodelamento, prevenindo com
isso a apoptose (GRIFFIOEN E MOLEMA, 2003). Com relagdo a angiogénese
anormal, o VEGF-A é a isoforma mais relacionada com os efeitos patologicos
sobre as células endoteliais e o VEGFR-2 é o seu principal mediador (CROSS,

2003).

6.1. Sinalizagao mediada pelo VEGF e outros fatores de crescimento

A ligagdo com o VEGF/EGF induz a dimerizagdo do receptor e a
autofosforilacdo nos residuos de tirosina. Estas fosfotirosinas funcionam como
sitios de ancoragem para moléculas sinalizadoras como o complexo Grb2-SOS, o
qual ativa a proteina-G Ras através da estimulacdo da troca da Guanosina

Difosfato pela Guanosina Trifosfato. Esta troca faz com que haja uma mudanga



conformacional na Ras fazendo com que ela se ligue a Raf-1, recrutando-a do
citosol para a membrana celular, onde a Raf-1 é ativada. A ativacdo da Raf-1 € um
processo que envolve varias etapas de defosforilacdo de sitios inibitdrios pela
fosfatase 2A (PP2A), bem como a fosforilagdo de sitios ativadores pela PAK
(quinase ativada-p21), familia Src e outras quinases. A Raf-1 ativada fosforila e
ativa a MEK (MAPK/ERK quinase), a qual fosforila e ativa a quinase regulada por
sinal extracelular ERK (CROSS et al., 2003).

A cascata de quinases € estruturada pela KSR (quinase supressora de
Ras). A ERK ativada tem varios substratos no citosol (proteinas do citoesqueleto,
fosfolipase A2, receptores de tirosinas quinases, receptores de estrogenos, SOS,
proteinas transdutoras e ativadas de transcricdo (STATs) e outras. A ERK também
pode entrar no nucleo para controlar a expressao génica através da fosforilagao
dos fatores de transcricdo como a ELK-1 e outras proteinas da familia Ets
(CROSS, 2003), sendo esta a via utilizada pelo VEGF para a indugdo do
crescimento de células endoteliais na angiogénese (CROSS et al., 2003) (Figura

6).
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Figura 6: Via de sinalizagao Ras-Raf-MEK-ERK.
Fonte: http//:ww.-ermm.cbcu.com.oc.uk/02004404h.htm Acesso em: 17/10/2004

6.1.2. FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos)

Os membros da familia FGF também s&o potentes indutores de

angiogénese. As respostas celulares mediadas pelos FGFs incluem migragao

celular, proliferacao e diferenciagcdo (KANDA et al.,, 1997). A familia FGF é

formada por 9 peptideos estruturalmente relacionados, dos quais o FGF-1 (FGF

acido) e o FGF-2 (FGF basico) foram os mais estudados até o momento.



Os efeitos celulares dos FGFs sao mediados via ligagao especifica de alta
afinidade com receptores de tirosina quinase (KLEIN et al., 1997). Além destes,
existem os receptores de FGF de baixa afinidade que sao as proteoglicanas de
sulfato de heparana, encontradas tanto na superficie celular como na MEC (KLEIN
et al., 1997). A dimerizagao do receptor pelo FGF é facilitada pela heparina. Isso
resulta na ativagdo da proteina quinase e na autofosforilagdo do receptor. Esta
autofosforilacdo permite a ligagdo com proteinas adaptadoras tais como a Grb2,
Shc e subsequentemente ativar a via Ras/Raf-MAPK, que por sua vez induz a
proliferacao de células endoteliais (KLEIN et al, 1997). A ativacdo da p42MAPK
também esta implicada na resposta ao FGF para a motilidade das células
endoteliais.

O FGF-1 pode ser endocitado e transportado para o nucleo das células,
afetando o ciclo celular na fase tardia G1, promovendo a transigdo para o estagio

S (IMAMURA et al., 1994).

7. METALOPEPTIDASES DE VENENOS DE SERPENTES (SVMPS).

As SVMPs sao sintetizadas na glandula produtora de veneno como proteinas
contendo multidominios, incluindo o dominio pré-enzima e o dominio zinco-
protease altamente conservado (HITE et al., 1994; SELISTRE de ARAUJO E

OWNBY, 1997).



As metaloproteases de venenos de serpentes (SVMP) digerem componentes
da matriz extracelular, tais como colageno, laminina e fibronectina, provocando
hemorragia local e sistémica nos envenenamentos crotalicos e viperidicos
(BARAMOVA et al., 1989), sendo frequentemente chamadas de hemorraginas. As
ADAMs e as SVMPs pertencem a superfamilia das zinco-metaloproteases
(STOCKER et al., 1995). Uma diferenga importante entre estas duas proteinas, é
que as SVMPs sao proteases ativas, enquanto que cerca de metade das ADAMs
tém alteracbes nas suas sequéncias relacionadas ao zinco, resultando na perda
da atividade proteolitica (BLACK E WHITE, 1998).

Foi sugerido que a regido rica em cisteina da ADAM 12 humana mediava a
adesdo de células tumorais (IBA et al., 1999, ZOLKIEWSKA, 1999). Mais
recentemente, foi demonstrado que o dominio rico em cisteina recombinante da
Atrolisin-A, uma metalopeptidase obtida do veneno da serpente Crotalus atrox,
inibe a ligagao das células MG-63 ao colageno (JIA et al., 2000).

As SVMPs sao divididas em quatro classes (Pl a PIV), de acordo com a
massa molecular e a organizagdo dos dominios (BJARNASON E FOX, 1994). A
classe Pl inclui as SVMPs pequenas, com massa molecular até 24,000 KDa, com
pouca ou nenhuma atividade hemorragica. A classe PII inclui proteinas de médio
tamanho e a classe PIll é representada pelas grandes proteinas hemorragicas
com massa molecular ao redor de 55.000 Da, as quais sao consideradas as mais
potentes toxinas hemorragicas. Dentro da classe PIV foi descrito somente uma
proteina de 95.000 kDa, na qual a atividade hemorragica é muito baixa

(BUJARNASON E FOX, 1994). Membros das classes PIl possuem, além do



dominio catalitico, um dominio desintegrina, que geralmente €& processado
liberando as desintegrinas livres. Os membros da classe PlIl possuem, além dos
dominios cataliticos e desintegrina, um dominio rico em cisteina de fungao ainda
nao muito clara, mas que parece funcionar como uma molécula de adesao. Esta
diversidade na regido C-terminal das SVMPs sugere que estas proteinas possam
ser produtos de “splicing” alternativo a partir de precursores comuns, embora

ainda nao existam evidéncias experimentais para esta hipétese (Figura 5).
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FIGURA 7 — Diagrama esquematico da estrutura das classes de metaloproteases de venenos de
serpente. Extraido de: BJARNASON E FOX, 1994.

8. DESINTEGRINAS



O termo desintegrina foi usado pela primeira vez em 1989 para descrever
um grupo de moléculas de baixo peso molecular (5-9 kDa), ricos em cisteina,
derivados de venenos de serpentes, os quais interagiam com receptores da
superficie celular (DENNIS et al., 1989; GOULD et al., 1990; NIEWIAROWISK et
al., 1994; MACLANE eta I., 1998; HUANG, 1998).

Desintegrinas sédo potentes inibidores da agregacado plaquetaria. Algumas
desintegrinas possuem a sequéncia adesiva RGD através da qual se ligam
especificamente ao receptor de fibrinogénio, glicoproteina llb/llla de membrana de
plaquetas (integrina oui/B3), 0 que resulta em inibicdo da agregacéo plaquetaria
dependente de fibrinogénio (HUANG E NIEWIAROWSKI, 1994). Diversas
desintegrinas foram isoladas e caracterizadas de diferentes venenos de serpentes
e sanguessugas, Unicas fontes destes potentes inibidores de agregacao
plaquetaria. O dominio desintegrina apresenta uma grande diversidade estrutural
e funcional. As desintegrinas derivadas das SVMP da classe PIl sdo normalmente
pequenas (5-8 kDa), e geralmente contém a sequéncia adesiva RGD (HUANG E
NIEWIAROWSKI, 1994). Outras desintegrinas apresentam modificagbes na regido
do “loop RGD”, com substituigdes do residuo de arginina, resultando em alteragao
de especificidade. A barbourina € um exemplo de desintegrina ndo RGD, que
possui a sequéncia Lys-Gly-Asp (KGD) (SCARBOUROUGH et al., 1991). Ja o
processamento do dominio desintegrina das SVMP da classe PIIlI gera proteinas
maiores (“desintegrina-like”), com massa molecular em torno de 30 kDa, e que n&o

possuem a sequéncia RGD. A sequéncia adesiva nestas proteinas parece ser o



tripeptideo D/ECD (JIA et al., 1997). Estas proteinas possuem ainda uma
extensao C-terminal rica em cisteina. O dominio desintegrina derivado das SVMP
da classe PIll é potente inibidor da ligacdo do colageno a um de seus principais
receptores, a integrina ooP4. Devido a homologia das desintegrinas com as
ADAMs, os estudos acerca das desintegrinas se intensificaram.

A interagdo de células normais e malignas com componentes da matriz
extracelular, como fibronectina, vitronectina, colageno tipo IV e laminina, é
mediada por integrinas. Receptores de integrinas reconhecem a sequéncia RGD
nos componentes da matriz extracelular. Estudos demonstraram que desintegrinas
contendo a sequéncia RGD sao capazes de inibir a adesao de células tumorais a
matriz extracelular por competicdo especifica pelos receptores de integrinas
(TRIKHA et al., 1994; SHEU et al., 1994; CHIANG et al., 1995). A Triflavina,
isolada do veneno de Trimeresus flavoviridis, foi bastante efetiva no tratamento do
tromboembolismo pulmonar experimental (SHEU E HUANG, 1994).

As interacbes entre células neoplasicas e plaquetas contribuem para a
disseminacédo de tumores via circulagcdo sanguinea. A Jarastatina, uma
desintegrina RGD isolada do veneno de Botrhops jararaca € um potente inibidor
de agregacao plaquetaria, inibindo a migracao de neutréfilos in vivo (COELHO et
al., 1999). A Salmosina, desintegrina RGD isolada do veneno da serpente coreana
Agkistordon halys brevicaudus reduziu significantemente o numero de metastases
experimentais in vivo, causadas pela linhagem B1610 de melanoma (KANG et al.,

2000). Além disso, a Salmosina foi capaz de induzir levar as células de endotélio



de capilar bovino a desadesdo e a apoptose pela ligagao direta com a integrina
avp3 (competicado com a MEC), (KIWON et al.,, 2003). A Rhodostomina, uma
desintegrina RGD isolada do veneno de Calloselasma rhodostoma que se liga a
integrina o3 em células endoteliais, inibe de maneira dose-dependente respostas
angiogénicas induzidas por bFGF, incluindo proliferagdo, migragéo, invasao e
diferenciacdo em HUVECs (células endoteliais de veias de cordao umbilical
humano) in vitro e in vivo (YEH et al.,, 2002). A Saxatilina, uma desintegrina
também RGD isolada do veneno de Gloidius saxatilis, inibe fortemente a
agregacao plaquetaria humana, a proliferacdo de HUVECs induzida por bFGF e a
migracao de células de musculo liso induzida pela vitronectina (DOO-SIK et al.,

2002).

9. ALTERNAGINA E ALTERNAGINA-C (ALT-C)

A integrina-ayB1 € o principal receptor do colageno tipo |, o qual possui
papel essencial na adesédo de células normais e tumorais a matriz extracelular,
bem como no desenvolvimento de metastases. Outros estudos demonstram que
células do carcinoma ovariano aderem preferencialmente ao colageno tipo |
(FISHMAN et al., 1998). Portanto, desintegrinas que inibem especificamente a
ligacdo do colageno com a integrina-azf1, sdo importantes ferramentas para o
estudo deste tipo de cancer metastatico e para o desenvolvimento de derivados

peptidicos inibidores de células tumorais invasivas (drogas antimetastaticas).



No Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
de Sao Carlos — UFSCar, foram isoladas uma metaloprotease da classe PIlI
(Alternagina) de 55 kDa e seu dominio processado, ALT-C (30 kDa), do veneno da
serpente Bothrops alternatus. A Alternagina e ALT-C inibem a adesdo mediada
pelo colageno tipo | de células transfectadas K562-a,p1, € a inibicdo € dose
dependente. A IC5p € 134 e 100 nM para a Alternagina e ALT-C respectivamente,
indicando que o dominio desintegrina € o responsavel pela atividade inibitéria
(SOUZA et al., 2000). A ALT-C tem no dominio desintegrina a sequéncia adesiva
ECD ao invés da sequéncia RGD.

A ALT-C nado se liga as integrinas ouipPs, asp1, owPs, a1P1, agPf1e P,

sugerindo especifidade para a integrina-ozp1.



10. OBJETIVOS

Diante da relagédo encontrada entre alguns componentes de venenos de
serpentes (metalopeptidases/desintegrinas) e MMPs/ADAMs existentes em
mamiferos e, sendo que estas desempenham papel crucial em importantes
processos patolégicos tais como angiogénese, cancer, invasdo tumoral,
desordens circulatérias e outras, este trabalho teve como objetivos:

» Caracterizar os efeitos da ALT-C sobre células tumorais e normais
utilizando para tal, ensaios biolégicos variados (ensaios de adesdo e
proliferacao celulares);

» Avaliar o potencial anti-metastatico da ALT-C in vitro;

» Desenho de peptideos sintéticos obtidos a partir da sequéncia parcial da
ALT-C que contenha a sequiéncia adesiva ECD;

» Ensaios bioldgicos variados utilizando os peptideos sintéticos.



11 MATERIAIS E METODOS

11.1 Veneno bruto de Bothrops alternatus.

O veneno bruto de Bothrops alternatus foi cedido pelo Instituto Butantan de
Sao Paulo, SP.

11.2 Animais utilizados nos experimentos

Foi utilizado coelho albino, macho, pesando aproximadamente 3kg, obtido

junto ao Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar.
11.3 Purificagao da ALT-C

A purificagdo da ALT-C foi realizada conforme metodologia padronizada por
SOUZA et al. (2000). Para tal, 50mg de veneno bruto de Bothrops alternatus foi
solubilizado em 1,0 mL de tampéao Tris-HCI (Tris 10mM, NaCl 100mM) pH 8,6, e
aplicado em coluna contendo resina de gel filtracdo Superdex-200 (1.6 cm x 60
cm; matriz com particulas de 13um), Pharmacia, equilibrada com o mesmo
tampé&o. A eluicdo foi realizada com o tampao acima descrito e o fluxo de 0,5
mL/min. As fragdes contendo atividade hemorragica e tamanho esperado (primeiro
pico da eluigao) foram concentradas em Centricon® (Millipore) e submetidas a uma
segunda cromatografia na mesma coluna sob as mesmas condi¢des descritas

acima.



11.4 Caracterizagcao da ALT-C

Apds a segunda cromatografia, as fracdes referentes ao segundo pico da
eluicdo foram submetidas a analise de massa molecular por eletroforese em gel
de poliacrilamida-SDS-PAGE (WEBER e OSBORN, 1969; LAEMMLI, 1970),
seguida de “western blotting”. Para tal, foi feita a transferéncia do gel de
poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose (Imobilon-NC-Millipore) em
sistema de transferéncia MINI-V8/10 (Gibco). A membrana, entdo, foi incubada
com anticorpos primarios anti tipo-desintegrina (1:10.000) produzidos em
camundongos. Como segundo anticorpo, foi utilizado o anticorpo anti-lgG de
coelho conjugado com fosfatase alcalina na diluigdo recomendada pelo fabricante
(Sigma). A ligagdo dos mesmos as proteinas presentes foi revelada com o
substrato BCIP/NBT (Sigma Fast BCIP/NBT Buffered Substrate Tablet - Sigma).
As fragdes cujas bandas no gel de poliacrilamida eram referentes a ALT-C, foram
reunidas e concentradas novamente em Centricon® até o volume de 1,0 mL.

A proteina assim purificada foi confirmada através da sua capacidade de inibir
especificamente a integrina-azp1, em ensaio de inibicdo da adesao de células
tranfectadas com esta integrina (K562-a231 ) ao colageno imobilizado (SOUZA et

al., 2000).



11.5 Obtenc¢ao do Soro Imune Anti-ALT-C em Coelho

11.5.1 Obtenc¢ao do soro pré-imune

Antes dos procedimentos necessarios para a obtencdo do soro imune,
foram coletados em bolsa plastica 10mL de sangue do coelho para a obtengao do
soro pré-imune. O sangue assim coletado foi colocado no banho a 37°C por 1hora
e 30 minutos até coagular, quando entdo o soro foi centrifugado em centrifuga
refrigerada (Eppendorf) por 10 minutos a 2000g. Apds a centrifugagéo, o soro foi
cuidadosamente retirado e transferido para eppendorfs (1,0 mL) e armazenado a

—20°C.

11.5.2 Imunizagao do coelho (obteng¢ao do soro imune)

Foram dissolvidos 100ug de ALT-C em 0,5mL de tamp&o PBS pH 7,4 e
esta solugao foi emulsificada com Adjuvante de Freund’s Completo em agitador
tipo “vortex”. Apés a agitagdo, 0,25mL desta emulsdo foram injetados |.M. em
cada um dos membros posteriores do animal (coelho).

Apos seis (06) semanas foi injetada nova dose da emulsao (reforgo). Para a
obtencéo desta segunda dose foi utilizada a ALT-C emulsionada em Adjuvante de
Freund’s Incompleto.

Apds 10 dias, 50mL de sangue foram retirados e tratados de maneira
semelhante a descrita acima, e transferido cuidadosamente (para ndo formar

bolhas) para um tubo Falcon.



O soro assim obtido foi testado na presengca de anticorpos através de

ensaio imunoenzimatico (ELISA).

11.5.3 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) (ENGVALL et al., 1971; ENGVALL e

PERLMAN, 1971).

Para a realizacdo do ensaio, foi feita a incubagdo em uma placa de 96
pocos de 50ng de ALT-C/ pogo/100uL de Na,CO3 50mM pH 9.6 durante 24 horas
a 4°C. Decorrido o tempo, os pogos foram lavados seis (06) vezes com solugao de
PBS e Tween-20 0,05%, e aos pogos foram adicionados 100uL da solugédo de
BSA (soroalbumina bovina) 1% em PBS e tween 20 0,05%, para bloqueio dos
sitios ndo ocupados. A placa foi, entdo, incubada por 2 horas a 37°C. Apds a
incubacgao, a placa foi lavada mais duas (02) vezes com a solugdo de lavagem
acima descrita, e, em seguida o soro imune e o soro pré-imune foram adicionados
(100uL/pogo) nos pocos em diferentes diluigdes: 1x10™" a 1x10°. A placa, entso,
foi incubada por mais 2 horas a 37°C, quando entdo os pogos foram incubados
com o conjugado (1:4000) anti- IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina
(TuL 1gG anti-coelho em 5mL de PBS e tween 20 0,05%) por 2 horas a 37°C.
Decorrido o tempo, os pogos foram lavados por seis (06) vezes com solugédo de
lavagem e, por fim, 100uL da solugéo reveladora (1mL de Alkaline Phosphatase
Substrate Kit Diethanolamine Buffer em 5mL agua Milli-Q, adicionado de um

tablete de p-nitrofenolfosfato). Apds o aparecimento da cor amarela nos pogos



indicando que houve a clivagem do substrato na amostra, foi feita a interrupgao da
reacdo com NaOH 1M e a leitura da placa realizada em leitor de placas MRX

Dynex a uma absorbancia de 405-420nm.

11.5.4 Purificagao Parcial da Fragao y-Globulina do Anti-soro Anti-ALT-C
11.5.4.1 Precipitagcdo da y-globulina em Solugdo Saturada de Sulfato de

Aménio pH 7,8.

O soro foi mantido sob agitagdo lenta por 3 horas a 4°C e a adi¢gdo da
solugado saturada de sulfato de aménio pH 7,8 foi feita gota a gota. Decorrido o
tempo, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 2.000g.

Apds a centrifugacdo o precipitado resultante foi dissolvido em tampéo
PBS, em volume igual ao volume inicial do soro. Foi feita entdo nova precipitagéo
e em seguida procedeu-se nova centrifugacdo em condigbes ja descritas. O
precipitado resultante foi entdo dissolvido em tamp&o PBS, em metade do volume
inicial do soro. A amostra foi dialisada contra tampao PBS para a dessalinizagéo, e
nao foi necessaria a concentracao da amostra. Com a amostra ja dessalinizada,

foi realizada a purificagao da fragao IgG propriamente dita.

11.5.4.2 Cromatografia de Afinidade em Sepharose Proteina A para

Separacgao de IgG



Apods equilibrar a coluna Sepharose Proteina A com tampao PBS pH 7,4, a
eluicdo da amostra (3mL de cada vez) foi feita com o mesmo tampéao (fluxo de
0,5mL/min) até a densidade ¢6tica (D.O.) chegar em 280nm. A fragédo ligada a
coluna foi eluida com tampao Glicina 0,1M pH 2,5 e as fragbes eluidas foram
neutralizadas com NaOH 1M. Foi feita a leitura das fragcbes obtidas em
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 280nm. Os picos referentes as
fracbes de interesse foram agrupados e dialisados contra tampao PBS para a

dessalinizacéao.

11.6 Ensaios de Adesao

11.6.1 Linhagens Celulares

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

Tabela3 — Linhagens celulares utilizadas nos experimentos

Linhagem Celular Tecido Caracteristicas
NITH3T3 Fibroblasto embrido de camundongo Aderente; nao tumoral
ECV-304 Carcinoma epitelial de bexiga Aderente, tumoral

HelLa Carcinoma epitelial cérvix Aderente, tumoral
K562-0.2p1 Eritroleucemia humana transfectada N&o-aderente; tumoral
com a integrina -a2p1
MDA-MB-231 Carcinoma mamario Aderente, tumoral, invasiva,
migratoria.
MCF-7 Carcinoma mamario Aderente, tumoral,

dependente de estrégeno.




Como a ALT-C possui especificidade para a integrina-ozB4, foram
realizados ensaios com as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, onde a linhagem
MDA-MB-231 expressa altos niveis da integrina-azp1, sendo altamente migratéria
e invasiva. Por sua vez, a linhagem celular MCF-7 é pouco migratéria, invasiva e
expressa baixos niveis da integrina-ozf1.

Estas duas linhagens s&o oriundas de metastase pleural decorrente de
neoplasia mamaria. A Linhagem MCF-7 € uma linhagem dependente de estrégeno
enquanto que a Linhagem MDA-MB-231 n&o possui receptores de estrogeno em

sua superficie celular.

11.6.2 Cultivo das Células

As células, com excecdo da linhagem MCF-7, foram cultivadas em meio
DMEM (Modified Dubelcco’s Minimum Médium - CULTILAB), contendo 10% de
soro fetal bovino (CULTILAB), 10mM de L-glutamina (SIGMA), 2,5 ng de
anfotericina-B (Gibco) e 10mL da mistura de penicilina-estreptomicina (Gibco) a
37°C, em estufa com 5% de CO..

As células MCF-7 foram cultivadas em meio DMEM/F-12, contendo 10% de
soro fetal bovino (FBS), 1% de L-glutamina, 1% da solu¢cdo de penicilina-
estreptomicina, 1% de anfotericina-B (Gibco), 1% da solu¢gdo de aminoacidos n&o-
essenciais e tampao HEPES solugdo 1M (concentragao final de 2mM), a 37°C, em

estufa com 5% de CO.,.



11.6.3 Ensaio de Inibigao da Adesao Celular

Para o ensaio de inibigio da adesao celular, o colageno tipo |
(1ng/100puL/pocgo) diluido em acido acético 0,1% foi imobilizado por 12 horas em
placa de 96 pocgos (Falcon, Pittsburg, PA) a 4°C. Decorrido o tempo da
imobilizagdo do Colageno tipo I, foi feito o bloqueio dos pogos com soroalbumina
bovina (solugcdo de BSA 1% solubilizada em tampao de adesao: HEPES 20mM
acrescido de NaCl 150mM, MgCl, 5mM e MnCl; 0,25mM pH 7,4 — 200uL/pogo) por
2 horas. O bloqueio é feito com o intuito de se certificar que a adesao das células
seja somente a proteina imobilizada nos pogos, ja que sobre BSA nao ocorre
adesao celular. Apds o bloqueio, as células (5 x 10° células/ mL) foram marcadas
através da incubacédo destas com 12,5uM de diacetato 5-clorometilfluoresceina
(CMFDA) em tampao de adeséo por 30 minutos a 37°C. Apds a lavagem das
células com o mesmo tampéao de adeséao para a retirada do excesso de CMFDA, a
ALT-C foi adicionada as células (0; 1,7; 3,4; 5,1; 6,8 e 8,6 uM) e estas foram
transferidas para a placa (1 x 10° células/pogo) e incubadas por 30 minutos a
37°C. Apos a lavagem dos pogos com o tampao de adesdo para a retirada das
células n&do aderidas, as ceélulas remanescentes foram lisadas com Triton X-100
(100uL/pogo) 0,5% por 30 minutos e ao abrigo da luz. Os pogos recobertos por

colageno tipo | que sé receberam as células sem a ALT-C foram chamados de



controle positivo de adesdo, e como controle negativo, 0s pogos que receberam
somente BSA 1% e células marcadas.

Paralelamente, uma curva padrao foi preparada na mesma placa usando
concentragdes conhecidas de células marcadas. A placa foi lida através do
fluorimetro SpectraMax Gemini XS (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com filtros
de excitagdo de 485-nm e emissao de 530-nm. O programa utilizado foi o

SOFTmax PRO versao 3.1.2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

11.6.3.1 Determinacao da IC5 da ALT-C para as Linhagens Celulares

Para a determinagao da ICsp, o colageno tipo | (1ug/100uL/pogo) diluido em
acido acético 0,1%, foi imobilizado por 12 horas em placa de 96 pogos a 4°C.
Ap6s o bloqueio dos pogos com BSA 1% em tampao de adesao - 200ulL/pogo), as
células marcadas com CMFDA foram incubadas com diferentes concentragées de
ALT-C-C (0; 0,3; 0,86; 1,7; 5,1 e 6,8nM ) e adicionadas aos pogos (1 x 10° células/
/pogo) por 30 minutos a 37°C. Apds a lavagem dos pogos com o tampao de
adesao para remover as células ndo aderidas, as células remanescentes foram
lisadas e a placa foi lida como descrito anteriormente. O controle positivo da
adeséo foi feito com colageno tipo | (1ug/100uL/pogo) e o controle negativo da
adesao foi feito com BSA 1%. O calculo para se determinar a IC5y a partir da

concentragao de ALT-C versus porcentagem de inibigdo da adesao celular foi feito



através do programa ORIGIN 6.1 V6.1052 (B232)( ORIGINLab Corporation,

Northampton, MA).

11.6.4 Ensaio de Promoc¢ao da Adesao Celular

Para o ensaio de promogao da adeséo celular, a ALT-C (10ug/100uL/pogo)
em tampao de adesao, foi imobilizada por 12 horas em placa de 96 pogos a 4°C.
Apos o bloqueio dos pogos com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA (ja
descrito) foram adicionadas aos pogos (1 x 10° células/ /pogo) por 30 minutos a
37°C. Apd6s a lavagem dos pogos com o tampdo de adesdo para remover as
células nao aderidas, as células remanescentes foram lisadas e a placa foi lida
como descrito anteriormente. O controle positivo da adeséo foi feito com colageno

tipo | (1ug/100uL/pogo) e o controle negativo da adesao foi feito com BSA 1%.

11.6.5 Ensaio de Desadesao Celular

Para o ensaio de desadesdo celular, celular, o colageno tipo |
(1ng/100uL/pogo) foi imobilizado por 12 horas em placa de 96 pogos a 4°C. Apds
0 bloqueio dos pogos com BSA 1% (200uL/pogo), as células marcadas com
CMFDA foram transferidas para a placa (1 x 10° células/poco) e incubadas por 30
minutos a 37°C. Apos a lavagem dos pogos com o tampao de adesdo para a

retirada das células ndo aderidas, foi adicionada a ALT-C (10ug/100uL/pogo) por 2



horas a 37°C. Nos controles positivo e negativo foi adicionado somente o tampéao
de adesdo. Apos a lavagem dos pogos para a retirada das células ndo aderidas,
as ceélulas remanescentes foram lisadas com Triton X-100 0,5%. A curva padrao e

a leitura da placa foram feitos como descrito anteriormente.

11.6.6 Ensaio de Proliferagao Celular

Para o ensaio de proliferagao, as células foram adicionadas aos pogos (2,5
x 10* células em DMEM com 10% de FBS - 200uL/pogo - placa de 96 pogos) e
incubadas a 37°C por 2 horas em estufa com 5% de CO,. Decorrido o tempo, foi
feita a lavagem dos pogos com tampao PBS pH 7.4, e a ALT-C em DMEM
acrescido de 10% de FBS foi adicionada aos pog¢os nas concentragdes de 1; 2,5;
5; 10; 40 e 100nM por 24, 48 e 72 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Apos
cada tempo, o meio de cultura dos pocos foi aspirado e foram adicionados
50uL/pogo de solugdo de MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Thiazolyl blue — SIGMA) na concentracdo de 0,5mg/mL e as placas
foram novamente incubadas por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,. O
precipitado formado foi entdo solubilizado com isopropanol e a leitura da placa foi
feita em leitor de placas MRX Dynex a uma absorbancia de 595-nm e filtro de 690-
nm.

Aqui também foi feita a curva padrao ja descrita anteriormente.



11.6.7 Ensaio de Citotoxicidade da ALT-C para a Linhagem Celular NITH3T3-

TK

Para o ensaio de citotoxicidade, as células NITH3T3-TK foram adicionadas
(1 x 10° células/mL de meio DMEM com 10% de FBS — 200uL) aos pogos (placas
de 96 pocgos) e incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C por 24 horas.
Decorrido o tempo, o meio de cultura foi aspirado e os pogos foram lavados com
tampao PBS (phosphate-buffered saline) pH 7,4. Em seguida, a ALT-C diluida em
meio DMEM sem soro foi adicionada aos pogos (200uL/pogo) nas concentragdes
de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 uM e as placas incubadas por 2, 6 e 12 horas a
37°C. Decorrido os tempos, a ALT-C foi retirada e os pogos foram lavados com
PBS. Foi entdo adicionado 200ulL/po¢co de DMEM sem FBS e as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. Apés as 48 horas, o meio de cultura foi aspirado e
foram adicionados 50uL da solugdo de 1mg/mL de MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-
2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue — SIGMA) seguida de
incubacao por 3 horas a 37°C. O precipitado formado foi entdo solubilizado com
DMSO e a leitura das placas foi feita em leitor de placas MRX Dynex a uma
absorbancia de 595-nm e filtro de 690-nm.

Paralelamente foi feita uma curva de calibracdo, onde células com
concentragcdes conhecidas foram incubadas com MTT. A relacdo entre a

absorbéancia e a concentragdo de células é linear e através da equacéo da reta



pOde-se determinar a concentragcdo de células em uma amostra desconhecida,

partindo-se da absorbancia da solucéo.

11.6.8 Ensaio de Migragcdo Celular mediado pela ALT-C na presenca e na

auséncia de colageno tipo | (linhagens celulares: MDA-MB-231 e MCF-7).

Representagao esquematica do sistema de cultura sobre o inserto:

inserto

A/Compartimento superior
| +—
< Membrana do inserto

< Porosidade: 8um

™~ Compartimento inferior -
pogo

Para a realizagdo do ensaio de transmigragdo celular, o colageno tipo |
(0,1mg/mL) diluido em acido acético 0,1%, foi imobilizado (600uL/compartimento
inferior e 100uL /compartimento superior) por 12 horas em placa de 24 pocgos
(Transwell® - COSTAR — diametro 6,5mm e 8,0um de porosidade) a 4°C. Decorrido
o tempo, o conteudo dos compartimentos foi aspirado e os pogos e os insertos
foram tamponados durante 10 minutos com meio DMEM/F-12 acrescido de BSA
0,2%. O conteudo dos compartimentos foi novamente aspirado e a ALT-C
solubilizada em DMEM/F-12/BSA 0,2% foi adicionada (600uL/pogo) no
compartimento inferior nas concentragcées de 0,1; 10; 100 e 1000nM. Apds a

adicdo da ALT-C, os insertos foram colocados dentro dos pogos e as células



foram adicionadas aos insertos (4 x 10* células/100uL/inserto). A placa foi entdo
incubada a 37°C em estufa de CO, por 24 horas.

Decorridas as 24 horas, as células que migraram através da membrana
foram coradas e quantificadas. Para tal, a membrana do inserto foi fixada com
PAF 4% (paraformaldeido) durante 5 minutos. Apés a fixagdo a membrana foi
lavada com tampao PBS e as células que ndo migraram foram retiradas com o
auxilio de cotonete (que ficaram na superficie superior da membrana do inserto)
embebido em tampé&o PBS. Apds a limpeza a membrana foi corada com solugao
de cristal violeta 0,2% (0,29 cristal violeta, 20mL de metanol e 79,80 mL de &gua)
durante 5 minutos e lavada em agua corrente. Apds a lavagem, a membrana foi
recortada e colocada dentro do compartimento inferior do sistema de cultura. Por
fim, o corante foi eluido com 100mL da mistura de 50mL de etanol, 2,949 de
citrato e 47,06mL de agua — pH 4,2. Apds a eluigdo do corante, o conteudo dos
pocgos foi transferido para uma placa de 96 pogos e foi feita a leitura da placa em
leitor de ELISA a 540nm.

Paralelamente e sob as mesmas condi¢des, foi realizado o ensaio de
migracao celular sem o recobrimento dos insertos por Colageno tipo |I. Também foi
feita uma curva de calibragdo para cada linhagem celular utilizada, para a
transformacéao dos valores obtidos da densidade 6tica em nimero de células.

11.6.9 Zimografia para Detecg¢ao da Expressao de Metalopeptidases (MMPs)

11.6.9.1 Preparacao das Amostras



Células da linhagem de fibroblastos NITH3T3 foram semeadas (4 x 10*
céls./mL DMEM acrescido de FBS 10%) em placas de 12 pocgos, durante 24, 48 e
72 horas a 37°C em estufa com CO,. Os pogos foram assim distribuidos:

Coluna 1: células cultivadas em pogos recobertos com colageno tipo | (1ug/pogo);
Coluna 2: células cultivadas em pogos recobertos com ALT-C (400nM/po¢o);
Coluna 3: células cultivadas em pogos recobertos com colageno tipo | e

acrescidas de ALT-C em suspenséao (400nM/pogo);

11.6.9.2 Analise da fragcao protéica do extrato celular

As células foram lisadas nos pogos com 0,2% Triton X-100 em 0,2M de
Tris-HCI, centrifugadas por 10 minutos a 1000g. O sobrenadante foi dosado pelo
método de Bradford, acrescido de tampao da amostra sem beta-mercaptoetanol

com e sem EDTA (concentracao final de15mM), e 15ug foram aplicados no gel.

11.6.9.3 Analise da fragao protéica do meio de cultura condicionado

O meio de cultura foi aspirado e centrifugado a 1500g por 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi dosado pelo método de Bradford, acrescido de tampao da
amostra sem beta-mercaptoetanol com e sem EDTA (concentragdo final de

15mM) e 15ug foram aplicados no gel.



11.6.9.4 Confecgdo do gel, corrida e visualizagao das bandas

Para a zimografia foi utilizada a técnica estabelecida por Kapila et al., 1996.
Foi feito um gel de poliacrilamida a 12% e gelatina a 5%. A corrida foi feita a 80V a
4°C. Apbs correr o gel, este foi incubado com tampao de lavagem (Triton X-100
2,5% em agua Milli-Q) por 30 minutos a 37°C, sendo que foi feita uma troca de
tampé&o apo6s 15 minutos). Decorrido o tempo, o gel foi incubado por 20 horas em
tampao de incubagéo (Tris 50mM, CaCl, 5mM, NaN3; 0,02%, pH 80) a 37°C. O gel
foi entdo corado com Comassie Blue R-250 0,5% em &cido acético:alcool
isopropilico:agua (1:3:6). Para a visualizagdo das bandas, o gel foi descorado com

solucéo de acido acético 10% , metanol 40% e agua 50%.

11.6.10 Ensaio de Inibicdo da Adesao mediado por Peptideos Sintéticos

Foram realizados ensaios de inibicdo da adesé&o celular ao colageno tipo |
imobilizado com peptideos baseados na estrutura primaria da ALT-C: Os
peptideos foram cedidos pela Profa. Dra. Maria Luiza Vilela Oliva, do

Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

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

b) C-N-E-L-L-E-V-G-E-E-C-D-NH2 PM — 1385,59
L qg —



Sequiéncia Parcial da ALT-C (SOUZA et al., 2000)
IISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCQNXX(PEPT.b)
XDAATCKLKSGSQCGHXDCCEQCKFTKSGT
ECRASMSECDPAEHCTGQSXXXXXDVFHKN (PEPT. a)
GQPCLDNYGYCYNGNCPINYHAQCYALFGA
DVYEAEDSCFKDNQKGNYYGYCRKENXXXX
XXXXXDVKCGRLYCKDNSPKQNNPCKMFYS

NDDEHKGNVLPGTKCEXXXXXXXXXXXXXX

Para o ensaio de inibicho da adesdao celular, o colageno tipo |
(1ng/100puL/pocgo) diluido em acido acético 0,1%, foi imobilizado por 12 horas em
placa de 96 pocos (Falcon, Pittsburg, PA) a 4°C. Apds o bloqueio dos pocos 1%
de BSA solubilizada em tamp3o de ades3o, as células (5 x 10° células/mL) foram
marcadas através da incubagao destas com 12,5uM de (CMFDA) em tampéo de
adesao por 30 minutos A 37°C. Apds a lavagem das células com o mesmo tampao
de adeséo, para a retirada do excesso de CMFDA, os peptideos sintéticos a e b
(5ug/pocgo) foram adicionados as células e estas foram transferidas para a placa (1
x 10° células/poco) e incubadas por 30minutos a 37°C. Apds a lavagem dos pocos
com o tampao de adesdo para a retirada das células ndo aderidas, as células
remanescentes foram lisadas com Triton X-100 (100uL/po¢o) 0,5% por 30 minutos

e ao abrigo da luz. Os pocgos recobertos por colageno tipo | que s6 receberam as



células sem os peptideos foram chamados de controle positivo de adesao, e como
controle negativo, os pogos que receberam somente BSA 1% e células marcadas.

Paralelamente, uma curva padrao foi preparada na mesma placa usando
concentragcdes conhecidas de células marcadas. A placa foi lida através do
fluorimetro SpectraMax Gemini XS (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com filtros
de excitagdo de 485-nm e emissao de 530-nm. O programa utilizado foi o

SOFTmax PRO versao 3.1.2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

12 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata. (ensaios independentes).
Os dados foram comparados estatisticamente utilizando-se analise de variancia
ANOVA e o teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 foram utilizados como critério de

significancia.

13 RESULTADOS

13.1 Purificagao da ALT-C

O dominio desintegrina (ALT-C) é obtido através do processamento

proteolitico da Alternagina, uma proteina contendo os dois dominios:

metalopeptidase e desintegrina (MD).



Para a purificagao da ALT-C foi utilizada a metodologia proposta por Souza
et al., 2000. Ap6s o primeiro fracionamento, as amostras referentes ao primeiro
pico da eluicdo foram coletadas e analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS. O primeiro pico refere-se as fragbes contendo os dominios

metalopeptidase/ desintegrina (Fig. 8)
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Fig. 8 — Analise do perfil cromatografico da primeira passagem do veneno bruto de B. alternatus.
Purificagdo em coluna de filtragdo em gel Superdex- 200 (Pharmacia). Amostra eluida com 10 mM
Tris-HCI pH 8.6 acrescido de 100 mM de NaCl.

Apods a analise das massas moleculares em gel de poliacrilamida-SDS, as
fracbes que continham o dominio metaloeptidase/desintegrina foram reunidas,
concentradas e aplicadas novamente na mesma coluna e sob as mesmas

condi¢des ja descritas.
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Fig.9 — Anadlise do perfil cromatografico da passagem das fragbes referentes ao primeiro pico de
eluicdo pela coluna de filtragdo em gel Superdex- 200 (Pharmacia). Amostras eluidas com 10 mM
Tris-HCI pH 8.6 acrescido de 100 mM de NaCl.

Apés o segundo fracionamento, as fragbes referentes ao dominio
desintegrina (segundo pico de elui¢cdao) (Fig.9) foram analisadas por SDS-PAGE
(Fig.10), e complementada pela analise em “western blotting” (Fig.11) contra
anticorpo especifico. O rendimento final para cada 50mg de veneno bruto € de
0,500 mg de ALT-C.
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Fig.10 — Analise do perfil eletroforético das fragdes obtidas na segunda etapa de purificagdo da
ALT-C. SDS-PAGE 15%. 1: Padrao de massa molecular; 6 — 8: fragdes contendo o dominio

desintegrina/Alt-C.

A Fig.11 mostra a imunodetec¢ao da ALT-C obtida com o anticorpo anti-

ALT-C produzido em camundongo (SOUZA et al., 2000).

Wi W < 30kDa



Fig.11 — Analise da imunodeteccdo da ALT-C por Western blotting. Fragbes referentes a ALT-C
contra anticorpo anti-ALT-C.

13.2 - Obtengao do Soro Imune Anti-ALT-C em Coelho

Foram realizadas as etapas para a obtencado do soro imune anti-ALT-C em
coelho, porque estava previsto o ensaio para avaliar a biodisponibilidade da ALT-C
in vivo (concentragao plasmatica de ALT-C em coelho). Por fim, este experimento
acabou nao sendo realizado por falta de tempo habil, mas o anticorpo esta
disponivel para futuros estudos.

A Fig. 12 mostra o perfil cromatografico da purificagao parcial do soro imune
anti-ALT-C. O pico evidenciado pela seta indica quais as fragbes que foram
reunidas, dialisadas e aplicadas em coluna de afinidade Sepharose Proteina A,
para separagdo da IgG. Apds a passagem da amostra pela coluna de
cromatografia, foi realizado mais um ELISA, onde a titulagdo obtida pelo soro

imune foi de 1 : 250.000.
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Fig 12: Analise do perfil cromatgrafico da eluigdo do soro imune em coluna de afinidade Sepharose
Proteina A. A eluicdo foi realizada em tampao Glicina 0,1M pH 2,5. As fragdes eluidas foram

neutralizadas com NaOH 1M.

13.3 — Ensaio de Inibicao da Adesao Celular mediado pela ALT-C.

Como a ALT-C inibiu a adeséo a adeséo das células K562-a,31 ao colageno
tipo | (SOUZA et al., 2000), foram realizados ensaios de inibigdo da adesédo ao
colageno tipo | para outras linhagens celulares, com o intuito avaliar o efeito da
ALT-C sobre outras células n&o transfectadas com a integrina-a.2f31.

Como podemos observar nas figuras 13, 14 e 15, a ALT-C inibiu de forma
significativa a adesao das linhagens celulares NITH3T3, ECV-304, HeLa e MDA-
MB-231 ao colageno tipo |, com uma ICsy de 2,2, 1,66, 1,38 e 0,95uM,
respectivamente.Com relacdo a linhagem celular MCF-7, a ALT-C n&o produziu
efeito sobre a inibicdo da adesao desta linhagem ao colageno tipo I, talvez devido

a baixa expressao da integrina o231 por esta linhagem.

Linhagem Celular: NITH3T3.
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Fig.13 — Efeito da ALT-C sobre a inibicdo da adesao celular ao colageno I. Colageno
tipo | (1ug/pogo) foi imobilizado por 12h a 4°C em placa de 96 pogos. Apds bloqueio com
BSA 1%, as células marcadas com CMFDA mais Alt -C (0; 1,7; 3,4; 5,1; 6,8 e 8,6 nM/po¢o)
foram semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min., as células foram
lisadas e quantificadas. As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes

realizados em triplicata.
**p< 0,01 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/ DUNNET).

Linhagem Celular: ECV-304.
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Fig.14 — Efeito da ALT-C sobre a inibicao da adesao celular. Colageno tipo |
(1ng/pogo) foi imobilizado por 12h a 4°C em placa de 96 pogos. Apds bloqueio com
BSA 1%, as células marcadas com CMFDA mais Alt -C (0; 1,7; 3,4; 5,1; 6,8 e 8,6
uM/pogo) foram semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min., as
células foram lisadas e quantificadas. As barras de erro indicam o S.E. de 3
experimentos independentes realizados em triplicata.

**p< 0,01 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/ DUNNET).

Linhagem Celular: HelLa.
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Fig.15 — Efeito da ALT-C sobre a inibicdo da adesao celular. Colageno tipo |
(1ng/pogo) foi imobilizado por 12h a 4°C em placa de 96 pogos. Apés bloqueio com
BSA 1%, as células marcadas com CMFDA mais Alt -C (0; 1,7; 3,4; 5,1; 6,8 e 8,6
pM/pogo) foram semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min., as
células foram lisadas e quantificadas. As barras de erro indicam o S.E. de 3
experimentos independentes realizados em ftriplicata. *p<0,05 e **p< 0,01 foram
usados como critério de significancia estatistica (ANOVA/ DUNNET).

Nas figuras 16 e 17 podemos observar claramente que a ALT-C apresentou
efeito inibitorio somente na linhagem que expressa altos niveis da integrina-ozf+
em sua superficie (linhagem celular: MBA-MD-231) enquanto que sobre a
linhagem MCF-7 que expressa baixos niveis da integrina-azB1, a ALT-C né&o
exerceu nenhum tipo de efeito. Este resultado vem confirmar a especificidade da

ALT-C pela integrina-ozp1.



Linhagem Celular: MDA-MB-231.
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Fig.16 — Efeito da ALT-C sobre a inibicdo da adesao celular ao colageno I. Colageno
tipo | (1ug/pogo) foi imobilizado por 12h a 4°C em placa de 96 pogos. Apds bloqueio com
BSA 1%, as células marcadas com CMFDA mais Alt -C (0; 1,7; 3,4; 5,1; 6,8 e 8,6
pM/pogo) foram semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min.,, as
células foram lisadas e quantificadas. As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos
independentes realizados em ftriplicata. *p<0,05 e **p< 0,01 foram usados como critério
de significancia estatistica (ANOVA/ DUNNET).

Linhagem Celular: MCF-7.
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Fig.17 — Efeito da ALT-C sobre a inibicido da adesado celular ao colageno |I.
Colageno tipo | (1pg/pogo) foi imobilizado por 12h a 4°C em placa de 96 pogos. Apds
bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA mais Alt -C (0; 1,7; 3,4; 5,1;
6,8 e 8,6 uM/pogo) foram semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30
min., as células foram lisadas e quantificadas. As barras de erro indicam o S.E. de 3
experimentos independentes realizados em triplicata.

13.4 Ensaio de Desadesao Celular mediado pela ALT-C

A desadesdo celular normalmente leva a anoikis ou seja, uma forma de
morte por apoptose que ocorre apés a perda da adesdo da célula a MEC (EVAN E
VOUSDEN, 2000). Sendo assim, este ensaio foi realizado para avaliar se, além de
inibir a adesao de algumas linhagens celulares, a ALT-C também poderia levar as
células a apoptose, estando estas ja aderidas ao seu substrato.

O ensaio foi realizado em dois tempos diferentes (30 minutos e 2 horas),

para que houvesse parametros de comparagao temporal. Primeiramente, foram



realizados ensaios com o tempo de 30 minutos, mas, para todas as linhagens, os
resultados foram semelhantes. Surgiu entdo a duvida que poderia ndo haver
desadesao por causa do tempo minimo de exposi¢cao das células a ALT-C (30
minutos). Quando os ensaios de desadesdo foram novamente realizados, sé
alterando o tempo de exposi¢céo das células a ALT-C, foi observado que a ALT-C
realmente ndo provocou a desadesao celular destas linhagens nas condigbes
testadas. Nao houve diferenca estatistica entre o controle positivo e as células
tratadas com a ALT-C.

Os resultados obtidos com o tempo de 30 minutos nao foram mostrados por
ndo haver relevancia, ja que nao houve diferengas significativas quando
comparados aos resultados obtidos com o tempo de 2 horas.

O ensaio de desadesao das células K562-a,p1 ao colageno tipo | mediado
pela ALT-C foi realizado para verificar se a ALT-C, por interagir especificamente
com a integrina ayP4, seria capaz de desaderir esta linhagem celular do seu
substrato (Colageno tipo I). A ALT-C, mesmo utilizadas em concentragdes
elevadas nao foi capaz de desaderir as linhagens celulares NITH3T3, ECV-304 e
HelLa (Figs. 18 - 20). Ja a figura 21 mostra que em relagdo ao controle positivo
(células crescidas sobre o colageno) a ALT-C desaderiu apenas com a dose
bastante superior (3,5uM - cerca de 35 vezes maior do que a ICsy, que € de
100nM). A porcentagem de desadesao foi de 11,93%.

Houve uma certa variacdo da resposta nos ensaios devido as diferengas

existentes entre as linhagens celulares estudadas (tempo de



Linhagem Celular: NITH3T3.
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Fig.18 — Efeito da ALT-C sobre a desadesdo das células NITH3T3 ao colageno tipo I.
Colageno tipo | (1pg/poco) em acido acético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C em placa de
96 pocos. Apds blogueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA foram semeadas
nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min. e entéo foi adicionada a ALT-C (1; 2; 3 e
4uM/pogo) e a placa novamente incubada por 30 min. As barras de erro indicam o S.E. de 3
experimentos independentes realizados em ftriplicata.

*p< 0,05 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/DUNNET). Tempo: 2
horas.

Linhagem Celular: ECV-304.
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Fig. 19 — Efeito da ALT-C sobre a desadeséao das células ECV-304 ao colageno tipo
I. Colageno tipo | (1ug/pogo) em acido acético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C em
placa de 96 pocgos. Apds bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA foram
semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min. e entao foi adicionada a
ALT-C 1; 2; 3 e 4uM/pogo) e a placa novamente incubada por 30 min. As barras de erro
indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata. Tempo: 2
horas.



Linhagem Celular: HelLa.
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Fig. 20 — Efeito da ALT-C sobre a desadesao das células ECV-304 ao colageno tipo
I. Colageno tipo | (1ug/pogo) em acido acético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C em
placa de 96 pogos. Apds bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA foram
semeadas nos pogos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min. e entdo foi adicionada a
ALT-C 1; 2; 3 e 4uM/pogo) e a placa novamente incubada por 30 min. As barras de erro
indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. Tempo: 2 horas

LINHAGEM CELULAR: K562-0p31
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Fig.21 — Efeito da ALT-C sobre a desadesdo das células K562-a,31 ao colageno tipo
I. Colageno tipo | (1ug/pogo) em acido acético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C em
placa de 96 pogos. Apds bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA foram
semeadas nos pocos. A placa foi incubada a 37°C por 30 min. e entdo foi adicionada a
ALT-C (1; 2; 3 e 4uM/pogo) e a placa novamente incubada por 30 min. As barras de erro
indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata.

*p< 0,05 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/DUNNET).

Tempo: 2 horas.

13.5 Ensaio de Promocao da Adesao Celular mediado pela ALT-C.

Como a ALT-C ndo induziu a desadesdao das linhagens celulares
estudadas, foram realizados ensaios de promocdo da adesdo celular, para
verificar se a ALT-C imobilizada nos pogos poderia agir como uma molécula de

adesao, permitindo que as células aderissem a ela.



Através destes ensaios, foi observado que a ALT-C imobilizada nos pogos
promove a adesdo celular de forma semelhante aquela promovida pelo Colageno
tipo | (Figuras. 22 e 23).

Com base nos resultados obtidos, foi utilizada uma concentragdo menor de
ALT-C no ensaio de promogédo da adesao com as células HelLa (1ug/pogo) que

como veremos mais adiante, foi suficiente para promover a adesao celular

(Fig.24).
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Fig.22 — Curva de promogéao da adesdo das células NITH3T3-TK ao colageno tipo I.
ALT-C (10ng/pogo) em tampao de adesao foi imobilizada “overnight” a 4°C em placa de
96 pocos. Apés o bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA foram
semeadas nos pogos. A placa foi entdo incubada a 37°C por 30 min. Decorrido o tempo,
as células foram lisadas e quantificadas. O experimento foi realizado como descrito no
item materiais e métodos. As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos
independentes realizados em ftriplicata. **p< 0,01 foi usado como critério de
significancia estatistica (ANOVA/ DUNNET).
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Fig.23 - Efeito da ALT-C sobre a promog¢ao da adesdao das células ECV-304 ao
colageno tipo I. ALT-C 1, 2, 3 e 4mM/pogo) em tampdo de adesdo foi imobilizada
“overnight” a 4°C em placa de 96 pocos. Apds o bloqueio com BSA 1%, as células
marcadas com CMFDA foram semeadas nos pogos. A placa foi entdo incubada a 37°C por
30 min. Decorrido o tempo, as células foram lisadas e quantificadas. O experimento foi
realizado como descrito no item materiais e métodos. As barras de erro indicam o S.E. de
3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*p<0,05 e **p< 0,01 foram usados como critérios de significAncia estatistica
(ANOVA/ DUNNET).



Linhagem Celular: HelLa.
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Fig.24 — Efeito da ALT-C sobre a promogédo da adesao das células HelLa ao colageno tipo I.
ALT-C (1ug/pogo) em tampao de adesao foi imobilizada “overnight” a 4°C em placa de 96 pogos.
Apbs o bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA foram semeadas nos pogos. A
placa foi entdo incubada a 37°C por 30 min. Decorrido o tempo, as células foram lisadas e
quantificadas. O experimento foi realizado como descrito no item materiais e métodos. As barras
de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata.

*p< 0,05 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/ DUNNET).

13.6 — Ensaio de Citotoxicidade

Como os resultados obtidos nos ensaios de desadeséao celular e promogao
da adesao celular eram concordantes com uma substancia desprovida de efeitos
citotoxicos, foi feita a confirmacdo através da realizacdo do ensaio de

citotoxicidade.



O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método colorimétrico MTT. A
técnica original proposta por MOSMANN, 1983, apresenta varias limitagoes, e
algumas modificacbes foram sugeridas na literatura visando otimizar a sua
utilizagdo (Denizot et al., 1986, Carmichael et al., 1987). Dentre elas, podemos
citar a omissédo do vermelho de fenol no meio de incubacdo, a fim de evitar
qualquer influéncia de coloragéo na leitura da absorbancia do azul de formazan e
a remocao do meio contendo MTT e posterior dissolu¢gado do azul de formazan em
isopropanol (Richard et al., 1992).

As figuras 25A, 25B e 25C mostram que a ALT-C néo teve efeito citotoxico
significante para a linhagem NITH3T3-TK, quando comparado ao controle (células
sem tratamento com ALT-C). Como as concentrac¢des utilizadas foram elevadas,
este ensaio foi feito somente para a linhagem NITH3T3. A linhagem NITH3T3 nao
€ tumoral, portanto ela foi escolhida para sabermos se a ALT-C teria ou nao efeito
toxico sobre as células nao tumorais. Este € um resultado importante para saber
se futuros experimentos in vivo serdo viaveis e também para se avaliar a

seletividade da substancia.



Fig. 25A (2 horas) Fig. 25B (6 horas)

=)
o
[N
=)
L

,20 4 ;L —1L

8 T

16 4 —=

o
o
1

14
12
10

,08 o

© © o o o o o

,06 o

=)

,05 4
0,04 4

0,02 4

o

,00

T T T T T T T
0.25 .5 1 2 4 6 Control

Concentragcdo de AIt-C (uM)

0,00

T T T T T T T
0.25 .5 1 2 4 6 Control

Concentragdo de Alt-C (uM)

Numero de células aderidas(x 10 *
o
s
L

NGumero de células aderidas (x 10 *

Fig. 25C (12 horas)

o o o o
o N & o
L L L L

o
o
®

L

T T T T T T T
0.25 .5 1 2 4 6 Control

Concentragdao de Alt-C (pM)

Numero de células aderidas (x 10 ¢

Fig.25A, 25B e 25C - Ensaio de citotoxicidade. As células NITH3T3-TK (1 x 10°
células/mL) foram cultivadas em placa de 96 pogos por 24h a 37°C . Apds a retirada do meio
de cultura e lavagem dos pogos com PBS, a ALT-C diluida em meio de cultura sem FBS foi
adicionada aos pogos nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 uM/pogo. A placa
entdo foi incubada por 2, 6 e 12h a 37°C. Decorrido os tempos, a ALT-C foi retirada, os
pocos lavados com PBS, adicionado meio de cultura sem FBS e a placa foi novamente
incubada a 37°C por 48h. A quantificagao foi realizada com a adigdo de 50mL da solugdo de
MTT (0,5mg/mL). O experimento foi realizado como descrito no item materiais e métodos. As
barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata.



13.7 Ensaio de Proliferagao Celular mediado pela ALT-C.

Foi dada uma maior énfase para os ensaios de proliferagao celular, devido
aos resultados obtidos em colaboragdo com grupos de pesquisa do Departamento
de Biologia Celular e Departamento de Farmacologia da Universidade Estadual do
Rio de Janeiro (UERJ). Estes grupos realizaram ensaios para observar o efeito da
ALT-C sobre a proliferagcdo de HUVECs (células endoteliais de veia de cordao
umbilical humano) e indugédo de migragéo de neutréfilos mediada também por esta
proteina. Os resultados mostraram claramente que a ALT-C induz significativa
proliferacdo das HUVECs na auséncia de VEGF (fator de crescimento de
endotélio de vaso) (COMINETTI et al., 2004). A ALT-C também induz eventos de
sinalizacao intracelular mediados por integrina que culminaram com a indugéo da
migragao de neutrofilos (MARIANO-OLIVEIRA et al.,, 2003). Nosso grupo de
pesquisa também realizou experimentos semelhantes, tratando fibroblastos
humanos com ALT-C. Neste experimento verificou-se que fibroblastos humanos
tratados com ALT-C tinham o nivel de expressao de VEGF aumentado, resultado
este concordante com os demais grupos de pesquisa (COMINETTI et al., 2004).

A partir destes dados foram realizados ensaios de proliferacédo celular para
outras linhagens celulares (NITH3T3, ECV 304 e HelLa), para avaliar se haveria ou
nao a indugao da proliferacao destas células pela ALT-C.

Como podemos observar nas figuras 26, 27 e 28, ao contrario do que ocorreu com
as HUVECs, a ALT-C n&o induziu proliferagao celular significativa, sugerindo uma

especificidade da ALT-C pelas células endoteliais.



Os ensaios tiveram que ser realizados em presenca de soro fetal bovino
(10%), uma vez que na sua completa auséncia houve a desadesao e consequente
morte celular. Por outro lado, sé a presenga do soro fetal ja é um fator estimulador
de proliferagao. Desta forma, foi feito o cultivo das células em 2,5, 5 e 10% de soro
fetal, com o intuito de diminuir a interferéncia deste nos experimentos. Somente as
células cultivadas com 10% de soro fetal tiveram um desenvolvimento satisfatorio,
sendo que em doses menores, as células ndo permaneceram viaveis por mais de
12 horas. Portanto, as células continuaram a ser cultivadas em meio de cultura

acrescido de 10% de soro fetal bovino.

Linhagem Celular: NITH3T3
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Fig.26 — Efeito da ALT-C sobre a proliferagdo das células NITH3T3. Células NITH3T3 (2,5 x
10" células/pogo) foram cultivadas em placa de 96 pogos por 2h a 37°C. Apds a lavagem, a
ALT-C diluida em meio DMEM + FBS 10% foi adicionada aos pogos. A placa foi entdo
incubada por 24, 48 e 72h a 37°C. Decorrido o tempo, a ALT-C foi retirada, os pogos lavados
com PBS, e a placa foi novamente incubada a 37°C por 48h. A quantificagéo foi realizada com
a adicdo de 50mL da solugdo de MTT (0,5mg/mL). As barras de erro indicam o S.E. de 3
experimentos independentes realizados em triplicata.

*p< 0,05 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/DUNNET).



Linhagem Celular: ECV-304.
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Fig.27 - Efeito da ALT-C sobre a proliferagdo das células ECV-304. Células ECV 304 (2,5 x 10*
células/pogo) foram cultivadas em placa de 96 pogos por 2h a 37°C. Apds a lavagem, a ALT-C diluida
em meio DMEM + FBS 10% foi adicionada aos pogos. A placa foi entdo incubada por 24, 48 e 72h a
37°C. Decorrido o tempo, a ALT-C foi retirada, os pogos lavados com PBS, e a placa foi novamente
incubada a 37°C por 48h. A quantificacdo foi realizada com a adicdo de 50mL da solugdo de MTT
(0,5mg/mL). As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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Linhagem Celular: HelLa.
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Fig.28 - Efeito da ALT-C sobre a proliferacédo das células HeLa. Células HeLa (2,5 x 10 células/poco)
foram cultivadas em placa de 96 pocos por 2h a 37°C. Apds a lavagem, a ALT-C diluida em meio
DMEM + FBS 10% foi adicionada aos pocos. A placa foi entdo incubada por 24, 48 e 72h a 37°C.
Decorrido o tempo, a ALT-C foi retirada, os pogos lavados com PBS, e a placa foi novamente
incubada a 37°C por 48h. A quantificagdo foi realizada com a adigdo de 50mL da solugdo de MTT
(0,5mg/mL). As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em
triplicata.

*p< 0,05 foi usado como critério de significancia estatistica (ANOVA/DUNNET).



13.8 Ensaio de Migracao mediado pela ALT-C na preseng¢a e na auséncia de

colageno tipo I.

Como podemos observar na fig.29, a ALT-C induziu a migragdo da
linhagem celular MDA-MB-231 na presenca de colageno tipo I. O efeito mais
significativo ocorreu quando a concentracdo de ALT-C utilizada foi de 10nM. Na
auséncia do colageno tipo |, ndo houve diferenga entre a migragao celular nos
pogos controle (célula) e nos pogos com tratamento (célula + ALT-C). Um dado
interessante € que em concentragdes acima de 100nM comeca a haver uma

inibicdo da migragao celular.

Linhagem celular: MBA-MD-231.
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Fig.29 - Efeito da ALT-C na migragao das células MDA-MB-231. Colageno tipo | (0,1mg/mL)
em acido acético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C em placa de 24 pogos. Apds bloqueio
com BSA 1%, as células mais a ALT-C (0,1; 10; 100 e 1000nM/pogo) foram semeadas nos
pocos. A placa foi entdo incubada a 37°C por 24h. As células foram coradas, o corante eluido e a
leitura da D.O. foi feita a 540nm. Os valores sdo em relagao ao controle, onde nao ha a presenga
da ALT-C. As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em
triplicata.

*p< 0,05 e **p< 0,01 foram usados como critérios de significancia estatistica (ANOVA/DUNNET).



Linhagem celular: MCF-7.

Na figura 30 podemos observar que a ALT-C nao induziu a migragao da
linhagem celular MCF-7 na presenga ou auséncia do Colageno tipo |. Este
resultado ja era esperado, pois a ALT-C tem especificidade pela integrina 12071,
ndo exercendo portanto nenhum efeito em linhagens celulares que ndo expressem
esta integrina.

—e—c/ Col tipo |

——s/ Col tipo |
1,5 1

Numero de células (x 104)

o
3
s

0 0,1 100 1000

Concentragao de Alternagina-C (nM)

Fig.30 - Efeito da ALT-C na migragao das células MCF-7. Colageno tipo | (0,1mg/mL) em acido
aceético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C em placa de 24 pogos. Apds bloqueio com BSA 1%,
as células mais a ALT-C (0,1; 100 e 1000nM/pogo) foram semeadas nos pogos. A placa foi entao
incubada a 37°C por 24h. As células foram coradas, o corante eluido e a leitura da D.O. foi feita a
540nm.

Os valores sdo em relagédo ao controle, onde ndo ha a presenga da ALT-C.
As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata.

13.9 Zimografia para detecgdo da expressao de metalopeptidases (MMPs) em
células NITH3T3 tratadas com ALT-C.



Foi utilizada a técnica de zimografia com o intuito de se observar a
expressao de metalopeptidases nas células quando estas eram submetidas ao
tratamento com ALT-C. A expressao de metalopeptidases pelas células é um dado
importante, ja que esta expresséo esta relacionada com a capacidade invasiva da
célula. A técnica de zimografia mostrou n&o haver diferenga entre as células
tratadas com a ALT-C estando ela em solugédo ou imobilizada, quando comparada
com as células crescidas sobre o colageno tipo |. As amostras tratadas com EDTA
confirmaram a presenca de metalopeptidases nas células tratadas ou ndo com
ALT-C. Ceélulas cultivadas sobre o colageno tipo | foram utilizadas como controle.
O tempo de tratamento foi de 24, 48 e 72 horas. As Figuras 31A, 31B e 31C
mostram que a ALT-C tem efeito semelhante ao do colageno na expressao de
metalopeptidases. Podemos observar também que a expressido de
metalopeptidases é mais intensa no meio condicionado, sugerindo que estas
proteinas sejam secretadas.

Apesar da zimografia indicar que houve a expressao de metalopeptidases,
nao foi possivel determinar qual ou quais MMPs foram ativadas, dada a falta de

padrdes necessarios para a identificagcao.



Figura 31A (24 horas) Figura 31B (48 horas)
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Figuras 31A e 31B - Analise da expressao de MMPs.

Gel de poliacrilamida a 12% e gelatina a 5%; corrida do gel a 80V e incubacao do gel por 20h a 37°C em
tampdo de incubagdo. Coloragdo com Comassie Blue R-250 0,5% em acido acético:alcool
isopropilico:agua (1:3:6).

Linhas 1 a 3: Meio de cultura condicionado (MC) sem EDTA.

1 — Células crescidas sobre o colageno tipo I.

2 — Célula crescidas sobre a ALT-C.

3 - Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspenséo (400nM).

Linhas 4 a 6: MC + EDTA.

4 — Células crescidas sobre o colageno tipo I.

5 — Células crescidas sobre a ALT-C.

6 - Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensé&o (400nM).

Linhas 7 a 9: Extrato celular (EC) sem EDTA.

7 — Células crescidas sobre o colageno tipo I.

8 — Células crescidas sobre a ALT-C.

9 - Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensé&o (400nM).

Linhas 10 a 12: EC + EDTA.

10 — Células crescidas sobre o colageno tipo I.

8 — Células crescidas sobre a ALT-C.

12- Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensé&o (400nM).



Figura 31C (72 horas)
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Fig. 31C — Analise da expressao de MMPs.

Gel de poliacrilamida a 12% e gelatina a 5%; corrida do gel a 80V e incubacéo do gel por 20h a 37°C em
tampdo de incubacdo. Coloragdo com Comassie Blue R-250 0,5% em acido acético:alcool
isopropilico:agua (1:3:6).

Linhas 1 a 3: Meio de cultura (MC) condicionado tratado com EDTA.

1 — Células crescidas sobre o colageno tipo | .

2 — Células crescidas sobre a ALT-C.

3- Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensao (400nM).

Linhas 4 a 6: Extrato celular (EC) tratado com EDTA.

4 - Células crescidas sobre o colageno tipo | .

5 — Células crescidas sobre a ALT-C.

6- Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensao (400nM).

Linhas 7a 9: MC sem EDTA.

7 — Células crescidas sobre o colageno tipo | .

8 — Células crescidas sobre a ALT-C.

9 - Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensao (400nM).

Linhas 10 a 12: EC sem EDTA.

10 — Células crescidas sobre o colageno tipo | .

11 — Células crescidas sobre a ALT-C.

12- Células crescidas sobre o colageno tipo | e acrescidas de ALT-C em suspensdo (400nM).



13.10 Ensaio de inibicao da adesao das células K562-a,p1 ao Colageno tipo |,

mediado pelos peptideos sintéticos a e b.

Como podemos observar na figura 32, os peptideo a e b ndo possuem
efeito inibitério da adeséo das células K562-a,31 ao colageno nas concentragdes
testadas. Estes peptideos foram testados somente em células transfectadas com
a integrina -o2B1, j@ que o objetivo era encontrar peptideos sintéticos que
mimetizassem a agao da ALT-C sobre a adesao destas células ao colageno.

A andlise estatistica ndo revelou diferenca significativa entre o controle

positivo e os peptideos a e b.

Peptideo a) C-R-A-S-M-S-E-C-D-P-A-E-H-NH2 PM — 1406,59
Peptideo b) C-N-E-L-L-E-V-G-E-E-C-D-NH2 PM - 1385,59

I

T T T T T T T
Controle + Peptideo aPeptideo b BSA
500nM 500nM

NUmero de células aderidas (x 104)

Fig.32 - Efeito dos peptideos a e b sobre a inibigdo da adesdo das células K562-o,,1 ao
colageno tipo I. Colageno tipo | (1ng/pogo) em acido acético 0,1% foi imobilizado “overnight” a 4°C
em placa de 96 pogos. Apds bloqueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA mais os
peptideos 1 e 2 (500nM/pogo) foram semeadas nos pogos. A placa foi entdo incubada a 37°C por
30 min. As barras de erro indicam o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata.
*p< 0,05 foi usados como critérios de significancia estatistica (ANOVA/DUNNET).



A figura 33 mostra que mesmo em concentragdes elevadas nédo houve
diferencgas significativas entre as células tratadas com o peptideo a e as células
sem tratamento. Foram realizados ensaios adicionais com o peptideo a porque
houve efeito modulador positivo deste peptideo sobre a migracdo de neutréfilos

(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003)
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Fig.33 - Efeito do peptideo a sobre a inibicdo da adesdo das células K562-
a,p1 ao colageno tipo I. Colageno tipo | (1ug/pogo) foi imobilizado “overnight”
a 4°C em placa de 96 pocgos. Apds bloqueio com BSA 1%, as células marcadas
com CMFDA mais o peptideo a (2; 3;, 4 e 5uM/pogo) foram semeadas nos
pocos. A placa foi entdo incubada a 37°C por 30 min. As barras de erro indicam
o S.E. de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata.



Tabela 4- Efeitos da ALT-C sobre as diferentes linhagens celulares.

Inibigao Promocgao

Células Adesao Adesao Desadeséo Proliferagao Migragao
HUVEC nd nd - + nd
Neutréfilos nd nd nd nd +
NITH3T3 + + - - nd
Hela + + - - nd
ECV-304 + + - - nd
MBA-MD-231 + nd nd nd +
MCF-7 - nd nd nd -
K562-02p31 + + - - nd

Nd —ensaio nao realizado; +inibe; - n&o inibe



14 DISCUSSAO

A progressao de células malignas acaba resultando em invasé&o e metastase.
Estes processos envolvem varias etapas: separacado de algumas células do tumor
primario, penetracado destas através da membrana basal, migracdo das células
para dentro da MEC, extravasamento destas para os vasos sanguineos, adeséo
das células tumorais ao endotélio dos vasos, extravasamento das ceélulas pelos
capilares do orgao/tecido alvo e, finalmente, a formagéo dos tumores secundarios.
Durantes estas etapas, a adesao celular obviamente € um evento critico, desde
que as células tumorais precisam interagir com as células normais que as
circundam e também deve haver a interacdo das células tumorais com a MEC.
Tais interagées sao mediadas por uma variedade grande de moléculas de adesao,
incluindo as integrinas (McCORMICK et al., 1992; AKIYAMA et al., 1995).

Integrinas sao heterodimeros que desempenham importante papel na
manutencao normal das interagdes célula-célula e célula-MEC (ALBEDA, 1993).
Em células tumorais, a expresséo e a fungéo das integrinas frequentemente esta
alterada, resultando no seu aumento no local da invasdo e das metastases de
células tumorais (JULIANO & VARNER, 1993).

Ja foi demonstrado que a ALT-C, uma desintegrina-simile isolada de uma
metalopeptidase do veneno de Bothrops alternatus ¢ um ligante de um receptor de
colageno tipo |, a integrina axf4, inibindo a adesédo celular mediada por esta

integrina (SOUZA et al., 2000).



Através dos experimentos realizados, a ALT-C mostrou-se capaz de
promover a adesao celular de linhagens tumorais e nao-tumorais, tais como a
HelLa, ECV 304 e MDA-MB-231 e a NITH3T3, as quais sabidamente expressam a
integrina a2B4. Por outro lado, a ALT-C inibiu a ades&o destas linhagens ao
colageno tipo | com uma ICsy de 2,2 (NITH3T3), 1,66 (ECV-304), 1,38 (HelLa) e
0,95 uM (MDA-MB-231), sugerindo que a integrina azB+ seja um importante
receptor de colageno tipo | nestas linhagens. Sendo assim, a ALT-C teoricamente
poderia inibir a formacao de tumores secundarios, quando estes fossem formados
por linhagens celulares de perfil migratorio e invasivo;

Nos ensaios de migracao celular, a ALT-C modulou de maneira dose-
dependente a migragao das células MDA-MB-231, mas somente em presencga de
colageno tipo I. Em concentragdes baixas, a ALT-C induziu a migragao, enquanto
gue em altas concentragdes a migracao celular foi completamente abolida. A ALT-
C néo exerceu efeito algum sobre a migragdo e a adesao das células tumorais da
linhagem MCF-7. A auséncia de efeito ja era esperada, pois a ALT-C tem
especificidade para a integrina a,p1, e esta linhagem tumoral ou ndo expressa a
integrina a1 €, se expressa, o faz em baixissimos niveis, quando comparada a
linhagem tumoral MDA-MB-231 (ROYAL, 1997).

A desadeséo celular frequentemente resulta em morte celular apoptética, que
ocorre pela perda do contato da célula com a matriz extracelular (EVAN, 2001),
exceto para células transformadas que expressam oncogenes ativados Src e Ras.

(FRISCH & FRANCIS, 1994). Aqui mostramos que a ALT-C n&o exerce efeito



algum sobre a desadesao das células NITH3T3, ECV-304 e HelLa, mesmo que
elas sejam cultivadas sobre concentragdes baixas de colageno tipo I. O efeito
sobre a desadeséo celular so foi verificado na linhagem celular transfectada K562-
o231, € mesmo assim em concentragdo elevada (3,5uM). Este é um dado
importante, pois se tratando de tumores malignos ndo é interessante que haja o
desprendimento de células do tumor primario, ja que isso poderia desencadear um
possivel inicio de metastase;

Em contraste, a BaG, uma metalopeptidase/desintegrina-simile isolada do
veneno de Bothrops alternatus, foi capaz de desaderir significativamente e no
mesmo tempo, as células da linhagem K562 quando estas ja estavam aderidas a
fibronectina (64%). A concentracdo utilizada tanto para o ensaio com a ALT-C
quanto para o ensaio com a BaG foi a mesma (COMINETTI et al., 2003). Da
mesma forma, a Echistatina, uma desintegrina RGD isolada do veneno de Echis
carinatus, induziu uma significante desadesao das células K562 ja aderidas a
fibronectina em concentragdes bem baixas (10nM e 1uM) em um curto periodo de
tempo (30 minutos) (GAN, 1988), e em experimento realizado sob as mesmas
condigbes. Estes resultados mostram as diferengas significantes os tipos de
desintegrinas quanto ao efeito e ao tipo de ligante. Lundstrom et al.,1998
demonstraram que as integrinas op+1e aszfB1 desempenham um importante papel
durante a ades&o inicial das células de carcinoma mamario MDA-MB-231 & matriz
O0ssea e pulmonar, para iniciar o processo de metastatizagdo. Estes mesmos

autores mostraram que as estruturas de superficie celular para mediar a



ancoragem desta linhagem tumoral eram formadas principalmente pelos
receptores de colageno tipo |, as integrinas azB+1e asp+. Diante disto chegou-se a
correlagédo entre a expressao das integrinas axp1e asf+ a habilidade de diferentes
tipos de células tumorais se ligarem ao osso cortical. Além disso, um dos tipos
mais comuns de cancer e um dos mais agressivos em mulheres € o cancer
mamario, caracterizado por metastases 6sseas e pulmonares, provavelmente
devido as proteinas existentes na matriz vascular 6ssea e pulmonar. Propriedades
intrinsecas da matriz 6ssea poderiam participar do desenvolvimento das
metastases Osseas (MORINI et al.,, 2000). Entre as integrinas, o receptor de
colageno/laminina a2B1 (VLA-2) e o receptor de fibronectina asf1 (VLA-4) tém sido
apontados em modelos animais como sendo os responsaveis pelas metastases
seletivas de células tumorais em ossos (LUNDSTROM et al., 1998). Ja foi
demonstrado in vitro e in vivo (LUNDSTROM et al., 1998) que as células MDA-
MB-231 de carcinoma mamario tém preferéncia em metastatizar células 6sseas.
As integrinas VLA-2 (a2p1) e VLA-3 (a3p1) tém em comum a cadeia beta-1, que
pode se ligar de forma n&o covalente a uma das seis diferentes cadeias alfa, o que
ird determinar as propriedades ligantes do receptor (HEMLER et al., 1990).

Sendo o colageno tipo | a principal proteina da MEC presente no tecido
O0sseo cortical, e a ALT-C capaz de inibir a adesao de células tumorais ao
colageno tipo |, o desenho de ferramentas terapéuticas para o estudo do cancer
baseado na estrutura da ALT-C poderia vir a ser de grande interesse. E sabido

que a formacdo de metastase por tumores sélidos € dependente da



neovascularizagao do tumor primario (ALBINI et al., 2000), e a terapia anti-
angiogénica, ou seja, a utilizagdo de substancias que possam bloquear a
formacao de novos vasos tem sido alvo de intensas pesquisas e resultados muito
animadores (GRIFFIOEN E MOLEMA, 2000). A primeira molécula identificada
como fator angiogénico foi descrita em 1984 (SHING, 1984), e a primeira que
exibiu efeitos inibitérios sobre o crescimento celular, com especifidade para as
células endoteliais foi o o-cloroacetilcarbamoil fumagillol ou AGM-1470/TNP-470,
um analogo do antibiético fumagillin (INGBER et al., 1990). O mecanismo de agéo
deste composto era impedir que as células endoteliais entrassem na fase G4 do
ciclo celular, resultando numa diminuigdo da proliferagao.

Atualmente existem muitas classes de substancias que atuam nas
diferentes etapas que envolvem a angiogénese. Estdo disponiveis substancias
inibidoras de MMPs da MEC (MMPIs), tais como o Marimastat, o Prinomastat,
BMS275291, BAY12-9566 e o Neovastat, substancias que bloqueiam a
sinalizacdo das células endoteliais via VEGF e seu receptor VEGFR que s&o o
rhuMAb VEGF, SU5416, SU6668, ZD6474, CP-547, CP-632 e o ZD4190, drogas
similares aos inibidores endoégenos da angiogénese como a Endostatina,
Angiostatina e os Interferons. A Talidomida também vem sendo revista quanto a
sua aplicagdo ndo mais como anti-emético e sim como agente anti-metastatico.
D’Amato et al (1994) relataram que a Talidomida pode inibir a angiogénese
induzida por bFGF e VEGF, inibir o Fator de Necrose Tumoral-alfa e a
Cicloxigenase 2 (COX2), alterar a expressao da ICAM e modificar a MEC. Drogas

como a Esqualamina, o Celecoxib, ZD6126, TNP-470 e antagonistas de



integrinas-a, também ja estdo sendo avaliados quanto a aplicagao na terapia anti-
tumoral (SHEPERD E SRIDHAR, 2003). Ainda em relagdo a terapia anti-
angiogénica, nao s6 os diversos tipos de cancer podem ser tratados por estas
drogas, mas sim uma gama muito maior de patologias, tais como: degeneragéo
muscular relacionada a idade, cegueira causada pelo diabetes (retinopatia
diabética), inflamagdes crénicas (artrite reumatéide, doenga de Crohn), psoriase e
em varias outras condi¢des. Estima-se que pelo menos 184 milhdes de pacientes
possam se beneficiar com a terapia anti-angiogénica (GRIFFIOEN,e MOLEMA,
2000).

Baseado em experimentos in vitro, foi observado que a ALT-C exerceu efeito
modulador sobre a proliferagédo e a migragao celulares. Em neutrdfilos, a ALT-C
induz migracéo via sinalizagdo de integrina com ativacdo da quinase de adeséao
focal (FAK), aumento da polimerizagado de F-actina e induz a translocagao da Erk-
2 para o nucleo da célula, atividade esta relacionada com sobrevivéncia
(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). Em presenca do Colageno tipo |, a ALT-C
induziu de maneira significativa a migracdo das células MDA-MB-231. Uma
hipotese para tal efeito seria a de que a presenga do Colageno tipo | ativaria a
integrina a1 ou aumentaria a sua expressao na superficie de algumas linhagens
celulares, o que poderia tornar a célula mais susceptivel a ALT-C. BYZOVA et al.,
2000 mostraram que o VEGF ativa algumas integrinas envolvidas com a
angiogénese e, consequentemente, modula a resposta migratoéria (BYZOVA et al.,

2000).



A ALT-C, tanto na forma soluvel quanto na forma imobilizada ao plastico,
demonstrou ser capaz de promover a proliferacao celular em HUVECs, e este
efeito poderia estar relacionado com um aumento da expressdo de fatores de
crescimento. Em células da linhagem NITH3T3, a ALT-C na forma soluvel induziu
de forma significativa a expressédo de VEGF (COMINETTI et al., 2004). O VEGF
pertence a uma familia de glicoproteinas homodiméricas e é, sobretudo, um
potente fator de crescimento vascular que esta relacionado com as desordens
angiogénicas tais como o cancer, a isquemia e a inflamacédo (FERRARA &
HENZEL, 1989; FERRARA et al., 1992; CARMELIET, 2003; CROSS et al., 2003).
Além disso, o VEGF exerce outras fungdes nas células endoteliais, como indugao
da permeabilidade vascular (SENGER et al., 1983, 1990), sobrevivéncia celular
(ALON et al., 1995; PIERCE et al., 1996; GERBER et al., 1998), estimulagdo da
adesdo e migragdo (BYZOVA et al.,, 2000; MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003) e
indugéo da expressao génica (Senger, 2001).

A ALT-C também aumentou a expressdo de outros fatores de crescimento,
tais como IL-11, TGFp e EGR2 e 3, os quais provavelmente estao envolvidos no
efeito positivo sobre a proliferagao celular das HUVECs e outros tipos celulares
(COMINETTI et al., 2004). Portanto, a ALT-C estaria agindo como um fator de
sobrevivéncia. Nao houve diferencas na expressao de metaloproteases em células
NITH3T3 tratadas com ALT-C e com colageno tipo |, sugerindo que a ALT-C
poderia mimetizar os efeitos do colageno tipo I, como sugerido por ZIGRINO et al.

(2002).



Utilizando-se a técnica de microarrays, foi demonstrado que fibroblastos
humanos incubados com ALT-C tiveram os niveis de expressido de VEGF
aumentados (COMINETTI et al., 2004), o que poderia explicar a atividade indutora
de proliferacdo da ALT-C em HUVECs. Além do VEGF, a ALT-C também
aumentou o nivel de expressao de 45 genes e diminuiu a expressao de 30 genes
(COMINETTI et al., 2004)

Estes efeitos ndo sdo observados na maioria das desintegrinas-RGD, que
inibem a angiogénese e induzem a apoptose (Hong, S.Y.et al., 2003; Yeh, C.H. et
al., 1998). A ALT-C nao mostrou efeito proliferativo para as linhagens celulares
estudadas. Estes resultados mostram que ha diferenca entre as HUVECs e as
linhagens testadas, ja que para as células endoteliais a ALT-C teve um forte efeito
indutor de proliferacdo em baixas concentragdes (5nM), sendo que em
concentragdes mais elevadas o efeito proliferativo diminuiu. Diante do exposto e
dos resultados obtidos at¢é o momento com a ALT-C, é inegavel o potencial
terapéutico desta desintegrina-simile sendo como proprio farmaco, sim como
modelo para o desenho de drogas e de modelos para o estudo de terapias anti-
angiogénicas.

Quanto ao peptideo sintético a, mesmo em concentragdes mais elevadas
n&do foi capaz de inibir a adesédo das células K562-a23¢ de forma significativa,
sugerindo que a atividade inibitéria estaria relacionada a conformagao da molécula

da ALT-C, dai a ineficiéncia do peptideo sintético. Por outro lado, em neutréfilos



este mesmo peptideo reproduziu as agdes da ALT-C, induzindo a migragao destes

(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003).

15 CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos dentro deste projeto de pesquisa, podemos
concluir que:

» A ALT-C é capaz de inibir a adesdo de diversas linhagens celulares
tumorais ao colageno tipo I, quando estes processos envolvem a integrina
o2P1;

» A ALT-C n&o é capaz de induzir a desadesdo das linhagens celulares
estudadas, uma vez estando estas aderidas ao seu substrato;

» A ALT-C nao é citotdxica para as células ndo tumorais, requisito importante
para viabilizar futuros estudos in vivo;

» A ALT-C induz a proliferagdo de HUVECs em baixas concentragcdes e nao
induz a proliferagao das outras linhagens celulares estudadas;

» A ALT-C demonstrou possuir especificidade para HUVECs;

» A ALT-C produz seus efeitos de maneira dose-dependente, ou seja, é

possivel modular a concentragao para se obter o efeito desejado.



16 PERSPECTIVAS

As perspectivas em relacao ao potencial da ALT-C sao muitas, mas alguns pontos
devem ser levados em consideragao:
» Como toda substancia de origem animal, o potencial imunogénico é

grande; a obtencdo desta proteina através da tecnologia do DNA
recombinante talvez sanasse este possivel problema e também
eliminaria a questdo da produgao da ALT-C em larga escala;

» Devem ser realizados ainda ensaios in vivo para a confirmagao dos
resultados que foram obtidos in vitro, pois o sistema bioldgico, além
de muito complexo, nem sempre corresponde de maneira

semelhante aos ensaios in vitro.
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