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Resumo

Desintegrinas sdo toxinas frequentemente encontradaseeenos de serpentes e cujos
efeitos bioldgicos ocorrem devido a interacdo com receptde superficie conhecidos como
integrinas. A DisBa-01, uma desintegrina RGD isolada de miRéhglandula venenifera de
Bothrops alternatus, possui atividade anti-metastética, anti-angiogénicatigrambdética em
camundongos atimicos, parcialmente mediada pela intecaga a integrina,fs. Estudosn
vivo com ratos Wistar também indicam que esta proteina podeitielade pré-angiogénica
durante regeneracdo pos-cirdrgica. O objetivo deste estududiiar os efeitos da DisBa-01
na adesédo, desadesédo e proliferacdo celular de miebl@&@12, além de avaliar o perfil
eletroforético das proteinas secretadas por estas cédldasondicbes normais e tratadas. As
células (16 células/poco) foram incubadas com diferentes cdragies de DisBa-01 em
diferentes tempos e substratos (plastico, colagend gdibronectina). O meio de cultura foi
recolhido para andlise por eletroforese bidimensional Y2D&s células foram quantificadas.
Além disso, foi realizada citometria de fluxo paraliavaa expressao de integrinas, (o, os,

ay, avPs, 1 €Ps). A DisBa-01 inibiu a adesdo das células a fibronectinalearconcentracdo
(1000nM), além de inibir a adesdo das células ao colagento@dsms as concentractes
testadas, mas ndao promoveu a desadesédo de células aalesties dois substratos tampouco
afetou significativamente a proliferacdo de mioblastosandlise por citometria de fluxo
identificou as integrinaa, e B1, corroborando em parte os resultados obtidos. A ar@dise
2DE do sobrenadante indicou que a DisBa-01 induz a um aumemdamero de proteinas
secretadas, principalmente na maior concentracdo te$i@@nM). Em concluséo, os
mioblastos C2C12 sdo sensiveis a DisBa-01, sugerindo quprestma inicia uma cascata

de sinalizacado celular mediada por integrinas que madifecrecéo proteéica.

Palavras-chave C2C12, células precursoras miogénicas, DisBa-01, integrina
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Abstract

Disintegrins are toxins commonly found in snake venomsseHumological effects occour
upon interaction with surface receptors known as integbmsBa-01, an RGD disintegrin
isolated from a cDNA library made with mRNAs from tivenom gland ofBothrops
alternatus, bears anti-metastatic, anti-angiogenic and anti-thodim activity in nude mice,
partially mediated by interaction with integrgps. Studies with Wistar rats also show that
protein has angiogenic activity during regeneration aftegesyr The objectives of this study
were to evaluate the effects of DisBa-01 on adhesiadhdsion and proliferation of C2C12
myoblasts and evaluate the electrophoretic profile ofesed proteins of DisBa-01-treated
cells. Myoblasts (10cells/well) were incubated with five concentratiorisDisBa-01 under
different incubation times and adhesion substrgatésiic, collagen type | or fibronectin). The
supernatant was collected for 2DE analysis and the eedie quantified. Also, flow
cytometry was used to evaluate the expression of inte@rins., as, oy, 0Bz, 1 andpa).
DisBa-01 inhibited adhesion to fibronectin in high conciin (1000nM) and to collagen
type | in all tested concentrations, but did not detadls ¢em collagen or fibronectina
matrix nor affected myoblast proliferation. Flow cytdrngeshowed that integring, and 31
were present. 2DE analysis points to an increasecoéteel proteins, mainly in higher DisBa-
01 concentration (1000nM). In conclusion, C2C12 myoblastssansitive to DisBa-01,
suggesting this protein initiates a sinalization cascadeateeldby integrins, which modifies

protein expression and secretion.

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

As serpentes (do latireerpens, serpentis — que rasteja ou rastejante) sdo animais
vertebrados, membros da classe dos répteis com o ma&sse de radiagdo existente tanto
em numero de espécies quanto em distribuicdo geogi@eagh et al., 1998; Cadle e
Biesecker, 1987). Figura recorrente no imaginario da humanidasepente é encontrada em
contos, historias e mitologias de diversos povos agolala Histéria, sendo a representacéo
tanto de morte, maleficéncias e engodos quanto de igimwvegeneracao, imortalidade, por
sua capacidade de troca de pele (muda), e sabedoria. Atuglntivdrsos simbolos
envolvendo serpentes sdo utilizados: o simbolo da Medé& representado por uma Unica
serpente envolvendo o cetro de Esculapio, deus grego daacseapente enrolada em um
calice é o simbolo da Farmacia; um cetro envolvido caaas serpentes € o simbolo das

Ciéncias Contabeis, representando o caduceu de Mercurio.

As serpentes possuem o0 corpo alongado, sem membros eertecde escamas
corneas, que sdo importantes para sua identificacdassifidacdo. A camada superficial
desta cobertura é trocada periodicamente. Sao anintaig€retcos, sem controle sobre a
temperatura corporal que esta sempre proxima a temperathientan Seus 6rgaos internos
séo tubulares e acompanham a geometria do corpoumace¢rtebral é alongada e ha uma
complexa ligacdo entre musculos, vértebras, coseelpsle, possibilitando os movimentos
caracteristicos das cobras (Instituto Chico Mendes dedbaatdo da Biodiversidade - Centro

de Conservacao de Répteis e Anfibios, 2009).

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

inoculador de veneno, e as nao peconhentas ou constritArabos 0s grupos sao



encontrados no Brasil, em diversos habitats, inclusmibientes urbanos. De cerca de 250
espécies de serpentes existentes no pais, 70 sdo pecor{Rémtase Pereira, 2001) e
pertencem aos génerBethrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus (Melgarejo, 2003). Em 2008,
foram notificados 26.252 casos de acidentes com serpen@shpatas, dos quais 19.285
(73,5%) foram causados por serpentes do géBetbrops (Sistema de Informacéo de

Agravos de Notificagédo, 2008).

Os acidentes ofidicos representam a maior parte daensEs com animais
peconhentos no Brasil, ocorrendo em todos os estadpaisloO maior nimero de casos
ocorre na regiao norte, mas ha grande nimero de t&sdeas regides sudeste e centro-oeste
também. Além disso, o0 numero de casos é maior nossnigentes e chuvosos, quando a
atividade humana nos campos aumenta (Sistema de InfarrdacAgravos de Notificacao,

2008).

Héa cerca de 2700 espécies de serpentes descritas, das quas @pequinto é
venenoso ou pecgonhento. Serpentes peconhentas estdouidistiem quatro familias:

Viperidae, Atractaspididae, Elapidae e Colubridae @®&errano, 2008a).

Os critérios para a divisdo das serpentes em pecoshentdo peconhentas sdo: a
presenca ou auséncia da fosseta loreal, o tipo de cauifzeale denticdo, além do padréo de
cores que distinguem as serpentes do gémérourus (Instituto Chico Mendes de

Conservacao da Biodiversidade - Centro de ConservacagptieidRe Anfibios, 2009).

A fosseta loreal € uma membrana rica em terminagéegsas ligadas ao cérebro,
presente somente em serpentes peconhentas. Localizmdoagmarinas e os olhos, este
sensor térmico permite que a serpente perceba varig&deicas minimas, na ordem de

0,003°C. As serpentes do généviocrurus (coral-verdadeira) sdo uma excegado, por nao



possuirem fosseta loreal. Estas serpentes sédo didasgpelo padrdao de anéis coloridos

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

Dentre as serpentes com fosseta loreal, as que posswela lisa sdo as do género
Bothrops, as com caudas com escamas arrepiadas sdo do féadezes e as com chocalho

na cauda sao do géneCootalus (Fundacdo Nacional de Saude, 2001).

A denticdo das serpentes pode ser de quatro tipos distiédifa, opistoglifa,
proterdglifa e solendglifa. As duas primeiras sdo enadatr em serpentes ndo peconhentas,
enquanto as duas Ultimas séo caracteristicas de serpegtazhentas. As serpentes com
denticdo aglifa possuem dentes pequenos e macicos; adectigéo opistoglifa, além de
dentes pequenos e maci¢cos, possuem um par de dentes mags dom sulcos por onde a
saliva pode escorrer. Serpentes com denticdo proterogéifagm, além dos dentes pequenos
e macicos, um par de dentes dianteiros semi-caniculagostamanho pouco difere dos
outros e que injeta 0 veneno; serpentes com denticauogtifa possuem um par de dentes
dianteiros caniculados, maiores que 0s outros denfezesmde se movimentarem para frente

no momento do bote e injetar o veneno (Instituto Buta2@00).

No Brasil, existem serpentes peconhentas de trés familiperidae, Elapidae e

Colubridae.

A familia Viperidae é representada pelos gén8aibrops e Crotalus. Com cerca de
30 espécies de serpentes distribuidas pelo territoriomaciasBothrops sédo popularmente
conhecidas como urutu-cruzeiro, jararaca e jararacutabiam ambientes umidos, areas
cultivadas e regibes com abundéancia de roedores. O génarbus abriga varias espécies,

como a cascavel, que geralmente habitam areas sezassas e campos abertos. Elas ndo



sdo agressivas e raramente atacam; sua principal catéded o guizo na cauda (Fundacgéo

Nacional de Saude, 2001).

As corais, do génerilicrurus, pertencem a familia Elapidae. S&o animais de pequeno
e medio porte, com anéis vermelhos, pretos e bramuogualquer combinacdo. A familia
Colubridae é representada pelos généleiia e Philodryas (muguranas e cobras verdes,
respectivamente), cuja denticdo opistoglifa dificultanacillagdo do veneno nas presas

(Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversida@entro de Conservacao de

Répteis e Anfibios, 2009; Fundacdo Nacional de Saude, 2001).

A mordida de serpentes é uma ameaca presente em moitasidades, seja em
nacoes subdesenvolvidas ou em nacdes desenvolvidas. Apssantivenenos reduzirem a
mortalidade, a sua producéo é baixa. Assim, o entendindesteomponentes dos venenos,
por meio de estudos bioquimicos, farmacolégicos e malexsjlé de grande importancia para
a otimizagdo de agentes terapéuticos. Juntamente coantivenenos, as pesquisas com
venenos de serpentes tém grande potencial para a desobderbvas drogas terapéuticas,
pois muitas proteinas que compde esses venenos possuensae@ddnradades terapéuticas
como inducdo da fibrindlise e inibicdo da agregacéo plaqaetartre outras (Cherg al.,

2002).

Uma grande quantidade de informacdes sobre os componangzsarismos de acao
dos venenos de serpente esta disponivel atualmente; mpad® dos artigos publicados em
revistas especificas de toxinologia esta relacionada aegke serpente e seus componentes

(Guimaraest al., 2004).

Estes estudos atrairam também a atencdo comercial, aopossibilidade de

desenvolvimento de farmacos a partir de componentes doovggeserpentes. O primeiro



medicamento desenvolvido a partir do veneno de uma serfmnbeCaptopril (Squibb),
inibidor da enzima conversora da angiotensina derivado doeel@Bothrops jararaca, em
1975. Outro exemplo é o medicamento Aggrastat (Merckzaagulante cujo protétipo foi a
desintegrina derivada de veneno de serpente echistidbheei al., 2006; Ramos e Selistre-

de-Araujo, 2006).

1.1 Composicéao de venenos

O veneno das serpentes é produzido e armazenado em gdadelwkeneno e utilizado
primariamente para o ataque, contendo componentes queizabd facilitam a digestdo da

presa (Menezed al., 2006; Karalliedde, 1995).

Os efeitos dos venenos de serpentes sao complexos,irpn@ete devido a
diversidade de componentes, com acles distintas, eémanmtela interacdo destes
componentes entre si, potencializando a atividade dowgefign sua maioria, 0S venenos sao
formados por uma complexa mistura de peptideos com diésragdes farmacologicas. Esta
diversidade faz com que os peptideos de venenos sejationt®ma partir da qual é possivel

propor e moldar estruturalmente novos agentes terapé(ltees e Garcia, 2003).

Além de peptideos, 0os venenos de serpentes possuem emnyu@siCBO Outros
componentes organicos, além de componentes inorganicso@ponentes inorganicos
incluem C&', Co™*, CU#*, F&*, K* Mg®", Mn**, Na’, P e ZA". Nem todos estes fons sdo
encontrados em todos o0s tipos de venenos e sua quantalaaleconforme a espécie de
serpente. O papel biolégico destes ions ainda nao é totalaiaro, mas sabe-se que alguns

deles, como C4, Mg®" e Mrf*, sdo importantes para a estabilizagéo de algumas protHs



venenos, enquanto outros, comd CE&W, FE* e Zrf*, participam do mecanismo catalitico
de alguns componentes dos venenos, como as metalopeptdasssmponentes organicos
podem ser separados em componentes protéicos e nao proséicds que 0S primeiros

respondem pela maior parte dos componentes (Bjarndsmn ¢994).

Mais de 95% do peso seco da maioria dos venenos sao pdimsptijue incluem
enzimas, toxinas e pequenos peptideos, capazes de maalifessposta fisiologica do animal
envenenado (Karalliedde, 1995). Os componentes nao protéichgenin carboidratos
(glicoproteinas), lipideos (principalmente fosfolipidea@shinas biogénicas (abundantes em
venenos de Viperidae e Crotalidae), nucleotideos e amidws (Souzeet al., 2000;

Bjarnason e Fox, 1994).

Ha uma diversidade de efeitos ap0s o envenenamento pentes em humanos.
Entretanto, apenas poucas categorias tém significatici@ac como a paralisia flacida,
midlise sistémica, cardiopatia, cardiotoxicidade,rfei@ renal, hemorragia e dano tecidual no
local da mordida, e cada uma delas pode causar inimerms efecundarios, com diferentes
potenciais de morbidade e mortalidade. O veneno de qualquelieedpéserpente pode

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

A cascata de coagulacéo (figura 1) € um dos alvos dassodnvenenos de serpente
(Amaraet al., 2008). As toxinas de venenos que afetam a hemostase pedelassificadas
de acordo com seu efeito geral: coagulantes (enzipagrambina e toxinas ativadoras de
protrombina), anticoagulantes, fosfolipases A, ativadalasplaquetas, antiplaguetarias,

fibrinoliticas e hemorraginas (metalopeptidases) (&al;, 2005; Marsh e Williams, 2005).

Cerca de 100 toxinas de venenos de serpentes foram desontastipo trombina,

amplamente distribuidas em varios géneros das familgeyritYae e Colubridae (Let al.,



2005). Apesar de algumas acgOes destas enzimadrtipdina de venenos de serpentes
(SVTLES) lembrarem os efeitos da trombina, estepg@rmdo realiza a clivagem dos
fibrinopeptideos A e B do fibrinogénio, tampoucoapaz de ativar o fator Xlll, fazendo com

gue coagulos criados vitro sejam friaveis e faciimente dissolvidos (Marsh dliavhs,

2005).
| endogena | | exogena |
Xl TF
Xl
IX VII
VI
X
\Y

Protrombina——Trombina

Fibrinogénio —» Fibrina

PlasmV$

Fibrindlise Trombose

Figura 1: Cascata de coagulagéo.

Retirado e adaptado de Amataal., 2008.

Muitos dos venenos de serpentes contém ativadergsadrombina, que convertem
protrombina em trombina e meizotrombina. Eles s&wlidos em quatro grupos, de acordo

com suas estruturas, caracteristicas funcionaisfatores requeridos: grupos A, B, C e D.



O grupo A, encontrado em diversos géneros da familia dgericoncentra os
ativadores de protrombina sem cofatores. O grupo B é d#pendente, com duas
subunidades ligadas ndo covalentemente: uma metalopeptidasa lectina tipo C ligadas
por pontes dissulfeto. O grupo C, encontrado soment@lgams géneros australianos da
familia Elapidae, é formado por serinoproteases que precisatalcio e fosfolipidios para
ativacdo. O grupo D também é formado por serinoproteasesdeepes de célcio, vesiculas
de fosfolipidios carregados negativamente e do fatadaVeascata de coagulacdo plasméatica.
Algumas enzimas ativadoras de protrombina séo estrututalcionalmente homélogas a

fatores de coagulacéo (letal., 2005; Marsh e Williams, 2005).

A proteina C, dependente de vitamina K, é um anticoagulgunee participa do
controle da hemostase. A maioria dos ativadores de mao@item sequéncias altamente

similares a outras serinoproteases de venenosa @ly 2005; Marsh e Williams, 2005).

As fosfolipases A (PLA;) de venenos de serpentes formam um grupo de proteinas
diversas que afetam a hemostase, com ampla variedadeitds éarmacolégicos (como
atividade anticoagulante, devido a sua competicdo com fateresagulacédo pela ligacdo a
fosfolipidios) e que podem ser divididas em dois grupos:,PR#p 49, com grande
capacidade catalitica, e PLRys 49, com baixa ou nenhuma atividade catalitica. O residuo
Asp 49 é essencial para a atividade catalitica, sendo pesiticdde ligacdo ao célcio (Lat

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

As metalopeptidases, presentes nos venenos das fawmiiesdae e Crotalidae,
degradam a matriz extracelular (MEC) de vasos sanguiatstando a hemostase (kual.,
2005; Marsh e Williams, 2005) e causando hemorragia locat@&rsca, principalmente em

ataques por membros da familia Viperidae (Gutieateal., 2006). As metalopeptidases



também tém efeito citotoxico em células endoteliagem em componentes do sistema

hemostatico (de Rooet al., 2003).

1.2 Metalopeptidases

Diversos processos que ocorrem durante o remodelameteoidizs sdo dependentes
da protedlise da MEC, tanto em condi¢des fisiologicamais quanto em patologias. Essa
protedlise geralmente é realizada por proteases que tapdmdem processar proteinas de
adesdao e outros receptores de superficie celular (Charagke ¥001; Naglictet al., 2001).
Membros da superfamilia das Zinco-metalopeptidases (zijcesido envolvidos nestes
processos. As zincinas séo classificadas em cinco dndé proteinas de acordo com as
sequéncias ao redor do motivo HEXXH: astacina, matrixmeprolisina, termolisina e
serratia. Além desta superfamilia, ha ainda a superéandiis Inverzincinas, a das
Carboxipeptidases e a das DD-Carboxipeptidases, todas cibim dedigacdo ao zinco e um

residuo de histidina como o terceiro ligante a este ie€i@ck, 2000).

As metalopeptidases da superfamilia das Inverzincinas, um gragoeno, sao
caracterizadas pela inversdo do motivo de ligacdo ao @i¢XEH), e ja foram encontradas
em humanos, ratos, abelhas, bactérias e leveduras. Kasafha das Carboxipeptidases é
caracterizada por um unico motivo de ligagdo ao zinpmde ser dividida em trés grupos de
acordo com a sequéncia ao redor do sitio de ligacaoioQisitigacdo ao zinco do grupo das
DD-Carboxipeptidases é caracterizado pela sequéncia DHXhyjanto a terceira histidina
estd localizada a 42 residuos no lado N-terminal do matavesequencia SRHMY (DeClerck,

2000).
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Parte das zincinas contém duas histidinas e um &cido ggot&omo terceiro ligante
de zinco, sendo chamadas gluzincinas. Termolisinas asvéarétalopeptidases bacterianas
fazem parte deste grupo, com duas regides conservaddsicas/ma ligagdo ao zinco. As
duas histidinas se encontram na sequéncia HEXXHXBT, enqoaat@o glutamico esta a

25 residuos no lado C-terminal, na sequéncia GXBNEXBSD IépeC 2000).

Outras zincinas possuem uma sequéncia consenso de ligagdioca mais longa,
HEBXHXBGBXH, contendo trés histidinas como ligantes ole@ Adicionalmente, contém
uma metionina em uma conformagdo similar a alga de zidtamadamet-turn, sendo
chamadas de metzincinas. As astacinas, matrixinas, isapasle serratias fazem parte deste

grupo (DeClerck, 2000).

As astacinas, proteinas de diversas origens incluindo megtittgses de mamiferos,
se caracterizam por um residuo de acido glutamico logoaatabseira histidina. As serratias,
proteases extracelulares bacterianas, contém um red&lywolina logo apés a terceira
histidina ligante de zinco. Tanto nas astacinas quargoseaatias, ha a possibilidade da
tirosina presente na regido consenso SBMSY da regg&turn se ligar ao zinco (DeClerck,

2000).

As metalopeptidases de matriz (MMPs — matrix metallops®®) pertencem a familia
das Matrixinas e sédo capazes de degradar varios compodant#sC, incluindo colageno
fibrilar (Elkington e Friedland, 2006; Curran e Murray, 20003. MMPs sao secretadas, em
sua maioria, em forma sollvel no ambiente extraaelaf@e sao ativadas, mas ha MMPs que
podem se localizar na superficie celular, por meio derdortransmembrana ou interagédo do
tipo ligante-receptor. Em sua forma ativa as MMPs clipagfierencialmente componentes da

MEC, mas podem clivar outras proteinas (DeClerck, 2000).
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Pertencentes a superfamilia das zincinas, as metalopeptidas/eneno de serpente
(SVMPs —Shake Venom Metalloproteases) sdo uma das familias de proteinas de venenos de
serpentes que afetam a hemostase @ah., 2006) e podem representar até cerca de 50%

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

1.3 Metalopeptidases de veneno de serpente (SVMPS)

As metalopeptidases de veneno de serpente (SVMPs) séo gynarudeinas que
podem ter diversos dominios (Soueh al., 2000), podem ser hemorragicas ou nao
hemorragicas (Kishimoto e Takahashi, 2002; Maruyamta al., 2002) e sé&o
fibrino(geno)liticas, clivando preferencialmente a cadei do fibrinogénio, mas também séo
capazes de clivar a cadei$.BS&0 sintetizadas na glandula de veneno como zimogénios
(preproproteinas), com um grupo tiol bloqueando o sitio at@ ligagdo ao ion zinco. Apos
a secrecédo pela glandula, o grupo tiol € afastado poegsamento proteolitico e o zimogénio

€ convertido na proteina ativa (Matstal., 2000).

As SVMPs séo classificadas nos grupos P-I, P-Il e B-#rios subgrupos (figura 2),
de acordo com a presenca ou ndo de dominios distinfmecessamento proteolitico destes
dominios e se ha ou ndo dimerizacdo pos-traducionakddsteinios (Fox e Serrano, 2008b;
Sant'Anaet al., 2008). Todos 0s grupos contém um peptideo sinal, pré-domid@aminio
catalitico homodlogos, além de um peptideo espacador. \A4PS da classe P-l1 sdo
caracterizadas por possuirem apenas os dominios contodasaas SVMPs. As SVMPs da
classe P-Il contém um dominio desintegrina adiciormat) am motivo RGD dentro de uma

alca mantida por pontes dissulfeto, que se liga agringsay B3 (receptor de fibrinogénio),
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asP1 (receptor de fibronectina) @3 (receptor de vitronectina); as SVMPs do grupo P-llI
possuem um dominio tipo desintegrina, que difere do dord@smtegrina pela substituicao
do motivo RGD pelo motivo XXCD (quaisquer dois aminoacideguglos por Cisteina e
Acido Aspartico) e sao divididas em quatro subgrupos (Mai@liveiraet al., 2003; Ivaska

et al., 1999).

O grupo P-II é dividido nos subgrupos P-lla, P-lIb, P-IR-Be, enquanto o grupo P-
Il € dividido nos subgrupos P-llla, P-1llb, P-llic e Bdl As SVMPs do subgrupo P-lla tém
um dominio desintegrina adicional que se dissocia da paoagitis o processamento da proé-
SVMP inativa; as do subgrupo P-lIb tém um dominio metalogeegi € um dominio
desintegrina, que permanecem unidos ap0s o0 processamedtosabgrupo P-lic formam
um dimero com os dominios metalopeptidase e desintegrnao subgrupo P-lid, cujo
produto apés o processamento da pr6-SVMP ndo é conhecidoanfordesintegrinas
homodiméricas; as SVMPs do subgrupo P-lle, cujo produbs approcessamento da pro-
SVMP também ndo é conhecido, formam desintegrinagduiteéricas. As SVMPs do
subgrupo P-llla mantém todos os dominios unidos apds egsamento; as do subgrupo P-
llIb tém o dominio metalopeptidase separado dos deamidp subgrupo P-llic formam um
dimero com os dominios metalopeptidase, tipo desintegniitdd em cisteina; as SVMPs do
subgrupo P-llld, além de possuirem os dominios metalopeptiifaseesintegrina e rico em
cisteina, também apresentam um dominio tipo lectigaddi por pontes dissulfeto (Fox e

Serrano, 2008b).
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Forma precurso Apobs processamer
P-I [ cat |
Des
P-IId P Pro [or:14 E P Des ? +
Des
Des
+ ? + D
P Pro Des e
P-IIIc P Pro Cat E T-D | R-C (of-1 E T-D | R-C [}
P-IIId ] Pro Cat E T-D R-C
+ of:14 E T-D R-C Lec Lec

Figura 2: Diagrama esquematico das classes deapefdidases de veneno de serpentes (SVMPs).
P: peptideo sinal; Pro: pr6-dominio; Cat: domiratalitico; E: peptideo espacador; Des: dominiontiegiina;
T-D: dominio tipo desintegrina; R-C: dominio riao eisteina; Lec: dominio tipo lectina. O ponto de
interrogacgao (?) indica que o produto processaddaiddentificado no veneno. Extraido e modificatioFox e

Serrano 2008b.

O peptideo sinal € composto por dezoito aminoacaloswior parte deles sdo residuos
hidrofébicos que, funcionalmente, agem como mancad® secrecdo. O pré-dominio,
composto por uma sequéncia de 200 aminoacidos eitantonservada entre as SVMPs,
modula a atividade enzimatica por meio de interagien o dominio catalitico. O dominio
catalitico, ou metalopeptidase (MP), contém ceec@Xb residuos de aminoacidos e € menos

conservado que o pré-dominio (Ramos e Selistrerdejd, 2006). Este dominio possui de
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duas a trés pontes dissulfeto, sendo que somente em Si¥d&dPRdasses P-Il e P-lll trés

pontes dissulfeto sdo encontradaséa., 1996; Bjarnason e Fox, 1994).

O peptideo espacador, inicialmente, foi descrito como egmento interdominio,
com 13 a 15 residuos de comprimento, entre os dominiosticat&i desintegrina. Este
segmento, porém, pode ser liberado de alguns precursoresantrado em desintegrinas
longas, com dominio tipo desintegrina; neste caso, ustairta extra forma pontes dissulfeto
com o dominio C-terminal e pode estar relacionada cstéesia ao processamento

proteolitico (Ramos e Selistre-de-Araujo, 2006 e@., 1996; Bjarnason e Fox, 1994).

Os dominios desintegrina e tipo desintegrina variam enpdmento, podendo ter de
41 a 100 residuos, e em quantidade de pontes dissulfeto. Edemosstram que estes
dominios séo fortes ligantes de integrinas, podendo dispfitos bioldgicos mediados por
integrinas. A maior parte das desintegrinas é derivada de gweesida classe P-Il e contém
o0 motivo RGD; as derivadas de precursores da classeRidida a nomenclatura de proteinas
tipo desintegrina, por conterem sequéncias alternativamotivco RGD, como DCD ou ECD.
Além disso, ambos os dominios desintegrina e tipo @ggina contém grande namero de
cisteinas, mas os dominios tipo desintegrina possuem aosnwen residuo adicional de
cisteina em sua estrutura, em relacdo aos dominicgetggia (Ramos e Selistre-de-Araujo,

2006; Jieet al., 1996; Bjarnason e Fox, 1994).

O dominio rico em cisteina, assim como o dominio degima, contém grande
namero de cisteinas e é formado por cerca de 112 residoakzddo a C-terminal do
dominio desintegrina nas SVMPs do grupo P-lll (Ramosistf&etle-Araujo, 2006; Jiet al.,

1996; Bjarnason e Fox, 1994).
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As SVMPs exercem seus efeitos na degradacdo de protednas keminina,
fibronectina, proteoglicanas e colageno tipo IV da memhbpasal endotelial, além de agirem
sobre proteinas da coagulagcdo sanguinea, causando hersoiragiaém podem aumentar a
liberacdo de citocinas, que induzem a transcricdo de M¥lihdhir a agregacdo plaquetaria.
Estes dois fatores estdo associados a digestdo da ddEcglulas endoteliais (Ramos e

Selistre-de-Araujo, 2006).

Estudos demonstram que a maior parte das desintegrinas idashécliberada de
grandes precursores que possuem o dominio metalopeptidad® emadéncias que sugerem
gue alguns dominios desintegrina ndo sao separados de ses@reewido a uma ponte
dissulfeto adicional entre uma cisteina na regidogesizaia e 0 dominio desintegrina (Ramos
e Selistre-de-Araujo, 2006). Os dominios tipo desintegrineoeem cisteina das SVMPs de
classe P-IlIl podem ser liberados por meio de autoprotegiiseondi¢cdes apropriadas. Isto
sugere que alguns produtos da classe P-lll podem estar ga@ossno veneno, como a
maioria dos produtos de classe P-ll (Kishimoto e Takah@8bR; Maruyamaet al., 2002;

Bjarnason e Fox, 1994).

1.4 Desintegrinas

A integridade dos tecidos, bem como sua funcdo e manuiedependem das

interacdes das células com a MEC, realizadas por deiteceptores transmembrana que
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estdao envolvidos na polimerizacdo da MEC, na ligacdoamesx do citoesqueleto e na
transducédo de sinais entre a MEC e o nacleo (Mayer, 208x3¢. dRestas interacdes ocorre por
meio do reconhecimento do motivo RGD encontrado emnalgomponentes da MEC, como
vitronectina, fibronectina e fibrinogénio. Este motiambém é encontrado em alguns grupos
de pequenas proteinas ricas em cisteina denominadas desstegoladas de venenos de
serpentes e conhecidas por invadir a interacdo célula-BEE€lula-célula mediada por

integrinas (Yamada, 1997; Niewiarowskal., 1994; Goulcet al., 1990).

O termo “desintegrina” foi utilizado pela primeira vez 4989 para descrever um
grupo de peptideos ndo-enzimaticos ricos em cisteina, xke hassa molecular (5 a 9 kDa),
derivadas do processamento proteolitico de SVMPs, que gatara&om integrinas na
superficie celular (Goulet al., 1990). Hoje, ao nos referirmos a desintegrinas, estan®s
referindo ndo s6 a proteinas presentes em venenos detesrmeas também encontradas em
ratos, camundongos, bovinos, anfibios, caranguejos, filmssdnacacos, leveduras, porcos-
da-india e humanos e que possuem um alinhamento de cistemakgo ao encontrado em
proteinas do veneno de serpentes. Uma caracteristicancdmtodas as desintegrinas é a

capacidade de interagir com receptores de adesao conegasas (McLanet al., 2004).

Desintegrinas e proteinas tipo desintegrina sollveis s@ngadas no veneno de
serpentes da familia Viperidae. Estas proteinas podegaselintegrinas, sendo capazes de
interferir em diversos processos biolégicos mediadosmegrinas. Algumas desintegrinas
possuem atividade inibitéria sobre a agregacdo plaquetaniamp® do bloqueio da
glicoproteina lIb/llla (integrinay,fs) da plaqueta, obstruindo a ligagdo do fibrinogénio ao
seu receptor (McLanet al., 1998). Além disso, sdo capazes de inibir a migracdo de
neutrofilos e sua adeséo ao fibrinogénio, além de inibt&stases experimentais (Dargen

al., 1998; Trikheet al., 1994). Por outro lado, algumas desintegrinas induzem quinagiaxi
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ativacao de integrinas. Portanto o estudo de desintegrode levar ao desenvolvimento de
novas drogas antitumorais, antitromboéticas e antimdtaérias, além de muitas outras

aplicacdes (Shimaoka e Springer, 2003).

A maioria das desintegrinas é caracterizada pelo m&B® dentro de uma al¢ca
mantida por pontes dissulfeto, que se liga as integaings (receptor de fibrinogénioysp,
(receptor de fibronectina) ®ps (receptor de vitronectina), inibindo a agregacao plaquetéria,
interacdes célula-MEC envolvidas na metéstase de sélulaorais e angiogénese. Ja o
dominio tipo desintegrina encontrado nas SVMPs do grupbg®@dle inibir a adeséo celular

ao colageno pela ligagéo a integring; (Souzaet al., 2000).

Vérios estudos demonstram a capacidade de desintegrinaadmat sequencia RGD
de inibir a interacdo de células tumorais a MEC, poiondei competicdo especifica com
receptores de integrinas. A poténcia da inibicdo da gdéerdigante-integrina destas
moléculas é, provavelmente, uma funcdo da conformagdo do motivo RGD quanto dos
aminodacidos adjacentes a ele, contribuindo para a ésfgaie destes peptideos a diferentes
integrinas. Além disso, residuos ndo conservados denstesdpeeptideos podem contribuir

para a seletividade das integrinas (McLeina., 1998; Goulckt al., 1990).

Algumas desintegrinas sdo potentes inibidores da angiogguesmeio da ligacao
com a integrinaw B3 € do disparo de eventos apoptéticos em células endotetiamorais. A
accutina, deAgkistrodon acutus (Yeh et al., 1998), e a salmosina, degkistrodon halys
brevicaudus (Honget al., 2003; Kanget al., 2000), sdo exemplos de desintegrinas RGD que
possuem tais atividades. As desintegrinas albolabrinataaies eristostatina e barbourina
exibiram forte inibicdo de metastase tumoral de maneise-dependente (Bevigliet al.,

1995). A contortrostatina (Trikhet al., 1994), além da atividade de inibicdo da agregacéo
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plaquetaria por meio da ligacdo a integringBs das plaquetas, inibe também a adesado de
células humanas de melanoma (Trilehal., 1994) e células de cancer de cdlon (Zboal .,

2000) a vitronectina, por meio de ligagdo a integuifia.

A conformacado da desintegrina € essencial para sua ativolanetivo RGD/XCD é
encontrado no topo da alca flexivel do loop (Comirettdi., 2004; McLaneet al., 2004). A
coexisténcia de desintegrinas RGD com proteinas tipotegsgim com motivo variavel ndo-
RGD na mesma serpente suporta a hipotese de que ha dupliagiene envolvido na
pressdo de selecdo pela funcdo ancestral, enquantpiaa (0do-RGD) perde seu papel

funcional original (Juareet al., 2008; Bazaat al., 2007; McLaneet al., 1998).

Originalmente, as desintegrinas foram divididas em tré@pog Esta classificacédo,
porém, ndo incluia as desintegrinas diméricas (McLenal., 1998). Atualmente, as
desintegrinas de veneno de serpente sao classificadasm@mngrupos de acordo com seu
tamanho e nimero de pontes dissulfeto: pequenas, mgdiades, diméricas e as proteinas

tipo desintegrina de metalopeptidases da classe P-lll (Eata., 2003).

Desintegrinas pequenas sédo formadas por 41 a 52 aminoécplissuem 4 pontes
dissulfeto. Exemplos destas desintegrinas sdo a ectastaristocophina, eristostatina e
ocellatusina; uma excecdo é a acutinaPDemagkistrodon acutus, que contém apenas sete
cisteinas (Smitlet al., 2002; Bauesrt al., 1993; Calvetest al., 1992). As desintegrinas de
tamanho médio possuem cerca de 70 aminoacidos e seis pisgelfeto. A maioria das
desintegrinas se enquadra neste grupo e seus membros possegun@ria adesiva RGD.
Exemplos de desintegrinas desta classe incluem a trigrakistena, flavoridina, entre

outras (Calvetest al., 1997; Bauert al., 1993; Calvetest al., 1992). As desintegrinas de
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tamanho grande possuem cerca de 84 aminodacidos e seis giestdfeto. Exemplos desta

classe séo bibistatina (Calveteal., 1994) e a salmosina (Pastkal., 1998).

Desintegrinas diméricas fazem parte do mais receomogtescoberto, ampliando as
fronteiras do que se pode chamar de “desintegrinas chkissieste grupo é formado por
desintegrinas diméricas, com quatro pontes dissuifdétacadeia e duas pontes dissulfeto
intercadeia. A primeira diferenca entre estas e datdgsnas monoméricas é a presenca das
pontes dissulfeto intercadeia e a perda do pareamentoaleistgina em alguma subunidade.
Outra caracteristica € a existéncia de homo e hetenadimalém de uma variedade de
residuos presentes no motivo adesivo de cada cadeia(eetlal., 2004; Moreno-Murciano
et al., 2003). As desintegrinas homodiméricas possuem arranjoseRGa&mbas as cadeias,
como a contortrostatina (Triklet al., 1994). As desintegrinas heterodiméricas exibem uma
variedade de arranjos nos sitios ligantes. Um exemaldeasintegrina EC3, isolada Hehis
carinatus, que possui 0 motivo VGD na cadeia A e o tripeptideo Mazadeia B (Coelhet

al., 2004).

As proteinas tipo desintegrina de SVMPs de classe P4dysmn aproximadamente
100 residuos de aminoacidos e 16 residuos de cisteina envolviftosnacao de oito pontes
dissulfeto (Calvetest al., 2000; McLaneet al., 1998). Estas desintegrinas ndo possuem a

sequéncia RGD em sua estrutura.

As desintegrinas tém sido estudadas como potentes ligantesegéores plaquetarios
e de outras células, providenciando ndo apenas esclanezides relagdes estrutura-fungéo,
mas também sendo propostas como exemplo de farmacalnBevido a sua alta afinidade e
seletividade por integrinas, as desintegrinas podem sesideomdas antagonistas das

moléculas de adesdo. No entanto, estudos recentes demamsjue estas proteinas podem



20

ativar vias de sinalizagdo mediadas por integrinas, indague as desintegrinas podem ser
consideradas tanto antagonistas como agonistas de fure@esnadas a integrinas,

dependendo do tipo celular (Coeltial., 2004).

Recentemente, diversas desintegrinas tém sido prepaszieno novas drogas
terapéuticas (Selistre-de-Arawgbal., 2005; Yanget al., 2005; Brauckt al., 2000; Matsuket
al., 2000; Zhouet al., 2000). Para caracterizar estas proteinas, € possivelcguréi
desintegrina a partir do veneno bruto (Oliveral., 2009; Bergeet al., 2008; Calvetet al.,
2003; Souzat al., 2000) ou utilizar técnicas de clonagem para expressararnaat partir de
células procariontes ou eucariontes (Anagigal., 2007; Singhamatr e Rojnuckarin, 2007;

Zhouet al., 2004b; Painet al., 1992).

No entanto, a purificacdo de desintegrinas a partir de gdmeito € um procedimento
caro e demorado, se tornando inviavel para a producdo @a émcala. A producdo
recombinante de desintegrinas representa um sistemaapaie, com melhor rendimento e
com qualidade mais constante quando comparada com a obgepegditr do veneno bruto

(Mineaet al., 2005).

Recentemente foi concluido em nosso laboratério uabaliho abrangendo a
subclonagem, expresséo, purificagéo e renaturacao da desafe@GD DisBa-01 (Ramoat
al., 2008), uma desintegrina dgothrops alternatus com atividade anti-metastética, anti-

angiogénica e anti-trombotica.

1.4.1 DisBa-01
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Uma biblioteca de cDNA em fagdsfoi construida a partir de mRNAS presentes na
glandula venenifera d8othrops alternatus. Desta biblioteca foi isolado um clone que
codifica uma desintegrina de classe P-1l média (78 amithoge 11.637 Da), com motivo de
reconhecimento RGD, estrutura terciaria mantida g@is pontes dissulfeto e similaridade
com outras desintegrinas tanto do gén&ahrops quanto de outros géneros, Como
Agkistrodon, Gloydis e Trimeresurus. Esta desintegrina foi obtida de modo heterdlogo em

corpos de inclusdo eBscherichia coli e € denominada DisBa-01 (Ranabsl., 2008).

Estudos demonstram que esta desintegrina se liga as integihy@a®e s,
demonstrando potente atividade anti-metastatica, antb@égica e anti-trombotica, além de
ser um potente inibidor de mecanismos de aderéncia dependentg (Kauskotet al.,
2008; Ramost al., 2008). Além disso, a DisBa-01 é capaz de inibir eficieatdéen(na ordem
de nanomolar) a agregacao plaquetaria induzida por ADRbima e fibrinogénio &n vivo,

prolonga o tempo de oclusdo trombdtica e de sangrameatsK#tet al., 2008).

1.5 Integrinas

As interagOes ceélula-célula e célula-MEC determini@sde a formagdo de um tecido
até eventos como migracao, proliferacdo, sobrevivéndigéerenciagcéo celular, polarizacéo e

organizacdo do citoesqueleto. A especificidade da ades@tarceem da expresséo
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combinatéria e interacdes entre receptores de adesdsuperficie celular (Hynes al.,

1999).

A matriz extracelular (MEC) preenche a maior paibs espacos intercelulares e é
composta por proteinas insollveis, carboidratoaterds de crescimento secretados pelas
células. Sua composicdo varia de acordo com o deadm diferentes quantidades e
combinagBes de colageno, proteoglicanas, elasitido hialurdnico e glicoproteinas como

fibronectina e laminina (Hynest al., 1999).

Eventos de adesao celular sdo mediados por reespgt@ansmembrana, que incluem
as integrinas, imunoglobulinas, cadeirinas e sekxt (figura 3). As integrinas sao
responsaveis pelo reconhecimento e adesédo a p®tdin MEC e a outras células (Saiki,

1997).

Integrinas Caderinas Imunoglobulinas Selectinas

fAAARARARAN ARAARAARARAR fRARLAN | At AR tAARARRARARR A MARAA RARARARRARA
TR UUHHHLUUWH AR !.i'.l UERIHIE T, SOy

pl20em

pl.imcrl obina quinases -
L]t[?pld%‘mﬂtlhd‘\ '
Gutum na

Sinaliza para a actina Sinaliza para a actina
u—stll‘llUd do citoesqueleto do citoesqueleto

actina %

Figura 3: Receptores de adeséo celular.
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Retirado e adaptado de Hauck (2002).
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As imunoglobulinas s@o proteinas transmembrana resppsgaer mediar adesdes
célula-célula homofilicas e heterofilicas (StrombtadCheresh, 1996). E a segunda maior
classe de receptores de adeséo, caracterizada pela présemg grande niumero de dominios

(Hyneset al., 1999).

As caderinas sao glicoproteinas transmembrana que atuandesdoacelular,
principalmente na ades&do célula-célula. N-caderinas masnastdo presentes em baixas
concentragbes nas células endoteliais (Stromblad ee€hel996). Elas mediam a adeséo
hemofilica dependente de calcio entre células por mieioepeticdes cadeirinas distantes.
Andlises estruturais e funcionais sugerem que a unidaderfiahé um dimero (Hynest al.,

1999).

As selectinas sao outro grupo de glicoproteinas transraemble adesao células, que
incluem E-selectina, L-selectina e P-selectina. HR-gelectina sdo encontradas tanto em
forma transmembrana, intermediando interacdes cédilda, quanto em forma solluvel

(Stromblad e Cheresh, 1996).

A maior familia de receptores de adesédo sdo as integfhdsrmo integrina foi
proposto por Hynes e colaboradores (1987) para desigoaptoees que integram o
citoesqueleto a MEC. As integrinas sdo 0s principaispteces dos metazoarios para a
adesdo celular as proteinas de matriz e, em vertebreospapel importante na ligagdo

célula-célula (Hynes, 2002).

As integrinas sdo proteinas transmembrana formadas por sliasnidades
glicoprotéicas,o (120 a 180kDa) ¢ (90 a 110kDa), que se associam por ligacdes nédo-
covalentes. Dezoito cadeiase 8 cadeia$ j& foram identificadas, formando pelo menos 24

heterodimeros (figura 4). As por¢cdes amino-terminais deaanas cadeias formam uma
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“cabeca” globular, enquanto as por¢oes remanesc@r@am duas caudas que atravessam a
membrana citoplasmatica (Sihgh al., 2007; Arnaoutet al., 2005; Guo e Giancotti, 2004
Hynes, 2002). As subunidadese B sdo produtos de genes separados e sdo mutuamente
interdependentes para o0 correto processamentoi@gpasnento na superficie da membrana

celular (Loftuset al., 1994).

A ocorréncia de integrinas esta restrita ao reirtamoa; elas sdo encontradas até
mesmo nos mais simples organismos deste reinonjasp® cnidarios (Hughes, 2001; Burke,
1999); ndo ha descricdo de homdlogos em procariplastas ou fungos (Whittaker e Hynes,

2002).

Receptores de |

coldgeno Receptores

especificos de leucacitos

[ Receptores de
RGD Iarl?wtlnlna

Figura 4: Representacdo da associacdo das subesidafl de integrinas de mamiferos.
Existem 8 tipos de subunidadegue podem se associar a 18 tipos de subunidaukes formar 24 diferentes

heterodimeros. Subunidadesom listras ou grades cinza sao restritas aosdos] assim como as subunidades
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a4 €ag(em verde). Subunidadesem roxo e azul séo encontradas em todo o reino naet@zasterisco (*)

indica splicing alternativo da porg¢ao citoplasméatica.rRet e adaptado de Hynes, 2002.

Combinacdes de andlises genéticas e biologicas tém sidasugsara determinar as
funcBes das integrinas. Na face extracelular, agrinis interagem com macromoléculas da
MEC ou com receptores de superficie de células proximas.fada citoplasmatica,
coordenam a organizacdo dos polimeros do citoesqueletocengdexos de sinalizacdo
(Humphrieset al., 2006). Todas as integrinas, excegps, se ligam a rede de microfilamentos
de actina, a qual as integrinas também regulam e modulaunbunidadé, difere de todas
as outras: seu dominio citoplasmatico € muito maencécde 1000 residuos de aminoacidos
contra aproximadamente 50 das outras subunidades) e sedidimmentos intermediarios,

nao a actina (Hynes, 2002).

As sequéncias de aminoacidos das integrinas sugerem fottenpe® ambas as
subunidades transpdem a membrana devido a um segmentodgugotipeptidio tem com
caracteristicas de dominios transmembrana proximo aoriigd. A fosforilacdo do dominio
citoplasmatico pode regular as funcdes de ligacdo destestoees de adesdo (Ruosladiti

al., 1994).

As integrinas se ligam a componentes especificos dazmatrimo fibronectina,
vitronectina, laminina e colageno. Muitas dessas amgdes sdo especificas para certas
combinacgdes de subunidadeg 3 e influenciam a sinalizacdo intracelular (Letral., 2005;
Giancotti, 2000). Entretanto, integrinas distintas podeconmhecer dominios diferentes da
mesma molécula, transmitindo sinais que regulam protdasgsgradacdo de matriz (Brooks,

1996).
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Diversas integrinas estao envolvidas diretamente neepso de adeséo, mobilizacao e
fusdo de mioblastos em miotubos (Peaud., 2007; Shi e Garry, 2006; Lafuseal., 2005;
Velleman e McFarland, 2004). As integrina$, (Liu et al., 2008; Burkinet al., 2005),0,2
(Tannuet al., 2004) eagB: (Lafusteet al., 2005), entre outras, estdo diretamente relacionadas

a proliferacao e adesao celular, miogénese e difeigiwi respectivamente.

A sinalizacdo oriunda da ligacao entre integrinas e opanemtes da MEC é enviada
para dentro da célula por meio de diferentes cascatasindézacdo em um processo
denominado “de fora para dentro” (“outside-in”). Além disls4 a regulagéo intracelular que
modifica as propriedades de ligacdo externa das integghamado “de dentro para fora”
(“inside-out”) (Yamada, 1997). Sinais induzidos por integrinaiiem troca de H influxo
de C&", fosforilacéo de tirosina, serina e treonina, entiieos. Muitas vezes, estes sinais s&o
relacionados a regulacdo da expressdo @énica, contribypadd mecanismos como

proliferacéo, diferenciacéo e sobrevivéncia celulao(@blad e Cheresh, 1996).

Foi demonstrado que a cauda citoplasmatica das integrinas ip@idagir com
componentes especificos do citoesqueleto, como actir@ina e vinculina; estas interacdes
sdo capazes de potencializar inGmeros eventos de ag@&iziransmembrana, incluindo
ativacdo de Rho GTPase, permitindo mudancas na organdagémesqueleto, ativacao de
vias de proteinas-quinase ativadora de mitose (MAPK), stisgiroteinas quinases e quinases
de lipidios. Assim, as integrinas sao capazes de inflmemlaciprogressao do ciclo celular,
sobrevivéncia celular e expressdo génica, além de selss efeiadesdo e morfologia celular

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

Muitas integrinas ndo sao constitutivamente ativaas @lodem ser expressas na

superficie celular em um estado inativo, no qual elassedligam aos ligantes nem enviam
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sinais para o interior celular. Este mecanismo étomimportante para suas funcdes
biol6gicas. Um exemplo € a integrina,ps. presente em grande quantidade na superficie
plaquetéaria, se ndo estivessem inativas elas agalig ao seu principal ligante presente no
plasma, o fibrinogénio, e agregariam, levando mbmse. Quando as plaquetas sao ativadas,

awpPs passa a se ligar a fibrinogénio, fator Von Wilkaimt e fibronectina (Hynes, 2002).

Antagonistas de integrinas tém sido estudados eatemtativa de desenvolver novas
ferramentas para o tratamento de diversos tipogati@ogias, incluindo canceres. Estudos
demonstram que peptideos sintéticos contendo ovanatiginina-Glicina-Acido Aspartico
(RGD) sdo capazes de bloquear competitivamentgagdo de varias integrinas aos seus
ligantes, reduzindo a quantidade de metastasesimgntais (Saiki, 1997); outros motivos
também sdo capazes de bloquear interacdes intdigamae especificas (figura 5) (Juamtz

al., 2008).
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Figura 5: Diagrama da familia de integrinas.
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Na imagem também estéo representados os diferentessmid dominios desintegrinas que bloqueiam
interacdes integrina-ligante especificas, e um modelo 3Dndedesintegrina pequena com énfase na localizacéo

do motivo inibitério (circulo vermelho). Extraido e adaju de Juaréat al 2008.

Além disso, existem estudos que indicam que desintegringsot®inas tipo
desintegrina podem regular positiva ou negativamente a se#&prde determinados genes por
meio da ligacdo com integrinas. Gallagkeerl. (2005) propuseram que a jararagina, uma
proteina tipo desintegrina, é capaz de regular positivanzenia MAPK p38 a partir da
regulacédo positiva de IL-1 em células endoteliais. A AL Toutra proteina tipo desintegrina,
induz a um aumento de expressao de VEGF em fibroblasttlalas HUVEC (Ramoet al.,
2007; Cominettiet al., 2004) e,in vivo, é capaz de modular a expressao de VEGF, FGF-1,
PDGF, TGB1 e IGF-1 em ratos (Sant'Arh al., 2008). A jarastatina, uma proteina RGD
monomeérica, induz o aumento da transcricdo de IL-8 enrdfdos (Coelhoet al., 1999). J&

a saxatilina inibe a expressédo de VEGF em células dercde@ulmao (Jang al., 2007).

As modificacbes bioquimicas mediadas por integrinas fémen em processos
biolégicos, por meio da sinalizacdo “de dentro para ferdte fora para dentro” e pela
modulacao da expressao de certos genes, levando a res@islares de ativagdo, migracao,

diferenciagéo ou apoptose (Chen e Lo, 2003; Caetlab, 2001).

1.6 Células tronco

Células tronco tém a habilidade Unica de se difererecratodos os tipos celulares,

podendo substituir célula mortas ou danificadas (Cogtaal., 2004) e sdo recrutadas de
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nichos especificos para atuar em diferentes locais,pqdem ser distantes do local de
recrutamento (Katayamat al., 2006). Estas células podem ser obtidas tanto de embrifes,
derivadas do blastocisto (Dejosstzl., 2008; Thomsomt al., 1998; Evans e Kaufman, 1981;
Martin, 1981), quanto de individuos adultos, sendo encontragdasppimente na medula
0ssea, peridsteo, membrana sinovial, misculo esqueltt@do adiposo, sangue periférico,
cordao umbilical e musculo cardiaco (Roceti@l., 2008; Boelengt al., 2007; Sakaguclet

al., 2005), além de serem encontradas também no figado, cérgid@increas, entre outros
(Poradeet al., 2006). Entretanto, somente células tronco de emhpiieesm se diferenciar em
gualquer tipo celular; células-tronco de individuos aduyltmdem se diferenciar somente em

tipos celulares especificos (Pan e Thomson, 2007etRén 2006; Rubicet al., 2005).

As células tronco mesenquimais (MSC) séo célulasctrode individuos adultos
encontradas em uma variedade de tecidos, incluindo medsids,6tecido adiposo, tecido
muscular, placenta e corddo umbilical (Sarugasteral., 2009). Apesar de nao se
diferenciarem em todos os tipos celulares, as MSCcélulas multipotentes capazes de se
diferenciarin vitro e in vivo em tecidos de origem mesenquimal (Wang e Zhao, 2009),
originando osteoblastos, mioblastos, condroblastos, athgoeicélulas estromais (Larghero
et al.,, 2009), além de hepatdécitos, midcitos cardiacos, madfiastos, fibroblastos, células
endoteliais, inclusive no processo de formacdo de noves &amguineos, e células satélite

de musculo esquelético (Nicholas e William, 2008).

As células satélite participam do processo de regemeragdcular, diferenciando-se
em células precursoras miogénicas e, subsequentementagfmas (Zammitet al., 2006),
além de serem capazés,vitro, de se diferenciar em ostedcitos e adipocitos (Suspest
al., 2008; Zhuet al., 2007; Asakurat al., 2001; Teboukt al., 1995; Katagiriet al., 1994).

Estas células sdo fundamentais para o processo de aegenenuscular e ha evidéncias de
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que participam de processos patogénicos envolvendo formag@&eidie adiposo ou 0sseo

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

1.6.1 Células precursoras miogénicas

Desde que foi reportada a capacidade que tecidos muscularedet&egenerar
musculatura distrofica em camundongos, um esfor¢o sulstéem sido feito para isolar as
melhores células-tronco musculares, capazes deurastau substituir fibras esqueléticas
distréficas e de criar um reservatorio de célulasemoque perdurem por toda a vida (Boldrin

e Morgan, 2007).

O musculo esquelético, em todos os organismos, é compostelulas musculares
maduras conhecidas como miotubos. Sao células multinuslepda surgem da fusdo de
células precursoras multinucleadas, os mioblastos, duvadesenvolvimento embrionario.
Entretanto, nem todos os mioblastos se fundem enulpast alguns permanecem como
células satélite no muasculo adulto (Blanco-Beseal., 2001). Em camundongos recém-
nascidos, células satélite representam cerca de 30¥idie®s no masculo sublaminar; este
namero cai para menos de 5% em camundongos com dois teedds. Este declinio reflete
a fusdo das células satélite durante o crescimento doufolesquelético (Seadeal., 2000;
Bischoff e Heintz, 1994). Leeg al. (2006) reportaram que a massa muscular relativa de ratos
idosos (32 meses de idade) é consideravelmente menor queatsigovens (3 meses de
idade), variando de 51% a 62% de diferenca; as células presunsiogénicas (CPMs)
extraidas dos ratos jovens e idosos também apresenthifen®ncas na capacidade de

diferenciacdo e na expressdo de proteinas relacionadgsoaesso, indicando que ha
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diferencas celulares e moleculares entre CPMsdiasldo musculo esquelético de jovens e
adultos, contribuindo para a reducdo de massa musclddras ho reparo e reconstrucao de

musculos danificados em idosos.

As células satélite foram primeiramente descritasnaisculo de sapos por Mauro
(1961), com base na morfologia e posicao relativa aosubds maduros; posteriormente
foram identificadas também em musculos adultos de aveangiferos (Seale e Rudnicki,
2000). As células satélite ficam em posicdo adjacentibras do musculo esquelético, entre
a membrana basal e o0 sarcolema, de forma que a merblasaia continua ao longo de toda
a fibra muscular. Com uma baixa quantidade de citopl&smeelagdo ao ndcleo, as células
satélite possuem poucas organelas citoplasmaticas e graadedade de heterocromatina
em relagdo a eucromatina, indicadores do estado indéiveélula (figura 6) (Shi e Garry,

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

Figura 6: Localizacéo das células satélite.

A: eletromicrografia de musculo esquelético adulto demamditr o niicleo de um midcito (MC) e de uma célula
satélite (SC). A célula precursora é caracterizadarpehor tamanho, alta propor¢éo ndcleo/citoplasmaa baix
guantidade de organelas citoplasmaticas e heterocromatifear aumentada, indicando o estado de
quiescéncia da célula. B: esquema da imagem A, enfatipgpokicionamento da célula satélite entre a lamina

basal (seta escura na linha verde) e o sarcolema kaetaa linha vermelha). Retirado de Shi e Garry, 2006.
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Em musculos esqueléticos adultos, as células sag@iimente ficam num estado
quiescente, mas, em resposta ao estresse gerado gofcies ou traumas, podem ser
ativadas, expressando diversos fatores de transcrigigggmicos incluindo MyoD e Myf5, e
iniciando multiplas rodadas de multiplicacéo e postdif@renciacdo em miotubos (Bischoff
e Heintz, 1994; Rosenblatt al., 1994; Appellet al., 1988). Apds a ativacdo, a morfologia
das células satélite muda drasticamente; extensfes asiugticas ficam aparentes,
acompanhadas por um aumento no volume de citoplasma. Adadentie heterocromatina
diminui e organelas citoplasmaticas, como Golgi,coédi endoplasmatico, ribossomos e
mitocondrias, aumentam em quantidade (Holterman e Rudg2@ds; Hawke e Garry, 2001,
Schultz, 1976). Estas células geradas por células saafiitedas, chamadas de células
precursoras miogénicas (CPMs), se dividem varias vezes dptse fundirem a miofibras
existentes ou recém-formadas (figura 7) (Morgan e PartrRifiS; Bischoff e Heintz, 1994;

Grounds e Yablonka-Reuveni, 1993; Apptial., 1988).
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Figura 7: Fibra muscular em processo de regeneracao
A: fibra muscular normal com mionucleos e uma eétatélite quiescente. B: fibra muscular danificada
célula satélite se tornou ativada, originando CRBASPMs se fundem para reparar a fibra musculaficida.
D: fibra muscular regenerada, com uma nova céhtklite e mionucleos no centro da fibra. Retiragld/fbrgan

e Partridge 2003.

CPMs tém boa sobrevivéncia ao longo do tempo, ddgde de formar novos
miotubos e unidades motoras e Otimo potencial descenento, sendo facilmente
multiplicadas quando em estado indiferenciado. diatito, apds a formagédo de miotubos
estas células se diferenciam em fibras madurasraempea capacidade mitotica, tornando

improvavel o crescimento desordenado de tecido utaisa vivo (Eberliet al., 2009; Yiouet
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al., 2003; Yokoyamaet al., 2001; Partridget al., 1989). Estudos demonstram que as CPMs
sdo capazes de se diferenciar ndo somente em miotoiasstambém em ostedcitos e
adipdcitos,in vitro, se forem tratadas com proteinas morfogenéticas 6$B&4Bs) ou
indutores adipogénicos, assim como as células satélitpgi®eguiet al., 2008; Zhuet al.,
2007; Asakurat al., 2001; Tebouét al., 1995; Katagiriet al., 1994). A pluripoténcia destas
células ainda néo foi demonstradaivo, mas o acumulo de tecido adiposo e a formacéo de
tecido 6sseo ectopico no tecido muscular em algumaga®dmmanas sugerem que estas

células sejam capazes de desenvolvimento ndo-miogéninm (Charge e Rudnicki, 2004).

A fusdo de CPMs em miotubos € o resultado de uma sequi¥deiaada de eventos,
incluindo agrupamento e alinhamento de células, estabel@oirde contatos célula-célula e
fusdo das membranas citoplasmaticas (Taylor, 2003; Oelvegsal., 1997). Em mamiferos,
a fusdo ocorre em duas fases: inicialmente mioblastosingeem a outros para formar
pequenos miotubos; adicionalmente, outras CPMs se fuadenmiotubos recém-formados
para gerar miotubos maiores e maduros (Jansen e PavlathCk@o@t al., 2005). Diversas
proteinas de membrana estdo envolvidas nestes procesdomdindN- e M-caderinas,
moléculas neurais de adesédo celular (NCAM), moléculscwares de adesao celular

(VCAM), a4B; € outras integrinas, entre diversas moléculas (Abetay., 2003).

Yao et al (1996) demonstraram que a integringi;,0 principal receptor de laminina
em mioblastos, media a adesdo e migracédo celular esiratos contendo laminina 1 e
sugerem que o recepter esteja envolvido ndo sé na interagdo com isoformasiéisps de
laminina em fibras musculares maduras mas também duraateubamento e expansdo das
CPMs durante a regeneracdo muscular. Sinahan(2008) demonstraram que as integrinas
avPs e oyPs (receptores de fibronectina e vitronectina, entre sutoomponentes da MEC) sao

marcadores moleculares para CPisvitro, independente da idade do doador, derivacao
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anatbmica ou espécie, e também atuam como moduladoresigdacdo de CPMs. As
integrinas agf1 (Lafuste et al., 2005) eas (Brzoska et al., 2006) estdo diretamente

relacionadas com a adeséao e fusao de CPMs em miotubos.

Estudos sobre a regeneracdo muscular tém despertadessat nas areas medica e
esportiva, para diminuir 0 tempo necessario para a rexggerde atletas apdés danos
musculares, diminuir os sintomas de distrofia muscelacelerar a recuperagdo de forca
causada por atrofias (Groundsal., 2002). Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito de

desintegrinas em mioblastos.

Em nosso laboratério foi demonstrado que o efeito da &L THna proteina tipo
desintegrina rica em cisteina 8ethrops alternatus, foi capaz de induzir um aumento na
proliferacdo de mioblastos primarios de ratositro (Mesquita-Ferrarét al., 2009);in vivo,

a ALT-C promoveu angiogénese em camundongos atimicaso@&hal., 2007) mas nao foi
capaz de estimular a regeneracdo muscular em ratogdDeirial., 2008). Estudos em nosso
laboratério também mostraram que, vitro, a ALT-C induz a expressdo de VEGF em

fibroblastos (Cominettt al., 2004).

Os resultados destes trabalhos nos incentivaram a estgda&feitos de outras
desintegrinas na regeneracdo muscular. Em um trabaho RisBa-01 em ratos, esta
desintegrina estimulou a formacdo de uma membranaenicaolageno que cobriu o anel
herniario e impediu o extravasamento do conteudo abdqgneistinulou a angiogénese e
aumentou o numero de células mononucleadas e de fiboxblddém disso, a ativagdo de
MMP-2 nos ratos tratados foi aumentada, sugerindo unormiamodelamento da MEC

(Oliveiraet al., dados nao publicados, 2009).



36

Neste contexto, a DisBa-01 foi utilizada para este thabgdara a avaliacdo de seus
efeitos sobre uma linhagem de células precursoras miagéni€C2C12. Escolhemos analisar
0 material secretado pelas células C2C12 para tentaifichanalgum possivel mediador da

acao da DisBa-01.

1.6.2 C2C12

Culturas priméarias e linhagens celulares musculares &stilaes tém sido usadas para
estudosin vitro. Uma linhagem frequentemente usada é a de mioblastos dmdmamgos
C2C12, um subclone da linhagem C2 derivada de célulasesatglintos adultos (Blaat al.,
1985; Yaffe e Saxel, 1977). Mioblastos C2 e C2C12 provenienteardendongos sao as
linhagens miogénicas mais caracterizadas e empregadas atealrpers proliferam
rapidamente sob condigbes normais de cultura e respoh@ema manipulacdo, com
resultados reproduziveis, de uma maneira melhor que ®uildgamioblastos primarios
(Gawlitta et al., 2008; Burattiniet al., 2004; Tannwet al., 2004; Lawson e Purslow, 2000;

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

As células C2C12 sdo muito utilizadas em modelos deedif&acdo em muasculo
esquelético. A diferenciacdo em miofibras é termengleralmente, induzida pela substituicdo
do soro fetal bovino utilizado no meio de crescimentogeeo de cavalo, no chamado meio
de diferenciacéo (& al., 2009; Anastasiat al., 2008; Cacet al., 2003; Hitomiet al., 2000;
Koh et al., 1993). Entretanto, alguns mioblastos ndo se diferenejaguando as condicdes
normais de crescimento sdo retomadas, estas célll@snva proliferar (Yoshidat al.,

1998). Além disso, também sdo utilizadas em modelos desniiiacdo ndo-miogénica, em
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osteoblastos e adipdcitos, por meio de adicdo de BMPsndutores adipogénicos

(Susperreguet al., 2008; Zhuet al., 2007; Tebouét al., 1995; Katagiret al., 1994).

No entanto, sdo poucos 0s estudos sobre os efeitosidiggesas nas células C2C12
nao diferenciadas. Ja foi demonstrado que a proteinaéagiotegrina ALT-C nao foi capaz
de induzir a expressdo de VEGF em cultura primaria deaséfulecursoras miogénicas
(Mesquita-Ferraret al., 2009). Estes resultados despertaram o interesse sadfeft@ de
outras desintegrinas em CPMs. Assim, esta linhagenedoolhida para a avaliagdo dos

efeitos da desintegrina RGD DisBa-01 sobre os mioblasiderenciados.

1.7 Proteoma

O termo proteoma foi utilizado pela primeira vez por Wi#k{1996) para referir-se ao
conjunto de proteinas expressas pelo genoma de um organismeo ccaso de seres
multicelulares, ao complemento protéico expresso potaaido ou tipo celular especifico.
Ao contrario do genoma, o proteoma de um individuo é eatremte dinamico e variavel e
nao se mantém estavel durante a vida do organismo. ltdredpesar das proteinas serem
uma fonte muito rica de informacgdes, elas tambéndg&eis de serem analisadas devido ao
seu dinamismo, pois sua expressdo se altera conforrsgnule recebido (Wilkingt al.,
1996). As proteinas estdo envolvidas em todos os procesdogidnie e podem ser
consideradas as moléculas mais importantes para a mgioiteda homeostase e para o

desenvolvimento dos organismos (Aebersold e Mann, 2003).

A andlise protebmica permite saber se e quando uma pre&#asendo expressa,

qual a concentracdo relativa dessa proteina e as modésajue podem ocorrer apds sua
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traducdo, além de indicar como processos metaboliegalatorios e de sinalizacdo podem
ser modificados por estados patologicos ou por interapdo medicamentos e outras

substancias administradas (Andersbal., 2000).

Por meio da eletroforese bidimensional (2DE), que separ&ipast em géis de
poliacrilamida desnaturantes, € possivel separar simealtacnte centenas ou milhares de
proteinas em um unico gel. Além disso, esse método pardéeeccdo de modificacdes pos-
traducionais, que ndo poderiam ser preditas com a seqgéndémica (Lopez, 2007; Pandey

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

O estudo de proteinas por meio da 2DE foi restrito, duramte periodo, pelas
dificuldades com a analise, incluindo a baixa resolugdaeprodutibilidade. Com o
desenvolvimento de novas técnicas e matrizes, a arg@ligedmica por 2DE tém sido

sensivelmente aprimorada (Pandey e Mann, 2000).

Atualmente, as proteinas sdo separadas de acordo cquargeusoelétrico por meio
de focalizagdo isoelétrica, na primeira dimensédo.seguida, as proteinas sdo separadas de
acordo com suas massas moleculares, na segunda cm&riHaE tem sido utilizada para o
estabelecimento de mapas-padréao de células, tecidodedomale desenvolvimento, além de
permitir a comparacdo dos produtos protéicos ap0s exposigiopes celulares a diferentes
condi¢des bioldgicas. A analise comparativa dos mapasigempermite a identificacdo de
proteinas com acumulo diferencial, induzidas ou suprsnidab diferentes condicdes
(Guerreiroet al., 1997). Em comparacdo com a eletroforese de uma dimemsageéis
desnaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), a 2DE apeessior capacidade para separar
misturas complexas. Como as bandas de proteinas de mesmsa molecular tendem a se

sobrepor quando utilizados métodos de eletroforese unidomahs um ndmero
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relativamente pequeno de proteinas (geralmente menos de &s@oseparado por esses
métodos. A eletroforese bidimensional, ao combinar detodos distintos de separacao,

pode ser utilizada para separar mais de 1000 proteinas egetdiieArdleet al., 2003).

Este método € muito utilizado para a resolucéo de amsosbm um grande namero de
proteinas distintas e suas isoformas, como o venersergpentes (Fox e Serrano, 2008a;
Serranoet al., 2005), a expressao protéica de um determinado tecido emmtifeidades
(Fiorani Celedoret al., 2007), identificar proteinas virais em células hospedediaang et
al., 2004) e as diferencas de expressdo protéica entre celidagfectadas e infectadas

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

Nesse contexto, a utilizacdo da eletroforese bidimersgara util para analisar a
expressao protéica das células C2C12 apoés tratamento clasintegrina DisBa-01, em
comparacdo com ceélulas ndo tratadas. Esta técniamiaaks a espectrometria de massas,

permitira a identificacdo dos produtos de secrecéo dudasios.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

Estudar os efeitos da DisBa-01 em células precursorasmgagdC2C12) em

cultura.

Padronizacdo da metodologia de eletroforese bidimeaisipara o meio
condicionado das células C2C12, para contribuir na idsagdo dos mediadores do

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

3.1 Expresséo da DisBa-01

A DisBa-01 foi expressa de acordo com o método desait&®amos (2008).

A cultura de células BL21 (DES3) foi induzida por adicdo de 0,5eMPTG. Apds 3
horas de inducéo, as células foram centrifugadas (4.200 x $5pun), ressuspendidas em
tampéo A (Tris-HCI 40nM pH 7.9, NaCl 500mM e imidazol Smévi)sadas por sonicacao (6
vezes a 4°C; intervalo de 10s). A fracdo celularaslfoi obtida apds centrifugacéo (27.500
X g por 15min) e o sedimento foi ressuspenso no tampaocaBpdo A contendo 6M de
uréia). As células foram lisadas novamente por sonio@cé@ezes a 4°C; intervalo de 10s). O
lisado foi incubado em banho de gelo por 1 hora. A fracaavebbbtida em condicdes
desnaturantes foi separada por centrifugacdo (27.500 x g; 1Bma&s) amostras foram

analisadas por SDS-PAGE.

A purificacdo da DisBa-01 ocorreu em dois passos. Iniciaknemomatografia de
afinidade (Ni-NTA Sepharose, Qiagen), realizada satuicbes desnaturantes a temperatura
ambiente. A coluna foi equilibrada com tampéo B e astra foi aplicada. ApGs lavar as
proteinas que ndo se ligaram a coluna, a proteina ahetufda em um gradiente isocratico
com 4 volumes de coluna do tampéo C (Tris-HCI 40mM7p34 NaCl 500mM; imidazol 20
mM; uréia 6M) e 4 volumes de coluna de tampéo D (Tris40DhM; pH 7.9; NaCl 500m M;
imidazol 1M; uréia 6M). As fracdes foram analisadasI0E-PAGE e as fracdes contendo a

proteina de interesse foram dialisadas 1 vez contra 2geslde uréia 3M em 4gua e 3 vezes
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contra 50 volumes de agua a 4°C, para remover completameagente desnaturante. A
amostra foi levada a uma coluna Mono Q 5/50 (GE Heal) e separada em fluxo constante
(Iml/min) com gradiente linear de NaCl (0-1M) com tampa@is-HCI| 20mM, pH 8,6. As
fracOes foram analisadas em SDS-PAGE 15%. As fracOegagseiam somente bandas com
o tamanho esperado foram coletadas, dialisadas 3 veata 60 volumes de agua a 4°C e

mantidas a -20°C até o uso.

A atividade da proteina foi confirmada por meio de ensaiogoegacao plaquetéria
(dados ndo mostrados) e a concentracdo de proteinstifoada pelo método BCA (cristal

bicincronico).

3.2 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas das amostras foi determpwadmeio do kitBCA™
Protein Assay Kit (Pierce), cuja formulacdo é baseada no método d® dicincrénico
(BCA) para deteccéo colorimétrica e quantificacdo de mattal. Uma série de diluicbes
de soroalbumina bovina (BSA), de concentracdo conhdibiag/mL a 2000ug/mL), foi
preparada e testada juntamente com amostras de cogaerdessconhecida de acordo com as

instrucdes do fabricante.

A reacdo produzida por este método apresenta absorbanci&a62am,
aproximadamente linear com as concentragfes protéiesseates no intervalo preparado.
Assim, apds a leitura da absorbancia das rea¢fes,cantatdo protéica das amostras foi

determinada a partir da curva padréo construida através dagasrde BSA.
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3.3 Células precursoras miogénicas (CPM)

Células precursoras miogénicas, da linhagem C2C12, foratingarie cedidas pela
Prof2 Dr2 Raquel Agnelli Mesquita Ferrari (UNINOVEgu@tivadas em garrafas plasticas, em
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementaciom 10% de soro fetal bovino
(SFB), 1% de L-glutamina, 10 mL de solucéo de penicilina-dstrepina e 2,5ug/L de

anfotericina-B (Fungison — Squibb) a 37°C, em estufa de(830).

3.4 Ensaios celulares

A quantidade de células resultantes apés incubacdo csBaDil foi estimada por
método colorimétrico (cristal violeta). Imagens datuleé foram capturadas durante os

experimentos para verificar a ocorréncia de alteragdesua morfologia.

3.4.1 Ensaio de promocéo de adeséo

Para o ensaio de promoc¢ao de adesao, foram utilizad=ss gla 96 pocos, cobertos
previamente com 1ug de fibronectina, colageno tipo Igeoia tipo Il ou colageno tipo 1V,

ou com 0,1mg/mL, 1mg/mL e 5mg/mL de DisBa-01, além de paglosrioms com BSA, como
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controle negativo (0,02mg/mL). As placas foram incubgmtasl4 a 16 horas a 4°C e, em

seguida, incubadas a 37°C por 30 minutos antes de sereadasliz

ApOGs a incubacdo as proteinas foram aspiradas dos patadué de BSA 0,5%
foram adicionados a cada poco, para evitar que as céhitassm em contato direto com o
plastico por meio de falhas na cobertura protéica. Apdsbagdio por 30 minutos a
temperatura ambiente, a BSA foi aspirado e os pocasnftavados com DMEM sem soro

por duas vezes.

As células foram removidas das garrafas de cultura dpsinia, ressuspendidas em
DMEM sem soro, contadas em camara de Neubauer ¢ B&li0as foram adicionadas em

cada poco. A placa foi incubada a 37°C e 5% dggo®©45 minutos.

ApGs o periodo de incubacdo, o conteudo dos pocosgdoads e a capacidade de

promoc¢édo de adesdo da proteina foi avaliada pelo métodoregilico com cristal violeta.

3.4.2 Ensaio de desadesao ou descolamento

Para este ensaio, foram utilizadas placas de 96 pocasosobem colageno tipo | ou
fibronectina (0,02mg/mL), além de pocos cobertos com BEA2(ng/mL), como controle

negativo. As placas foram preparadas como descrito maii 1

As células foram removidas das garrafas de cultura dpsinia, ressuspendidas em
DMEM sem soro, contadas em camara de Neubauer ¢ B&li0as foram adicionadas em

cada poco. As placas foram incubadas a 37°C por 2 horas.
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Terminada a incubagédo, os mioblastos foram lavados @@ Fra a remocédo de
células ndo aderidas. Em seguida, a DisBa-01 foi adidoean diferentes concentracdes
(10nM a 1000nM) e as celulas foram incubadas em estufa&Cae3%% de C@por 1h. Apos

esse periodo sobrenadante foi removido e as céluks favadas novamente.

A avaliacdo da capacidade da proteina de promover o desoitachas células foi

realizada pelo método colorimétrico com cristal vimlet

3.4.3 Ensaio de inibicdo de adesao

Para o ensaio de inibicdo de adeséo, foram utilizadaspde 96 pocos, cobertos
previamente com 1ug de fibronectina, colageno tipo | ou BSAplacas foram preparadas

conforme descrito no item 3.4.1.

As células foram removidas das garrafas de cultura dpsinia, ressuspendidas em
DMEM sem soro, contadas em camara de Neubauer e “5¢l@las/tratamento foram
incubadas com PBS (para o controle positivo) ou DisBarildderentes concentracoes
(1nM, 10nM, 100nM e 1000nM) a 37°C e 5% de,@Or 30 minutos. Em seguida, 100uL de
cada solucdo de células e PBS ou DisBa-01 foram aplicamopocos, totalizando 5x10

células/poco. A placa foi incubada a 37°C e 5% dgfo®45 minutos.

ApGs o periodo de incubacdo, o conteudo dos pocosgdoads e a capacidade de

inibicdo de adeséo da proteina foi avaliada pelo métdddroétrico com cristal violeta.
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3.4.4 Ensaio de proliferagéo celular

As células foram removidas das garrafas de cultura coxflicawe tripsina e
ressuspendidas em DMEM suplementado com 0,5% de FBS. Aptsggem em camara de
Neubauer, 1x103 células/poco foram incubadas em uma @¢a€é pocos estéril por duas
horas a 37°C em estufa contendo 5% de,@ara que aderissem aos pocos. Diferentes
concentragbes de DisBa-01, variando de 10nM a 1000nM, foramoratias as células e as
placas foram incubadas por diferentes tempos (24h, 48h oun@2hnesmas condigbes da

adesao.

ApGs a incubacdo, o meio de cultura foi removido e dadgea -20°C para analises
posteriores e a capacidade de promocéo de proliferacdar aduDisBa-01 foi avaliada pelo

método colorimétrico com cristal violeta.

3.4.5 Método colorimétrico (cristal violeta)

ApOs os ensaios de desadesdo, promocao e inibicdo de adesdidferacdo celular,
os pocos foram lavados com DMEM sem soro por duas veaesa remocado das células ndo
aderidas. Em seguida as células foram incubadas por 10 sngmtetanol 70%, para fixagdo
dos mioblastos, em temperatura ambiente. O etanol ricovido, os pocos foram lavados
com PBS e 60pL de cristal violeta 0,5% (em etanol 20%)rfadicionados em cada poco.

ApOs incubacédo por 20 minutos em temperatura ambiente,udasctiram lavadas por pelo
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menos 5x com PBS, para a remoc¢éo do excesso de cdanteguida, foram adicionados
100uL de SDS 1% para dissolver o precipitado e a placmdobada por 30 minutos em
temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foizedi em um leitor de placas MRX

Dynex (comprimento de onda de 540nm).

3.5 Determinacao dos receptores de adesao por citometria de fhux

As células foram removidas das garrafas de cultura caiticade solucédo de tripsina
(tripsina 0,25% e EDTA 0,02%) ou EDTA 0,2% e, ap0s contageroéenara de Neubauer,
1x1C células ressuspendidas em 100uL de PBS foram incubadasoecogeos anticorpos
primarios contra as integrinas, o4, as, ay, oy B3, P1 € B2 (Santa Cruz Biotechnology) por 30
minutos, na concentracdo de 1pg/100uL. Apds a incubacadifdnado 1mL de PBS para
lavagem do excesso de anticorpo e as células foramfegadas por 5 minutos a 2.000
RPM. O sobrenadante foi aspirado e as células foessuspendidas em 100uL de PBS, ao
gual foi adicionado 0,5ug de anticorpo secundario (goat antsenlgG, BD Biosciences)
conjugado com FITC (Fluoresceina Isotiocianato). Aposhacdo por 30 minutos no gelo,
adicionado 1mL de PBS para lavagem do excesso de aatieaas células foram novamente
centrifugadas por 5 minutos a 2.000 RPM. O sobrenadante fairthke, as células foram
ressuspendidas em 500uL de tampdo FACS (BD Biosciences)fammldeido 1% e

imediatamente analisadas no citbmetro FACSCanto (BBckinces).
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3.6 Eletroforese hidimensional

Os meios condicionados coletados foram centrifugados, paretirada de restos
celulares, e submetidos a quantificacdo de proteinas ttaiseguida um volume contendo
430ug de proteinas de cada amostra foi purificado por meio dg-kitClean-Up Kit
(Amersham Biosciences), de acordo com as instru¢cdesdoafate, para a remoc¢éo do meio
de cultura, sais e possiveis residuos de DNA e RNA. Agipest foram ressuspendidas em
tampdo de reidratacdo — TR (Uréia 8M, CHAPS 3%, IPG Buydfér3-10 1%, Azul de

Bromofenol 0,002%).

ApOs a purificacdo as amostras foram resolvidas poofdetse bidimensional (2D-
PAGE) segundo o método descrito por Serrano et al (200%)adaptacdes. A eletroforese
da primeira dimensao foi realizada em uma unidade de Z#acéb isoelétrica Ettan IPGPhor
3 (GE Healthcare). Fitas IPG prontas (Immobiline DigstGE Healthcare) de 13cm, com
um gradiente de pH linear de 3-10, foram empregadas para aggepda primeira dimenséo,
seguindo um programa de 5 passos: 14-16 horas de reidratacés amostras em TR, 100V
durante 30 minutos, 500V durante 2 horas, um gradiente de volges0V a 8000V
durante 3 horas e 8000V durante 1 hora. Antes de serem aplicadgel da segunda
dimenséao da focalizag&o, as proteinas nas fitasdRnfreduzidas e alquiladas por meio de
incubagcdo sequencial com solugdo de equilibrio - SE-HRispH 8,8 75mM, Uréia 6M,
Glicerol 29,3%, SDS 2%, Azul de Bromofenol 0,002%), 10mg/mL deér &2m SE e

25mg/mL de iodoacetamida em SE.
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As fitas foram aplicadas diretamente sobre o gebpdkacrilamida-SDS (18cm x
18cm) para a segunda dimensao a 8°C, em dois passos: 30 raidiim#\/gel seguido por
24mA/gel até o final da corrida. Os géis foram fixadesmdos conPhastGel Blue R (GE
Healthcare Life Sciences) ou com nitrato de prata, @daih PlusOne Slver Staining Kit (GE
Healthcare Life Sciences), de acordo com as instrugoefabricante, e digitalizados em
seguida em scanner de luz convencional. As andlises dasnsnfagam realizadas com o

auxilio do programamage Master 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare Life Sciences).

3.7 Analise estatistica dos dados

Cada experimento, realizado em triplicata, foi repepielo menos trés vezes. Foram
calculados a média, erro padrédo da média (EPM) e anddisvariancia de um caminho
(ANOVA). A significancia estatistica foi determinada geteste de Dunnet, sendo

considerados aceitaveis valores €8.p5.
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaios celulares

Como as CPMs C2C12 possuem a capacidade de se diferentianiotubos
multinucleados, a morfologia das células utilizadas neaies foi monitorada e documentada

(figura 8) para avaliar se houve ou nao diferenciacadacelurante os mesmos.

A morfologia dos mioblastos ndo se alterou durantensai@s, apesar de ter ocorrido

morte celular no controle e em todos os tratameptog;ipalmente apos 72h de incubacgéao.
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Figura 8: Morfologia dos mioblastos durante os missa
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4.1.1 Ensaio de promocéo de adeséo

A adesdo das células C2C12 em pocos revestidos com fiinepesolageno tipo |,
colageno tipo Ill, coldgeno tipo IV ou DisBa-01 em difetes concentragbes (0,1mg/mL,
1mg/MI e 5mg/mL) foi analisada (figura 9). Pocos revestidosn BSA foram utilizados

como controle negativo de adeséo.
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Figura 9: Adesédo de mioblastos a placas de cultura reéastmem diferentes proteinas.
Fn: fibronectina; Col I: colageno tipo I; Col llI: éjeno tipo IlI; Col 1V: colageno tipo IV; BSA: conteol
negativo. Quando néo indicada a concentracdo do “coasisgimir 1 mg/mL. Os mioblastos se aderiram a

todos os substratos imobilizados de maneira semellexctgtp ao controle negativo (BSA), como esperado.
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As células aderiram de forma similar a todos os substraxceto ao BSA, cuja

adeséo foi mais baixa como era esperado. Nao houvengidesenificativa entre os grupos.

4.1.2 Ensaio de desadesao

Este ensaio testou o efeito da adicdo de DisBa-01 sodmek a desadesdo das
células C2C12 quando aderidas em colageno tipo | (figura 1€ibramectina (figura 11).
Pocos revestidos com BSA foram utilizados como cantnelgativo de adesao (Ctrl —) em
todos os ensaios. A adesdo ao colageno tipo | e@nédibtina sem adicdo de DisBa-01 foi

considerada como 100%.

A DisBa-01 nado foi capaz de desaderir os mioblastos dossp@robertos com

colageno ou fibronectina em nenhuma concentragao testada
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Figura 10: Porcentagem de mioblastos aderidos em placéerts com coldgeno tipo .

O numero de células aderidas foi medido e o valor foi alizado como porcentagem em relagédo ao controle
(OnM — sem adicéo de DisBa-01). Os resultados foram eqresmo média + EPM de trés experimentos em

triplicata.
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Figura 11: Porcentagem de mioblastos aderidos em placéertts com fibronectina.
O numero de células aderidas foi medido e o valor foi alizaddo como porcentagem em relagéo ao controle
(OnM — sem adicéo de DisBa-01). Os resultados foram ergresmo média + EPM de trés experimentos em

triplicata.
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A adesao aos poc¢os recobertos com BSA sempre foiisggni#mente menor que aos

pocos recobertos com colageno tipo | ou fibronectiom cu sem adi¢do de DisBa-01.

4.1.3 Ensaio de inibicdo da adesao

Este ensaio testou o efeito da incubacdo das cél@@42Zcom DisBa-01 soluvel
sobre a adesdo das mesmas em colageno tipo | (figurau fibyanectina (figura 13). Pocos
revestidos com BSA foram utilizados como controle negate adeséo (Ctrl —) em todos os
ensaios. A adesdo ao colageno tipo | e a fibronectimaasbicdo de DisBa-01 (OnM) foi

considerada como 100%.

A DisBa-01 inibiu significativamente a adesdo ao colagemtoelas as concentragdes,
de uma maneira ndo dose-dependente. A adeséo a fibroméatitiai inibida pela adicdo de

DisBa-01 em nenhuma concentragao exceto a de 1000nM.
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Figura 12: Porcentagem de mioblastos aderidos ao coldgeri@pds incubagao com DisBa-01.

O numero de células aderidas foi medido e o valor foi alizaddo como porcentagem em relagéo ao controle
(OnM — sem adicéo de DisBa-01). Os resultados foram ergresmo média £ EPM de trés experimentos em

triplicata. Houve inibicdo da adesé@o em todas as coagées testadas (¥f,01; ANOVA/Dunnett).
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Figura 13: Porcentagem de mioblastos aderidos a fibraaeids incubagéo com DisBa-01

O numero de células aderidas foi medido e o valor foi alizaddo como porcentagem em relagéo ao controle
(OnM — sem adicéo de DisBa-01). Os resultados foram ergresmo média + EPM de trés experimentos em

triplicata. Houve inibicdo da adeséo na concentragdo dnliD0p<0,05; ANOVA/Dunnett).
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A adesao aos pocos recobertos com BSA sempre foiisggni#mente menor que aos

pocos recobertos com colageno tipo | ou fibronectioa cu sem incubacdo com DisBa-01.

4.1.4 Ensaio de proliferagéao celular

As células C2C12 tém um tempo de duplicacdo médio de 12h qirmndmdas em
DMEM suplementado com 10% de SFB (leual., 2008; Robeyet al., 2008; Bardouillest
al., 2001; Rosset al., 1997). A utilizagdo desta concentracéo de soro fetal bagiresentava
dois problemas: a grande quantidade de proteinas do sordagdoras outras proteinas no
meio condicionado, que foi coletado para eletroforesameidsional apdés os ensaios, e a
rapida proliferagcéo celular que, em testes preliminégesu a confluéncia dos pocos antes do
término do periodo de incubacdo (dados ndo mostradosimAdoi utilizada uma
concentragéo final de 0,5% de suplementagdo com SFB wodeeultura dos ensaios de
proliferacdo celular ja que, de acordo com dtial. (2008), o tempo de duplicacdo celular da
C2C12 sobe para aproximadamente 37h quando incubada em DMENheni@do com

0,5% de SFB.

O efeito da adicdo de DisBa-01 soluvel sobre a profiferale mioblastos foi testado
em trés tempos: 24, 48 e 72h (figura 14). O numero de céldasatddas aderidas (controle,
ndo mostrado no gréfico) foi considerado 0%, enquantaneero de células tratadas com
diferentes concentragfes de DisBa-01 sollvel que persrane@deridas foi normalizado em

relacdo ao controle.
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Figura 14: Proliferacdo de mioblastos na presencasi®aBi1 em diferentes concentra¢des apos incubacao.

O numero de células aderidas foi medido ap6s o tempo de iGoubagvalor foi normalizado como
porcentagem de células a mais ou a menos em relacéntemede cada tempo de incubacéo (células ndo
tratadas, nédo exibidas no grafico e cujo valor fopaktdo em 0%). Os resultados foram expressos como média

+ EPM de trés experimentos em triplicata.

Apesar de haver uma tendéncia a diminuicdo do nimerdaidastos apos a adicdo
da DisBa-01 depois de 24h e 48h de incubacgdo, a proteina naapfaz de inibir

significativamente a proliferagéo celular nos tenmgstados.

4.3 Determinacao dos receptores de adeséo por citometria de fhux

As células C2C12 foram inicialmente testadas quantmsilksidade ao EDTA e a

tripsina durante o processo de retirada das células dasagadafcultura. Para isso, a
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presenca das integrinag e 1, com marcacao por FITC (excitagdo a 488nm), foi testada e
ambos os tratamentos (figura 15). Estudos indicam arnm@sge ambas as integrinas em
mioblastos (Dallabridat al., 2005; Eptinget al., 2004) e, por isso, elas foram utilizadas nesta

fase inicial.

Quando utilizada a solucao de tripsina 0,25% e EDTA 0,02%, @asélesaderiram
mais rapidamente das garrafas (aproximadamente 3 minutésh @isso, as interacdes
célula-célula foram desfeitas, aumentando relativaenarguperficie de contato celular com
0s anticorpos e possibilitando uma maior interacoeessdtes e as integrinas em estudo
(Pison et al., 2006). Uma pequena quantidade de células apresentou fluora@scénc

significativa para ambas as integrinas testadas.

Foi necessario mais tempo para a desadeséo das ¢glatato utilizado EDTA 0,2%
(aproximadamente 8 minutos) e as interagfes célulaaceid foram totalmente desfeitas,
favorecendo a formacdo de aglomerados celulares nanséspe diminuindo a superficie
disponivel para o contato com os anticorpos. Quandaéasteom anticorpos antj; estas
células ndo apresentaram fluorescéncia; quando utilaaticorpo antp;, houve uma leve

marcacao das células, mas nédo foi significativa.
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Figura 15: Histogramas das andlises de célulasldedas das garrafas de cultura com EDTA ou trgpsin
Nao houve diferenca significativa entre os cong@¢égea roxa) e as células tratadas com anticaptisy, em
contorno vermelho e anfs; em contorno verde) para as células tratadas comMAEQuando tratadas com

tripsina, uma pequena quantidade de células apoestnorescéncia para ambas as integrinas.

O tratamento com solucéo de tripsina e EDTA de&swélulas mais separadas umas
das outras, evitando a formacao de aglomeradokuedi(dados ndo mostrados) e permitindo
uma contagem de células ligeiramente maior durardealise por citometria de fluxo. As
células descoladas das garrafas de cultura com EDPA&6 formaram aglomerados,
dificultando a leitura de células Unicas pelo cidm e reduzindo a quantidade de células

marcadas.

Tendo em vista estes resultados, as células dtiiizpara os testes seguintes foram
retiradas das garrafas de cultura com o auxilieadigcéo de tripsina e EDTA. Os mioblastos

foram incubados com anticorpos contra as integrnags, as, oy, avfs, P1 € Pa (figura 16).
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N&o houve indicagdo da presenca de nenhuma integrindaesiaeto as integrinas e B,

gue foram marcadas em uma pequena quantidade de células.
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Figura 16: Histogramas das andlises de células Z#&lubadas com diferentes integrinas.
Quando incubadas com anticorpos contra as integiirsB;, uma pequena quantidade de células apresentou
fluorescéncia; quando incubadas com anticorpogaastoutras integrinas testadas, ndo houve diferem

relacdo ao controle.
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4.4 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional foi realizada a partiradeostras do meio condicionado
dos ensaios de proliferacdo apds 24h e 72h de incubacéaotatvaette identificar possiveis
moléculas sinalizadoras que seriam secretadas em reapasgtimulo da DisBa-01. Em cada

gel foram aplicados 470ug de proteina total.

As imagens dos géis de quatro amostras de meio condicicd@dazontroles e dois
tratados com DisBa-01 1000nM apés 24h e 72h, estdo mostradigaira 17. Por inspecao
visual dos géis ja foi possivel notar diferencas entreonoles e os tratados, com proteinas
dispersas por todas as faixas de massa molecular dpsngsisnais concentradas nas faixas

neutra e acida de pl.

A andlise realizada pelo prograrmaage Master 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare
Life Sciences) mostrou que ha muitas regides similanssgéis, mas também indicou areas
com diferencas significativas (delimitadas por retangabdigura 17). Estas regides foram
retiradas dos géis e serdo analisadas por espectrodetnemssas para a identificacdo das

proteinas.

ApOGs 24h de incubacédo, os géis das amostras tratadaBis8a-01 se mostraram
diferentes do gel da amostra controle (tabela 1); quaodgarados entre si, quase nado ha
diferencgas. As diferencas mais visiveis, indicadas get#s na figura 16-B, se deram entre

os géis do controle (sem adicdo de DisBa-01) e das #latadas com DisBa-01 1000nM.

ApG6s 72h de incubacao, foram encontrados mais spots ens aslg@is de controle e
de amostra tratada com DisBa-01 1000nM (tabela 2). As priacigéerencas estao

representadas por setas na figura 16-D.
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Figura 17: Eletroforese bidimensional.

A, C: Meio condicionado do controle (24h e 72hpessivamente). B, D: Meio condicionado das células
tratadas com DisBa-01 1000nM (24h e 72h, respentwde). As setas e areas delimitadas indicam spots

grupo de spots encontrados nos géis B e D e qusiwdencontrados em A e C.

Tabela 1: Comparacéo entre os géis controle (segaaade DisBa-01) e tratados com diferentes coragbes

de DisBa-01 apds 24h de incubacéo.

N2 de spots Spots nao % Spots nao
Nome . g Pareamentos

identificados pareados pareados
Controle 66 - - -
DisBa-01 100nM 66 56 10 15,15
DisBa-01 200nM 68 56 12 17,65
DisBa-01 400nM 67 59 8 11,94
DisBa-01 1000nM 68 55 13 19,12
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Tabela 2: Comparacao entre os géis controle (semoadiicBisBa-01) e tratado com DisBa-01 1000nM apéds

72h de incubagéo.

N2 de spots Spots nao % Spots nao
Nome . . Pareamentos
identificados pareados pareados
Controle 109 - - -
DisBa-01 1000nM 125 87 38 30,40
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5. DISCUSSAO

As desintegrinas e proteinas tipo desintegrina podem serasas em terapias contra
doencas como Alzheimer, osteoporose, trombose esrc@itarcinkiewicz, 2005); algumas
delas deram origem a medicamentos ja em uso, comoi-agaatjante Aggrastat (Merck),

cujo prototipo foi a echistatina (Ramos e Selistre-dasjare2006).

Atualmente, a procura por compostos especificos que pcatsemcomo farmacos
encontra-se em expansao. Neste sentido, a DisBa-Oktamstrado um promissor prototipo
para o desenvolvimento de farmacos, devido a sua capacidadmetastatica, anti-
angiogénica e anti-trombotica parcialmente mediada pédmacdo com a integrina,fs
(Kauskotet al., 2008; Ramost al., 2008). No entanto, em modelo de hérnia incisiomal
vivo, a DisBa-01 estimulou a angiogénese no local da h¢@lieeira et al., dados nao

publicados, 2009).

Em ensaios realizados com células endoteliais ndo &asnéfUVECsS em nosso
laboratério (Pontes, dissertacdo de mestrado, 2006), aDikB&o foi capaz de promover ou
inibir a proliferacdo celular com a desintegrina soline meio de cultura, mas inibiu a
adesao da célula endotelial ao substrato e inibiu a pegifie das HUVECs quando a toxina
estava imobilizada nos pogos, em concentracdes taosbaiento 1nM. Estes resultados
sugerem que a DisBa-01 pode ter efeito inibitorio sobre ®dimhagens celulares néo-

tumorais.

Ha um interesse muito grande em estudos sobre regemenagéular, principalmente
nas areas médica e esportiva (Grousidd., 2002). Estudos em nosso laboratério com uma

proteina tipo desintegrina com motivo ECD, a ALT-C, sugegee esta proteina promove a
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angiogénese em camundongos atimicos (Raatnals, 2007) e induzin vitro, a proliferacédo
de mioblastos em cultura priméaria (Mesquita-Femaai., 2009). Os resultados deste estudo
sobre o efeito da ALT-C no processo de regeneracaddutdccom cultura priméria de

mioblastos nos incentivou a estender este trabalhcaparsBa-01.

A linhagem de células precursoras miogénicas de camundongd® @#@scolhida
para este estudo por ser uma linhagem de mioblastos freqeetgéamilizada, que prolifera
rapidamente sob condi¢cdes normais de cultura e respend@ manipulacdo, com resultados
reproduziveis (Gawlittat al., 2008; Burattiniet al., 2004; Tannuet al., 2004; Lawson e

Purslow, 2000; Shimokawet al., 1998; Kubo, 1991; Yaffe e Saxel, 1977).

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar caniisBa-01 agiria sobre a
adesao, desadeséo e proliferacéo celular das C2C12, a#alide o perfil eletroforético das

proteinas excretadas por estas células sob condicieais@ tratadas.

O ensaio de adesao celular mostrou que as células C2Cti2maastram preferéncia
por nenhum dos componentes da MEC testados (fibronectité@enos tipo I, Il e IV ou
DisBa-01 imobilizados em diferentes concentragdes),irattercom a mesma afinidade a
todos eles. Para os testes celulares posteriores, DisBa-01 soluvel, foram utilizados

fibronectina e colageno tipo | imobilizados.

Os resultados mostram que, em alta concentragcdo (100GnNDisBa-01 inibe
significantemente a adesdo de CPMs a fibronectina. restltado é suportado por estudos
gue demonstram que a DisBa-01 se liga a integsipa(Kauskotet al., 2008; Ramost al.,
2008), ligante de fibronectina, vitronectina e osteopontintae ®@utros componentes da MEC
(Avraamideset al., 2008; Takagi, 2007; Humphriegz al., 2006). Além disso, ja foi

demonstrado que proteinas contendo o motivo RGD se ligamadta afinidade a muitas
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integrinas (Niewiarowskét al., 1994; Dennist al., 1990; Huanget al., 1987) e sédo capazes
de bloquear competitivamente a interacédo integrina-ligdetérias integrinas (Saiki, 1997).
Estas proteinas se ligam as subunidadess, oy, € ayp (figura 3), totalizando 7 integrinas

capazes de interagir com este motivo (Hynes, 2002).

No entanto, alem de inibir a adesdo de mioblastos anéibtma, a DisBa-01 inibiu a
adesdo das células C2C12 ao colageno tipo | em todas astdstselas. Os receptores de
colageno, as integrinagpPi, aP1, o101, a11P1 € oxB2 NAo fazem parte do grupo de integrinas

ligantes de RGD (Humphries al., 2006).

Alguns trabalhos sugerem que a ocupacao de uma integrinasppssair a funcao de
outras integrinas, na chamada inibicdo trans-dominantédgatdo a integrinaw;pps de
plaguetas induz a supressao trans-dominante da funcdo damadesp: e axp1 € a apoptose
de células de ovario de hamster (Diaz-Gonzetlet., 1996); anticorpos antiyps suprimem a
fagocitose dependente dgB; (Blystoneet al., 1994) e a ligagdo a integrinaP; inibe a
expressao de metalopeptidases dependentgpfdéHuhtalaet al., 1995). Essa interferéncia
ocorre pela interrupgcao da sinalizacdo mediada por intesgnprocesso que envolve mudanga
conformacional do dominio extracelular e a presencautiacztoplasmatica da subunidgte
da integrina ocupada. A inibicdo trans-dominante esta diegtinrelacionada as mudancas
conformacionais do dominio extracelular das integrinapode coordenar temporal e
espacialmente a sinalizacdo de integrinas, levando tosefbioldgicos inesperados de
inibidores de integrinas especificas (Diaz-Gonzelet., 1996). No entanto, nao foi possivel
identificar a presenca das integrinas o4, as ou a3 nestas células, o que sugere que a
DisBa-01 possa estar se ligando a outros receptoresn&f@ssarios mais estudos para
identificar quais as integrinas envolvidas no efeito dB®81 nas células C2C12 e para

verificar se este tipo de inibicdo ocorre nestas c®ltaserem tratadas com DisBa-01.
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Outros estudos sugerem que a integeifia de células de musculatura lisa é capaz de
se ligar a diversos componentes da matriz extracemiguindo fibronectina, vitronectina,
laminina e colagenos tipo | e IV (Clymanal., 1992; Charat al., 1990) e que esta integrina
também se liga a fragmentos de colageno tipo | degradadoofamenase (Stringet al.,
2000; Messentt al., 1998; Davis, 1992). Entretanto, como a integrig ndo € um dos
principais receptores de coldgeno, isso ndo explicabécdoi significativa da adesdo ao

colageno tipo | imobilizado.

Estudos indicam a presenca das integrinfis e o,ps (Dallabridaet al., 2005; Epting
et al., 2004) e das subunidadgs (Chazaudet al., 2003),B3 (Chamberlairet al., 2007), 4
(Sealeet al., 2004),aym (Sealeet al., 2000), a4, 02, a3, as (Chamberlainet al., 2007), os
(Mermelsteinet al., 2005) ea; (Cossu e Biressi, 2005; Seade al., 2004) em células
precursoras miogénicas. A determinacdo de uma possiveléociarrde inibicdo trans-
dominante nestas células, se a DisBa-01 realmenigase tiutras integrinas além das ligantes
de RGD ou se ha a ligacdo de integringlds da C2C12 ao colageno e se esta ligacao
compromete a adesdo da célula a este ligante sera amjgogpara a compreensdo do

mecanismo de acdo da DisBa-01 sobre estas células.

Além disso, as integrinas ndo sao 0s Unicos receptorewldgeno na superficie
celular. Células de mamiferos expressam um amplo tespke proteinas e mecanismos para
o reconhecimento de colageno ou fragmentos de colag#agrinas, receptores de dominio
discoidina (DDR), glicoproteina VI, receptor tipo Ig asado a leucdcito (LAIR) e a familia
de receptores de manose. Integrinas e DDRs reconhecem saguénpecificas de
aminodcidos, enquanto LAIR e glicoproteina VI reconhecenhbs ndo enovelados da tripla
hélice de colageno. Os receptores de manose sao oroaifscuos e se ligam bem a

coladgeno nativo e desnaturado (Leittinger e Hohene2®)7; Popovaet al., 2007). O
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envolvimento da DisBa-01 com outros receptores além de imasgrinda ndo foi estudado.
Saber se ha interacdo desta desintegrina com outregtoszs de proteinas da MEC sera

importante para estudos futuros.

Os outros ensaios celulares realizados ndo mostrasartados significativos. Apesar
de ser capaz de inibir a adesdo ao colageno tipo | ajtasnconcentracdes, a fibronectina, a
DisBa-01 ndo promoveu a desadeséo das células C2C12 adesdtss duas proteinas no
tempo de incubacdo analisado. A adesédo celular € untoegdtico em eventos celulares
como proliferacdo, diferenciacdo, manutencédo da intaggidio tecido e metastase tumoral,
entre outros, e pode ser mediada por integrinas, quetaon@mponentes da MEC ao
citoesqueleto celular (Hynes, 2002; Hyratsal., 1999). Na auséncia de adesao, as células
entram em processo de morte celular ou apoptose, tamtemado denoikis, termo que
denota apoptose em células ndo aderidas a MEC (MeredBbhwartz, 1997; Frisch e
Francis, 1994). Apesar de testes para constatar apoptosered sido realizados, a DisBa-
01 provavelmente ndo promowmoikis por ndo desaderir células ja ligadas ao substrato

durante a incubacgao no tempo analisado.

A DisBa-01 também néo influencia de forma significativgpraliferacdo das C2C12,
entretanto, esta proteina mostrou uma tendéncia aanioliferacdo celular tanto em 24h de
incubacédo (nas maiores concentragfes) quanto em 48hm@asres concentragdes). A
integrina a3 estd envolvida em processos de migracdo e proliferac@darcéNeri e
Bicknell, 2005; Campbelt al., 2003) e estudos demonstram que a utilizacdo de moléculas
ligantes deo,fs (anticorpos, desintegrinas RGD, como a echistatinzeptideos sintéticos

nao-RGD) inibe a proliferacéo celular (Zhetwal., 2004a; Maeshimet al., 2000).
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As células mortas nao foram quantificadas, mas faipekperceber que, ap6s 72h de
incubagdo, havia muitas células desaderidas ou em prodesstesadesdo, tanto por
fotografias da microscopia Optica quanto pela existétemllets visiveis contendo material
solido apds centrifugacdo do meio condicionado. A maghélar aconteceu tanto nos pogos
incubados com DisBa-01 quanto nos pogos controle, isso ipd@r que a utilizagdo de
meio suplementado com apenas 0,5% de SFB pode ser insefjgggatensaios com duragéo

maior que 48h.

A citometria de fluxo ndo indicou a presenca de outtagiimas testadas além dge
B1. Apesar de estudos indicarem a expressdo de outrasriategdste tipo celular, ha relatos
de expresséo diferencial de integrinas dependendo das@esdi cultura celular. Sobnal
(2008) evidenciam que células de musculatura lisa expressamgramde quantidade dee
1 ao serem expostas a meio de cultura sem soro, enquexpoeasao de, aumenta quando
as células sao cultivadas em meio rico em fatoresrekcimento. Hannafiet al (2006)
indicam diferengcas na expressao odee 1 em fibroblastos de acordo com o substrato de
crescimento (plastico, colageno, elastina, fibronactin laminina); quando aplicada forga
mecanica as células cultivadas nestes substratoiseta houve expresséao diferenciadaugle
e B1, além de haver aumento na expressae;dBara a analise por citometria de fluxo, foram
utilizadas somente células cultivadas com DMEM supleagentcom 10% de SFB
diretamente sobre o plastico. No entanto, durante eaicen celulares, foram utilizados
diferentes substratos (colageno tipo | e fibronectiABm disso, nos ensaios de proliferacédo
celular foi utilizado DMEM suplementado com 0,5% de SF&aEoncentracdo de soro foi
escolhida para minimizar a interferéncia das proteinaeptes no SFB durante as analises
por 2DE e também para diminuir a taxa de crescimerntdacelas C2C12 para que o efeito

da DisBa-01 sobre estas células fosse melhor acompajthgde, de acordo com L al.
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(2008), o tempo de duplicagéo celular das C2C12 sobe de 12h (qui@imdmlo DMEM

suplementado com 10% de SFB) para 37h quando a concentrag&&odie(SFB é utilizada.

Em adicédo, ficou claro que, para este tipo celular, lzagéo de solugcdo contendo
tripsina e EDTA para a remocao das células das garrafasltdea promove uma melhor
marcagdo com anticorpos, em comparacdo com solucdDd&. O uso de ambas as
solucdes € encontrado na literatura (Yoetng., 2009; Liottaet al., 2008; Jursilet al., 2007;
Rusteret al., 2006) e, por esse motivo, € necessaria a compara¢@ anbos para a

utilizacdo do método que melhor se aplica ao estudo.

Métodos para a analise de uma grande quantidade de protemneeacdo a presenca
e abundancia, tém sido desenvolvidos com a ajuda de etes®fdidimensional. E
importante estar atento ao fato de que, ao comparas mdefiroforéticos, nem todas as
proteinas presentes na amostra sao vistas e, portaramepas que tém influéncia sobre o
gue pode ser visualizado devem ser levados em conta: quargidatldbilizacdo da amostra,
faixa de pl da andlise, corante, entre outros (Semtalo, 2005). Por estes motivos, as fitas
IPG com faixa de pl de 3-10 foram escolhidas, pois permitgrsualizacdo de uma grande
faixa de proteinas, assim como a utilizacdo de nitratorde para a visualizagdo das
proteinas porque, apesar da obtencdo de uniformidade der aifigk a sensibilidade do
método é muito grande (na ordem de nanogramas de prot€inaya(letet al., 2006).
Entretanto, como este método de coloracdo podeenitenf identificacdo de proteinas por
espectrometria de massas devido a introducédo de ligagfieslas em proteinas (&hal.,
2008), os geis destinados a remocaogpots para identificacdo dos mesmos foram corados
com comassie blue, um método menos sensivel, mas omEtvel com espectrometria de

massas (Chevallet al., 2006).
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A andlise computacional dos géis 2D mostrou que a maide ks spots sao
idénticos tanto nos controles quanto nos tratadosetanto, apos 24h de incubacdo com
DisBa-01, 12% a 19% dogpots nos géis das amostras incubadas com a desintegrina nao
foram pareados corgpots no gel da amostra controle, indicando alteracdo nee ®0
protéica dos mioblastos tratados com DisBa-01, principgkn@pds incubagdo com a
concentragdo mais alta testada (1000nM). Apés 72 hormefedto ficou mais evidente, com
mais de 30% degpots ndo pareados entre o gel da amostra controle e o @stranmcubada

com 1000nM de DisBa-01.

Héa varios relatos de que desintegrinas e proteinas tipotetpéna possam alterar a
expressao génica. A ALT-C, uma proteina tipo desintegmaazia expressdo de VEGF em
fibroblastos (Cominettét al., 2004) mas ndo em mioblastos (Mesquita-Fesgtaal., 2009).
Outros estudos com toxinas de serpentes sugerem gque @arascapazes de induzir a
expressao de citocinas pro-inflamatdiiagitro e in vivo (Clissaet al., 2001; Petriceviclet

al., 2000).

Ainda nao foi possivel determinar, pelos procedimentogzadids neste trabalho,
quais fatores ou vias poderiam estar envolvidos na sinalizatd@celular de mioblastos
induzida por DisBa-01. A analise dgpgots por espectrometria de massas ainda esta em
andamento e devera ser concluida em bidaés estudos sdo necessarios para tentar elucidar

estas questoes de forma a facilitar o entendimento damseno de ac¢ao da DisBa-01.
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6. CONCLUSOES

¢ A DisBa-01 promove a adeséo.

¢ A DisBa-01 inibe a adesao de mioblastos C2C12 ao colagenodjpon altas
concentragdes, a fibronectina;

e A DisBa-01 nédo afeta a proliferagdo de mioblastos e taogpoausa a desadeséo
destes quando aderidos a fibronectina ou ao colageno ipmvavelmente ndo causando
apoptose por descolamenamdikis);

e A DisBa-01 provoca uma alteracdo na secrec¢do protéidaaas2 pela diferenca no
padréo de expressao;

e Mais estudos s@o necessarios para o entendimentocdnismao de acdo desta

desintegrina.
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