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RESUMO

Neste trabalho procuramos identificar a enzima geradora da endostatina (ES)
humana. A ES é um potente inibidor da angiogénese e do crescimento tumoral
em modelos animais, gerada pela clivagem do C-terminal do colageno XVIII (Col
XVIII), um proteoglicano de sulfato de heparana presente em membranas basais.
A ES foi isolada, originalmente, do meio condicionado de uma linhagem celular
derivada de um hemangioendotelioma murino (EOMA), a partir da idéia de se
buscar em tumores ndo metastaticos, proteinas que inibissem a angiogénese. Em
testes experimentais a ES levou a regressdo sem recidiva de trés tipos tumorais
humanos implantados em camundongos, ndo promovendo resisténcia a droga e
nem toxicidade. Até o presente duas proteases foram identificadas como capazes
de gerar a endostatina a partir do colageno XVIII murino: a elastase e a catepsina
L. Contudo tais proteases foram incapazes de gerar a ES humana, fato que
motivou nossa pesquisa no sentido de identificar esta protease. Para tanto, um
peptideo fluorogénico mimetizando o sitio de clivagem do Col XVIII na geragéo da
ES foi empregado. A clivagem do peptideo era detectada quando este era
adicionado a um tumor primario (astrocitoma) e a linhagens tumorais (EOMA,
Hepa 1-6, HepG2, RD, SK e Lovo). Ja as células nédo transformadas ndo puderam
apresentar o mesmo desempenho. A atividade da protease foi significantemente
inibida pelos inibidores gerais de serino-proteaes AEBSF e benzamidina, de
guimotripsina, quimostatina e TPCK, e por um inibidor de proteassomas, 0
MG132. A protease esta claramente associada a fracdo celular, ndo sendo
soluvel, mas sendo liberada para o0 sobrenadante em decorréncia do
destacamento celular. Tiramos vantagem desta propriedade para obter uma
amostra da protease parcialmente purificada com a coleta do sobrenadante. A
seguir, com emprego sucessivo de dispositivos de filtracdo, o centricon, e de uma
coluna de gel filtracdo para FPLC, a Superose 6HR, pudemos avancar em direcao
a purificacédo da protease a partir do sobrenadante. A protease corresponde a um
complexo multimérico de alto peso molecular, cujas subunidades sao
reconhecidas por anticorpo anti-subunidades de proteassoma, tendo sido a
subunidade a2 de proteassoma seqienciada em amostra ativa. Além disso,
pudemos visualizar por microscopia eletrbnica a presenca de uma estrutura
cilindrica com secdo em anel, bastante semelhante a estrutura de um
proteassoma. Desse modo, os resultados apresentados demonstram ser a
enzima geradora da endostatina humana um proteassoma ancorado
extracelularmente e preferencialmente expresso em células tumorais.
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ABSTRACT

The main goal of this work was to identify the protease responsible for generating
endostatin from a human substrate. Endostatin, a potent inhibitor of angiogenesis
and tumor growth in animal models, is the C-terminal fragment of collagen XVIlII, a
heparan sulfate proteoglycan present in basement membranes. Endostatin was
first isolated from a murine haemangioendothelioma (EOMA), while screening
non-metastatic tumors for endogenous production of angiogenesis inhibitors. In
experimental tests, endostatin was able to cause regression of three types of
human tumors implanted in mice, whereas no drug resistance or toxicity were
observed. Up to now, two proteases have been identified as capable of producing
endostatin in mice: elastase and cathepsin L. However, these proteases were not
able to generate human endostatin, fact that has motivated our work. We used a
fluorogenic peptide mimicking the cleavage site for the generation of endostatin in
human collagen XVIII. Cleavage of the peptide was detected when it was added to
a primary tumor (astrocytome) and tumor lineages (EOMA, Hepa 1-6, HepG2, RD,
SK and Lovo). Non-tumor cells did not show the same ability. The protease activity
was significantly inhibited by the general inhibitors of serine proteases, AEBSF
and benzamidine, by the chymotrypsin inhibitors, TPCK and chymostatin and by a
proteasome inhibitor, MG132. The protease is associated to the cellular fraction in
a cell culture, it is not constitutively shedded, but released to the supernatant after
cellular detachment. We took advantage of the latter property to obtain a partially
purified protease sample. We collected the supernatant of EOMA cells and further
purified it, using a centricon device and the FPLC gel filtration column, Superose
6HR. The protease corresponds to a high molecular weight multimeric complex,
whose subunits were recognized by an anti-proteasome antibody. In addition, the
a2 proteasome subunit was sequenced out of the purified material. Analysis of the
complex by electron microscopy revealed a cylinder-like structure with a ring-
shaped cross section, very similar to the structure of a proteasome. The results
presented here demonstrate that the human endostatin-generating enzyme is a
membrane-associated proteasome, extracellularly anchored and preferentially
expressed in tumor cells.
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1. INTRODUCAO

O colageno XVIII € um proteoglicano de sulfato de heparana presente
em diversas membranas basais, principalmente endoteliais (Rehn & Pihlajaniemi,
1995). Os colagenos XVIII e XV formam o subgrupo das multiplexinas que se
distinguem dos demais componentes da superfamilia dos colagenos por
apresentarem multiplas interrup¢des de sua estrutura central em tripla hélice e um
dominio ndo helicoidal no COOH-terminal (NC1) (Rehn & Pihlajaniemi, 1994). Ao
analisarmos estruturalmente o dominio NC1 de 38 kDa, verificamos que este
consiste de trés segmentos principais: um dominio de associacdo N-terminal de 5
kDa que tem sido implicado na auto-polimerizacdo homotrimérica do colageno
XVIII; uma regido central em dobradica sensivel a acdo de proteases e um
dominio globular compacto COOH-terminal de 20 kDa, correspondente a
endostatina. A endostatina (ES) é uma proteina globular constituida por 16 folhas-
B, duas a-hélices e duas pontes dissulfeto, interligadas por conexdes (Figuras 1 e
2).

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da endostatina. As folhas-f3
estdo indicadas sequencialmente pelas letras de A a P. As a-hélices estdo em

cores rosa e as pontes dissulfeto em amarelo (Kraulius, 1991).
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Figura 2: Diagrama da topologia conformacional da endostatina. O esquema

de cores € 0 mesmo para folhas—B, a-hélices e pontes dissulfeto que o da Figura
1. Linhas diagonais largas e estreitas indicam as conexdes acima e abaixo das

folhas-B, respectivamente (Hohenester et al.,1998).

A endostatina, um potente inibidor de angiogénese, foi inicialmente
isolada como um produto de hidrolise do colageno XVIII presente no sobrenadante
de uma cultura de células EOMA, um hemangioendotelioma murino néo
metastasico (O’Reilly et al., 1997). As células EOMA sao células endoteliais e
tumorais que se originam, espontaneamente, em camundongos da linhagem 129
conhecidos por gerar um grande numero de hemangiomas e teratomas de
testiculo. As células EOMA mantém as mesmas caracteristicas das células
endoteliais parentais, dentre as quais podemos citar a presenca da enzima
conversora da angiotensina (ECA), do receptor de lipoproteina de baixa densidade

acetilada (LDL), do fator de von Willebrand (FVW) e da trombospondina. Além
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disso, foi demonstrado que células EOMA podem produzir os componentes da
membrana basal, como o coldgeno XVIII (Figura 3), de onde se origina a ES
(O’Reilly et al.,, 1997). Hemangioendoteliomas s&o definidos como tumores
incapazes de formar metastases (Hoak et al., 1971; Obeso et al., 1990). Esta
propriedade provavelmente esta relacionada ao fato destes tumores produzirem
elementos inibitérios de sua prépria disseminacdo, como a ES que por inibir a
angiogénese, dificulta a progressdao de tumores secundarios. Para que seja
produzida a endostatina é necessario que existam nas células EOMA expressao
de uma enzima geradora da endostatina, assim como de colageno XVIII.

Sabe-se que produtos pré e anti-angiogénicos sao secretados ou
liberados da membrana basal no ambiente em remodelacdo, concomitante a
ativacdo de cascatas ou redes enzimaticas. Os produtos dessas interacdes
enzimaticas podem expor epitopos cripticos de proteinas da matriz extracelular
gue ao serem clivados poderéo gerar fatores anti-angiogénicos, como € o0 caso da
endostatina e da angiostatina (Nyberg et al., 2006; Nyberg et al., 2008). A
angiostatina é liberada do plasminogénio por metaloproteases (MMPs), em
especial uma metaloelastase de macrofago (Dong et al., 1997), e a endostatina,
do colageno XVIII é liberada pela catepsina L ou pela elastase, em murinos, e por
uma protease ainda deconhecida na literatura, em humanos. A identificacdo desta

protease serd a meta da pesquisa desenvolvida nesta tese.
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Figura 3: Representacdo esquematica da membrana basal. Componentes da
membrana basal, dentre os quais o Col XVIIl, podem ser evidenciados neste

esquema (Marneros & Olsen, 2005).

Para sua contextualizacao, dividiremos a Introducéo desta tese em trés
partes em que abordaremos sequencialmente: 1) o cancer, seus determinantes,
seu desenvolvimento e, especificamente, a contribuicdo da angiogénese para a
progressao tumoral; 2) a angiogénese em si, suas etapas e as moléculas que dela
participam, as estratégias para controlar a angiogénese patoldgica, além de
revisarmos seus mais conhecidos inibidores, e, finalmente, 3) as proteases, seus
tipos principais, as formas de estudo e o envolvimento com a angiogénese
tumoral.
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1.1. Cancer

O céancer ndo é uma unica enfermidade, mas corresponde a um conjunto
de doencas cujos determinantes biolégicos compartiiham caracteristicas em
comum, como a proliferacdo celular excessiva e a invasao tecidual. O céancer
resulta de uma série progressiva de mutacdes genéticas ou epigenéticas
(alteracbes que comprometem o produto da expresséo génica sem afetar o DNA,
gue se mantém intacto). As mudancas que ocorrem numa Unica célula séo
consequéncia de uma série progressiva de alterac6es que modificam basicamente
dois tipos de genes: 1) os proto-oncogenes, genes geralmente relacionados a
inducdo da proliferacdo celular, que quando mutados aumentam sua atividade,
acelerando a proliferacéo (Luo, 2008) e 2) os genes supressores tumorais, genes
relacionados a inducdo de morte celular, como o p53, cujo produto, a proteina
p53, aborta a divisdo celular quando encontra defeitos no DNA (Kerbel & Folkman,
2002). Mutacdes que comprometam o funcionamento do gene p53, além de
acionar o fenotipo angiogénico, levam a superexpressao de Bcl2, gene anti-
apoptotico, e a subexpresséo de Bax, gene pro-apoptotico.

As alteracbes celulares na origem do céancer sdo acarretadas por uma
série de condicdes provenientes de dois tipos de fatores: o iniciador e 0s
promotores. O fator iniciador € primordial e essencial ao tumor, se antecipando
sempre aos fatores promotores e promovendo sempre mutagdes do DNA, como
delecbes, translocacdes e inversdes génicas, por intermédio de carcinGgenos
guimicos, oncovirus ou radiacdo. Fatores promotores se somam ao fator iniciador,
promovendo mais mutacdes na célula, ou acrescentando a esta apenas as
alteracdes epigénicas, ou ambas. A célula transformada difere da célula normal
por varios aspectos sendo, um dos mais notaveis, sua capacidade de escapar de
mecanismos de controle do ciclo celular, da apoptose e da ativacdo imunoldgica
de seu meio ambiente, o que favorece sua proliferacdo descontrolada. Tal célula
adquire, a partir de entdo, o potencial, através de sucessivas divisdes celulares e
posteriores mutacdes, de se desenvolver num cluster, ou nodulo, de células

tumorais. Neste estagio, o tumor sélido apresenta um diametro em torno de 3 mm,
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0 que corresponderia a, aproximadamente, um milh&o de células tumorais. A partir
de entdo, seu crescimento torna-se limitado pois € dependente, unicamente, de
difuséo para receber oxigénio e nutrientes e eliminar seus produtos de excregéo.
Como consequiéncia, as células, no centro da massa tumoral tendem a morrer por
necrose ou apoptose. Acredita-se que microtumores, neste estagio, possam
sobreviver por longos periodos num estado dormente, no qual o ndmero de
células que proliferam se equivaleria ao das que morrem (Folkman, 1985; Gastl et
al, 1997).

Para um desenvolvimento posterior ocorrer, o tumor precisa adquirir
novas mutacdes, dentre elas a que leva em direcdo a inducdo da angiogénese
(Ausprunk & Folkman, 1977). Segundo Kerbel e Folkman (2002), o crescimento
tumoral é estritamente dependente de angiogénese. A angiogénese tumoral torna-
se possivel porque as células que compdem o cancer passam a produzir fatores
pré-angiogénicos, que induzem as células endoteliais dos vasos sangiineos da
vizinhanca a degradar sua lamina basal e a migrar em direcdo ao tumor, assunto a
ser revisado na secdo 1.2 deste trabalho. Uma vez que o tumor passe a ter um
suprimento sangiineo, se tornara invasivo, adquirindo um potencial para
metastase com a formacédo de tumores secundarios. Metastase é o mais temido e
o0 menos entendido aspecto do cancer. Na verdade, o tumor s6 passa a ser
considerado um céancer quando adquire a capacidade de invadir e colonizar sitios
distantes. Esta capacidade depende, além dos fatores angiogénicos, da expressao
de moléculas de adesdo como as integrinas e as selectinas, permitindo a
disseminacdo de células tumorais através dos vasos sanglineos (Enns et al.,
2004). O processo de metastase envolve muitas etapas sequenciais pelas quais
uma célula tumoral deve passar, tais como: 1) escapar do tumor primario,
invadindo o tecido conjuntivo subjacente; 2) entrar na corrente circulatoria
sangiinea e/ou linfatica (intravasation); 3) sobreviver ao percurso no interior do
sistema circulatério; 4) escapar da circulacdo sanguinea ou linfatica
(extravasation); 5) estabelecer uma nova colénia em orgaos distantes, a qual

podera crescer, formando um tumor secundario (Wyckoff et al., 2000).
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As células cancerosas comegcam a promover a angiogénese
precocemente, assim que acionado o fendtipo angiogénico. Tal fendtipo é
caracterizado pela expressdo de proteinas pré-angiogénicas pelo tumor,
expressdo esta dirigida por oncogenes como é o caso da expressdo de VEGF
induzida por c-myc (Knies-Bamforth et al., 2004). Na fase pré-vascular, tumores
sdo nao-invasivos e nao-clinicamente detectaveis. O volume tumoral é restringido
pela auséncia de vascularizacdo tendo em vista que a habilidade para absorver,
por difusdo, substancias que circulam pelo espaco intercelular € proporcional a
area de superficie tumoral (Folkman, 1971). Algumas células tumorais,
geralmente as mais internas, sujeitas a escassez de suprimentos que as impedem
de proliferar, se tornam inicialmente quiescentes e, mais adiante, necroticas,
passando a constituir o core necrotico do tumor (Sutherland, 1986). Segundo
Folkman & Hochberg (1973), outras duas camadas estruturam o tumor: uma
intermediaria, hipoxica, composta por células quiescentes, que circunda o core
necraotico, e outra periférica, oxigenada e proliferante. Células tumorais localizadas
a mais de 100 um de distancia de um vaso sanguineo tornam-se hipoxicas. A
hipéxia induz a expressao de fatores angiogénicos, como o VEGF, fenbmeno
mediado pelo chamado fator induzivel por hipéxia (HIF-1ca). A condicdo de hipdxia
leva a estabilizacdo do fator HIF-1a que passa a escapar de sua via normal de
degradacéo intracelular a poder se ligar a HIF-13. O dimero de HIF-1 promove a

transcricdo de diversas proteinas como o VEGF (Shweiki et al., 1992; Fong, 2008).

Sabe-se que agentes terapéuticos toxicos unicamente para as células
em proliferacdo como os quimioterapicos ndo atuardo nas células quiescentes
subjacentes, apenas nas periféricas que proliferam. As células tumorais que
proliferam podem ser erradicadas, mas as quiescentes, que se encontram
subjacentes a estas, ndo serdo afetadas e passardo da quiescéncia para
proliferacédo, substituindo as que foram eliminadas (King, 1996). Associada a esta
condicdo, as células tumorais, sujeitas a constantes mutacdes, geralmente
expressa 0 gene de resisténcia multidroga (mdrl) o qual, por exemplo, geraria

resisténcia a quimioterapia ao codificar para uma ATPase de transporte ligada a
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membrana plasmatica que impede o acumulo intracelular de certa drogas

lipofilicas, bombeando-as para fora da célula (Gutheil et al., 1994).

De acordo com Tonini e colaboradores (2003), apesar da
neovascularizagdo tumoral, a hipéxia poderia persistir em alguns tumores. Tem
sido evidenciado, clinicamente, que tumores com baixa oxigenacao apresentam
um prognéstico pobre em decorréncia dos efeitos da hipdxia na progressao
maligna. A hipoxia tem sido definida como promotora de muta¢gées em clones
celulares quiescentes, no interior do tumor, levando-os a uma condicdo de
resisténcia a baixa oxigenacdo. Essa resisténcia seria devida a superexpressao
de Bcl-2, o que promoveria a sobrevivéncia das células tumorais mutantes,
mesmo em condi¢des de extrema e duradoura hipoxia (Kerbel & Folkman, 2002).
Segundo Semenza (2002), tumores séo capazes de adaptar seu metabolismo e
sobreviver sob condi¢cdes de disponibilidade de oxigénio reduzidas, aumentando a
glicélise e mantendo a producdo de ATP. Desse modo, a camada quiescente
persistiria, representando um obstaculo ao tratamento tumoral, por se constituir

numa fonte de constante estimulo angiogénico.

Pesquisadores pioneiros no campo da angiogénese, como Judah
Folkman, cientes de que a angiogénese € imprescindivel ao crescimento tumoral e
de que as células endoteliais sdo células geneticamente estaveis, desenvolveram
0 conceito de terapia anti-angiogénica, ou seja, destruicdo dos vasos sanguineos
gue suprem o tumor visando extirpa-lo (Folkman, 1971). Tais pesquisadores
preconizaram 0 emprego clinico dessa terapia, a principio alternativa a
convencional, para o tratamento do cancer. Diversos inibidores de angiogénese
tém sido testados em pacientes nos ultimos anos. Em meados do ano 2000, a
endostatina entrou em fase de teste clinico (fase Il), apenas 3 anos ap0s sua
primeira descricao (O’'Reilly et al.,, 1997). Os pacientes, portadores de tumores
sélidos, em estagios avancados, resistentes a tratamentos convencionais, foram
submetidos a doses que variavam de 15 a 600 mg/Kg/dia. Apesar do tratamento
ter demonstrado uma sutil evidéncia anti-angiogénica, nenhuma remissao tumoral
foi confirmada (Herbst et al., 2002).
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Embora o conceito que se tenha atualmente sobre a terapia anti-
angiogénica nédo seja dos mais otimistas, pesquisadores continuam buscando
respostas a seu insucesso terapéutico ao procurar adquirir maior conhecimento a
respeito de caracteristicas que compéem o ambiente angiogénico em condi¢cdes
normais e tumorais e de como, ou por quais enzimas, e em que fase da
angiogénese seus inibidores poderiam estar sendo produzidos e poderiam atuar

para obterem resultados mais eficazes ao tratamento tumoral.

1.2. Angiogénese

O conceito que se tem de angiogénese, a formacdo de novos vasos a
partir de outros ja existentes ndo traduz a complexidade que envolve este
processo. A angiogénese ocorre como resultado do desequilibrio entre os fatores
angiogénicos, sendo o produto liquido a favor dos pré-angiogénicos, em
detrimento aos anti-angiogénicos. Os fatores angiogénicos despertam interesse
por parte de pesquisadores e do pessoal da area de saude, que ainda tém deles
uma compreensdo obscura, no que diz respeito a fisiologia e a relacdo que
mantém entre si. Os fatores angiogénicos se relacionam, ora se complementando,
ora se excluindo mutuamente, e ndo podem ser dissociados sob pena de
inviabilizar a progressdo vascular. A matriz proviséria € continuamente
remodelada pelo equilibrio entre degradacéo e ressintese. Sintese e degradacéo
dessa matriz assemelham-se intimamente com o processo que ocorre durante a
coagulacao e a fibrindlise, associada a coagulacdo. Tanto a degradacdo da matriz
guanto a fibrindlise sdo finamente controladas e balanceadas por fatores
angiogénicos, que atuam ora estimulando a angiogénese, ora a inibindo (Gilabert-
Estellés et al., 2007).

Os fatores angiogénicos sao liberados em sitios em processo de
vascularizacdo e incluem: 1) fatores de crescimento, como o VEGF e FGF; 2)
fatores anti-angiogénicos, como trombospondina, angiostatina e endostatina. 3)
proteases, dentre as quais o ativador de plasminogénio (PA), a plasmina e as

metaloproteases de membrana 2 e 9 (MMP2 e MMP9) e 4) inibidores de
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proteases, como o inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e o inibidor
de metaloproteases tissulares (TIMPs). Os itens 3 e 4 referente a proteases e

seus inibidores seréo discutidos na secéo 1.3, referente a proteases.

1.2.1. Angiogénese em ambiente normal e tumoral

Procuraremos descrever, inicialmente, as etapas que compdem a
angiogénese em condi¢cdes de normalidade, baseando-nos nas revisdes de Berger
& Benjamin (2002) e de Plank & Sleeman (2003). Em 1° lugar, os fatores proé-
angiogénicos, como o VEGF e o bFGF sdo secretados por células endoteliais,
fibroblastos, pericitos e macrofagos se ligando a receptores presentes na
superficie das células endoteliais, como os receptores de VEGF, Flt-1 e Flk-1/KDR
e Flt-4, e os receptores de FGF, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4 e FGFR6. Em
2° lugar ocorre vasodilatacdo com o aumento da permeabilidade dos capilares
pré-existentes e das vénulas poés-capilares devido a presenca do VEGF. A
permeabilidade existente permite o extravasamento de proteinas do plasma as
guais formardo uma matriz extracelular proviséria, um novo leito para migracao,
proliferacdo e diferenciacdo das células endoteliais ativadas. Posteriormente, as
células endoteliais passam a expressar angiopoetina 2 que se liga a Tie-2,
receptor tipo tirosina-quinase presente nas células endoteliais, levando a perda de
adesdao dos pericitos. Angiopoetinas 1 e 2 sdo fatores de crescimento antagonistas
gue competem pelo receptor Tie-2, sendo que a angiopoetina 1 tem a funcao de
estabilizar os vasos sanguineos. Em seguida, serino-proteases, como o ativador
de plasminogénio e plasmina, e metalo-proteases, como MMP-2 e MMP-9, além
de heparanases e de outras enzimas digestivas, sdo secretadas pelas células
endoteliais. Plasmina € produzida levando a degradacédo do excesso de fibrina e
da matriz extracelular existentes. As células endoteliais entdo, sob a acdo dos
fatores pré-angiogénicos, perdem as moléculas de adesédo intercelulares ou as
gue se localizam entre célula e matriz, e comecam a migrar em colunas sob efeito
de fatores pré-angiogénicos difusiveis, fenbmeno denominado de quimiotaxia.

Para tanto, as células endoteliais precisam desfazer parte de seu citoesqueleto e
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refazé-lo como os arcaboucos de lamelipédios e filopédios, os quais se
apresentam repletos de integrinas na superficie basal membranar em contato com
0 substrato. As integrinas se aderem a fibrina e puxam as células endoteliais em
direcdo a maior concentracdo das moléculas atratoras, permitindo um movimento
em funcéo do gradiente formado pelas espécies quimicas que envolvem a célula.
As células endoteliais proliferam sob efeito dos mesmos fatores pré-angiogénicos
atrds das pontas das células endoteliais que estdo migrando. As células
endoteliais se dispdem como fitas que se encontrardo nas extremidades e
formardo os loopings ou anastomoses artério-venosas (Figura 4). Para que esse
processo possa ocorrer, dois tipos complementares de ligantes da familia das
efrinas, Eph-B2 e Eph-B4, expressos em células endoteliais da rede arterial e
venosa, respectivamente, irdo se acoplar um ao outro. A partir de entdo, as células

endoteliais voltardo a expressar complexos de adesao intercelulares formando

cordbes solidos, que apresentardo limem ao iniciar a formacdo de um plexo
capilar (Wang et al., 1998).

Figura 4: Anastomoses artério-venosas. Extraida do site

www.unb.br/fs/clm/labcor/capilar.
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As células endoteliais entdo passam a expressar PDGF para recrutar as
células murais dos capilares, como os pericitos e as células musculares lisas. O
TGF-p latente € produzido por células endoteliais, pericitos, fibroblastos e células
tumorais, mas sdo as células endoteliais e pericitos que ativam TGF-§ para que
haja a maturacdo vascular e o retorno ao fenotipo quiescente com a producéo de
novos componentes da membrana basal, como laminina e coldgenos IV e XVIII,
gue os envolverd. Os novos vasos formados serdo invadidos por sangue e
passardo a fazer parte do sistema vascular quiescente, marcando o final deste

Processo.

Embora os vasos sanguineos, no periodo embrionario e pés-embrionario,
sejam formados também por vasculogénese, com a atracdo de hemangioblastos
circulantes, provenientes de sitios hematopoiéticos, a angiogénese ¢é
absolutamente essencial para o desenvolvimento embrionario e pés-embrionario,
até que o organismo atinja a fase adulta. Em adultos sadios, sabe-se que a
freqiéncia de angiogénese € altamente restrita, ocorrendo somente no ciclo
reprodutivo feminino (Reynolds et al., 1992). Em condicbes patologicas, a
angiogénese se faz igualmente presente numa gama abrangente de processos,
dentre os quais: 1) os cicatriciais (Hunt et al., 1984); 2) os degenerativos, como a
retinopatia diabética (Sharp, 1995); 3) os auto-imunes, como a artrite reumatoide
(Walsh, 1999) e 4) os tumorais (Folkman, 1971). Contudo, a angiogénese que se
processa em condi¢cdes tumorais se diferencia bastante daquela ocorrida nas

demais condi¢des apresentadas acima.

Desde o século XIX, anormalidades no sistema hemostatico tém sido
reportadas em pacientes com cancer, incluindo desordens tromboembdlicas e
hemorragicas (Dvorak et al., 1994). Tal questdo suscita a hipétese de que as
etapas angiogénicas, em ambiente tumoral, ndo ocorram de forma controlada e
ordenada, mas se sobreponham umas as outras, desordenadamente, resultando
na formacdo de vasos mal formados. A razdo para a angiogénese tumoral diferir
daquela que ocorre sob controle organico, em condicbes de normalidade, esta

fundamentada na necessidade tumoral por nutrientes e oxigénio que cresce
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proporcionalmente ao aumento de seu volume, que por sua vez cresce
ilimitadamente.

Segundo Dvorak e colaboradores (1999), os vasos tumorais sé&o
hiperpermeéveis e descritos como vazados devido, em parte, a perda de
aderéncia entre as juncOes endoteliais (caderinas e PECAM-1) e de continuidade
da membrana basal. Uma outra caracteristica comum € a presenca de focos de
hemorragia que ocorrem espontaneamente em vasos sanguineos tumorais,
principalmente se o tumor expressa VEGF (Feng et al., 2002). Os vasos tumorais
tendem a quebrar todas as regras da microvasculatura, seguindo vias tortuosas,
expandindo-se e mudando de diametro, constantemente, sem qualquer
organizagdo. Segundo Eberhard e colaboradores (2000), vasos tumorais
calibrosos grandes podem ter paredes finas, tipicas de capilares, membranas
basais incompletas e coberturas de pericito atipicas (Figura 5). De acordo com
Berger & Benjamin (2002), as aberracdes estruturais descritas em vasos tumorais
tém sido relacionadas a desordens funcionais e moleculares, como a
superexpressao de fatores de crescimento e de integrinas. Tais pesquisadores
afirmam que, embora muito esfor¢co tenha sido feito no sentido de se procurar
identificar um namero crescente de inibidores e ativadores angiogénicos, muito
pouco se sabe a respeito de como tais fatores interagem no processo de formacao
vascular, particularmente, de vasos tumorais. Segundo Dvorak (1986), tumores
sdo considerados feridas que nunca cicatrizam por terem perdido o equilibrio
apropriado entre as forcas pré e anti-angiogénicas intrinsecas aos tecidos em
processo de regeneracdo. Em tumores, a configuracdo normal dos vasos
sanguineos é geralmente abolida. Uma caracteristica tipica dos vasos tumorais &
a de que eles ndo alcancam a maturacdo, nunca se tornando quiescentes. Em
Baish & Jain (2000) é proposta a possibilidade de que um desequilibrio entre
fatores angiogénicos seja a principal causa da estrutura vascular tumoral caética.
Nyberg e colaboradores (2008) observaram que a maior parte das células
estromais presentes em carcinomas sao fibroblastos com fenétipo que foge a

normalidade, os quais parecem estar relacionados a angiogénese cadtica, ao lado
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de outras células do sistema imunoldgico, como macrofagos e neutrofilos.
Fibroblastos, macrofagos e neutrdfilos, ao produzirem fatores de crescimento,

citocinas e proteases, parecem interferir no processo angiogénico tumoral.

Figura 5: Imunofluorescéncia de vasos tumorais com dupla marcacédo: CD31
de células endoteliais (vermelho) e a-SMA de pericitos (verde). Micrografia
mostrando vasos tumorais com células endoteliais aumentadas e com mudltiplas

camadas de células murais positivas para o-SMA (Peddinti et al., 2007).

Thurston e colaboradores (2000) e Thurston (2002) demonstraram que
vasos formados em resposta a VEGF, na auséncia de angiopoetina 1, séo
hiperpermeéveis e inflamados. Kerbel e Folkman (2002) afirmam que a ativacéo
do oncogéne src leva a superexpressao de VEGF e a concomitante subexpressao
de trombospondina-1. De acordo com Nagy e colaboradores (2006), VEGF,
também conhecido como o fator de permeabilidade vascular, sendo mais

propriamente uma citocina multifuncional, é superexpresso por tumores malignos.
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Sua isoforma VEGF-A promove a hiperpermeabilidade de vasos normais ao
plasma e a proteinas do plasma, sendo 50.000 vezes mais potente que a
histamina. Segundo Dvorak e colaboradores (1999), a expresséao, quase universal,
de VEGF-A pelas células tumorais malignas leva a formacéo de vasos sangliineos
tumorais 4 a 10 vezes mais permeaveis a proteinas do plasma que 0s vasos em
tecidos normais. O fibrinogénio plasmatico extravasa desses vasos
hiperpermeéaveis, se depositando no coagulo de fibrina extravascular, o que
favorece a formacgéo da matriz provisoria de fibrina.

VEGF pode interagir com 3 subtipos de receptores de membrana celular
conhecidos como VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (FIk-1/KDR) e VEGFR-3 (Flt-4),
como representado na Figura 6. Todos esses receptores possuem um dominio
tirosina quinase. A interacdo de VEGF com seus receptores podem ativar os
seguintes circuitos ou vias de sinalizagcéo: 1) PISK/ AKT; 2) Ras-Raf-MEK/Erk; 3)
eNOS/NO e 4) IP3/Ca™. Essas vias participam da geracdo de respostas
biologicas especificas conectadas a proliferacdo, a migracdo, ao aumento de
permeabilidade vascular ou a sobrevivéncia da célula endotelial, além de induzir,
por exemplo, a expressao de uPA (ativador de plasminogénio tipo uroquinase),
PAI-1, uPAR e MMP-1, in vitro (Cébe-Suarez et al., 2006; Cross et al., 2003; Wu et
al., 2004).

Segundo Klagsbrun & D’Amore (1996), a superexpressao de VEGF, que
resulta numa hiperperfusédo vascular, pode promover a vascularizagcdo em areas
avascularizadas, como ocorre na retinopatia diabética. A superexpressdo de
VEGF foi observada em muitos tumores solidos e anticorpos contra VEGF tém
mostrado eficacia em inibir o crescimento de tumores (Lyseng-Williamson &
Robinson, 2006).
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Figura 6: Isoformas de VEGF com os subtipos de receptores de VEGF de
membrana celular. Nesta representacdo esquematica podemos observar a
ligacdo das diversas isoformas de VEGF, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e
VEGF-E, a seus receptores de membrana celular, VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(FIk-1/KDR) e VEGFR-3 (FLT-4). Representacdo esquematica extraida de

www.wikepedia.com de autoria de Mikael Haggstrom (2005).

Nagy e colaboradores (2006) ao empregarem um vetor adenoviral que
expressava VEGF-A (Ad-VEGF-A), em tecidos normais de camundongos, foram
capazes de demonstrar a producdo de um grande numero de vasos, de diferentes
tipos, bastante diferentes uns dos outros. Tais tipos vasculares, formados em
resposta a Ad-VAGF-A, sao tipicamente formados em tumores e podem ser assim
relacionados: 1) vasos mae - vasos grandes, sinusoéides, de paredes finas, em
forma de serpentinas, com cobertura de pericito anémala; surgem de vénulas
normais preexistentes; superexpressam VEGF-A e seus receptores Flt-1 e FIk-1;
2) proliferacbes microvasculares glomeruléides — sdo clusters de canais
vasculares pequenos ladeados por endotélio e envelopados por pericitos
proliferantes e por membrana basal reduplicada; se originam dos vasos mae; 3)
mal formacdes vasculares — sdo provenientes das proliferagcdes microvasculares
glomeruldides e 4) capilares normais estruturalmente — surgem numa formacao de

pontes transcapilares.
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Em decorréncia da conformacao vascular tumoral andmala, terapias anti-
angiogénicas sistémicas poderiam ndo apresentar o efeito esperado por atingirem
o alvo tumoral de forma inapropriada. Contudo, Browder e colaboradores (2000)
propuseram que mudancas do esquema e da dose terapéutica, de agentes
guimioterapicos, poderiam promover o bloqueio sustentado da angiogénese.
Tradicionalmente, a terapia quimioterapica se baseia na administracdo de doses
maximas toleradas de um agente citotdxico, seguidas por intervalos livres de
tratamento, 0s quais permitem recuperacdo da medula 6ssea e das células do
trato gastrointestinal. Contudo, durante o intervalo livre de tratamento, as células
do endotélio microvascular, no leito tumoral, podem reiniciar a proliferacao,
favorecendo o retorno do crescimento tumoral. A administracao de ciclofosfamida,
um quimioterapico, em intervalos mais freqiientes e numa dose mais baixa, com
um breve intervalo de tratamento, induziu a apoptose sustentada das células
endoteliais do leito vascular tumoral e, mais efetivamente, controlou o crescimento
de tumores resistentes a drogas (Ohtani et al., 2006). Da mesma forma, os
inibidores angiogénicos parecem induzir apoptose celular tumoral pelo decréscimo
do nivel de fatores paracrinos derivados da célula endotelial que promovem a
sobrevivéncia celular. Até o presente momento, pelo menos 20 proteinas tém sido
reportadas serem produzidas pela célula endotelial nestas condi¢cdes, dentre as
qguais: PDGF, IL-6 e fator de crescimento de epitélio ligado a heparina (HB-EGF).
A producdo de fatores paracrinos é decrescida devido a acdo de inibidores
angiogénicos que interferem com a sobrevivéncia da célula endotelial (Folkman,
2003).

1.2.2. Inibidores angiogénicos
Considerando-se a essencialidade da formacdo de novos vasos
sangiineos para o desenvolvimento de inUmeras condi¢des patologicas, inibidores

angiogénicos naturais e sintéticos tém sido pesquisados e desenvolvidos visando

0 emprego clinico como instrumentos importantes no combate a tais
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enfermidades, dentre as quais destacamos: retinopatia diabética, retinopatia de
prematuridade, psoriase, endometriose, cisto ovariano, hemangioma e céancer
(Ribatti, 2008). Esta secao procura enfocar alguns inibidores angiogénicos,
sabidamente conhecidos, que estdo sendo empregados em testes clinicos visando

o tratamento do cancer.

1.2.2.1. Inibidores de proteases

Existem pelo menos quatro substancias de ocorréncia natural no grupo
dos inibidores teciduais de metalo-proteases (TIMP-1 a 4). TIMP-1 e TIMP-2
inibbem a atividade de todas as metalo-proteases da matriz, reduzindo a
angiogénese, o crescimento e a invasdo tumoral e o surgimento de metastases.
TIMP-3 localiza-se exclusivamente na matriz extracelular e esta envolvido na
regulacéo de etapas do ciclo celular. TIMP-4 é um regulador tecidual especifico da
homeostase da matriz extracelular (Mannello & Gazzanelli, 2001). As atividades
destes inibidores geraram a idéia de sua utilizagdo no tratamento do cancer, ainda
gue possuam uma meia-vida pequena, in vivo. Segundo Turk (2006), as metalo-
proteases, devido a sua relevancia na progressao tumoral, foram o primeiro alvo a
ser considerado e diversos inibidores de metalo-proteases foram desenvolvidos.
Dentre estes inibidores podemos citar batimastat (BB94, British Biotech),
marimastat (BB2516, British Biotech) e neovastat (AE-941, Aeterna). Estes
inibidores apresentam amplo espectro de atuacdo, agindo indiscriminadamente
em diversos tipos de metalo-proteases, inclusive sobre as que tém papel pro-
sobrevivéncia celular, como a ADAM e a ADAM-TS. Os inibidores de metalo-
proteases, embora bem sucedidos, em testes experimentais, tém se mostrado
pouco eficazes no tratamento clinico de pacientes que apresentam tumores em
estagio avancado, além de pouco seguros, por levar a ocorréncia de poliartrite
inflamatoria e de elevacbes de transaminases hepéaticas, especialmente quando
administrados isoladamente. Um outro inibidor, o TNP-470 (AGM 1470, Takeda-

Abbott Pharmaceuticals), andlogo sintético da fumagilina, atua especificamente
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sobre a metalo-protease metionina aminopeptidase. A administragéao intra-tumoral
e peri-tumoral de TNP-470 (50 mg/kg de peso) foi capaz de inibir completamente o
crescimento de células de carcinoma tireoidianos anaplasicos transplantados em
camundongos, tendo as andlises imunohistoquimicas demonstrado uma
diminuicdo significativa na densidade de capilares (Ingber et al., 1990). Segundo
Dezube e colaboradores (1998), a administracdo semanal de TNP-470 em doses
de 10-70 mg/m? por infusdo de 1h em pacientes com AIDS e Sarcoma de Kaposi
precoce foi bem tolerada, obtendo-se respostas parciais favoraveis em 4
semanas, em média. Além disso, TNP-470 proporcionou resultados relevantes em
testes clinicos levando a 50% de regressdo do volume tumoral a 18% dos
pacientes tratados e a uma completa e duravel regressédo tumoral a 5 pacientes
portadores de tumores como carcinoma de ceérvice uterina metastasiado para
pulméo, sarcoma renal, carcinoma de células renais e cancer de préstata, apos a
terapia convencional ter falhado. Entretanto, o TNP-470 possui efeitos adversos
importantes: em gestantes, seu uso interfere na formacdo da placenta,
inviabilizando o desenvolvimento do embrido. Além disso, mulheres ndo gestantes
tratadas cronicamente com a droga exibiram inibicdo da maturacdo endometrial e
do corpo luteo. Tendo em vista os efeitos colaterais importantes de TNP-470, o
grupo de Folkman desenvolveu uma formulacéo oral, mais eficiente que a parental
empregada até aquele momento, denominada Lodamina, que ao ser absorvida a
nivel intestinal, se acumula seletivamente em tumores (Benny et al., 2008).
Segundo Armstrong e colaboradores (2000), um concentrado de inibidores de
serino-proteases isolados da soja demonstrou-se eficiente na fase Il de testes
clinicos no tratamento de cancer oral. Acredita-se que seus efeitos séo
decorrentes da inibicdo da atividade quimotriptica e triptica de proteassomas, de
forma semelhante a Bortezomib (Velcane, Millenium), um inibidor de proteassoma
gue foi aprovado pela FDA para o tratamento de cancer desde 2003.

Pesquisa recentes tém sido voltadas para o emprego de anticorpos
neutralisantes anti-proteases envolvidas em ambientes tumorais. Alguns exemplos

dessa classe de drogas tém sido desenvolvidos para o emprego em fase pré
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clinica e clinica precoce dentre as quais podemos citar anti-uPA (Reuning et al.,
2003) e catepsina B (Premzi et al.,, 2003 (Krka Pharmaceuticals)), para o

tratamento de cancer.

1.2.2.2. Bloqueadores de moléculas de adeséo célula-matriz

Recentemente, pesquisadores vém demonstrando que fragmentos do
coldgeno IV, um constituinte das membranas basais vasculares, apresentam
atividade anti-angiogénica ao se ligarem as integrinas, proteinas integrais de
membranas celulares relacionadas a adeséo célula-matriz e que se encontram
presentes em ceélulas endoteliais. Inicialmente, Madri (1997) observou que as
cadeias a1 e oy do colageno IV isoladas do sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm
podiam inibir a proliferacdo de células endoteliais capilares. Colorado e
colaboradores (2000) demonstraram que arresten, um fragmento de 26 kDa
correspondente ao dominio NC1 da cadeia alfa 1 do colageno IV foi capaz de inibir
a proliferacdo, migracdo, formacdo tubular das células endoteliais e
neovascularizacdo em matrigel, funcionando como um regulador negativo da
angiogénese ao se ligar a integrina ouf;. Tais pesquisadores demonstraram,
ainda, que o emprego de arresten pdde inibir o crescimento de dois tipos de
tumores humanos implantados em camundongos tipo nude e o desenvolvimento
de metastases tumorais. Kamphaus e colaboradores (2000) isolaram uma outra
proteina denominada canstatin, fragmento C-terminal de 24 kDa do NC1 da cadeia
alfa 2 do colageno IV. Canstatin foi apontada como um inibidor da angiogénese e
do crescimento tumoral ao se ligar as integrinas o.f3. Canstatin suprime
crescimento de tumores humanos implantados em camundongo, com histologia
revelando diminuicao de vasos positivo para CD31. Segundo Panka e Mier (2003),
a inibicdo da proliferacdo por canstatin péde ser observada exclusivamente em
células endoteliais. Canstatin, além de inibir as etapas precoces da angiogénese,
parece induzir as células a apoptose em culturas de células HUVEC, ao induzir a

expressdo de ligante de Fas (FasL), ativar a clivagem de pro-caspases 8 e 9 e
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reduzir o potencial de membrana mitocondrial. A apoptose induzida por canstatin
esta associada com inibicdo de PI3K-AKT e parece ser dependente de eventos de
transducdo de sinal através de receptores de morte celular. O emprego de
canstatin demonstrou suprimir o crescimento de tumores humanos implantados
em camundogos, além de bloquear a angiogénese em experimentos realizados na
membrana coriolantéica de embrides de galinha (Hou et al., 2004). Um outro
fragmento do colageno IV de 28 kDa de sua cadeia alfa 3, denominado tumstatin,
produzido por uma MMP-9, tem sido apontado como inibidor da angiogénese em
experimentos em matrigel, inibindo proliferacdo e promovendo apoptose (Hanano
& Kalluri, 2005), sem afetar o processo de migracdo das células endoteliais
(Sudhakar et al., 2003). Tumstatin parece funcionar como um inibidor especifico
da sintese de proteinas de células endoteliais através da interagdo com a integrina
oB3 (Maeshima et al., 2001 e 2002). Camundongos knock-out para a cadeia alfa 3
do colageno IV ou deficientes em MMP-9 apresentaram razdo de crescimento
tumoral acelerado (Hanano et al., 2003). Os fragmentos do colageno 1V,
apresentados acima, se constituem em futuras promessas para tratamento de
pacientes com cancer. Além desses blogueadores apresentados acima, um
anticorpo  monoclonal humanizado anti—o,f3, denominado vitaxin, tem sido
empregado nas fases | e Il de testes clinicos (Posey et al., 2001). O tratamento
consiste na infusdo de doses de vitaxin que variam de 0,1 a 4,0 mg/Kg/semana
por 6 semanas, produzindo concentracfes plasmaticas suficientes para saturar o
receptor ayBs3 in vitro (25 pug/ml). Vitaxin demonstrou uma meia-vida plasmatica
apropriada, mesmo quando doses mais elevadas foram empregadas, sem
gualquer acumulo além das 6 semanas de terapia. O tratamento com vitaxin foi
bem tolerado, apresentando baixa ou nenhuma toxidade. Dos 17 pacientes
tratados, 14 foram avaliados, tendo 7 desses, demonstrado doenca estavel por 22
meses. Tal resultado vem confirmar que a integrina o33 representa um alvo anti-
angiogénico relevante clinicamente para terapia prolongada no combate ao

cancer.
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1.2.2.3. Bloqueadores de ativadores de angiogénese

Nesta classe de inibidores angiogénicos incluimos aqueles direcionados
a fatores de crescimento para as células endoteliais, seus receptores e a
elementos de suas vias de transducdo de sinal. No primeiro caso citamos
Bevacizumab (Avastin — Genentech/Roche), um anticorpo monoclonal contra
VEGF e primeiro inibidor angiogénico aprovado, nos USA, pela Food and Drug
Administration, para ser empregado no tratamento de cancer de coélon (2004) e de
pulmdo (2006), em associagdo a tratamento quimioterdpico convencional, e de
mama (2008), como droga unica. Bevacizumab tem também demonstrado
atividade no tratamento do cancer renal metastasico, cancer de ovario e
glioblastoma multiforme, um tipo de tumor cerebral, quando usado como agente
unico. A aprovacao pela FDA de Avastin para o tratamento de carcinoma de célula
renal esta sendo esperada para 2009. Segundo Ciardiello e colaboradores (2001),
os inibidores que atuam sobre o0s receptores tirosina-quinase interferem em vias
de sinalizacdo que culminam com a expressao de fatores de crescimento. Dentre
os inibidores podemos citar ZD1839 (Iressa) OS1774 (Tarceva) e IMC225
(Erbitux) que atuam sobre o receptor EGF, impedindo a sintese de VEGF, FGF e
TGF-a. Singh e colaboradores (1995) demonstram que interferon-o. atua sobre os
receptores de interferon da célula tumoral inibindo a expressdao de bFGF e
também sobre a célula endotelial inibindo sua migracdo. Izume e colaboradores
(2002) demonstraram que o emprego de Transtuzumabe (Herceptin), um anticorpo
monoclonal humanizado contra o receptor tirosina-quinase do fator de crescimento
epidermal humano (HER-2), superexpresso em cancer de mama, impediu a
proliferacéo e a diferenciacdo celular endotelial, além de favorecer a upregulation
de trombospondina-1. Transtuzumab tem sido empregado na fase Ill de teste
clinicos, sendo o regime de tratamento, que o emprega, associado a Paclitaxel,
um inibidor da polimerizacdo de microtubulos, indicado como primeiro tratamento
em pacientes portadores de cancer de mama. A dosagem inicial recomendada é

de 4 mg/kg de Transtuzumabe, administrado em infusdo de 90 minutos. A dose de
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manutencdo semanal € de 2 mg/kg de Transtuzumabe e pode ser administrada

como uma infusdo de 30 minutos se a dose inicial for bem tolerada.

1.2.2.4. A trombospondina

A trombospondina é uma glicoproteina modular de 450 kDa descrita,
inicialmente, por Baenzinger e colaboradores em 1971, sendo a sua estrutura e
localizacdo celular descritas por Lawler e colaboradores em 1978. Foi
caracterizada como uma proteina secretada apos a ativacdo de plaquetas
humanas por trombina. Sua atividade anti-angiogénica baseia-se parcialmente em
sua capacidade de bloquear a migracao celular, a proliferacdo induzida por bFGF
in vitro e a neovascularizacéo in vivo (Bagavandross & Wilks, 1990; Di Pietro et al.,
1994). Guo e colaboradores (1997) acreditam que esta atividade inibitoria esteja
relacionada principalmente a sua capacidade de induzir a apoptose e inibir
crescimento tumoral e metastase, tornando-a um potente inibidor da
neovascularizacdo e tumorigenese in vivo. A trombospondina além de ser
encontrada nos granulos a-plaquetarios ¢ também secretada por varios tipos
celulares, como as células endoteliais, os fibroblastos, as células de muasculo liso,
as ceélulas epiteliais, os mondcitos, os macréfagos, 0s queratindcitos, 0s
melandcitos, os osteoblastos, os condrocitos e as células neoplasicas. A familia
das trombospondinas € constituida por cinco isoformas que ja foram
caracterizadas: TSP-1 a 5. A trombospondina 1 (TSP-1), primeira proteina a ser
reconhecida como um inibidor natural da angiogénese (Good et al., 1990), é uma
glicoproteina multifuncional da matriz extracelular que regula varios eventos
biologicos relacionados a célula endotelial como adesdo, proliferacdo e
sobrevivéncia celulares (Chen et al., 2000; Ylikarppa et al., 2003). Rodriguez-
Manzaneque e colaboradores (2001) demonstraram que a superexpressao de
TSP-1 em camundongos foi capaz de suprimir a cicatrizacdo e a tumorigénese,
mas se disfuncional resultava na vascularizacdo aumentada de tecidos. A

expressao de TSP-1 tem sido inversamente correlacionada com a progressao
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maligna em carcinomas de mama e de pulmdo e em melanomas (Zabrenetzky et
al.,1994). As regides da TSP-1 responsaveis pela inibicdo da angiogénese foram
identificadas em 1993 por Tolsma e colaboradores como sendo as regides que
apresentam dominios de homologia a properdina e ao procolageno. A sequéncia
CSVTCG presente no dominio de homologia a properdina, parece ser reconhecida
pelo receptor CD36, receptor de células endoteliais, levando a um aumento da
atividade da caspase-3, envolvida na apoptose (revisto por Bornstein, 2001). Além
da interacdo com CD36, dois outros mecanismos tém sido propostos para a
inibicdo da angiogénese pela TSP-1: sua ligacdo ao bFGF, inibindo a interagéo
deste com os receptores de FGF e pelo blogueio da sinalizac&o via integrinas e
receptores protéicos associados a integrina. Ha evidéncias de que a interacao
desses receptores associados a integrina com o peptideo RFYVVNWK, presente
na regido C-terminal da TSP-1, possa inibir a formagcao de estruturas tipo capilar
por células endoteliais, além de bloquear a fosforilacdo dependente de integrinas
associadas as quinases de adeséo focal (revisto por Bornstein, 2001). Noh e
colaboradores (2003) demonstraram que a TSP-2 apresentava, igualmente,
atividade anti-angiogénica. De acordo com este grupo, injecdes diarias de TSP-2
resultavam em inibicdo significante do crescimento de carcinomas de células
escamosas humanas in vivo e reduziam a vascularizacdo tumoral. Os
mecanismos apontados para a atividade anti-angiogénica da TSP-2 foram a
inibicAo da migracdo celular endotelial, induzida por VEGF, e a inducdo de

apoptose, exclusivamente, de células endoteliais.

1.2.2.5. A angiostatina

O’Reilly e colaboradores (1994), baseando-se na observacao clinica de
gue, quando alguns tumores primarios eram extirpados, o paciente era acometido
por metastases, inexistentes anteriormente a cirurgia, buscaram num tipo tumoral,
o carcinoma de pulmdo de Lewis, uma substancia que apresentasse propriedade

anti-angiogénica e conseguiram isolar a angiostatina. Uma das mais promissoras
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moléculas antiangiogenicas, a angostatina corresponde ao fragmento N-terminal
de 38 kDa do plasminogénio, constituida pelos quatro primeiros dominios kringlel.
Sua liberacéo se da a partir da quebra proteolitica, entre os dominios kringle 4-5,
por diversas metalo-proteases, dentre as quais uma metaloelastase (MMP-12)
isolada de macréfago (Dong et al., 1997). A angiostatina pdde induzir a apoptose e
inibir a migracao e formacéo tubular (Claesson-Welsh et al., 1998) e proliferagéo
(Soff, 2000) das células endoteliais. O mecanismo de a¢do da angiostatina parece
estar relacionado com sua ligacdo a ATP sintase (Moser et al., 1999), a
angiomotina e a anexina Il das células endoteliais, inibindo a proliferacdo e a
migracdo destas células, assim como a angiopoetina 1, desestabilizando a
vasculatura tumoral (Troyanovsky et al., 2001). A terapia sistémica, em animais
experimentais, com a angiostatina, promove a manutencdo de metastases
microscopicas em dorméncia e a inibicdo de diversos tipos de tumores primarios
em murinos C57BL6, mesmo se o tratamento comecar apds o tumor ter atingido
2% do peso corporal. Nao foi observada toxicidade da substancia até a dose
testada de 100 mg/Kg/dia. Contudo, cessado o tratamento, a recorréncia do tumor
era registrada (O'Reilly et al., 1996). A angiostatina tem demonstrado inibir o
crescimento tumoral numa variedade de tipos tumorais (Kirsch et al., 2000) e tem
sido empregada em fase | de testes clinicos como uma terapia antiangiogénica

potencial no tratamento do cancer (Burke e DeNardo, 2001 e Cao, 2001).

1. Dominio kringle € um dominio proteico em forma de looping implicado na ligagéo do plasminogénio com fatores da
coagulacdo. Este nome se deve a sua semelhanga com um tipo de massa escandinava.
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1.2.2.6. A endostatina

A endostatina, apresentada no preambulo da tese, fragmento carboxi-
terminal de 20 kDa do Col XVIII, é o produto da protease alvo da nossa pesquisa.
Varios mecanismos de acao tém sido propostos para a endostatina. Nesta
subsec¢ao procuraremos apontar os que consideramos mais importantes.

A endostatatina apresenta alta afinidade por heparina (Dixelius et al.,
2000), o que permitiu sua purificagdo a partir de uma coluna de afinidade
confecionada com esse glicosaminoglicano sulfatado, e alguma afinidade pelos
proteoglicanos de sulfato heparana de superficie celular, os quais séo implicados
na sinalizagéo por fatores de crescimento (Karumanchi et al., 2001; Hohenester et
al., 1998 e Sasaki et al., 1999). De acordo com Kreuger e colaboradores (2002), a
atividade antiangiogénica da endostatina dependeria da interagdo entre clusters
de arginina localizados em sua superficie e dominios sulfatados descontinuos
presentes nos proteoglicanos de sulfato de heparana.

Um outro mecanismo de ac&o proposto para a endostatina diz respeito a
inibicdo da atividade de proteases, como as MMPs (MMP2 , 9, 13 e MT1-MMP),
podendo se ligar diretamente a MMPs 2 e 9 (Kim et al., 2000; Lee et al., 2002;
Nyberg et al., 2003) e ao sistema ativador de plasminogénio (Wickstrom et al.,
2001). Por outro lado, Reijerkerk e colaboradores (2000) apresentam um conceito
inovador de atuacdo da endostatina ao deduzir que esta poderia participar do
sistema ativador do plasminogénio desempenhando sua atividade anti-
angiogénica. De acordo com o modelo deste grupo, a endostatina se comportaria
como os produtos de degradacao da fibrina pela plasmina, que apresentam um
residuo de lisina no COOH-terminal através do qual se ligam ao plasminogénio,
atuando como co-fatores, favorecendo sua clivagem pelo tPA no processo de
geracdo da plasmina. Desse modo, a endostatina, que apresenta um residuo de
lisina no C-terminal, se ligaria ao plasminogénio, favorecendo sua clivagem pelo
tPA, com excessiva producédo de plasmina. Tal condi¢do criaria um ambiente anti-

angiogénico, com o processo de degradacdo sobrepujando o de sintese e
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desestabilizando a matriz extracelular proviséria em formagdo. O fato da
endostatina purificada do plasma de pacientes com cancer nao apresentar lisina
no COOH-terminal e ndo poder inibir a proliferacdo de células endoteliais
(Standker et al., 1997) é compativel com o mecanismo de a¢éo para a endostatina
proposto acima.

Bloch e colaboradores (2000), preocupados com a possivel interferéncia
da terapia com endostatina no processo cicatricial pos-operatério de pacientes
submetidos a cirurgias, realizaram experimentos com camundongos Balb/c para
simular esta situacdo. O experimento consistia na injecdo de uma dose diaria de
0,3 mg/kg dois dias antes da realizacdo de incisbes no dorso do animal, com a
remocao de uma porcao de pele, que se extendia da epiderme até a derme. Tais
pesquisadores demonstraram que a endostatina ndo interferia negativamente nas
etapas que constituem o processo cicatricial, como fechamento, contracdo e
reepitelializacdo da ferida; mas, ao contrario do que se esperava, atuava
positivamente, por produzir uma cicatrizacdo de qualidade superior a ferida
controle, em que ndo se empregou endostatina. Contudo, dados surpreendentes
foram obtidos nesta pesquisa como a presenca de severa anormalidade vascular
com extravasamento de eritrocitos, indicando o comprometimento da integridade
vascular. A analise ultra-estrutural revelou que uma grande proporcdo de novos
vasos formados no tecido de granulacdo estavam estreitados ou obstruidos, o que
impedia o fluxo sanguineo normal. Desse modo, uma significativa reducdo no
namero de vasos funcionais foi observada em processos cicatriciais de
camundongos tratados com endostatina. Embora, em contraste a morfologia
anbmala dos vasos sanguineos, nenhuma 6bvia reducédo na densidade dos novos
vasos formados foi observada. Uma atividade mitotica elevada foi observada, o
gue poderia estar compensando uma possivel atividade apoptética das células
endoteliais promovida pela endostatina. De acordo com essa hipétese, grupos de
pesquisadores vém recentemente encontrando evidéncias de que a endostatina
possa também promover estimulacdo de etapas da angiogénese, como por

exemplo, promovendo adesao via integrinas (Dixelius et al., 2000; Rehn et al.,
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2001 e Fukai et al., 2002). Em células endoteliais, a endostatina parece induzir o
agrupamento rapido de integrinas asfi1 associadas a fibras de stress de actina,
promovendo, ao mesmo tempo, colocalizagdo de caveolina-1 com estas
integrinas. A caveolina-1 tem sido apontada como a responsavel pelo
acoplamento das integrinas a cascatas de sinalizacdo citoplasmaticas, inibindo a
migracdo de células endoteliais pelo bloqueio da via de sinalizacdo Ras-Raf-
ERK1/p38 (Wary et al., 1998). Trabalho recente tem mostrado que uma regido
especifica da endostatina humana rica em arginina poderia interagir com a
integrina 1 na superficie de células endoteliais e inibir a migracdo celular e a
formacéo tubular, através de dominio independente de RGD (Wickstrom et al.,
2004).

Estudos recentes tém reportado que a endostatina poderia interferir em
outros tantos mecanismos de acédo, tais como: 1) inibicdo da transducdo de sinal
induzida por bFGF, 2) bloqueio da motilidade celular endotelial (Dixelius et al.,
2002), 3) inducéo da apoptose (Dhanabal et al., 1999), causando parada da fase
G1 do ciclo celular de células endoteliais ao inibir ciclina D1(Hanai et al., 2002), 4)
bloqueio da sinalizacdo mediada por VEGF através de uma interacao direta com
receptor KDR/FIk- 1 em HUVECs (Kim et al., 2002) e 5) bloqueio da ativacéo
induzida por TNF- a da quinase do N-terminal de Jun, impedindo a expressao de
genes pro-angiogénicos dependentes desta protease (Yin et al., 2002). Em
Shichiri e Hirata (2001), demonstrou-se que a endostatina rapidamente
subexpressa muito genes em células endoteliais em crescimento incluindo genes
de resposta precoce imediata, genes relacionados ao ciclo celular, genes
reguladores de inibidores da apoptose, levando também a reducdo de MAPKSs,
FAKs, receptores acoplados a proteina G que medeiam o crescimento celular
endotelial, fatores mitdgenos, moléculas de adesdo e componentes estruturais da
célula.

Tem sido mostrado, ainda, que a endostatina pode existir como uma

forma globular soltvel ou como uma forma insoltvel com abundantes folhas-B que
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se agregariam em depdsitos amildides, inibindo a angiogénese (Kranenburg et al.,
2003).

Embora a atividade principal da endostatina seja a antiangiogénica, Kim
e colaboradores (2000) observaram que a endostatina pode igualmente inibir o
crescimento tumoral ndo apenas por atuar sobre as células endoteliais, mas
também por reduzir diretamente a migracéo de células de carcinomas. Além disso,
a intravasation (passo chave para metastase tumoral) de células de carcinoma
oral tem sido demonstrada ser inibida pela endostatina (Nyberg et al., 2003).

A administragcdo de endostatina recombinante murina (rmES) em
camundongo visando a regresséo de um tipo de tumor de pulméao, tumor de Lewis,
implantado subcutdneamente, levou a completa remissdo tumoral (O’'Reilly et al.,
1997). A rmES apresenta exatamente a sequéncia N-terminal HTHQDFQP a qual
corresponde & da endostatina que foi originalmente isolada do meio condicionado
de células EOMA, produto da clivagem de uma ligacdo Ala-His na regido em
dobradi¢ca do NC1 (O’Reilly et al., 1997).

Boehm e colaboradores (1997) demonstraram que a administracdo de 20
mg/Kg/dia de rmES, através de ciclos repetidos de tratamento, em camundongos
portadores de tumores experimentais, como o carcinoma de pulméo de Lewis, o
fiborossarcoma T341 ou o melanoma B16F10, promovia a quase completa
remissdo desses tumores. Estes permaneciam em estado de dorméncia e o
tratamento continuado ndo induzia o aparecimento de resisténcia, como muitas
vezes observado nos tratamentos classicos com quimioterapicos.

Em 1998, Boehm e colaboradores concluiram que a ligacdo da
endostatina a um atomo de Zn"" seria essencial para seu papel anti-angiogénico.
Essa hipétese estad de acordo com a formulada por Ding e colaboradores (1998),
de que o N-terminal da endostatina seria estabilizado pelo Zn*™" e este, por sua
vez, pela presenca das histidinas 1, 3 e 11 e do acido aspartico 76 (Figura 7).
Agentes quelantes de Zn™" levariam a degradacido da endostatina por proteases
contaminantes que reconheceriam preferencialmente a endostatina nédo ligada a

Zn™". Tal hipotese foi confirmada ao empregarem mutantes de endostatina, que
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ndo continham o &tomo de Zn*", os quais ndo puderam promover regressao do

carcinoma de pulméao de Lewis.

AAQPARRARRTKLGTELGSPGIPSGVRLWATRQAMLGQVHEVPEGWLIFVAEQE
ELYVRVQNGFRKVQLEARTPLPRGTDNEVAALXPPVVQLHDSNPYPRREPPHPT
ARPWRADDILASPPRLPEPPYPGAPHHSSYVHLRPARPT ~HSHRDFQPVL
HLVALNSPLSGGMRGIRGADFQCFQQARAVGLAGTFRAFLSSRLQDLYSIVRRA
DRAAVPIVNLKDELLFPSWEALFSGSEGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPTWPQKSV
WHGSDPNGRRLTESYCETWRTEAPSATGQASSLLGGRLLGQSAASCHHAYIVL
CIENSFMTASK

Figura 7: Sequiéncia primaria do NC1l-humano. A representacdo esquematica
apresenta uma sequéncia de letras que corresponde aos aminoacidos
constituintes do NC-1 do colageno XVIIl. Os aminoacidos em laranja, alanina (A -
P1), prolina (P - P2), prolina (P - P3) e serina (S - P4), antecedem o ponto de
clivagem na geracdo da endostatina humana. A seqUéncia em vermelho
corresponde a endostatina com a presenca de trés histidinas (H), nas posic¢oes 1,
3 e 11, e de um acido aspartico (D), na posi¢cdo 76, em negrito, em seu N-terminal,
responsaveis por abrigar um atomo de Zn**, o que parece ser indispenséavel para

a atividade anti-angiogénica que desempenha.

Sabe-se que diferentes peptideos derivados da clivagem do C-terminal
do colageno XVIII tém sido isolados do soro de individuos sem cancer (Standker
et al., 1997; Sasaki et al., 1998). Contudo, tais peptideos sdo mais curtos (18.5
kDa) ou mais longos (23-26 kDa) do que a endostatina original de 20 kDa isolada
de EOMA (O’Reilly et al., 1997) e ndo promovem inibicdo da proliferacdo celular
endotelial (Standker et al., 1997). A falta de atividade antiangiogénica de
fragmentos circulantes humanos tipo endostatina indica que esta poderia estar

sendo degradada além de seu sitio de producéo.

48




49

Abdollahi e colaboradores (2004), interessados nosS mecanismos
moleculares resultantes da interacdo da endostatina com a célula endotelial de
endotélio microvascular humano, observaram que as vias de sinalizacdo que
governam suas atividades pro-angiogénicas estdo subexpressas e que, a0 mesmo
tempo, muitos genes antiangiogénicos sao superexpressos nestas células. O
emprego de técnicas da biologia molecular como microarrays, que permite a
investigacdo de 95% do genoma destas células, acopladas com RT-PCR e anélise
de fosforilagdo, possibilitou avaliar o efeito da endostatina sobre estas células
endoteliais. A atuacdo de endostatina reduziu a expressao de proteinas como Jun
B, HIF-1a, neuropilina, EGFR, dentre outras, se contrapondo a acao estimulatoria
de certos oncogenes, como c-myc, por VEGF e bFGF, além de promover a
superexpressao de trombospondina 1, do inibidor de HIF-1 e de esfingomielinase,
um regulador de apoptose da célula endotelial. Surpreendentemente, 13% da
expressdo génica foram alteradas na presenca de ES, o que indica que a
endostatina poderia desempenhar um papel na homeostase do cancer em
humanos. Primeiramente, pode-se verificar que a incidéncia de tumores solidos
entre individuos com Sindrome de Down € menor do que na populacdo em geral
(Hasle et al., 2000). Tendo em vista que o gene do colageno XVIII esta localizado
no cromossomo XXI, a protecao tem sido atribuida ao maior aumento na producao
da endostatina. Tal fato se baseia na observacéo de que niveis de fragmentos tipo
endostatina circulante sdo maiores em individuos com sindrome de Down (Zorick
et al., 2001). Corroborando este dado, lughetti e colaboradores (2001) observaram
gue mutacdes no colageno XVIII na regido codificadora da endostatina estédo
associadas a uma maior incidéncia de adenocarcinoma prostatico. Observou-se
ainda que o nivel de peptideos séricos tipo endostatina estd aumentado no soro
de pacientes possuidores de varios tipos tumorais (Feldman et al., 2002; Susuki et
al., 2002). Confirmando a importancia de endostatina na prevencado de tumores,
foi demonstrado que camundongos engenheirados que super expressavam O
colageno XVIII unicamente nas células endoteliais apresentavam um aumento de

1,6 vezes nos niveis de endostatina sérica associado a uma reducdo em 3 vezes
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na razao do crescimento tumoral (Sund et al., 2005). Tem sido sugerido que 0s
tumores pancreaticos, descritos como cirrosos e avasculares, podem produzir
inibidores da angiogénese que suprimem crescimento vascular e metastase. Além
disso, a presenca de endostatina s6 pode ser observada no pancreas tumoral,
nunca em pancreas normais (Brammer et al., 2005). No processo de formacgéo da
retina, vasos sanguineos fetais provisérios adentram o olho através do nervo
Optico, os quais recebem o nome de vasa hialoidea ou vasos hialéideos. Tais
vasos sofrem regressdo no periodo pré-natal. Contudo, tal regressao ndo é
observada na sindrome de Knobloch, persistindo os vasos hial6ides na vida pés-
natal. Segundo Duh e colaboradores (2004), tal persisténcia pode ser explicada
por uma deficiéncia de endostatina caracteristica nesta sindrome, conseqiente a
mutacdes no gene do colageno XVIII.

As evidéncias explanadas anteriormente levam-nos a acreditar na
existéncia de uma protease geradora de endostatina sendo expressa
especialmente em sitios angiogénicos e tumorais precoces cuja atividade poderia
influenciar o desenvolvimento de tumores solidos. Tal protease € alvo de nossa

pesquisa.

1.3. Proteases

Ao ser declarada em 2003 a finalizacdo da decodificacdo pelo Projeto
Genoma de quase totalidade dos genes humanos, a comunidade cientifica
mundial pode tomar conhecimento de que o genoma humano € composto por
aproximadamente 30.000 genes e destes, 553 genes codificam para proteases
(Puente et al., 2003).

Para o pleno conhecimento de uma dada protease, informacdes
indispensaveis necessitam ser adquiridas de modo a classifica-la de acordo com a
classe (serino, treonino, aspartil, glutamil, cisteino, ou mataloproteases), a
localizacdo em relacdo a célula (extracelular, intramembranar ou citoplasmatica),
bem como com relagéo as propriedades bioquimicas (Overall & Blobel, 2007). As

propriedades bioquimicas a serem analisadas incluem: o perfil de inibicdo e de
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ativacéo, pH 6timo, preferéncia de sitio de clivagem, cinética de clivagem, relacdo
e sitios externos acessorios a catalise. Tais caracteristicas de uma dada protease
constituem sua impresséo digital.

Através da andlise comparativa do genoma humano e murino, com o
auxilio da bioinformatica, péde-se conhecer o degradoma murino e humano, ou
seja, 0 conjunto de suas proteases, bem como verificar que a maioria das
proteases sdo ortélogas entre essas duas espécies. Sabe-se que a espécie
humana possui 566 proteases, assim distribuidas: 273 proteases extracelulares,
16 intramembranares e 277 intracelulares, nimeros que ndo se afastam muito dos
da espécie murina. O camundongo possui 341 proteases extracelulares, 16
intramembranares e 287 intracelulares perfazendo um total de 644 proteases, 78
proteases a mais do que o homem e, a maioria, atuando extracelularmente. As
proteases intramembranares, proteinas integrais de membrana, apresentam-se
em quantidades iguais entre as espécies humana e murina e se localizam nas
membranas da superficie celular, do reticulo endoplasmatico ou mitocondrial,
sendo tidas como responsaveis por regular a proteodlise intramembranar (Overall &
Blobel, 2007), podendo, igualmente, favorecer adesdo célula-matriz, quando na
superficie celular, como, também, protedlises extramembranares.

As proteases foram associadas por longo tempo exclusivamente a
funcdo de degradacdo completa do substrato, como a que ocorre no processo de
digestdo dos alimentos. A partir de 1955 com o trabalho de David e Neurath
relacionado a ativacdo do tripsinogénio e o de David e Ratnoff (1964) e de
MacFarland (1964) que versavam sobre o mecanismo de coagulacdo sanguinea,
0 conceito de protedlise teve sua compreensdo expandida. Atualmente,
relacionamos protedlise a uma atuacdo da protease de forma direcionada e
controlada, associada mais adequadamente ao processamento do que a
degradacdo indiscriminada de seus substratos. O mecanismo de coagulacao e os
sistemas ativador do plasminogénio-plasmina e renina-angiotensina elucidam

exemplarmente a atuacdo em cascata de proteases ao realizar o processamento
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paulatino e sequenciado de substratos até a geracdo de um produto ativo,
fundamental para a manutencdo da homeostase corporal.

Quando as proteases sdo expressas de forma inapropriada, temporal,
espacial ou quantitativamente, podem gerar anomalias. Protedlise tem sido
associada de forma primordial a céncer, como também a doencas
cardiovasculares, inflamatorias, neurodegenerativas, virais e parasitarias. Sabe-se
gue 5 a 10% de drogas farmacéuticas sédo direcionadas ao controle da atividade
de proteases. A ciéncia moderna possui um profundo interesse no entendimento
da funcdo de proteases em condicdes normais e patolégicas, ndo apenas
objetivando criar novas estratégias para bloquear proteases desreguladas, como
também amplificar seus efeitos benéficos na cura de doengas. Turk (2006) afirma
gue para se identificar a funcdo de uma dada protease num dado processo
biologico e para se entender a sinalizacdo de proteases na saude e na doenca,
faz-se necessario conhecer a identidade de seus substratos fisioldégicos, o que
chamamos de degradoma de uma protease. Contudo, tal repertério ndo €
suficiente para se fazer o retrato completo de uma protease porque em adicdo ao
efeito imediato sobre um substrato direto seguem-se outros tantos downstream na
via de sinalizacdo. Logo, entender os efeitos downstream e a complexidade das
cascatas de proteases é um desafio e parte crucial na selecdo e validacdo de uma
protease como alvo terapéutico.

Proteases representam uma fonte promissora de biomarcadores que tém
a capacidade de evidenciar alteracfes precoces no estado de equilibrio organico.
Ainda segundo Turk (2006), para que proteases sejam selecionadas e validadas
como alvo de drogas terapéuticas, além de conhecer os substratos € necessario
compreender a regulacdo e a bioquimica que relacionam estrutura e funcéo, seu
mecanismo de atividade e o complexo processo biolégico do qual participam em
situacdo de normalidade. Uma vez obtida a caracterizacdo de uma protease em
condicdes fisiolégicas normais, 0 passo seguinte seria procurar entender como as

propriedades dessa protease sdo modificadas em estado de doenca.
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Overall & Blobel (2007) afirmam que a identificacdo de um determinado
par de protease-substrato s6 sera possivel se as caracteristicas préprias de uma
determinada protease, forem previamente conhecidas. E, complementa dizendo
gue os dois maiores desafios comumente encontrados pelos pesquisadores que
estudam proteases sdo a identificagdo da enzima responsavel por clivar um
particular substrato in vivo e a busca de outros substratos e fun¢des biolégicas a
esta associados. Segundo estes pesquisadores, mais de uma protease pode
processar um dado substrato in vitro. Contudo, tal questéo levanta a polémica de
gual delas seria a capaz de atuar sobre este substrato in vivo. Uma vez, sendo
esta identificada, novas questdes emergem, tais como: quais Sao seus outros
substratos e se estes poderiam limitar seu potencial como um alvo de drogas ou,
até mesmo, relega-la a uma condigéo de anti-alvo.

Uma vez determinado o sitio de clivagem consensual para uma
determinada protease, a aquisicdo deste conhecimento pode ser usado para
pesquisa de novos substratos. Candidatos a substratos podem ser descobertos
em bancos de dados que arrolam as sequéncias primarias de todas as proteinas
conhecidas. A bioinformatica, ferramenta costumeiramente utilizada por
pesquisadores por permitir consulta facilitada a estes dados, apresenta duas
limitacbes importantes: 1) aponta varios possiveis candidatos a substratos, a
maioria dos quais apresentando conformacado que inviabilizaria a catalise, pois o
sitio de reconhecimento estaria inacessivel ao ataque proteolitico e 2) nao
seleciona substratos que séo clivados em sitios que ndo sdo cineticamente
otimos. Contudo, a sutileza I6gica associativa permite concluir que muitas vezes
uma cinética mais lenta in vitro ou uma baixa razdo kon/ Ky, Ou seja, uma baixa
afinidade da protease pelo substrato constitui-se hum pré-requisito indispensavel
para que uma dada protease, preterida por uma analise superficial e mecanica,
seja eleita a mais adequada para exercer uma dada funcédo fisiol6gica. Como
exemplo, poderiamos citar metalo-proteases que clivam lentamente o colageno
nativo, permitindo a homeostase e a integridade organicas durante o processo de

remodelamento tecidual.
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Desse modo, atividades proteasicas muito baixas podem ser confirmadas
in vitro, empregando, por exemplo, o método ICDC (inactive-catalytic-domain-
capture), que consiste em se criar um mutante de uma determinada protease, cujo
sitio catalitico foi inativado, a qual é imobilizada em fase sdlida, funcionando como
isca para ligacdo de um particular substrato (Overall et al., 2004). A seguir, 0
complexo protease-substrato formado € sequenciado por espectrometria de
massa. Tal método, além de validar um par de protease-substrato pouco provavel
de existir, pode impedir, em extratos celulares, onde outras proteases co-
purificadas, co-fatores e substratos estdo presentes, uma falsa interpretacédo dos
dados obtidos, evitando atribuir a uma pseudo-protease a catalise de um dado
substrato.

O emprego de outros tantos métodos de protedmica séo igualmente Uteis
no processo de capturar pares de proteases-substratos, in vitro, tais como: 1)
cromatografia de afinidade em que inibidores proteicos irreversiveis, marcados
com flags, grupamentos evidenciadores, sdo associados a matriz da coluna
utilizada; 2) géis nativos, de atividade, empregando peptideos fluorogénicos como
substratos. ApOs a reacdo com peptideo fluorogénico, a banda que fluorescer,
estara sinalizando que ali houve catalise. Em seguida, esta banda podera ser
recortada e injetada num gel de poliacrilamida desnaturante, e a banda ou bandas
resultantes desse gel serdo sequenciadas por espectrometria de massa; 3)
cromatografia de gel filtracdo que separa, por peso molecular, proteinas-substrato
candidatas, que foram previamente incubadas com uma dada protease. Tais
proteinas-substrato poderdo ter residuos de cisteina marcados com is6topos
radioativos, bem como com outro marcador. A seguir, substratos e produtos, caso
exitentes, serdo sequenciados. Além de analises bioquimica e de protebmica,
métodos genéticos sdo importantes por evidenciar funcdes de proteases e
desvendar substratos naturais. Como exemplo poderiamos citar a técnica em que
a expressdo de um gene é silenciada, conhecida como knock-out e em que uma
sequéncia de cDNA codificadora para uma determinada proteina € inserida num

locus cromossd6mico particular, denominado por knock-in. Contudo,

54



55

pesquisadores atuais chamam atencéo para o fato de que Knock-out e knock-in de
um unico gene podem afetar a expressdo de outros genes, 0s quais podem
mascarar ou compensar ou, até mesmo, potencializar o efeito esperado de
catalise em relagdo a um dado substrato, inviabilizando a confiabilidade de
resultados no processo de deteccao de um novo par protease-substrato.
Pesquisadores atuais, se abstendo de manipula¢gbes genéticas, podem
tirar proveito do perfil diferenciado de proteases em estados de normalidade e de
enfermidade, que alteram tanto a freqiiéncia de expresséo quanto as propriedades
de proteases, para desvendar novos pares de proteases-substratos. A relevancia
de se buscar novos pares de proteases-substratos se deve ao fato de que isto se
constitui no primeiro passo em direcdo ao conhecimento de intrincados
mecanismos relacionados a protedlises, em especial as que ocorrem em
ambientes hemostaticos e angiogénicos, 0os quais sdo fundamentais para a

progressao tumoral.

1.3.1. Proteases em sitios angiogénicos e tumorais

O amplo rol de substratos de membrana basal e de matriz extracelular e
as proteases que irdo processa-los necessitam ser mapeados como primeiro
passo na busca de se restaurar a normalidade organica sempre que proteases
estiverem compondo contextos de desequilibrio, como no cancer. Desse modo,
nao poderiamos falar de pares de proteases-substratos sem associa-los a
protedlises relacionadas a angiogénese e a tumorigénese (Collen et al., 2003). A
caracterizacao de novos pares de proteases-substratos permitiu-nos conhecer, por
exemplo, que a angiogénese esta intimamente associada ao sistema hemostatico
e que este, por sua vez, é constituido por uma cascata proteolitica que culmina
com a formacdo da fibrina, substrato primeiro para migracdo das células
endoteliais. A seguir a fibrina serd inserida num complexo contexto hemostatico e
angiogénico dimensionado, em condicfes tumorais, por uma rede proteolitica
representada por todas as classes de proteases. Desse modo, a coagulacao

sanguinea, que envolve a ativagdo sequencial de uma série de serino-proteases,
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levando a formacdo de uma matriz proviséria de fibrina, representa etapa
fundamental & angiogénese e a tumorigénese. Por associacdo logica, poderiamos
dizer que nem os ambientes reparadores tissulares nem os tumorais podem ser
dissociados dos componentes do sistema hemostético, mas apenas diferem em
magnitude de estimulos e de respostas. Desse modo, as proteases presentes em
ambientes tumorais estardo de alguma maneira entrando em contato com 0s
componentes do sistema hemostatico ou, ainda, poderéo dele estar fazendo parte
diretamente. A seguir procuraremos apontar as mais conhecidas proteases
presentes em ambientes angiogénicos e tumorais, incluindo neste rol os
proteassomas, protease presente em ambiente tumoral e identificada pelo nosso
grupo como a geradora in vitro da endostatina humana.

A angiogénese, como discutida anteriormente, € controlada pelo balanco
entre promotores, como VEGF e FGF, e inibidores angiogénicos, como
trombospondina-1, angiostatina e endostatina. Sabe-se que VEGF e FGF podem
induzir a expresséo do ativador de plasminogénio tipo tecidual (tPA) pelas células
endoteliais. A plasmina, gerada na superficie celular, pode levar a ativacao de
metalo-proteases, liberacdo de fatores de crescimento latentes, protedlise de
glicoproteinas de membrana e degradacdo da matriz extracelular (McColl et al.,
2003). A formacao de plasmina é essencial para a invasao e migracao das células
endoteliais no tecido a ser vascularizado. A plasmina causa protedlise da matriz
extracelular e fibrindlise, degradando fibrina e formando os produtos de
degradacéao da fibrina. O sistema tPA-plasmina € o principal sistema responséavel
pela fibrindlise, estando também envolvido na regulacdo do turnover de varios
componentes da matriz extracelular, em condicdbes normais e patoldgicas,
incluindo a invasdo cancerosa (Saksela et al., 1988). Este sistema contribui
também para a degradacéo de proteinas de matriz resistentes a sua acdo, como o
colageno nativo, por meio da ativacdo de pr6o-MMPs, zimogénios inativos de
colagenases (revisto por Parfyonova et al., 2002). Segundo Pepper e
colaboradores (1990 e 1993), os niveis de expressdo de trés componentes do

sistema hemostatico, tPA, PAI e plasminigénio, sdo aumentados em células com
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alta capacidade migratoria. No sistema classico, plasminogénio, uma a—globulina
ligada a matriz extracelular, € clivado por tPA através da hidrélise da ligacao
peptidica entre a Arg561 e a Val562, produzindo as duas cadeias da plasmina
ativa, principal enzima do sistema fibrinolitico. A plasmina € uma serino-protease
neutra, de ampla especificidade, que tem a capacidade de desenvolver uma
extensa atividade proteolitica ao catalisar a degradacdo de diferentes
componentes da matriz extracelular, podendo também unir-se a diferentes
receptores da superficie das células tumorais, amplificando seu poder de catalise
(Miles et al., 1988). Hajjar e colaboradores (1994) identificaram a anexina Il como
um receptor para tPA e plasminogénio na superficie de células endoteliais e que
tal ligacdo, quando simultanea, resultaria no incremento em 60 vezes da eficiéncia
catalitica de tPA na geracdo de plasmina (Cesarman et al., 1994). A anexina Il
ligada a membrana plasmatica pelo lado extracelular tem sido descrita como
receptor para uma variedade de diferentes ligantes, embora a interacdo com 0s
elementos plasminogénicos na superficie das células endoteliais seja a mais bem
caracterizada. A anexina Il é expressa ndo somente por células endoteliais, mas
também por outros tipos celulares (Gerke & Weber, 1984). Frohlich e
colaboradores (1990) observaram a expressdao massiva de anexina Il por células
em processo de proliferacdo. Desse modo, a anexina Il € também expressa em
outras células que se renovam, dentre as quais fibroblastos e células epiteliais,
como as do pulmdo e as do trato gastro-intestinal (Frohlich et al., 1990) e
superexpressa em muitos canceres humanos (Yeatman et al., 1993; Tanaka et al.,
2004). Além disso, a diminuicdo de sua expressao em células Hela, 293, IEC e
células de cancer de colo humano resultam na auséncia da proliferacao (Chiang et
al., 1999). Por outro lado, a anexina Il ndo é expressa por células quiescentes,
como as plaquetas e hepatdcitos (Frohlich et al., 1990).

Pesquisadores vém demonstrando in vitro que a inducdo da ativacédo do
plasminogénio leva a desadesdo celular (Ge et al., 1992), inibicdo da adeséo
celular (Reinartz et al., 1995) ou destruicdo da célula endotelial (Sugimura et al.,

1994). Além do mais, demonstrou-se que maspin, um estimulador de tPA, inibe a
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angiogénese (Sheng et al., 1998; Zhang et al., 2000) e que a inibicdo de PAI-1
previne a vascularizacdo e o crescimento tumoral (Bajou et al., 1998). Tais dados
parecem contraditérios, contudo sabe-se, atualmente, que o tPA apenas exerce
atividade pré-angiogénica quando sua concentracdo ndo ultrapassa niveis
elevados. Acima de uma dada concentracdo basal, tPA para de exercer uma
atividade pré-angiogénica, degradando em demasia a matriz e atuando como fator
antiangiogénico (Reijerkerk et al., 2000). Logo, para que a angiogénese possa
continuar, seu inibidor PAI-1 deve ser produzido. PAI-1 é o representante classico
dos inibidores tipo serpina, inibidores de serino-proteases naturais, que estao
presente no front de migracdo celular, desempenhando importante funcéo ao
prevenir excessiva degradacdo da matriz provisoria de fibrina (Pepper et al.,
1990).

Existem ainda estudos que demonstram que cisteino-proteases
lisossomais, da familia das papainas, secretadas pela célula endotelial, como as
catepsinas B e L, estédo envolvidas na degradacéo dos constituintes da membrana
basal como a laminina, fibronectina e o colageno tipo IV (Velasco et al., 1994), e
gue, por isso, a catepsina B pode favorecer a angiogénese (Sinha et al., 1995).
Em carcinoma humano de colon, a atividade aumentada de catepsina B esta
associada com o incremento de atividade de MMP2, indicando que a importancia
de catepsina B poderia ser crucial em cascatas proteoliticas tumorais e
metastases (Emmert-Buch et al., 1994). Através de uma complexa cascata, a pro-
catepsina B pode ser ativada pela aspartil-protease catepsina D, pelas serino-
proteases elastase e UPA e pela cisteino-protease catepsina G. Além disso, o
receptor do ativador de plasminogénio tipo uroquinase tem sido implicado no
aumento de expressao de catepsina B e, por mecanismo de feedback positivo, a
catepsina B, associada a membrana, também estaria relacionada a ativacédo de
pr6-uPA em uPA ativo (Kobayashi et al., 1992). Desta forma, a catepsina B
exerceria uma importante funcdo na iniciacdo da cascata proteolitica que envolve
uPA, plasminogénio e plasmina (Somanna et al., 2002). Sabe-se que trés

importantes metalo-proteases, MMP2, MMP3 e MMP9, podem ser ativadas por
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plasmina e indiretamente, pela catepsina B, a qual também poderia ativar, de

forma direta, outras metalo-proteases (Eeckhout & Vaes, 1977).

1.3.2. Proteassomas em sitios normais e tumorais

Ha onze anos, um complexo protéico tipo proteassoma foi identificado no
meio condicionado de cultura de neuroblastoma por Vaithilingham e colaboradores
(1998). Esse complexo tipo proteassoma apresentava uma ampla gama
proteolitica e um perfil de inibicdo excéntrico. Possuia duas subunidades com
atividade colagenolitica sobre o colageno IV inibidas por inibidores de serino-
proteases e uma subunidade inibida por inibidores de metalo-proteases incapaz
de clivar colageno, sendo seus substratos a a-caseina e a B-insulina. Proteasomas
classicos ou 26S sdo treonino-proteases, ou seja, um complexo proteico que
apresenta residuos de treonina em seus sitios cataliticos. Este complexo
multicatalitico apresenta trés principais atividades cataliticas distintas, tipo
guimotripsina, tipo tripsina e tipo caspase. Embora as funcdes de proteassomas
relacionadas a proliferacdo, a transcricdo, a apoptose e a degradacdo, sejam
dependentes da ubiquitinilacdo de seus substratos, tal ubiquitinilacdo nem sempre
se faz necessaria e essencial para 0 processamento proteico que leva a
transformacéo de substratos inativos em produtos ativos.

Os proteassomas estdo presentes em todas as ceélulas eucarioticas,
podendo ser encontrados também em eubactérias e em arqueobactérias. O
proteasoma 26S foi descoberto no final da década de 70 pelos pesquisadores
Avram Hershko, Aaron Ciechanover e Irwin Rose. Os trés cientistas foram
agraciados com o prémio Nobel de quimica de 2004 pela descoberta deste
sistema proteolitico (Hershko, 2005). Embora a estrutura em anéis superpostos
tenha sido desvendada em meados dos anos 80 por microscopia eletrbnica, a
analise cristalogréfica das particulas 20S e 19S foram resolvidas somente em
1994 e 2004, respectivamente. Funcionalmente, o proteassoma 26S atua como

uma espécie de lixeira celular, desempenhando importante papel na degradacao
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de proteinas desestruturadas, “gastas” e também daquelas que se apresentam em
excesso (Voges et al., 1999). O proteassoma 26S atua na dependéncia de
ubiquitina e de ATP, desempenhando protedlise essencial para a manutencdo da
homeostase celular, a qual estéa relacionada a diversos processos essenciais para
a célula. Dentre as fungdes celulares sujeitas a seu controle proteolitico, podemos
citar: 1) a proliferacdo através da ativacao do fator NFkB, ao degradar a particula
IkB do complexo inativo IkB-NFkf ou da degradacao de p53, proteina controladora
do ciclo celular ; 2) a diferenciacdo através da degradacado de ciclina, desfazendo
o complexo ciclina-CDK; 3) a apoptose pela degradacdo de proteinas
ubiquitiniladas relacionadas a sobrevivéncia celular, além de 4) uma funcao
imunoldgica, através da producéo de peptideos a serem apresentados a MHC-I.
Os proteassomas 26S sdo compostos pelas unidades 20S e 19S. A
unidade 20S é o core protéico do proteassoma responsavel pela atividade
proteasica do complexo. Segundo o conceito classico, 0s proteassomas se
encontram localizados intracelularmente, no citoplasma e no nucleo celular, em
especial o complexo 26S (Voges et al., 1999). Contudo, segundo conceito mais
moderno, o core protéico 20S dos proteassomas pode estar localizado na
superficie externa da membrana plasmatica da qual pode se dissociar e atuar
extracelularmente (Sixt & Dahlmann, 2008), constituindo-se num proteassoma
extracelular ou 20S. Estruturalmente, o proteassoma 20S € constituido apenas
pela unidade 20S que se compde por quatro anéis superpostos e 0cos
centralmente, assemelhando-se a um barril de 15 x 11,5 nm. Os sitios proteoliticos
do proteassoma estdo localizados na superficie interna dos anéis, o0 que
condiciona o desenovelamento prévio a penetracdo de substratos sujeitos a
catélise (Voges et al., 1999). Os dois anéis mais internos sao constituidos, cada
um, por sete subunidades B e os externos por sete subunidades o. Dentre as sete
subunidades B dos anéis centrais, trés delas apresentam atividades proteasicas
Unicas e distintas, atuando, cada uma, sobre uma familia &cida, béasica e
hidrofébica de aminoéacidos. As trés subunidades [ possuem as seguintes

atividades classicas: subunidade B1, tipo caspase, cliva ap0s residuos &cidos;
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subunidade B2, tipo tripsina, atuando na extremidade carboxi-terminal de
aminoacidos basicos e a subunidades 5, tipo quimotripsina, quebra no C-terminal
de residuos hidrofobicos.

O proteassoma classico ou 26S difere do proteassoma 20S pela
presenca das unidades 19S que se associam a este complexo protedsico. As
unidades 19S ladeiam, de forma assimétrica, as extremidades da unidade 20S e
se compdem por duas partes: a base, em contato com 0s anéis externos do
proteassoma 20S e a tampa, a qual se liga o substrato poli-ubiquitinilado. As
atividades das particulas 19S sédo dependentes de ATP e de ubiquitina e supdem-
se gue estejam relacionadas as atividades de desenovelamento do substrato e da
abertura do canal do core 20S ou a ambas. A base da unidade 19S parece, ainda,
desempenhar papel na reciclagem de proteinas essenciais a fisiologia celular ao
apresentar funcao do tipo chaperone, isto €, restauradora da estrutura e da funcao
dos produtos do proteassoma 26S (Braun et al., 1999).

O interferon y pode modificar a constituicdo das subunidades proteasicas
do core 20S (B1i, B2i e B5i) e introduzir a expressao da particula 11s que substitui
a 19S, passando o proteassoma a atuar como imunoproteassoma com a atividade
proteolitica voltada para a producédo de peptideos antigénicos com alta afinidade
por MHC-1 (Aki et al., 1994).

1.3.3. Proteases implicadas na geracéo da endostatina

Em 1998, Halfter e colaboradores demonstraram que o colageno XVIII
era suscetivel a clivagem por diferentes colagenases, enzimas da familia das
metalo-proteases. Mas, até o presente, as duas proteases apontadas como
possiveis geradoras da endostatina murina, foram uma serino-protease, a elastase
(Wen et al., 1999) e uma cisteino-protease, a catepsina L (Felbor et al., 2000)
(Figura 8). Wen e colaboradores (1999) demonstraram que a elastase
apresentava a capacidade de produzir a endostatina murina, a partir do NC1

recombinante de camundongo, como também em cultura de células EOMA.
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Inicialmente, esse grupo de pesquisadores, confirmou a existéncia de duas
bandas protéicas provenientes de amostras coletadas do meio condicionado de
células EOMA, uma de 38 kDa, que correspondia ao peso molecular do fragmento
NC1 e uma outra de 20 kDa que correspondia ao da endostatina, em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido por western blot, com o
emprego de anticorpo anti-endostatina. A banda de endostatina era pouco
evidente quando elastatinal, um inibidor especifico de elastase, era empregado. A
elastase € uma protease que degrada a elastina. Este resultado pode ser
guestionado tendo em vista que a presenca de elastase ndo foi confirmada em
cultura de células EOMA. Contudo, elastase purificada proveniente de pancreas
de porco e bovino pareceu liberar a endostatina do fragmento NC1 recombinante
murino (rmNC1). O sequenciamento do N-terminal do fragmento deste produto de
guebra demonstrou que comegava com os aminoacidos HTHQDFQP, idénticos
aos da endostatina murina, que apresentava atividade anti-angiogénica. A
protedlise do NC1 por elastase foi revertida com emprego de elastatinal. Ainda de
acordo com Wen e colaboradores (1999), outras células produtoras do colageno
XVIII ndo puderam produzir a endostatina quando a elastase purificada de extrato
de pancreas de porco foi administrada a suas culturas. Estes autores acreditavam
gue o colageno XVIII ndo era um substrato adequado para a elastase e que a
geracdo da endostatina deveria envolver mais de um passo. Possivelmente, o
colageno XVIII nativo necessitaria ser inicialmente modificado ou processado por
outra enzima, gerando um fragmento menor, o NC1, suscetivel a clivagem, no
passo seguinte, pela enzima geradora de endostatina.

Felbor e colaboradores (2000), buscando identificar a protease
responsavel pela geracdo da endostatina, também utilizaram o modelo de cultura
de células EOMA original. Segundo estes autores, as células EOMA
representavam um modelo ideal para estudo do processamento do colageno XVIII,
pois possuiam tanto membrana basal quanto a atividade proteolitica que gerava a
endostatina. Apos a confirmacao da presenca de endostatina nesta cultura celular,

foram adicionados os fragmentos protéicos de rmNC1 a cultura, ou a seus meios
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condicionados sem soro, e observou-se que este era processado, gerando
endostatina. Os testes com inibidores de proteases revelaram que apenas 0S
inibidores de cisteino-proteases, como leupeptina, E-64, inibidor de catepsina tipo
Il e LHVS podiam inibir a produg&o de endostatina. O LHVS na concentragao de
10-500 nM, que inibe especificamente a catepsina L, péde reduzir a sintese de
endostatina.

Contudo, a universalidade destas proteases tem sido questionada tendo
em vista que nenhuma delas foi capaz de liberar a endostatina do colageno XVIlI
humano (Ferreras et al., 2000). Segundo Farias e colaboradores (2006), a
catepsina L gera fragmentos maiores que a endostatina, de aproximadamente 32
kDa, em ensaios de incubacdo com NC1 humano. A elastase por sua vez estaria
relacionada a degradacdo, e ndo a producdo, de endostatina em pancreas
humano normal e ndo pdde ser detectada em pancreas humano tumoral
(Brammer et al., 2005).

Colageno XVIii

NC1

PTSLAHTHQDFQP

Elastase/ Catepsina L

Figura 8: Representacdo esquematica do colageno XVIII murino. Colageno
XVIII murino sendo clivado pelas duas proteases citadas na literatura, elastase
(Wen et al.,, 1999) e catepsina L (Felbor et al., 2000). Representacao

esquematica de Wen e colaboradores (1999) por n6s modificada.
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A pesquisa relatada nesta tese objetivou desvendar a protease capaz de
liberar a endostatina do colageno XVIII humano. A caracteriza¢ao e o isolamento
da protease foram possiveis com o emprego de peptideos sintéticos com
fluorescéncia auto-suprimida (Figura 9). Tais peptideos sdo moléculas sintéticas
compostas, N0 nosso caso, por aminoacidos com as seqiéncias que contém o
sitio de clivagem do colageno XVIII para producdo das endostatinas murina e
humana. A emisséo de fluorescéncia destes peptideos aumenta a medida que os
grupos aminobenzéico ou Abz (grupo fluoréforo) e etilenodiaminodinitrofenol ou
EDDnp (grupo supressor) se afastam pela clivagem proteolitica. Usando esse
método altamente sensivel, pudemos monitorar a atividade proteolitica em
culturas celulares em funcédo do tempo, apos a adicdo do substrato.

Inicialmente, os peptideos fluorogénicos foram adicionados a culturas de
células EOMA e tal método constituiu-se numa estratégia, pois visavamos
confirmar se a protease putativa geradora de endostatina em células tumorais de
camundongo seria capaz de clivar a sequéncia peptidica humana
(RPTSPPA~HSHRQ), gerando a endostatina humana. Além disso, este método de
captura da enzima geradora da endostatina era mais racional e sensivel, pois

ofereciamos a enzima uma sequéncia intencionalmente restrita a clivagem.

(::} SUPRESSOR

PROTEOLISE
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LT4

V

Figura 9: Protedlise de peptideo fluorogénico. Na representacdo esquematica

podemos observar um peptideo fluorogénico intacto, acima, e hidrolisado, abaixo,

apos protedlise, com emissao de fluorescéncia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:

Identificar a protease geradora da endostatina humana, utilizando-se para
isso técnicas de prote6mica, tais como SDS-PAGE, western blot, cromatografias e
analise de atividade protedsica em fluorimetro, com o emprego de peptideo
fluorogénico mimetizando o sitio de clivagem do Col XVIII na geracdo da

endostatina, como substrato.

2.2. Objetivos Especificos:

2.2.1. Investigar se o complexo multimérico presente na fracdo de maior atividade
de EOMA seria capaz de clivar, assim como 0 sobrenadante destas células, o

peptideo fluorogénico que mimetiza o sitio de clivagem na geracédo da endostatina;

2.2.2. Investigar se o ponto de clivagem do peptideo fluorogénico pela protease da
fracdo de maior atividade situa-se entre os residuos de alanina e histidina,

permitindo a geracéo de endostatina;

2.2.3. Investigar se esta atividade proteasica estaria presente na fracdo de maior

atividade de tumores humanos, como astrocitomas humanos primarios;
2.2.4. Investigar se a fracdo de maior atividade de EOMA poderia clivar o NC1 do
colageno XVIII, que apresenta uma conformacdo mais proxima a estrutura

terciaria de sua molécula parental, o colageno XVIII;

2.2.5. Investigar se a fracdo de maior atividade de EOMA é capaz de clivar o

colageno XVIII,

66



67

2.2.6. Aprofundar a caracterizagdo do complexo multimérico presente na fracdo de

maior atividade, analisando o pl e o peso molecular das subunidades;

2.2.7. Verificar o perfil de inibicdo do complexo multimérico presente na fracdo de
maior atividade de EOMA por inibidores gerais de serino-proteases e especificos
de proteases tipo quimotripsina, capazes de inibir o sobrenadante destas células,
de acordo com andlise desenvolvida anteriormente a este trabalho;

2.2.8. Investigar se o complexo multimérico presente na fracdo de maior atividade
poderia ser inibido por MG132, um inibidor de proteassoma;

2.2.9. Investigar se as subunidades do complexo multimérico da fracdo de maior
atividade poderiam ser reconhecidas por anticorpo anti-subunidades de

proteassoma e;

2.2.10. Sequenciar subunidades do complexo multimérico.
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3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Culturas celulares

69

As culturas celulares utilizadas nesta tese, bem como 0Ss meios

empregados em seu cultivo estao relacionados na tabela 1, abaixo:

Célula Descrigéao Origem Meio de cultivo
cultura primaria de
HUVEC células do endotélio de Nosso Meio 199 (Sigma) e
veia umbilical humana laboratério SFB 20%
linhagem endotelial de Clonetics EGM-2-MV (Sigma)
HMVEC microvasos humanos (Suica) com SFB 10%
linhagem celular MEM com
GM7373 endotelial de aorta bovina DSMZ aminoacidos néo-
(Alemanha) essenciais 1%
(Sigma) com SFB
10%
cultura priméria de célula | Doada por Dr | DMEM (Sigma) com
PAEC endotelial de artéria A.V. Souza, SFB 10%
porcina IBQM/UFRJ
linhagem celular DMEM (Sigma) com
CPAE endotelial de artéria ATCC SFB 10%
pulmonar de novilho (USA)
MA-104 linhagem celular de rim ATCC DMEM (Sigma) com
de macaco (USA) SFB 10%
linhhagem de célula de ATCC Ham-F12 (Sigma)
CHO-K1 ovario de hamster chinés (USA) com SFB 10%
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Banco de
Fibroblasto cultura priméria de Células do DMEM (Sigma) com
fibroblastos de pele HUCFF SFB 10%
humana UFRJ
linhagem de
EOMA hemangioendotelioma de ATCC DMEM (Sigma) com
camundongo (USA) SFB 10%
linhagem de ATCC DMEM (Sigma) com
RD rabdomiosarcoma (USA) SFB 10%
humana
MEM-Earl com
glutamina 2 mM
linhagem de células de (Sigma), piruvato de
Hep-G2 hepatoblastoma humano DSMZ sédio 1 mM
(Alemanha) (Sigma),
aminoacidos néo-
essenciais 1%
(Sigma) e SFB 10%.
linhagem de
SK-Hep-1 adenocarcinoma de DSMZ RPMI (Sigma) com
figado humano (Alemanha) SFB 20%
Hepa 1-6 linhagem de hepatoma ATCC RPMI (Sigma) com
murino (USA) SFB 10%
Lovo linhagem de carcinoma DSMZ DMEM (Sigma) com
de colo humano (Alemanha) SFB 10%

Astrocitoma

astrocitoma primario

Doado por Dr V.
Moura Neto,
ICB/UFRJ

DMEM-F12 (Sigma)
com SFB 5% ou
10%

Tabela 1: Culturas celulares.

Empregamos em nossa pesquisa culturas

primarias e linhagens celulares tanto de células normais quanto de tumorais.
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As células HUVECs foram obtidas em nosso laboratorio por tratamento
da veia umbilical humana com a enzima colagenase tipo IV e cultivadas segundo
modificacdo da técnica descrita por Jaffe et al. (1973). Os corddes umbilicais
foram obtidos da Maternidade Escola (UFRJ) diretamente da placenta, até 24
horas ap6s o parto e armazenados a 4°C em frascos plasticos com PBS, pH 6,5,
estéril, contendo fungizona 2,5 pg/ml, penicilina 500 U/ml e gentamicina 40 pg/ml.
Em camara de fluxo laminar vertical, a veia dos corddes era canulada nas duas
extremidades utilizando-se cénulas de metal. Com o auxilio de uma seringa, foi
feita a lavagem interna da veia, com PBS rico em glicose, previamente aquecido a
37 °C. As células foram descoladas da parede da veia pela adicdo de colagenase
diluida a uma concentracéo de 0,1% em PBS. Os corddes foram mantidos a 37 °C
por 10 minutos e apds este tempo, as células foram coletadas em tubo coénico
contendo meio 199 (M199) suplementado com L-glutamina 2 mM, bicarbonato de
sodio 0,026 M, fungizona 2,5 pug/ml, penicilina 500 U/ml, gentamicina 40 pug/ml e
SFB 20%. A suspensao celular foi submetida a uma centrifugacdo a 180 x g
durante 10 minutos e as células sedimentadas foram ressuspendidas em M199
completo e distribuidas em garrafas de cultura de 25 cm2. As garrafas foram
levadas a estufa a 37 °C em atmosfera com 5% CO, até atingirem estado de
confluéncia. A cada dois dias as culturas foram observadas ao microscopio 6tico e

lavadas com PBS, seguindo-se a adicdo de M199 completo.

3.2. Sintese de peptideo

Peptideos com fluorescéncia auto-suprimida Abz-RPTLSLA-HTHQDF-
EDDnp (camundongo) e Abz-RPTSPPAHSHRQ-EDDnp (humano) foram
sintetizados pelo método de sintese em fase soélida (Hirata et al., 1994), usando o

procedimento Fmoc?.

1. Procedimento Fmoc: método criado por Louis A. Carpino em 1970 em que se emprega 9H-(f)luoren-
9yl(m)eth(o)xy(c)arbonyl como agente de protecdo das cadeias laterais de peptideos em formacdo, em sintese

automatizada.
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Um sintetizador automatizado de peptideos em fase soélida (sistema
PSSM 8; Shimadzu) foi usado para a sintese. Todos os peptideos obtidos foram
purificados por HPLC usando uma coluna de fase reversa, C-18, Econosil. A
massa molecular e a pureza dos peptideos sintetizados foram verificadas por
analise dos aminoécidos e por espectroscopia de massa com MALDI-TOF (matrix
assisted laser-desorption ionization-time-of-light) usando um instrumento TOFSpec
E (Micromass, Manchster, UK). Solucdes de peptideos com concentracao estoque
8 mM foram preparadas em DMSO e as concentragdes finais para analise de
ponto de clivagem, da atividade em gel de eletroforese e no fluorimetro foram de
30, 50 e 0,5 uM, respectivamente. Os peptideos fluorogénicos foram obtidos
através de colaboracdo com o Dr Luis Juliano, professor da Escola Paulista de
Medicina.

3.3. Medidas de protedlise

A degradacdo de peptideos foi medida usando um dos seguintes
protocolos. Protocolo A: Células aderentes em pocos de cultura de 2 cm? em
confluéncia foram lavadas por 10 min em meio sem soro e incubadas com o0s
peptideos em 2 ml de Tris-HCI, pH 7, contendo NaCl 150 mM e CaCl, 0,5 mM.
Aliguotas de 0,2 ml foram coletadas a cada 30 min, diluidas com o mesmo tampao
para 1 ml e transferidas para uma cubeta de fluorescéncia. As intensidades de
fluorescéncia de cada amostra foram medidas num espectrofluorimetro (Photon
Technology International, Lawrenceville, NJ), usando excitacdo e emissdo de 320
e 420 nm, respectivamente. Os valores iniciais de intensidades de fluorescéncia
para as diferentes medidas foram normalizados entre si. Protocolo B: apds serem
lavadas com meio sem soro, as células foram incubadas por 20 min em 1 ml de
Tris-HCI, pH 7, contendo NaCl 150 mM e EDTA 0,5 mM. Células frouxamente
aderidas foram coletadas apds pipetagem suave e transferidas para uma cubeta
de fluorescéncia. A fluorescéncia, em funcao do tempo, foi observada apds adicéo
do peptideo diretamente na cubeta contendo a suspenséao de células. Protocolo C:

células coletadas como no protocolo B foram transferidas para um tubo Falcon de
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15 ml e centrifugadas por 5 min a 1200 rpm em centrifuga clinica (225 x g). O
sobrenadante foi entdo colocado na cubeta e a fluorescéncia em fungao do tempo

foi medida a partir da adicdo do peptideo.

3.4. Inibidores de proteases

Foram empregados os seguintes inibidores: (A) de metalo-proteases: (1)
phosphoramidon (PM 579,6), concentragéo final de 40 pg/ml (estoque a 20 mg/ml
em A&agua como solvente); (2) EDTA dissodico (EDTA-Na;, PM 372,2),
concentracédo final de 0,5 mg/ml (estoque a 0,5 M em &gua destilada como
solvente); (3) orto-fenantrolina (PM 198,2), concentracdo final de 10 mM (estoque
200 mM em agua destilada como solvente); (4)TIMP-1 (PM 28.000), concentragao
final de 0,02 mg/ml (estoque 0,2 mg/ml em agua destilada como solvente) e (5)
enalaprilato, concentracdo final de 10 mg/ml (estoque a 20 mg/ml em agua
destilada como solvente); (B) de aspartil-proteases:(1) pepstatina A (PM 685,9),
concentracao final de 0,7 ug/ml (estoque a 1 mg/ml em DMSO como solvente); (C)
de cisteino-proteases: (1) E64 (PM 357,4), concentracao final de 10 pg/ml a partir
da concentracdo inicial de 20 mg/ml numa mistura de agua e etanol como
solvente; (D) de cisteino-proteases e serino-protease: (1) leupeptina (PM 475,6),
concentracdo final de 0,5 pg/ml (estoque a 1 mg/ml em agua destilada como
solvente); (E) de serino-proteases: (1) elastatinal (PM 512,6), concentracédo final
de 0,05 mg/ml (estoque a 1 mg/ml em agua destilada como solvente); (2) PMSF
(PM 174,2), concentracdo final de 100 pg/ml (estoque a 15 mg/ml em metanol
como solvente); (3) quimostatina (PM 607,7), concentracdo final de 10 pg/mi
(estoque a 20 mg/ml em DMSO como solvente) e (4) TPCK (PM 351,9),
concentracgao final de 50 pg/ml (estoque a 20 mg/ml em etanol como solvente); (5)
benzamidina (PM 156,61), concentracdo final 20 pug/ml (estoque a 20 mg/ml em
agua destilada como solvente) e AEBSF (PM 239,5), concentracdes finais de 1
mM e 10 mM (estoque a 100 mM em &gua destilada como solvente) e (F) de

treonino-protease e cisteino-protease: (1) MG132 (PM 475,6), concentracdes

73



74

finais de 1 mM e 10 mM (estoque a 2 mM em DMSO como solvente).Todos os

inibidores de proteases empregados aqui foram comprados da Sigma.
3.5. Purificagéo da protease

Para a purificacdo da protease foram utilizadas garrafas de 75 cm?
contendo culturas confluentes de EOMA. Os sobrenadantes iniciais (5 ml/garrafa)
foram preparados como no protocolo C descrito na secao de medida de protedlise
deste capitulo que consistiu na lavagem das garrafas com meio sem soro por 10
min seguida pela incubacdo destas por 20 min em tampao sem célcio, tampao de
coleta. A seguir, a suspensdo celular em tampao de coleta foi removida
delicadamente da garrafa e centrifugada por 5 min a 1200 rpm. O sobrenadante
resultante foi concentrado em dispositivo denominado centricon YM100
(Centrifugal Filters Device; poros de 100 kDa) e centrifugado a 2.900 rpm (1000 x
g) por 180 min a 4 °C em rotor S-34 para Sorvall RC-5C Plus. Ao testarmos a
atividade das fracdes provenientes do centricon YM100, constatamos que esta
estava associada a fracao retida (ver Figura 20 na secdo de Resultados), o que
possibilitu a concentragéo inicial do sobrenadante em 10X. As amostras de retido
do centricon YM100 foram entdo evaporadas em speed-vac, sendo concentradas
mais 10 vezes, neste processo. O sobrenadante, 100 vezes concentrado (200 pl),
foi a seqguir purificado em coluna de gel filtragdo Superose 6HR (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia). Neste primeiro momento, a quantidade de proteina
gerada por este processo de purificagdo mostrou-se insuficiente para ser
sequenciada, tendo em vista que 0s principais produtos do seqguenciamento
correspondiam a proteinas presentes no soro fetal bovino.

Visando produzir uma maior quantidade de proteina para
sequenciamento, procuramos adaptar o protocolo de purificacdo descrito acima.
Desse modo, 16 garrafas de 150 cm? confluentes eram lavadas por incubacéo das
culturas por 60 min em meio sem soro seguido pela incubacdo por 20 min em
tampao de coleta. A lavagem em meio se estendeu por 60 min para reduzir a

contaminacdo de proteinas provenientes do soro fetal bovino. Os sobrenadantes
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das 16 garrafas (10 ml cada) eram misturados e liofilizados até o volume de 2,5

ml. A amostra foi dessalinizada através do emprego de uma coluna Sephadex G25

(Amersham Biosciences) e 4 ml coletados. Em seguida, a amostra passou por

uma concentracdo adicional em speed-vac (4 X) e foi aplicada em coluna de

FPLC, Superose 6HR. A fracdo 6, 45 pg/ml, foi dessalinizada, seca e analisada

por SDS-PAGE. Bandas coradas com coomassie blue R, como tubulina, actina e

piruvato quinase foram cortadas do gel, eluidas e identificadas por espectdmetro

de massa (Figura 10).

1-190 kDa __ p—

2-112 kDa _,

3-82kDa _,

<

5-59 kDa —» P <

“ D

9-42kDa _,

13-28 kDa —» -

14 -24 kDa —»
15-19kDa —»

4-67 kDa _ —‘F,i

Albumina

Piruvato-quinase
Tubulinap2
Actina
AnexinaA2

AnexinaV

Poliproteina Gag/ Pr65

Figura 10: Gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 12 % referente a

fracdo 6. A identificacdo das bandas foi feita por seqlenciamento gerando os

resultados indicados na figura.
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3.6. Contrastacéo Negativa

A fragéo 6, purificada em HPLC, teve sua ultra-estrutura observada em
microscopia eletrénica de transmissao (TEM), apGs preparacdo pela técnica de
contrastacdo negativa. Inicialmente, uma aliquota de 30 pl, da fracdo 6, em
tampéo Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0, dessalinizada previamente, foi
depositada sobre uma grade de cobre forrada com filme suporte (Formvar). Em
seguida, utilizou-se papel-filtro para remocédo de excesso da gota e 30 pl de
acetato de uranila 2% foram adicionados a preparacdo. Ao final de 1 minuto a
solucdo apresentava-se totalmente seca. As grades foram, entdo, observadas ao
microscopio eletronico de transmissdo JEOL 1200 EX, operado a 80 kV. Os
aumentos de 50.000 e 85.000 vezes foram utilizados para estudo do material. Os
resultados de microscopia eletronica foram obtidos em colaboragdo com o Dr
Leonardo Rodrigues de Andrade, professor do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.7. Identificacdo de proteinas com emprego de espectrémetro de

massa

As proteinas selecionadas foram digeridas em gel, pela enzima tripsina
(Trypsin sequencing grade; Promega Madison, WI, EUA), conforme o protocolo
descrito pela UCSF Mass Spectrometry Facility (www.ucsf.edu) com as alteracdes
observadas por von Kruger e colaboradores (2006). Os peptideos foram
misturados com uma matriz de acido alfa-ciano 4-hidroxicinamico (CHCA) em
solucdo 50% de acetonitrila (ACN) e 1% de acido trifluoroacético (TFA) e
analisados por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF (4700 Explorer
Proteomics Analyzer, Applied Biosystem). Os espectros foram adquiridos no modo
refletido, na faixa massa/carga de 800 a 4000 daltons. A acuracia das massas
obtidas nos espectros considerados aceitaveis foi melhor que 50 ppm. As buscas

nos bancos de dados foram feitas pela interface do programa Mascot (Matrix
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Science), utilizando o banco de dados do NCBI (NCBInr 20090117 - 7686184

sequéncias)

3.8. Andlise do ponto de clivagem do peptideo

O peptideo mimetizando a sequiéncia do ponto de clivagem da hES Abz-
RPTSPPAHSHRQ-EDDnp foi empregado em curva de hidrélise temporal pela
fracdo 6, tendo sido com esta incubado a uma concentracdo de 30 uM a 37 oC.
Aliquotas de 1 ml foram analisadas em tempos de 0, 2, 12 e 26 h e
acompanhadas por fluorimetria (fluorimetro PTI, modelo Quanta Max) e por HPLC
(Shimadzu Corporation). O tampé&o de trabalho empregado, Tris-HCI, 10 mM com
NaCl 150 mM, pH 7, foi 0 mesmo usado para coleta da fracdo 6. O ensaio com o
emprego de 5 ml da fragéo 6 + 100 pl do substrato, foi realizado, como detalhado
sequencialmente a seguir: 1) retiramos do volume total uma aliquota de 1 ml a
cada tempo, adicionando a esta 10 pl de HCI 2N para parar a reacdo enzimatica,;
2) as aliquotas de 1 ml foram submetidas a leitura no fluorimetro sempre com a
mesma diluicdo: 100 ul incubado + 900 pl de tampéo Tris-HCI. Os 900 pl restantes
de cada aliquota foram avaliados por HPLC, em coluna de fase reversa C-18
(Supercosil LC-18, 46 x 250mm, para particulas de diametros de 5 um; Supelco,
St.Louis, USA). Os parametros empregados na utilizacdo da coluna de fase
reversa C-18 foram os seguintes: 1) fase movel - sistema de solventes: A - TFA/
H20 (1:1000) e B — TFA/ acetonitrila/ H20 (1: 900: 100); 2) monitoramento: A
(Abz) = 2320 nm (excitacdo) — A420nm (emisséo); A, (EDDnp) = 365 nm e A3
(ligacao peptidica) = 220 nm; 3) gradientes: para o tempo total de corrida de 45
min, gradiente = 25 min iniciais (10-100% B); 4) fluxo: 1ml/min; 5) finalizacdo —
lavagem da coluna: acetonitrila pura/15 min. Amostras eluidas foram coletadas a
cada 45 min e aguelas contendo picos de proteina foram analisadas em
espectrometro de massa (Shimadzu Corporation, modelo UV-160A). Os picos

correspondiam a trés fragmentos: peptideo inteiro, fragmento contendo Abz e
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fragmento contendo EDDnp. A massa sem agua dos grupamentos Abz e EDDnp

correspondem aos pesos moleculares de 119 e 208,2, respectivamente.

3.9. Expresséao e purificagcdo de NC-1 marcado com myc

O RNA total de figado humano foi transcrito reversamente a cDNA
usando Superscript RT Il (Invitrogen) e primer oligo dT (Promega, Madison, WI) de
acordo com as recomendacBes do fabricante. O dominio NC1 humano
[aminoacidos 1206 a 1516 do colageno humano a1 (XVIII)] codificado pela
sequéncia (nucleotideos 3654 a 4590, numero de acesso AF018081) foi
amplificado sem o cdédon de parada por PCR com a Taq Polimerase de DNA
Platinum (Invitrogen) e a seguir, clonada “in frame” entre as sequéncias Igk, um
sinal de secrecgéo, e a cauda myc do plasmideo pSec Tag2 Hygro B (Invitrogen).
Apbs o sequenciamento o plasmideo resultante foi transfectado com lipofectamina
(Invitrogen) em células CHO-T (células CHO estaveis modificadas expressando o
antigeno T maior de SV40 subseqtiente a transfeccdo anterior estavel com neo
pSV3, ATCC no. 37150). ApGs 48h, as células transfectadas foram selecionadas
pela adicdo de 150 pug/ ml de higromicina (Invitrogen) por 10 dias. A expressao
epissomal e a secrecdo do dominio NC1 humano marcado com myc no C-terminal
foram confirmadas pela analise de lisados celulares como também de precipitados
de acido fosforico dos sobrenadantes de cultura em western blot usando tanto
anticorpos especificos anti-myc (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
guanto anti-endostatina humana (AB1878, Chemicon, Temecula, CA). Células
foram crescidas até confluéncia e entdo cultivadas por mais 72h em meio sem
soro fetal bovino. Meio condicionado foi coletado, centrifugado e o sobrenadante
sem debris celulares foi submetido a cromatografia por afinidade por FPLC em
coluna de heparina HiTrap (Amrsham Biosciences). O NC-1 humano foi eluido da

coluna com NaCl 0,6 M e sua sequéncia sera apresentada na Figura 11 a seguir.
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AAQPARRARRTKLGTELGSPGIPGVRLWATRQAMLGQVHEVPEGWLIFVAEQEE
LYVRVONGFRKVQLEARTPLPRGTDNEVAALXPPVVQLHDSNPYPRREPPHPTA
RPWRADDILASPPRLPEPPYPGAPHHSSYVHLRPARPTSPPA~HSHRDFQPVLH
LVALNSPLSGGMRGIRGADFQCFQQARAVGLAGTFRAFLSSRLQDLYSIVRRAD
RAAVPIVNLKDELLFPSWEALFSGSEGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPTWPQKSVW
HGSDPNGRRLTESYCETWRTEAPSATGQASSLLGGRLLGQSAASCHHAYIVLCI
ENSFMTASKYPPPGCRWPDLEQOKLISEEDLMSAVEEGPNKNSSOKRI

Figura 11: Sequéncia de aminoacidos do NC1 humano recombinante ligado a
c-myc. O sitio de clivagem para geracao de endostatina é representado por um til
e 0s 4 aminoacidos que o antecedem, bem como a sequiéncia do proprio c-myc

sé&o mostrados em negrito.

3.10. Processamento de NC-1 recombinante

Vinte e cinco microlitros de NC-1 recombinante humano marcado com
myc (97 pug/ ml) e diluido em tampéao Tris-HCI, contendo NaCl 150 mM, EDTA 0,5
mM, CaCl, 5 mM e MgCl, 5 mM, foram incubados a 37 °C com a protease
purificada de EOMA (75 ul da fracdo 6 concentrada 100X). ApOs 2 horas, 0 meio
de reacéo foi transferido para o gelo, seco em speedvac e analisado em western
blot usando anticorpo anti-myc (OP10, Oncogene, Canada), monoclonal,

produzido em camundongo e empregado na diluicdo 1:1000.

3.11. Deteccéo de endostatina em meio condicionado de HUVEC

Culturas de HUVEC confluentes (em wells de 9,5 cm?) foram incubadas
com a protease de astrocitoma por 2 horas a 37 °C em meio de crescimento
(M199 com SFB 20%). Cem microlitros da fracdo 6 proveniente da Superose 6HR
foram adicionados a 2 ml de meio. Meio condicionado foi coletado, dialisado
contra 4gua e seco em speedvac. Amostras foram carregadas em gel 12% de

SDS-PAGE e subsequentemente analisadas em western blot usando o anticorpo
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anti-endostatina (AB1878, Chemicon, USA), policlonal, produzido em coelho e

empregado na diluicdo 1:100.

3.12. Detecc¢éo das subunidades do core proteico do proteassoma

Anticorpo policlonal contra as subunidades a5, a7, 31, R5i e 37 do core
20S de proteassoma, produzido em coelho (ST1053, Calbiochem, USA), foi
empregado em western blot na diluicdo 1:1000. As amostras analisadas foram: 1)
30 ul de sobrenadante total de EOMA, 2 mg/ml, distribuidos em gel nativo e em
SDS-PAGE 12%; 2) 30 ul da fracdo 6 de EOMA 10X concentrada, 450 pg/ml.

3.13. Caracterizacdo das bandas do sobrenadante de EOMA com
emprego de corante Stains-All

O sobrenadante de EOMA concentrado em centricon YM 100 foi
analisado com o uso do corante Stains-All, utilizando-se o protocolo de Campbell e
col., 1983. As proteinas separadas em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE) 12% foram fixadas por 24h em solucdo de acido acético 10% e alcool
isopropilico 25%. Em seguida, o gel foi lavado 4 vezes por 30 minutos com alcool
isopropilico 25% para retirar todo o SDS residual e incubado com solucdo de
Stains-All (0,0025% em alcool isopropilico 25%, formamida 7,5% e Tris 30 mM,
pH 8,8) por 48h na auséncia de luz. Para descorar o gel, foi utilizada solucdo de

alcool isopropilico 25 %.

3.14. Deteccao de banda com atividade enzimatica em gel nativo de

poliacrilamida

Um volume de 15 pl de sobrenadante de EOMA ndo processado, 2
mg/ml, foi aplicado no gel ndo desnaturante de poliacrilamida 6% e a amostra
correu por 1 hora a 20 mA até que o front de corrida atingisse a extremidade

inferior do dispositivo. A seguir o gel foi incubado a 37 °C com o peptideo
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fluorogénico 100 pg/ml por 10 min sob agitagdo. A fluorescéncia emitida foi
visualizada como uma banda de fluorescéncia laranja (415 nm) sob excitagéo por
luz UV. O tempo de exposicdo para obtencéo das imagens foi de 14 segundos em
um transiluminador VWR equipado com uma camera Kodak EDAS 290.

3.15. Deteccao de proteassoma associado a raft lipidica

Aliquotas de um gradiente de sacarose de homogeneizado de 3 garrafas
de 150 cm? confluentes de células EOMA foram adicionadas a 12 pocos de um
aparelho para dot blot até a saturacdo da membrana de nitrocelulose pertencente
ao sistema. Empregamos, primeiro, o anticorpo anti-subunidades de proteassoma
(ST1053, Calbiochem, USA) na diluicdo de 1:1000 e, apdés a revelacdo e o
stripping do anticorpo, a subunidade B de toxina colérica conjugada a peroxidase
(C3741, Sigma, USA) na diluicdo de 1:1000.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Degradacéo do peptido fluorogénico por vérias células

Para investigar se o0s substratos fluorogénicos poderiam ser
reconhecidos por diferentes tipos celulares, estes foram adicionados a células em
cultura e a fluorescéncia medida em aliquotas do meio de cultura em tempos
sucessivos (ver descricdo do protocolo A na secdo de Materiais e Métodos). Os
substratos utilizados consistiam em peptideos sintéticos fluorogénicos
mimetizando a sequéncia de clivagem do Col XVIII humano e murino. Em teste de
atividade no fluorimetro, os tumores murinos, Hepa 1-6 e EOMA, e humanos,
Lovo, HEP-G2, SK-HEP-1 e RD e uma cultura primaria de astrocitoma, foram
empregados. Em todos os casos foi observada uma consistente hidrolise de
ambos os peptideos, humano e murino. As linhagens RD, Hep-G2 e EOMA foram
as mais ativas na clivagem do peptideo humano, enquanto EOMA e Hep-G2 foram
as mais efetivas com relacdo ao murino (Tabela 2 e Figura 12A). O
sequenciamento do peptideo humano hidrolisado por células EOMA confirmou
gue a clivagem ocorreu apos o residuo de alanina, gerando fragmentos iniciados
por residuos de histidina (Figuras 13, 14 e 15 e tabela 3). Os picos presentes nos
graficos séo relativos a massas de peptideos analisadas por espectdometro de
massa e provenientes de fracdes coletadas em coluna C-18 de fase reversa. As
fracbes coletadas correspondem ao peptideo fluorogénico inteiro, Abz-
RPTSPPAHSHRQ-EDDnp e aos fragmentos Abz-RPTSPPa e HSHRQ-EDDnNp,
produtos da incubacédo do peptideo fluorogénico com a fracdo 6 de EOMA, obtidos
em 3 tempos diferentes.

Curiosamente, quando células endoteliais normais foram testadas,
somente o peptideo murino foi processado, enquanto nenhuma atividade foi
observada com a sequiéncia humana. Cinco tipos adicionais de células endoteliais,
PAEC, HUVEC, HMVEC, GM7373 e CPAE e 3 tipos celulares ndo endoteliais,

MA-104, CHO-K1 e fibroblasto de pele humana priméaria, foram testados e nenhum
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foi capaz de clivar o peptideo humano (Tabela 2 e Figura 12A). Estes resultados
demonstram que células tumorais, tanto humanas quanto murinas, produzem a
protease capaz de clivar o peptideo humano, enquanto as células normais
produzem apenas proteases capazes de clivar a sequéncia murina. Isto posto,
nosso objetivo seguinte consistiu em identificar a protease capaz de gerar
endostatina do Col XVIII humano. Desse modo, 0s experimentos seguintes foram
realizados unicamente com o peptideo possuidor da sequéncia com sitio de

clivagem humano.
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CELULA

ATIVIDADE SOBRE O
PEPTIDEO HUMANO

ATIVIDADE SOBRE O
PEPTIDEO MURINO

Células Tumorais Murinas

EOMA ++ ++

Hepa 1-6 ++ ++
Células TUmorais HUManas | i [
S R +++ ...................... : + ........

HepG2 ++ ++

SK Hep1l +++ ++

Lovo + +
Células Nao Tumorals izttt it s e
e HEHEHHEHS SHEHIHHE - d ........

HUVEC - nd

GM7373 - ++

PAEC - ++

CPAE - ++

MA104 - nd

CHO - ++

Tabela 2 — Listagem das células testadas e suas atividades proteoliticas

sobre os substratos fluorogénicos.

Na tabela as células tumorais estao

marcadas em vermelho e as ndo tumorais em azul. Espacos pontilhados

demarcam limites entre os resultados obtidos com os 3 diferentes grupos de

células testadas. Os resultados apresentados sao representativos de um conjunto

de 3 experimentos por grupo. Os sinais de adicdo correspondem aos seguintes

valores de fluorescéncia, em escala normalizada: + = 1,05-1,10; ++ = 1,10-1,20; e

+++ = a partir de 1,20. Os sinais de subtracdo significam auséncia de atividade.

nd, ndo determinado.
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Figura 12: Gréaficos demonstrativos da atividade de hidrélise do peptideo

fluorogénico humano por células tumorais e normais. Em A, apenas as

células tumorais (RD, EOMA e HepG2) puderam clivar o peptideo fluorogénico

humano. As células normais testadas (MA104 e PAEC) ndo apresentaram

atividade no teste. Em B, grafico relativo a atividade na presenca de varias classes

de inibidores. Apenas TPCK e quimostatina, inibidores de quimotripsina, puderam

inibir em 50 % a atividade enzimatica de EOMA. Os valores iniciais de intensidade

de fluorescéncia foram normalizados entre si. Os resultados apresentados nos

graficos A e B séo representativos de um conjunto de 3 experimentos por grafico.
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Figura 13: Analise por espectrometria de massa dos produtos do peptideo
fluorogénico incubado por 2h com a fracdo 6. Os picos com pesos moleculares
de 872.4545, 841.0135 e 1697.8799, presentes nos graficos, correspondem aos
fragmentos HSHRQ-EDDnp e Abz-RPTSPPA e ao peptideo inteiro Abz-
RPTSPPAHSHRQ-EDDnNp, nos graficos A, B e C, respectivamente.
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Figura 14: Analise por espectrometria de massa dos produtos do peptideo
fluorogénico incubado por 12h com a fracdo 6. Os picos com 0S pesos
moleculares de 872.4069, 841.0279 e 1697.9043, presentes nos gréficos,
correspondem aos fragmentos HSHRQ-EDDnp e Abz-RPTSPPA e ao peptideo
inteiro Abz-RPTSPPAHSHRQ-EDDnNp, nos graficos A, B e C, respectivamente.
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Figura 15: Analise por espectrometria de massa dos produtos do peptideo
fluorogénico incubado por 26h com a fracdo 6. Os picos com 0S pesos
moleculares de 856.4761, 840.9859 e 1697.9081, presentes nos gréficos,
correspondem aos fragmentos HSHRQ-EDDnp e Abz-RPTSPPA e ao peptideo
inteiro Abz-RPTSPPAHSHRQ-EDDnp, nos graficos A, B e C, respectivamente.
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Peptideo associado Massa Peptideo associado a Massa
a Abz molecular EDDnp molecular

Abz-R 293,2 PTSPPAHSHRQ-EDDnNp 1422.,5
Abz-RP 390,3 TSPPAHSHRQ-EDDnNp 1325,4
Abz-RPT 491,4 SPPAHSHRQ-EDDnNp 1224,3
Abz-RPTS 578,5 PPAHSHRQ-EDDnNp 1137,2
Abz-RPTSP 675,6 PAHSHRQ-EDDnNp 1040,1
Abz-RPTSPP 772,7 AHSHRQ-EDDnNp 943
Abz-RPTSPPA 843,8 HSHRQ-EDDnp 871,9
Abz-RPTSPPAH 981 SHRQ-EDDnp 734.,8
Abz-RPTSPPAHS 1068 HRQ-EDDnp 647,7
Abz-RPTSPPAHSH 1205,2 RQ-EDDnp 510,5
Abz-RPTSPPAHSHR 1361,4 Q-EDDnp 354,3

Peptideo inteiro: Abz-RPTSPPAHSHRQ-EDDnNp, PM = 1697,7.

Tabela 3. Possiveis pesos moleculares de peptideos gerados por protedlises
crescentes, aminoacido-a-aminoacido, do peptideo fluorogénico. Nesta
tabela podemos constatar que as massas moleculares presentes nos graficos das
figuras 13-15 giram em torno daquelas referentes aos fragmentos, em negrito,
Abz-RPTSPPA e HSHRQ-EDDnp, produzidos pela protedlise no ponto de
clivagem correspondente a geracdo da endostatina, entre a histidina (H) e a
alanina (A). Variagcdes nas massas moleculares sdo decorrentes de possiveis
protonacbes ou desprotonacdes dos fragmentos. Na parte de baixo da tabela

acrescentamos a sequéncia do peptideo inteiro, com sua massa correspondente.
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4.2. Inibicdo da atividade proteolitica

A hidrolise do peptideo humano pelas células EOMA foi medida na
presenca de diferentes inibidores de proteases (Figura 12B). Adicdo de orto-
fenantrolina e/ ou fosforamidon, ambos inibidores de metalo-proteases, nao
diminuiu a atividade controle. Tendo em vista que EDTA leva as células a se
destacarem, ndo foi testado como um inibidor de metalo-protease neste
experimento (protocolo A). O inibidor de serino e cisteino-proteases, leupeptina,
isolado ou em combinacdo com E64, o qual é especifico para cisteino-proteases,
nao se mostrou eficiente. Outras drogas como PMSF (um inibidor geral de serino-
proteases), elastatinal (inibidor de elastase), enalaprilato (inibidor seletivo da
enzima conversora de angiotensina) e pepstatina A (inibidor de aspartil-proteases)
foram testados e ndo promoveram inibicdo do processamento do peptideo (dado
nao mostrado). A descricdo de uma protease de células mioepiteliais ndo sensivel
a inibidores gerais de serino-proteases, mas susceptivel a inibidores seletivos de
guimotripsina, instigou-nos a testa-los em nossos experimentos (Lee et al., 2000).
Surpreendentemente, a adicdo de TPCK e/ ou quimostatina, promoveu a inibicao
de aproximadamente 50% da atividade da enzima (Figura 12B). Sabe-se que
guimotripsina cliva ligacdes peptidicas pelo C-terminal de residuos aromaticos,
tirosina, triptofano e fenilalanina. Embora nenhum desses aminoacidos esteja
presente em nossos peptideos, tem sido mostrado que quimotripsina pode
reconhecer residuos de alanina e leucina (A.Barret, Handbook of Proteolytic
Enzymes). A incubacédo dos peptideos com quimotripsina comercial ndo resultou
em hidrdlise detectavel (hdo mostrado). Pudemos ainda observar que outros dois
inibidores de serino-proteases, benzamidina e AEBSF, inibiram a protease quando
empregados em concentracdo milimolar. Dessa forma, concluimos que a enzima
investigada aqui € uma serino-protease, que apresenta uma sensibilidade peculiar

a inibidores de proteases.
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4.3. Localizacao da protease

Pudemos observar que quando o meio de cultura foi trocado pelo tampéao
Tris-HCI contendo NaCl 150 mM e sem CacCl,, as células EOMA (Figura 16) se
arredondaram e puderam ser destacadas do fundo da garrafa através de
pipetacdo suave, sem a necessidade do emprego de tripsina. O peptideo
fluorogénico foi adicionado diretamente a uma cubeta de fluorescéncia contendo
as células em suspenséo (protocolo B). O aumento da fluorescéncia, a qual é
paralela a atividade proteolitica, foi acompanhada por 2 horas (Figura 17). A
hidrolise pelas células em suspenséo foi 4 vezes maior que a observada pelas
células aderidas, fato este que pdde sugerir estar a protease ligada a membrana
plasmatica baso-lateral e, dessa forma, pouco acessivel pelo lado em contato com
0 substrato de cultura. Para testar se a protease estava ligada a membrana
plasmatica, células EOMA foram sedimentadas por centrifugacdo e medidas as
atividades no pellet e no sobrenadante. Surpreendentemente, toda a atividade
estava no sobrenadante (Figura 17), o que sugere que a enzima tenha sido
liberada da superficie de EOMA. Para investigar a possibilidade de haver
“shedding” constitutivo da enzima para a fase liquida da cultura, um meio
condicionado foi preparado pela incubacédo de células EOMA com tampéo por 2
horas. Apés este periodo de tempo, o tampéo foi cuidadosamente coletado, para
evitar contaminacdo com células pobremente aderidas, e transferido para a uma
cubeta, a qual o peptideo foi adicionado. Como mostrado na Figura 17, ndo houve
qgualquer hidrolise do peptideo fluorogénico pelo tampéo condicionado, o que
indica que a liberacdo da protease para o sobrenadante ndo foi constitutiva, mas,
ao inveés disto, resultou da manipulacéo das culturas.

Consideramos a possibilidade de que a protease sob investigacdo pudesse
ser intracelular, citoplasmatica ou lisossomal, e liberada por possivel rompimento
da membrana celular associado a manipulacdo. Esta hipdtese foi excluida,
baseando-nos em 3 controles experimentais, realizados no periodo de mestrado e

confirmados na fase de doutorado. Primeiramente, medimos a protedlise em
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diferentes pHs e verificamos que o pico de atividade localizava-se no pH 7 (Figura
18). Sabendo que catepsinas lisossomais tipicas apresentam um pH 6timo na
faixa acida, concluimos que a protease provavelmente ndo se localizava em
lisossomas. A seguir, uma correlagcdo entre 0 aumento da ruptura celular e o
aumento da atividade proteolitica foi investigada. Através deste experimento,
induzimos o rompimento das membranas plasmaticas por aumentos progressivos
na velocidade de centrifugacdo celular. Apés centrifugacdo, cada amostra foi
analisada tanto pela contagem do namero de células permeaveis ao azul de tripan
guanto pela mensuracao da atividade proteolitica. O resultado obtido demonstra
gue embora a centrifugacdo promova um progressivo aumento na porcentagem de
células rompidas (acima de 2% a 3200 rpms; ver inset da Figura 19), a atividade
da protease nos sobrenadantes resultantes nao foi, concomitantemente,
aumentada (Figura 19). O aumento do numero de células mortas foi inversamente
proporcional ao ganho de atividade pelos sobrenadantes correspondentes a cada
amostra celular (Figura 19). Finalmente, adicionamos Triton X-100 0.2% a células
em suspensdao para forcar a liberacdo de proteases intracelulares. Nesta condicéo,
nenhum aumento na atividade com o emprego do peptideo foi observado.
Baseados nestes resultados, propomos que a protease descrita neste trabalho
encontre-se fracamente associada a membrana plasmatica e seja liberada, sem
significante morte celular, pela manipulacdo. Tal resultado € compativel com o
obtido por Pizarro e colaboradores (2004) que descreve a presenca de

proteassoma extracelular em espermatozoide humano.
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Figura 16: Microscopia Optica de contraste de fase de cultura de células

EOMA. Imagem de cultura de células EOMA em confluéncia visualizada com uma
objetiva de 40 vezes e capturada por camera Leica DC300 acoplada a um

microscopio Optico de contraste de fase.
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Figura 17: Atividade proteolitica de diferentes fracGes das células EOMA. A
atividade proteolitica sobre o peptideo humano foi medida por 2 horas em

diferentes fracbes de EOMA conforme indicado na figura. O resultado apresentado
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Figura 18: Andlise da atividade proteolitica do sobrenadante de células
EOMA em diferentes pHs. A atividade da protease de EOMA foi testada sobre o
peptideo humano nos pHs indicados na abscissa. O resultado apresentado é

representativo de um conjunto de 4 experimentos.
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Figura 19: Andlise da atividade proteolitica do sobrenadante de células
EOMA submetidas a diferentes velocidades de centrifugacdo. A comparacao
entre os dois graficos, o principal e o do inset, demonstram a relacdo
inversamente proporcional entre a atividade presente no sobrenadante das células
EOMA centrifugadas em velocidades de rotacdo progressivamente mais altas e o
namero de células mortas em cada situacdo. O resultado apresentado €

representativo de um conjunto de 3 experimentos.
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4.4. Purificagdo da protease

Os sobrenadantes de EOMA foram concentrados 10 vezes com o
emprego do dispositivo centricon em filtragbes sucessivas com 0 aumento
progressivo dos poros das membranas de filtracdo e em seguida submetidos a
mensuracdo da atividade proteolitica sobre o peptideo. Surpreendentemente,
guando testamos YM 100, o qual apresenta uma membrana de filtracdo de 100
kDa, a atividade ainda permanecia na fracdo retida, indicando que a enzima
apresentava peso molecular acima de 100 kDa (Figura 20). Tal resultado foi obtido
na fase de mestrado e confirmado no periodo de doutorado. A fracao retida de
centricon YM100 e concentrada mais 10 vezes em speedvac foi aplicada a uma
coluna de gel filtracdo para FPLC, Superose 6HR. O perfil de eluicdo da proteina e
as atividades recuperadas em cada fragcdo sdo apresentados na Figura 21. O
principal pico da proteina foi em torno de 47 minutos, no entanto, a analise deste
pico pelo espectrometro de massa revelou que se tratava de albumina de origem
bovina, cuja presenca no sobrenadante pode ser explicada como um
contaminante do SFB adicionado a culturas. O pico principal de atividade da
protease foi detectado na fracdo 6, o qual corresponde ao peso molecular maior
gue 669 kDa (tiroglobulina, seta a esquerda). Uma massa molecular tdo grande
sugere que a protease apresente uma estrutura multimérica. Trés outros picos
foram detectados no diagrama de atividade Um majoritario correspondente a
fracdo 11 e dois outros mais reduzidos nas fracfes 16 e 18. O primeiro tinha uma
correlacdo no registro de absorbancia correspondente a aproximadamente a 669
kDa. As fracbes 16 e 18, correspondentes aos pesos moleculares de
aproximadamente 47 kDa e 20 kDa, poderiam corresponder ao dimero e ao
mondmero da protease.

De modo a descartar a possibilidade de que a entidade de alto peso
molecular encontrada aqui pudesse resultar de um artefato de concentracao
protéica gerando agregacdao, aplicamos sobrenadantes de EOMA concentrada ou
nao pelo centricon YM100 na coluna de FPLC e encontramos picos de proteinas

idénticos das fracbes 6, 10, 16 e 18, em todos 0s casos. Em resumo, nossos
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resultados indicam que a protease que apresenta atividade sobre os peptideos

fluorogénicos é um complexo multimérico.
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Figura 20: Comparacéo entre as atividades encontradas no sobrenadante de
EOMA ap6s filtragcdo no dispositivo YM-100. Neste gréafico de barras podemos
observar que a atividade do sobrenadante de EOMA esta concentrada na fracao
retida em centricon YM100 e ausenta na fracéo filtrada, o que indica que o peso
molecular da protease pesquisada deve ser maior que 100 kDa. Legenda: SN =
sobrenadante; YM100 retido = fracdo retida em centricon YM100 e YM100 filtrado
= fracdo filtrada em centricon YM100. O resultado apresentado é representativo de

um conjunto de 10 experimentos.
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Figura 21: Perfil de eluicdo do sobrenadante de EOMA em coluna de gel

filtracdo. Este grafico correlaciona a absorbancia das fracdes eluidas de uma

coluna superose 6HR com a atividade proteolitica sobre o peptideo humano

medida para cada fracdo. Podemos observar que as maiores atividades

correspondem as fracdes eluidas aos 20 min e aos 35 min, correspondentes as

fracOes 6 e 11. Atividades menores estdo presentes nas fracdes 16 e 18. As setas

indicam as posicdes de saida de 4 padrbes, da esquerda para a direita:

tiroglobulina, 669 kDa; apofferritina, 440 kDa; albumina, 67 kDa e ovalbumina, 47

kDa. Linha cheia = absorbancia (214 nm) e linha clara = A fluorescéncia/min. O

resultado apresentado é representativo de um conjunto de 3 experimentos.
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4.5. Caracterizacéo da protease purificada

A atividade da protease purificada foi testada sobre o peptideo humano e
um aumento de 3 vezes em sua atividade foi observada quando comparada a
atividade encontrada no sobrenadante de EOMA (Figura 22). A adicdo de TPCK
ou quimostatina em concentragbes saturantes de 50 e de 100 pg/ml,
respectivamente, promoveram aproximadamente 70% de inibicdo da atividade
(Figura 22). O inibidor geral de serino-proteases AEBSF a uma concentragao de 1
mM reduziu a atividade em 30% enquanto uma concentracdo 10 vezes maior
aumentou a inibicdo para 85 % (Figura 22). O inibidor de proteassoma e de
proteases lisossomais, MG132 a 1 pM, inibiu em 50% a atividade da fracéo 6,
enquanto a concentracao de 10 uM, em aproximadamente 90% (Figura 22).

A protease corresponde a um grande complexo proteico visualizado, na
fase de mestrado, por microscopia eletronica através da técnica de contrastacéo
negativa. A analise do complexo, que apresenta o formato de um cilindro, com
uma seccao transversal em anel, permitiu deduzirmos tratar-se, devido a
similaridade estrutural, a um proteassoma 20S (Figura 23). A imagem do

proteassoma é semelhante a descrita por Fonseca e Morris (2008).
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Figura 22: Inibicdo da atividade proteolitica da fracdo 6 Os graficos da
esquerda para a direita correspondem a inibicdo da fracdo 6 de EOMA pelos
seguintes inibidores: 1) TPCK e quimostatina, inibidores de serino-proteases tipo-
guimotripina; 2) AEBSF, inibidor geral de serino-protease: e 3) MG132, inibidor de
proteassoma e de proteases lisossomais. O resultado apresentado €

representativo de um conjunto de 5 experimentos.
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Figura 23: Fotomicrografias das particulas presentes na fracdo 6 de EOMA.
Estas imagens foram obtidas pela técnica de contrastacdo negativa em
microscopia eletrénica de transmissao e sdo compativeis com a vista superior (A)
e lateral (B) de um proteassoma. A barra presente na figura A corresponde a 9

nm.

103



104

4.6. Teste da atividade da protease empregando o NC1 humano

como substrato

Até este momento, a purificacdo e caracterizacdo da protease haviam
sido realizadas pela andlise da atividade enzimatica sobre os peptideos humanos
sintéticos. Restava ainda, ser determinado se a enzima por nés isolada seria
capaz de reconhecer a estrutura terciaria do colageno XVIII. Para resolver essa
guestdo, testamos a atividade da protease purificada (fracdo 6) sobre o NC1
recombinante humano, que corresponde a porcao C-terminal ndo colagenosa
inteira do colageno XVIII. Esta proteina foi clonada e expressa com um epitopo c-
myc contiguo ao C-terminal para facilitar sua deteccédo (Figura 11). A proteina
marcada com c-myc foi incubada com a protease em tampéao Tris-HCI por 2 horas.
Western blot, usando anti-myc, demonstrou que o rhNC1 foi clivado pela protease
originando 3 fragmentos dos quais 0 mais baixo apresentou peso molecular
correspondente ao da endostatina (Figura 24). E importante mencionar que essas
duas bandas intermediarias entre o NC1 néo hidrolizado e a endostatina foram
igualmente gerados pela elastase e pela catepsina L, como descrito por Wen e
colaboradores (1999) e Felbor e colaboradores (2000), respectivamente. A adicao
de AEBSF e de TPCK e quimostatina inibiram a degradacdo do NC1. Esse
resultado demonstra que embora identificada usando um peptideo sintético, a
protease purificada era capaz de reconhecer a regido do sitio de clivagem na

presenca da estrutura terciaria do substrato.
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Figura 24: Geracdo da endostatina a partir de NC1 humano. Western blot do
produto de incubacdo da fracdo 6 de EOMA com NC1, na presenca ou ndo de
inibidores. A banda superior corresponde ao NC1 e a de menor peso corresponde
ao peso molecular da endostatina acrescida do c-myc. Duas outras bandas
intermediarias de pesos moleculares maiores que o da endostatina puderam ser
produzidas pela protease da fracdo 6 de EOMA. SDS-PAGE 12% foi empregado

para este experimento.

105



106

4.7. Purificagdo da protease de astrocitoma humano

Até 0 momento nesta tese empregamos o peptideo sintético mimetizando
o sitio de clivagem do Col XVIII humano para isolar a protease responsavel pela
liberacdo da ES de um substrato humano. Contudo, a enzima por nés purificada
foi isolada de culturas em culturas de células EOMA, uma linhagem murina. Logo,
para confirmar se a protease identificada em nossos estudos era capaz de
produzir endostatina humana, fez-se necessario demonstrar que células humanas
também produziam a enzima. Dessa forma, processamos o0 sobrenadante de
células de astrocitoma de modo a isolar a enzima de origem humana. As células
de astrocitoma foram coletadas com tampéao Tris-HCI 10 mM com NaCl 150 mM e
EDTA 0,5 mM. A atividade hidrolitica sobre o peptideo sintético foi detectada no
sobrenadante, sugerindo que uma protease similar a presente em células EOMA
pudesse estar sendo liberada da membrana celular. Quando o tampéo
condicionado foi carregado na coluna Superose 6HR, o pico principal de atividade
foi também eluido na fracdo 6 (Figura 25A). A fracdo 6 foi incubada com HUVEC
que produz o Col XVIII (humano) mas ndo uma enzima enddgena capaz de
guebrar a molécula parental (Figura 25B). Dessa forma, quando as células foram
incubadas com o veiculo somente, tampdo Tris 10 mM com NaCl 150 mM, néo
houve producdo de endostatina. Por outro lado, quando a protease purificada de
astrocitoma foi incubada com HUVEC por 2 horas, endostatina foi produzida,
como Vverificado pela visualizagdo de uma banda de 20 kDa no western blot
revelado com anticorpo anti-endostatina. A geracdo de endostatina foi inibida pelo
AEBSF. Esses resultados confirmam que a enzima identificada aqui produz

endostatina a partir do Col XVIII no sistema humanao.
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Figura 25: A protease da fracdo 6 de astrocitoma humano pode gerar
endostatina a partir do Col XVIII humano. No grafico, em A, podemos observar
a presenca de picos de eluicdo semelhantes aos de EOMA que eluiam aos 20
min, 35 min e 60 min. Na imagem do western blot, em B, podemos verificar que a
fracdo 6 quando incubada por 2 h com as células HUVEC era capaz de gerar
endostatina, sendo inibida por AEBSF. A endostatina ndo estava presente no meio
condicionado das células HUVEC, mas pbdde ser observada nas amostras
correspondentes ao incubado de células HUVEC com a fragdo 6 e quando

empregado AEBSF, um inibidor geral de serino-proteases, associado a fracao 6.
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4.8. Seqilienciamento da subunidade a2 de proteassoma

O fato de termos conseguido demonstrar que a protease por nés
identificada, tanto em EOMA quanto em astrocitoma humano, era capaz de gerar
endostatina em substratos naturais, nos encorajou a retomar as tentativas de
identifica-la inequivocamente por espectrometria de massa. Para tanto, partimos
de uma quantidade bastante maior de células (ver Materiais e Métodos) e optamos
por escolher bandas especificas para o sequienciamento, mesmo em um conjunto
maior de bandas. Uma vez que sabiamos que nossa protease apresentava uma
morfologia semelhante & de um proteassoma e que era inibida pelo inibidor de
proteassoma MG132, optamos por procurar especificamente bandas que
pudessem identificar componentes do proteassoma 20S. Assim, foram
confeccionados geis a partir do sobrenadante concentrado em centricon YM100 e
as bandas correspondentes aos pesos moleculares entre 36 kDa e 19 kDa foram
cortadas e sequenciadas. Em meio as proteinas sequenciadas de camundongo,
foram encontradas esterase D/ hidrolase formilglutationa, isoforma epsilon da
proteina 14-3-3, glutationa S-transferase omega 1, proteina heat shock 1,
glutationa S-transferase Pl 1, peroxirredoxina 1, proteina ribosomal S9 e L26 e
quinase difosfatase de nucleosideo, pudemos identificar a subunidade a2 de
proteassoma a partir de 12 peptideos identificados e 3 sequenciados
(HIGLVYSGMGPDYR, LAQQYYLVYQEPIPTAQLVQR, LTPTEVRDYLAAIA),
totalizando 44% de cobertura. Quando o mesmo gel foi submetido a técnica de
western blot, pudemos observar que a banda referente a subunidade a2 de
proteassoma correspondia em altura a uma das duas bandas majoritarias
produzidas por esta técnica (Figura 26). As mesmas bandas estavam igualmente
presentes em western blot pareado a gel desnaturante (SDS-PAGE) 12% da
fracdo 6 de EOMA (Figura 27).
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Figura 26: Subunidade de proteassoma em gel seqlenciado e pareado com
western blot. Nas duas colunas ao centro, visualizamos bandas coradas pela
técnica de coomassie blue coloidal, presentes em SDS-PAGE 12% de amostras
de sobrenadante de EOMA concentrado em centricon YM100. As bandas que
apresentavam pesos moleculares entre 19 kDa e 36 kDa correspondiam, apés
cortadas e sequenciadas, as seguintes proteinas: la) esterase D, 1b) hidrolase
formilglutationa, 2) isoforma epsilon da proteina 14-3-3, 3) glutationa S-transferase
omega 1, 4) proteina heat shock 1, 5) subunidade a2 de proteassoma, 6)
glutationa S-transferase PI 1, 7) peroxirredoxina 1, 8) proteina ribosomal S9, 9 e
10) nao identificadas, 11) proteina ribosomal L26 e 12) quinase difosfatase de
nucleosideo. A banda 5 sequienciada corresponde a uma banda evidenciada pela
técnica de western blot por anticorpo anti-subunidades de proteassoma, presente
na coluna a direita. Na coluna a esquerda podemos visualizar as proteinas do

padréo de peso molecular empregado neste experimento.
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Figura 27: Subunidades de proteassoma em fracdo 6 de EOMA. Bandas
majoritarias que correspondiam aos pesos moleculares entre 27 e 30 kDa
puderam ser evidenciadas por western blot pareado a SDS-PAGE 12% de fracéo
6 de EOMA. As faixas acima correspondem da esquerda para a direita a: 1)
padrao de peso pré-corado, 2) gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% corado por

prata e 3) western blot pareado com o gel da faixa 2.
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4.9. Gel de atividade pareado com western blot anti-subunidades de

proteassoma

Amostra de sobrenadante de EOMA concentrado em centricon YM100 foi
injetada em gel de poliacrilamida néo desnaturante 6%. Apds a corrida, tal gel foi
dividido em 3 partes, as quais receberam diferentes tratamentos. A faixa 1 foi
incubada com o peptideo fluorogénico como descrito em Materiais e Métodos, a
faixa 2 foi corada com coomassie blue coloidal e a faixa 3 transferida para
membrana de nitrocelulose e submetida a técnica de western blot com emprego
de anticorpo anti-subunidades de proteassoma. Através deste experimento,
pudemos visualizar o aparecimento de uma banda laranja gerada em gel de
atividade na faixa 1, apOs incubacdo com peptideo fluorogénico. Esta banda
correspondia a uma banda presente na faixa 2 que foi corada com coomassie blue
coloidal. Tal banda foi reconhecida pelo anticorpo anti-subunidades de
proteassoma, na faixa 3 (Figura 28). Num outro experimento em que O
sobrenadante concentrado em centricon YM 100 foi injetado em gel nativo 6%,
pudemos acompanhar a sequéncia temporal do surgimento de uma banda de
atividade a partir de 10 min em contato com o peptideo fluorogénico, cuja
intensidade de fluorescéncia era maxima aos 20 min, decaindo a partir desse

momento (Figura 29).
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Banda do proteassoma 20S com atividade

Figura 28: Géis nativos pareados com western blot. Bandas de mesma altura
presentes em geéis nativos e western blot. Da esquerda para direita, as sequéncias
de imagens correspondem a: 1) gel de atividade, 2) gel nativo corado por
coomassie blue e 3) gel submetido a técnica de western blot com emprego de

anticorpo anti-subunidades de proteassoma.
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Figura 29: Gel de atividade. Sequéncia temporal de atividade em gel nativo 6%
incubabado com peptideo fluorogénico. Podemos verificar que a atividade fica
mais intensa aos 20 min e a partir dai comeca a decrescer. O resultado

apresentado é representativo de um conjunto de 3 experimentos.
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4.10. Bandas coradas por Stains-All

Amostra de sobrenadante de EOMA concentrado em centricon YM100 foi
aplicada em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 12% e ap0s a corrida
foi corada pela técnica de Stains-All (Figura 30). Tal coloracéo revelou a presenca
de bandas azuladas que correspondiam aos pesos moleculares entre 27 kDa e 30
kDa, as mesmas que foram reconhecidas pelo anticorpo anti-subunidades de
proteassoma nas Figuras 26 e 27. A coloracdo de proteinas pela técnica de
Stains-All nos permite identificar proteinas pela gradacédo de pHs, as mais basicas
ficam vermelhas e as mais acidas azuis. Na faixa correspondente as subunidades
de proteassoma, embora exista uma banda de cor rosa, a cor predominante tende
ao azul. Esse resultado € compativel com os dados que conhecemos de
proteassomas, 0S quais sdo proteases que migram bem em gel nativo continuo

confeccionado em pH 8,3, por apresentarem pl em torno de 5.

— 250 kDa
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- . 98 kDa

- ’ 64 kDa

- . 50 kDa
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as subunidades de
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. S 16 kDa

Figura 30: SDS-PAGE 12% corado por Stains-All. Bandas coradas pela técnica
de Stains-All, correspondente ao peso molecular de subunidades de proteassoma,
apresentavam cor predominantemente azulada. Este dado € compativel com a

caracteristica acida de proteassomas.
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4.11. Proteassoma localizado na fracao de raft lipidica em dot blot

de homogeneizado de células EOMA

Um homogeneizado de células EOMA foi tranferido para uma membrana
de nitrocelulose para verificarmos a presenca de proteassoma em rafts de
membrana através de dot blot. O anticorpo priméario anti-subunidades de
proteassoma e a subunidade B de toxina colérica foram empregados neste
experimento. A subunidade B da toxina colérica apresenta alta afinidade por GM1,
um gangliosideo caracteristico de rafts lipidicas, ligando-se a ele.

\ 200 R TR AR

A . K
. Subunidade B de toxina
colérica que se liga a
GM1. um gangliosideo de
K %k raftlipidica
e
B

Anticorpo anti-
subunidades de
proteassoma 20S

Figura 31: Dot blot pareado com emprego de toxina colérica e de anticorpo
anti-subunidades de proteassoma. Em A, subunidade B de toxina colérica
ligada a GM1, um gangliosideo caracteristico de rafts lipidicas; os spots
assinalados com 1 e com 2 asteriscos indicam a ligacdo da toxina colérica a rafts
lipidicas livres e associadas ao pellet, respectivamente. Em B, spot ha membrana
de nitrocelulose marcado pelo anticorpo anti-subunidades de proteassoma que

coincide com o marcado pela toxina colérica em A.
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, buscamos a protease capaz de liberar a endostatina do
coladgeno XVIII humano. Primordialmente, a protease pesquisada foi extraida de
cultura de EOMA, de onde a endostatina foi isolada originalmente. As células
EOMA foram escolhidas por representarem um modelo ideal para estudo do
processamento do colageno XVIII por produzirem tanto o substrato colageno XVIli
guanto a atividade proteolitica geradora da endostatina. Imagindvamos
inicialmente que a seqUéncia humana, apresentando dois residuos pouco
palataveis de prolina nas posi¢coes P2 e P3, seria muito dificil de ser hidrolizada. A
prolina € um aminoacido que se diferencia dos demais aminoacidos devido ao fato
de possuir uma estrutura quimicamente coesa e rigida, sendo mesmo o
aminoacido mais rigido dos vinte que sao codificados geneticamente. A sua
estrutura anelar, devido a ligagcdo da amina alfa terminal (NH2) a cadeia alifatica,
Ihe confere a classificacdo de iminoacido (Figura 32). Tal conformacéo tende a
dificultar a acdo de proteases em sitios onde a prolina estd localizada. Os
primeiros resultados com as proteases purificadas, dentre elas a colagenase,
catepsina L, elastase e tripsina confirmavam esta suspeita. A sequéncia murina,
por outro lado, foi bastante suscetivel a acdo de diversas enzimas, incluindo
elastase e catepsina L. Estes resultados confirmavam nossa expectativa de que o
sitio de clivagem do NC1 humano exigiria a acdo de uma protease mais complexa

gue a elastase (Wen et al., 1999) ou a catepsina L (Felbor et al., 2000).
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Figura 32: Representacdo esquematica da prolina. Na figura podemos
visualizar a estrutura planar e em 3D da prolina, em A e em B, respectivamente. A
presenca de anel resultante da ligacdo da cadeia alifatica a amina alfa terminal
confere-lhe o titulo de iminoacido.

No processo de identificacdo da protease, com a confeccao de géis e
analise por espectometria de massa, as proteinas anexina I, anexina V, actina e
B-tubulina foram sequenciadas.

Ao consultar a literatura verificamos que as anexinas sdo uma familia de
proteinas multigénicas conservadas evolutivamente, com seus membros sendo
expressos através dos reinos vegetais e animais. Pelo menos 20 membros da
familia das anexinas tém sido descritas até o0 momento. A anexina Il se liga com
alta afinidade tanto a actina quanto aos fosfolipideos acidos de membrana (Gerke
& Moss, 2002). Segundo Rescher & Gerke (2004), a anexina Il € uma proteina
ligadora do citoesqueleto de actina, associando-a a rafts lipidicas. Sabe-se que
células tumorais pancreaticas superexpresam anexina Il (Paciucci et al., 1998).
Tuszynski e colaboradores (2002) demonstraram que a angiostatina, apontada
como inibidor do crescimento de cancer de mama e de metastases, liga-se a
anexina Il de superficie celular, sugerindo um possivel envolvimento de anexina Il
em progressdo tumoral. Gately e colaboradores (1997) demonstraram que o
plasminogénio pode ser convertido a AS4.5, uma isoforma anti-angiogénica da

angiostatina, na superficie de linhagens celulares tumorais humanas, de cancer de
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préostata PC-3, de mama MDA-MB231 e fibrossarcoma HT1080, na presenca de
um complexo de superficie extracelular composto pela anexina Il, a-enolase e (-
actina. Tal complexo tem sido descrito como receptor do plasminogénio e de tPA
(Kwon et al., 2002). Desse modo, tendo em vista que tPA, uma serino-protease,
amplamente descrita em ambientes angiogénicos e tumorais e que pode se ligar a
anexina ll, proteina sequienciada da fracdo ativa de EOMA, procuramos emprega-
la em nossos testes de atividade proteasica. Contudo, tPA ndo foi capaz de
desempenhar qualquer atividade catalitica sobre o peptideo fluorogénico humano,
mas demonstrou eficicia sobre a clivagem do substrato sintético H-D-lle-Pro-Arg-
pNa. De acordo com Butenas e colaboradores (1997) a serino-protease tPA
apresentaria alta afinidade por substratos que possuem residuos de arginina, na
posicéao P1 e flexibilidade na aceitacdo de aminoacido hidrofébicos em P2, sendo
gue valores de kgq: para a hidrolise do substrato aumentariam inversamente com
diminuicdo da hidrofobicidade desses aminoacidos, que se apresentam, a seguir,
em ordem crescente de hidrofobicidade: Leu < Val e Gli < Ser < Pro. Além disso,
0s aminoacidos fenilalanina, leucina e valina, ao invés de residuos de Ser e Pro na
posicédo P3 do substrato favoreceriam a clivagem por tPA.

Ao procuramos caracterizar a protease presente no sobrenadante de
EOMA, seu perfil de inibicdo foi analisado. Para tanto, todas as classes de
inibidores de proteases foram testadas. Contudo, apenas benzamidina e PMSF,
inibidores gerais de serino-proteases puderam demonstrar inibicdo. Desse modo,
consultando a literatura encontramos o trabalho de Lee e colaboradores (2000),
gue caracterizava uma protease capaz de processar o CD44, um receptor de
membrana plasmatica. Estes autores procuravam em células mioepiteliais que
circundam carcinomas in situ incipientes, um fator que justificasse a supressao
tumoral mediada por estas células. Identificaram uma sheddase com potencial
para liberar o CD44 soluvel a partir da superficie celular. Estes autores
descreveram que a sheddase do CD44 era inibida por inibidores seletivos de
guimotripsina, mas, curiosamente, ndo era afetada pelos inibidores genéricos de

serino-proteases. Tal pesquisa motivou-nos a testar a agédo dos inibidores
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especificos de quimotripsina, TPCK e quimostatina, sobre a atividade de nossa
protease. Coincidentemente, a atividade da protease de EOMA, assim como da
sheddase do CD44 em células mioepiteliais, pbde ser inibida por tais inibidores
Contudo, no caso da protease de células mioepiteliais, a adicdo de quimotripsina
exogena foi capaz de mimetizar o efeito da sheddase, enquanto, em nosso caso, a
adicdo de quimotripsina exdgena aos peptideos fluorogénicos ndo resultou em
atividade proteolitica significativa do peptideo fluorogénico humano. A
quimotripsina, enzima digestiva atuante no intestino delgado, e as enzimas
qguimotripsina-like reconhecem no substrato a extremidade carboxi-terminal de
residuos aromaticos, como tirosina, triptofano e fenilalanina, além de clivar
residuos hidrofobicos grandes, como a metionina.

Tal resultado nos permitiu reportar a teoria do pesquisador John Beard,
gue defendia o emprego da associacdo tripsina-quimotripsina e de seus
zimogénios no tratamento do cancer. Segundo Beard (1905), as proteases
administradas parenteralmente, de forma empirica, levavam, em muitos casos, a
regressao tumoral e, em algumas vezes, a sua remissao por completo. Tal teoria
tem sido lembrada, um século depois, por Novak & Trnka (2005), que
demonstram, com a associacdo de tripsina-quimotripsina ao meio de cultura
celular de células tumorais, a diminuicdo do potencial migratorio dessas células,
bem como a alteracdo do citoesqueleto, que ndo apresentam a polaridade
necessaria a migracdo. Estes pesquisadores atribuem aos fatores anti-
angiogénicos, como a endostatina, tal efeito anti-tumoral. Em consonancia ao
pensamento destes pesquisadores, trabalhos vém atribuindo a endostatina papéis
anti-tumoral e anti-angiogénico, embora este Ultimo atributo tenha sido o primeiro
dos dois a ser descoberto. Novak & Trnka (2005) acreditam que a endostatina
poderia estar sendo produzida por protease tipo quimotripsina em ambiente
tumoral e, para embasar esta hipotese, citam o trabalho de Standker (1997), que
sugere a mesma possibilidade.

Segundo Keesey (1987), embora a especificidade primaria da

guimotripsina seja clivar apds os residuos de tirosina, fenilalanina e triptofano,
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aminoécidos aromaticos, pode também cortar no C-terminal dos aminoacidos
leucina, metionina e alanina, sendo, por isso, classificada como uma protease de
amplo espectro. Além disso, Powers e colaboradores (1985) verificando a
atividade de enzimas tipo quimotripsina como as proteases | e Il de células de
mastécitos de ratos e quimases da pele de cachorros, concluiram que estas
enzimas preferem um residuo aromatico em P1 e residuos hidrofébicos em P2 e
P3, sendo os residuos de prolina os de eleicdo para estas posicdes. Ao
incubarmos a protease de EOMA com peptideo fluorescente em alta
concentragcdo, pudemos constatar que dois fragmentos eram gerados, RPTSPPA
e HSHRQ, o que veio a confirmar ser esta protease capaz de gerar a endostatina
completa contendo as trés histidinas e com capacidade de abrigar o ion zinco o
gue lhe confere conformacao apropriada para exercer atividade antiangiogénica.
Dick e colaboradores (1998), empregando subunidades inativadas do
core protéico do proteassoma 26S, ou proteassoma 20S, de leveduras,
demonstraram que todas as suas trés subunidades cataliticas, 1, p2 e B5,
poderiam clivar ap0s aminoacidos hidrofébicos pequenos, como a alanina,
atuando cooperativamente. Contudo, a subunidade tipo quimotripsina, a 5, era a
gue apresentava maior atividade, mesmo quando comparada com o0 proteassoma
tipo selvagem. Sabe-se, atualmente, que a regido que antecede o ponto de
clivagem da endostatina humana e que faz parte do segmento central do NC1
sujeito a protedlises, € considerada pouco estruturada, composta pelos
aminoacidos alanina, prolina e serina. Segundo Linding e colaboradores (2003),
aminoacidos como a prolina, serina, treonina, lisina e metionina sdo responsaveis
pela criacdo de regides nado estruturadas nas proteinas, as quais podem ser
visualizadas por NMR. Tais regides se apresentam como loopings e coils na
estrutura das proteinas, 0s quais parecem se constituir em sitios preferenciais de
clivagem pelos proteassomas. Asher & Shaul (2005) sugerem que regibes nao
estruturadas de substratos favoreceriam a catélise pelos proteassomas 20S, como

as apresentadas por p53 e Ikp-NFkB e curiosamente presente no NC1 do
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coladgeno XVIII, em especial no sitio de clivagem que antecede a geracdo da
endostatina.

Neste trabalho verificamos que a fracdo mais purificada de EOMA
apresentava o mesmo perfil de inibicdo dos sobrenadantes de EOMA. Além disso,
ao testarmos dois novos inibidores, o AEBSF, inibidor geral de serino-proteases e
0 MG132, um inibidor de proteassoma e de proteases lisossomais, pudemos
constatar que tanto o AEBSF, nas concentragcbes de 1 mM e 10 mM, quanto
MG132, nas concentragOes de 1 uM e 10 uM puderam inibir a atividade da fracéo
testada. Segundo Kisselev e colaboradores (1999), o AEBSF funciona como um
potente inibidor irreversivel da subunidade tripsina-like de proteassomas, podendo
inibir 90% de sua atividade, enquanto ndo atua sobre suas outras duas
subunidades. Desse modo, tendo em vista ter sido a protease de EOMA inibida
50% por AEBSF a 10 mM e quase totalmente por MG132 a 10 uM, ampliamos a
analise do conceito da classe da protease pesquisada de serino para treonino-
protease, acreditando ser esta um proteassoma, devido a este e a outros indicios
gue nos permitiram confirmar esta hipotese. Moriyasu e Malek (2004) afirmam,
ainda, que a atividade do proteassoma 20S de alga Charophyceae, Chara
corallina p6de ser inibida por diferentes classes de inibidores, dentre os quais
leupeptina, antipaina, PMSF e o-fenantrolina, na presenca de SDS.

Segundo Baumaster e Lupas (1997), proteassomas, que apresentam o
residuo treonina no sitio catalitico em seu N-terminal nucledfilo e aceptor de
prétons, continuam igualmente ativos caso sofram mutacdes consideradas
aceitaveis, as que poderiam substituir a treonina por residuos de serina ou de
cisteina. Além disso, estudo realizado por Moryasu e Malek (2004), pdde constatar
gue a atividade catalitica sobre o substrato sintético Suc-LLVY-MCA era tanto
inibida por quimostatina como também por MG132. Tal inibicdo permitiu-lhes
concluir que o sitio catalitico do tipo quimotripsina do proteassoma de eucariotos
era sensivel a inibidores de serino e de treonino-proteases. Segundo Fuertes e
colaboradores (2003), o inibidor MG132 néo inibe exclusivamente proteassomas,

podendo inibir também cisteino-proteases lisossomais. Contudo, os inibidores de
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cisteino-proteases e de aspartil-proteases, testados em nossa pesquisa, nao
puderem inibir a protease pesquisada.

Através de microscopia eletrdnica de transmissdo empregando-se a
técnica de constrastacdo negativa, pudemos visualizar uma estrutura semelhante
a de um barril, em tomada lateral, e a de um disco, quando visto de cima,
proveniente da fragdo ativa de EOMA. Essas imagens sdo compativeis com as de
um proteassoma, que tem sido bem caracterizado em diversos trabalhos
(Vaithilingam et al., 1995; Cascio et al., 2002; Fonseca & Morris, 2008).

Além disso, pudemos constatar que a atividade dos sobrenadantes das
células tumorais testadas se concentrava nas fragdes 6 e 11, que correspondem a
pesos moleculares acima de 669 kDa. Como sabemos, 0 proteassoma 26S,
também conhecido como holoproteassoma, apresenta peso molecular entre
1.500.000 Da e 2.000.000 Da. O peso molecular da fracdo 11 € compativel com o
proteassoma 20S, que apresenta aproximadamente 700 kDa (Zoeger et al., 2006
e Sixt et al.,, 2007). Segundo Zoeger e colaboradores (2006), a presenca de
proteassomas 20S circulantes no plasma de individuos saudaveis e com lapus
eritematoso e artrite reumatdide pbde ser observada. Tais pesquisadores
demonstraram a existéncia de diferentes subtipos de proteassomas 20S
plasmaticos que diferiam entre individuos saudaveis e doentes. Enquanto 0s
primeiros apresentavam seis subtipos, os uUltimos apresentavam sete, um a mais
dos existentes em pessoas sadias. De acordo com a analise deste grupo, essa
diferenca poderia refletir o estado de doenca dos individuos portadores de sete
subtipos, podendo ser a base para o desenvolvimento de um novo sistema de
teste diagnostico para se detectar, precocemente, enfermidades e se monitorar as
terapias empregadas para combaté-las. A presenca de proteassoma 20S
extracelular também foi descrito recentemente em trabalho de Sixt e
colaboradores (2007). Foi demonstrada sua presenca em lavado broncoalveolar,
nao associado a fracdo contendo células, ou seja, livre no sobrenadante. Esse
resultado é compativel com o observado em nossa pesquisa. Um outro dado

interessante deste trabalho que esta de acordo com o0s obtidos em nossa
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pesquisa, diz respeito ao controle de possivel rompimento das células do epitélio
pulmonar com liberagéo de proteassoma para o0 meio extra celular. Assim como os
testes por nés empregados, a contagem de células vivas e mortas e a auséncia de
correlacdo entre a atividade do lavado e a lactato desidrogenase, um marcador de
rompimento celular, descartaram a possibilidade de lise celular no trabalho deste
grupo. Segundo suposicdo destes pesquisadores, 0s proteassomas 20S
broncoalveolares poderiam estar atuando fisiologicamente na manutencdo da
pressdo osmoética e da purificacdo do ambiente pulmonar ao degradar proteinas
indesejaveis.

Os resultados obtidos em testes de atividade proteasica tanto sobre o
peptideo sintético quanto sobre o NC1 recombinante humano e colageno XVIII de
células HUVEC demonstraram a existéncia de atividade diferenciada em células
tumorais. Tais resultados podem ser comparados a um trabalho publicado por
Kumatori e colaboradores (1990) que demonstraram pela primeira vez altos niveis
de expressdo anormal de proteassomas em células leucémicas humanas. Outros
pesquisadores publicaram em anos seguintes dados demonstrando que tanto a
guantidade quanto a composi¢cdo das subunidades do proteassoma variavam
entre as células neoplasicas e as normais (Henry et al., 1996; Bureau et al.,
1997a; Baz et al.,, 1997; Henry et al.,, 1997). Wada e colaboradores (1993)
demonstraram a existéncia de proteassomas presentes no soro de pacientes
portadores de malignidades hematologicas e seu possivel significado
patofisiologico. Além destes pesquisadores, outros tantos demonstraram a
existéncia de proteassomas no plasma de individuos sadios (Sixt & Dahlmann,
2008) e altos niveis em pacientes apresentando especialmente tumores solidos
(Stoebner et al., 2005), leucemias (Lavabre-Bertrand et al., 2001) e doencas auto-
imunes (Ergerer et al.,, 2002). Segundo Dutaud (2002), proteassomas
extracelulares podem ser quantificados por ELISA. Estes pesquisadores
demonstraram que pacientes portadores de tumores soélidos podem apresentar
entre 1000 e 10000 ng/ml de proteassoma circulante, enquanto individuos-controle

normais, no maximo, 3000 ng/ml de proteassoma plasmatico.
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Além dos testes de atividade realizados no fluorimetro em nosso
trabalho, testamos o funcionamento da protease também com o emprego de gel
nativo confeccionado com o sobrenadante de EOMA concentrado no centricon YM
100. Neste teste, procuramos utilizar um tampao semelhante ao empregado no
trabalho de Moriyasu & Malek (2004), que era composto por tampao tris-HCI, pH
7, ao qual se adicionava SDS 0,03%, CaCl, 5 mM e MgCl, 5 mM, em géis de
atividade com proteassoma 20S, empregando peptideo sintético Suc-LLVY-MCA.
De acordo com estes pesquisadores a maior hidrélise de Suc-LLVY-MCA era
observada quando o pH étimo do tampé&o era empregado, o qual variava entre 7,0
e 8,5. Em nossa pesquisa, constatamos, igualmente, que esta faixa de pH era
ideal para a proteolise do peptideo fluorogénico empregado (Figura 18). Segundo
Reshetnyak e colaboradores (2004), a adicdo de SDS e de ions mono e divalentes
em tampdes empregados em testes de atividade com proteassomas 20S levam a
mudancas estruturais de suas subunidades o que favoreceria uma conformacao
mais aberta deste proteassoma, permitindo um melhor acesso do subtrato ao
interior da camara proteolitica e um aumento da atividade quimotripsina-like.

Objetivando obter mais informacdes sobre a composicdo das bandas
presentes em SDS-PAGE do sobrenadante de EOMA concentrado em centricon
YM 100, realizamos um processo de coramento deste gel com um corante
denominado Stains-All. As bandas coradas por Stains-All apresentam matizes que
variam da cor vermelha a azul, estando o significado das cores relacionado ao
grau de acidez das bandas coradas por este processo. As bandas se apresentam
coradas em azul quando muito acidas, em violeta, quando pouco acidas e em
vermelho, quando basicas. As que correspondiam aos pesos moleculares de
proteassoma 20S apresentavam-se predominantemente em tons azulados. Além
de sabermos que os proteassomas apresentam pl em torno de 5, o que lhe
confere uma condi¢cdo mais acida, Pouch e colaboradores (1995) afirmam que
proteassomas podem se ligar a muitos diferentes tipos de RNA que variam de 80
a 120 nucleotideos e que parecem fazer parte desse complexo. Contudo sabe-se

gue RNA néo é parte estrutural do proteassoma.
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Em nosso trabalho, pudemos observar com a confeccdo de géis nativos
e de bandas marcadas por anticorpo anti-subunidades de proteassoma 20S a
existéncia de bandas que migraram em alturas diferentes. Segundo Drews e
colaboradores (2007), existem diferentes subpopulacbes de proteassomas no
coragdo, com pl em torno de 5, que apresentam nuances na atividade de sua
subunidades cataliticas. Modificagbes poOs-traducionais levariam a sutis variaces
em torno deste pl, o que poderia indicar alteracbes na porcentagem das
subunidade do proteassoma. Assim, como exemplo, um pl de 5,21 seria indicativo
da presenca de menos de 58% da subunidade B2i no proteassoma quando
comparado com aquele de pl 5,26. Aléem disso, esses pesquisadores sugerem que
o pl de proteassomas poderia ser alterado, adicionalmente, devido a
desfosforilagbes. Desse modo, acreditamos que diferentes alteracbes possam
estar ocorrendo em proteassomas liberados para o sobrenadante das células
EOMA. Além disso, uma outra possibilidade da presenca de bandas em diversas
alturas, reveladas em western blot de SDS-PAGE 12% de sobrenadante de EOMA
e da fracdo mais purificada, seja decorrente do processo de desnhaturacao
insuficiente do proteassoma, mesmo empregando-se SDS, B-mercaptoetanol e
fervura por 1-5 min. Segundo Pouch e colaboradores (1995), o proteassoma 20S é
muito estavel, resistente in vitro a alta forca ibnica e a detergentes como o
lauroilsarcosinato 1%.

De acordo com a literatura, proteassomas 20S sdo constituidos por
subunidades cujos pesos moleculares variavam de 19 kDa a 35 kDa (Pouch et al.,
1995) ou de 26 kDa a 32 kDa (Moriyasu & Malek, 2004) ou, ainda, de 22 kDa a 32
kDa (Drews et al., 2007). Segundo Drews e colaboradores (2007) as subunidades
de proteassoma 20S séo dispostas em nove bandas em SDS-PAGE 12%, ficando
assim dispostas de cima para baixo: 1la banda) a6; 2a banda) a7 e a3; 3a banda)
B2; 4a banda) o4; 5a banda) a5; 6a banda) al; 7a banda) a2, B3, f6 e p7; 8a
banda) p1 e p4 e 9a banda) 5. Desse modo, em nosso trabalho, procuramos
sequenciar as bandas que correspondiam aos pesos moleculares entre 19 kDa e
35 kDa presentes em SDS-PAGE de concentrado de sobrenadante de EOMA em
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centricon YM 100. A raz&o para se escolher este gel ao invés de SDS-PAGE da
fracdo 6 deveu-se ao fato das bandas entre estes pesos moleculares estarem
menos visiveis neste Ultimo gel, mesmo se corado com técnica sensivel para
visualizacdo de bandas que apresentam pouca massa, COmo O coramento com
comassie blue coloidal ou prata. Desse modo, pudemos sequenciar a subunidade
o2 do proteassoma 20S. Tal banda correspondia ao peso molecular da banda que
pode ser reconhecida por anticorpo anti-subunidades de proteassoma empregado
em western blot da fragdo 6 e do concentrado do sobrenadante de EOMA
injetados em SDS-PAGE 12%. Tal resultado pdde confirmar nossas suspeitas de
ser um proteassoma a protease capaz de clivar o colageno XVIlI, in vitro, gerando
endostatina.

Bureau e colaboradores (1997b) caracterizaram proteassomas como
antigenos de superficie celular em subpopulacéo de linfécitos humanos. Segundo
Dhungana e colaboradores (2008), a concentracédo de proteassomas 20S torna-se
aumentada em superficie celular de macréfagos estimulados por
lipopolisacarideos. Microscopia confocal e imunocitoquimica demonstraram um
aumento do recrutamento de proteassomas em rafts lipidicas no trabalho
supracitado. Em uma de nossas primeiras tentativas de seqienciamento em que
foram sequenciadas proteinas de alto peso molecular (38-100 kDa), verificamos a
presenca das proteinas anexinas Il e V. Essas proteinas estdo sabidamente
associadas a rafts lipidicas, da mesma forma que o0s proteassomas néao
citoplasmaticos encontrados em células tumorais. Assim, poderiamos imaginar
gue a protease geradora da ES humana estaria localizada nessas estruturas
juntamente com os marcadores anexinas Il e V.

Ao final deste trabalho concluimos ser a protease geradora da endostatina
humana, uma protease soluvel, apresentando atividade extracelular e
preferencialmente expressa em células tumorais, caracteristicas compativeis com
proteassomas ativos extracelularmente.

Uma das perspectivas abertas deste trabalho é o desenvolvimento de um

novo procedimento diagnostico tendo por base a identificacdo desta protease.

127



128

6. CONCLUSOES

128



129

6. CONCLUSOES

6.1. A protease geradora da endostatina humana possui as subunidades
presentes em proteassoma.

6.2. A protease reconhece o substrato natural, produzindo endostatina.

6.3. Portanto, a protease geradora da endostatina humana é um proteassoma
extracelular.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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