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RESUMO

Leucurogina (leuc) € uma proteina recombinante obtida do cDNA da glandula da
serpente B. leucurus que apresenta atividade antagonista de integrina. Esta proteina
€ 98% homdloga ao dominio desintegrina da jararagina, uma SVMP que pertence a
classe P-Ill, ou seja desintegrina-ECD. Pelo fato de ter sido clonada da serpente B.
leucurus e por apresentar atividade anti-agregacao plaquetaria foi denominada
presenta leucurogina. Além de apresentar capacidade de inibicAo da agregacédo
plaguetaria, é também capaz de inibir adesdo celular e crescimento tumoral em
linhagens como Ehrlich e melanoma. Com objetivo de contribuir para o estudo da
atividade biolégica da leucurogina, resolvemos desenvolver este trabalho com o
objetivo de caracterizar sua atividade anti-angiogénica e anti-metastatica. Ap0s a
producdo da leuc, a mesma foi purificada em cromatografia de troca iénica (coluna
Q-sepharose). Em ensaios biolégicos de angiogénese in vitro na presenca de
células endoteliais-HUVEC acrescidas de matrigel, 50 pg/mL de leuc inibiu
fortemente a formacéo de estruturas pro-angiogénicas, necessarias para a formacao
de vasos sanguineos. Essa reducédo foi de aproximadamente 66%. Para analise de
angiogénese in vivo foi utilizada matriz esponja. Na dose 10 pg/animal leuc reduziu
significativamente o0s niveis de hemoglobina na esponja nas duas vias de
tratamentos. Na concentracdo de 10 pg/mL reduziu a proliferacdo celular de
malanoma murino (B16F10) e células endoteliais HUVEC estimuladas com FGF em
estudos in vitro. Apresentou também capacidade de reduzir (44%) a massa tumoral
de tumores de Ehrlich em camundongos Swiss tratados com injecdes diarias de 10
pg/animal da proteina por 7 dias. Em ensaios de metastase tumoral pulmonar 5
pg/animal de leucurogina a cada 48 horas inibiu fortemente o numero de ndédulos
tumorais nos pulmdes (indicadores de metastase) de camundongos C57. Esses
resultados mostram que leucurogina possui acao de inibicdo da angiogénese e de
metastase tumoral.

Palavras chaves: angiogénese, desintegrina-simile, proteina recombinante,
antagonista de integrina, metastase.



Abstract

Leucurogin (leuc) is a recombinant protein cloned from the venom gland of B.
leucurus snake that is able to antagonize effects of integrin receptors. This protein is
98% homologous to the desintegrin-simile domain of jararagin, a metalloproteinase
that belong to the class P-lll of SVMPs. Leuc showed to be able to inhibit platelet
aggregation, cellular adhesion and tumoral growth of Ehrlich and melanoma tumors.
Leuc was produced using P. pastoris expression system and purified by
chromatography on ionic exchange column (Q-sepharose). In in vitro assays with
HUVEC, in the presence of matrigel, leucorogin at 50 pg/mL inhibited the formation
of pro-angiogenic strucutures, necessary for the formation of blood vessels. This
reduction was of approximately 66%. At 10 ug/mL, leucurogin reduced the cellular
proliferation of murine malanoma (B16F10) and endothelial cells (HUVEC) stimulated
with FGF. For in vivo studies of angiogenesis it was used the implanted sponge
model. At dose 10 pg/animal leuc significantly reduced the levels of hemoglobin in
the sponge. After treatment with leucurogin by 7 days it also presented capacity to
reduce (44%) the tumoral mass of Ehrlich tumor implanted in Swiss mice. Leucurogin
showed also to be able to inhibit metastasis. At the dose of 5 pg/animal/day it
strongly inhibited the number of nodules in the lung of C57B16 mice. These results
show that leucurogin is able to inhibit angiogenesis and tumoral metastasis.

Keywords: angiogenesis, disintegrin-ike, recombinant protein, integrin antagonist,
metastasis.
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l. Introducao

1. Angiogénese

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig para
descrever o processo de vascularizagdo na placenta. Entretanto, o estudo
sistematico da angiogénese teve inicio em 1963, por Judah Folkman, e
progressivamente foram desenvolvidos varios modelos in vitro e in vivo para o
estudo de seus mecanismos moleculares, modulagdo e sua importadncia nos
processos fisioldgicos e patologicos (FOLKMAN e BREM, 1992).

Angiogénese € o processo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes (PASCHOALIN e cols, 2007). De acordo com Carlos e
Harlan (1994); Folkman (1995), este mecanismo apresenta papel chave no
desenvolvimento embrionario, o qual € iniciado pela vasculogénese, onde uma rede

vascular primitiva é formada através da agregacdo de angioblastos (células

progenitoras) durante a embriogénese (RISAU e FLAME, 1995), como mostra a

figura 1.
VASCULOGEME ANGIOGENESE
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Figura 1. Vasculogénese e os tipos de angiogénese: brotamento, o mais frequente;
intussuscepcdo e pontes trans-endoteliais e recrutamento de células progenitoras
endoteliais (EPCS) da medula 6ssea (CARMELIET, 1988).

A angiogénese também esta envolvida nos eventos de cicatrizacao,
inflamacdo e reparagdo dos tecidos, por meio de mitdgenos, citocinas e outras
moléculas por eles liberados, transportados e/ou produzidos. Basicamente, vasos
sanguineos sdo constituidos de: células endoteliais, que estdo em contato direto

com o sangue; pericitos, localizados abaixo do endotélio; células musculares lisas;
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fibroblastos; membrana basal e matriz extracelular (MEC), que podem assumir
composicdo e funcdes diferentes dependendo da localizacdo no organismo e de
constituintes celulares (RAJOTTE e cols, 1998) (Figura 2).

Vasos sanguineos ' ctpjuntivo
em vertebrados

Artéria

.",_\
endotélio

e Veia
%células endoteliais
tecido conjuntivo F

tecido muscular liso Capi[ar
endotélio

éi Ei-h __células endoteliais

Figura 2. Morfologia de um vaso.

As células endoteliais migram, proliferam e conectam-se através de juncdes
firmes entre elas formando o tubo que conterd o sangue que perfunde os tecidos.
Células de suporte sado recrutadas para revestir este tubo endotelial provendo
sustentacdo e funcbes modulatérias, como 0s pericitos para pequenos capilares,
células musculares lisas para grandes vasos e células miocardicas para 0 coracao
(HANAHAN, 1997).

As etapas da angiogénese envolvem vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular em resposta ao Oxido nitrico e fator de crescimento de
células endoteliais (VEGF), degradacdo da membrana basal por metaloproteinases
(MMPs), perda das juncdes entre as células endoteliais pela acdo do ativador do
plasminogénio, migracado e proliferacdo das células endoteliais, formacao de corddes
endoteliais, formacdo de membrana basal, maturacdo e remodelamento,
recrutamento de células periendoteliais (JAIN, 2003).

As células endoteliais do sistema vascular no adulto normal sdo quiescentes,
sendo sua reciclagem um processo muito lento. A excecao ocorre em processos
extremamente ordenados como no ciclo reprodutivo feminino (ovulagéo, implantagcéo
e gestacdo ou menstruacdo). Apenas nestes casos ou em resposta a um estimulo
apropriado, como na cicatrizagcdo de feridas ou crescimento tumoral, este sistema
guiescente é ativado e produz novos capilares (HANAHAN e FOLKMAN, 1996).
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A angiogénese esta sujeita a um complexo sistema de controle com fatores
angiogénicos e anti-angiogénicos (angiostaticos). No individuo adulto, o crescimento
vascular esta sob rigoroso controle, havendo uma predominancia dos fatores
angiostaticos sobre o0s angiogénicos. A neovascularizacdo s6 ocorre quando esta
relacdo for inversa. Como exemplo de fatores angiostaticos existem o0s pericitos,
varios componentes da matriz extracelular como endostatina (O'REILLY e cols,
1997) e tunstatina (MAESHIMA e cols, 2000), fragmentos de colagenos tipos XVIII
(matriz extracelular) e IV (membrana basal) e trombospondina. Como exemplo de
fatores pré-angiogénicos existem a injdria, hipdxia, citocinas (VEGF, TNF-a),
quimiocinas, angiogenina e células inflamatérias (D’AMORE e THOMPSON, 1987,
BERNARDINI e cols, 2003).

1.1 Principais fatores de crescimento envolvidos na angiogénese

As citocinas sdo polipeptideos mediadores locais, envolvidos em varios
processos bioldgicos importantes tais como a imunidade e inflamacgéo. As citocinas
participam da imunidade inata, apresentacdo de antigeno, diferenciacdo de células
da medula 6ssea, ativacdo e recrutamento celular, expressdao de moléculas de
adeséo, regulacao do crescimento e diferenciacéo celular. Influenciam a implantacao
do embrido e o desenvolvimento fetal, e podem ser importantes em doencas néo
imunologicas (FELDMANN e cols, 1996; MULLER, 2002; BORISH e STEINKE,
2003).

Para Stefanini e cols (2008) e Chavakis e Dimmeler (2002), o VEGF é uma
potente citocina envolvida na angiogénese por atuar estimulando a mitose de células
endoteliais, sendo considerado um regulador chave das angiogéneses fisiologica e
patolégica. De acordo com Bronchud e cols (2008), o VEGF €& considerado o
primeiro fator pr6-angiogénico a ser produzido durante a embriogénese. Ele também
aumenta a permeabilidade microvascular que pode preceder ou acompanhar a
angiogénese, a diferenciacdo de células, a proliferacdo, a migracdo e a
sobrevivéncia (HOEBEN e cols, 2004). Pesquisas realizadas utilizando
camundongos mostram que a deficiéncia de VEGF diminui a mitose de células
endoteliais comprometendo o0 sistema vascular, levando a morte durante o
desenvolvimento embrionario (CHAVAKIS e DIMMELER, 2002).
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De acordo com Yan e cols (2007), o VEGF inicia seu efeito angiogénico
ligando-se a duas tirosinaquinases homologas, VEGF-receptor tirosinaquinase 1
(VEGFR1) e VEGF-receptor tirosinaquinase 2 (VEGFR2). A transcricdo do mRNA do
VEGF pode ser induzida pela secrecdo de diferentes fatores de crescimento e
citocinas, incluindo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento epitelial EGF, fator de necroses tumoral (TNF-a e ) e interleucina (IL-
1B) (VEIKKOLA e ALITALO, 1999; AKAGI e cols, 1999, ENHOLM e cols, 1997). Os
niveis de VEGF liberados séo regulados, principalmente, pela tensdo de oxigénio no
tecido. Condicdes geradoras de hipoxia induzem rapidamente aumento da producéo
e secrecdo de VEGF local (FERRARA e cols, 1998).

Em humano, a familia do VEGF é composta por cinco membros: VEGF A
(também referido como VEGF) VEGF B, C, D e fator de crescimento placentario
(PIGF) (STEFANINI e cols, 2008). O VEGF é expresso principalmente por células
endoteliais (SHIRAKAWA e cols, 2002; BRONCHUD e cols, 2008), entretanto, esta
também expresso em diferentes tecidos tais como: cérebro, rim, figado e baco, além
de alguns tipos celulares, como macréfago em resposta a hipdxia e hipoglicemia
(VEIKKOLA e ALITALO, 1999; HOEBEN e cols, 2004). Ele pode ser estocado na
matriz extracelular como um ligante de heparina sulfato proteoglicano. Quando a
angiogénese é requerida o VEGF pode ser liberado da MEC, ou novamente
produzido devido sua frequente expressdo (BRONCHUD e cols, 2008; SHIRAKAWA
e cols, 2002).

Além do VEGF, células endoteliais podem expressar fatores de crescimento
de fibroblasto (FGF), uma familia de proteinas que participam de processos chave
nos mais variados tecidos, e apresentam funcdes paracrina, autdcrina e justacrina,
regulando mitose, diferenciacdo celular, morfogénese e cicatrizacdo. Além disso, 0s
FGF estédo envolvidos no desenvolvimento normal, no processo de angiogénese e
em atividades neutréficas. Estdo envolvidos também na hematopoiese por serem
potentes reguladores de crescimento e diferenciacdo para uma variedade de células
mesodermais, ectodermais e de origem endodermal. Entretanto, a relacéo estrutura-
funcdo dos FGFs ainda é pouco entendida. O principal membro desta familia, o
FGF-2, apresenta quatro isoformas moleculares incluindo a forma de 18 kDa,
citoplasmatica que quando € secretada se liga aos receptores especificos (FGFRs) e

dispara uma complexa cascata de sinalizacédo celular. As outras isoformas, de alto
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peso molecular (21, 22 e 22,5 kDa) apresentam localizagdo nuclear e provavelmente
atuem de maneira justacrina (HOEBEN e cols, 2004).

Todos os membros dessa superfamilia possuem dois residuos cisteina
conservados e apresentam homologias de 30 a 50% nas sequéncias de
aminoacidos. Estdo sendo intensamente estudados por estarem envolvidos em
condicdes patolégicas tais como tumorigénese e em processo de metéstase
(ARTONI e cols, 2007). Para Nikitovic e cols (2007), os membros da familia FGF
funcionam com alta afinidade por meio de quatro distintos receptores de superficie
celular: FGFR 1, FGFR 2, FGFR 3 e FGFR 4. A ligacdo de FGF no dominio ligante
extracelular de FGFR induz a dimerizacdo, ativacdo e autofosforilacdo de mdultiplos
residuos tirosina de dominio citoplasméatico levando a estimulacdo de vias de
sinalizacdo intracelular que controlam a proliferacdo, diferenciacdo, migracéo e
sobrevivéncia de diferentes tipos celulares, incluindo células endoteliais que déo

origem aos vasos sanguineos para vascularizar tecidos normais e tumorais.

1.2 Angiogénese tumoral

Willis (1952) definiu as neoplasias como sendo uma “massa anormal, cujo
crescimento ndo € coordenado como o0s tecidos normais e persiste na mesma
maneira excessiva depois da interrupcéo dos estimulos que originam a mudanca”. A
persisténcia do crescimento tumoral, com auséncia de estimulo é resultado de
alteracdes genéticas hereditarias na célula tumoral progenitora. Estas alteracbes
levam a proliferacdo excessiva e desregulada da célula tornando-a auténoma
(KUMAR e cols, 2005). Do ponto de vista clinico, evolutivo e de comportamento, as
neoplasias sédo divididas em duas categorias: benignas e malignas. As neoplasias
benignas, em geral, possuem baixo indice mitotico, o crescimento tende a ser lento e
expansivo. O tumor é bem delimitado e geralmente ndo recidivam apds resseccao
cirirgica. As neoplasias malignas apresentam algumas caracteristicas tais como
alteracdes na expressdo génica com tendéncias a sintese de isoformas das enzimas
predominantes na fase embrionaria e suas células captam aminoacidos com maior
velocidade do que as células normais. As células sdo mais resistentes a hipoxia, sao
mais indiferenciadas, tem menor adesdo entre si, tem mobilidade consideravel,
geralmente ddo metastase (BRASILEIRO-FILHO e GUIMARAES, 2000).
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Diagnosticado o cancer, é importante saber se a doenca esté localizada ou se
esta distribuida pelo organismo. Para Bronchud e cols (2008), em aproximadamente
30% dos novos pacientes diagnosticados com tumores solidos, exclusivamente
canceres de pele, tém sido detectados metastase. Adicionalmente, 20% dos
pacientes tém metastase oculta durante o periodo de diagndéstico. A metastase
tumoral é um processo com multiplas etapas (DERYUGINA e QUIGLEY, 2006),
como mostrado na figura 3. Segundo Radinsky e Fidler (2003), o sucesso deste
processo depende da interacdo das células malignas com trés distintos
microambientes, a saber:

a) Orgao primario - responsavel pelo aparecimento e suporte do tumor primario;

b) Circulagcdo - corrente sanguinea ou sistema linfatico responsavel pelo
transporte das células tumorais;

c¢) Orgdo alvo - onde células tumorais irdo se aderir e se desenvolver, originando

tumores secundarios.

MetActace

Invasin Adacin

Figura 3. O processo metastatico do cancer (HIGUCHI, 2009).

O crescimento de tumores sélidos, como mostrado nas figuras 3 e 4, assim
como sua habilidade de produzir metastases é dependente do processo angiogénico
(FOLKMAN e cols, 1989).
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Progressao do melanoma
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Figura 4. Progressdo de uma massa tumoral (MAHABELESHWAR e BYZOVA, 2007).

Folkman (1972), propds que tumores primarios produzem moléculas
responsaveis por ambos estimulos angiogénicos e inibitérios, podendo direcionar a
evolucdo dependendo dos vasos sanguineos e seus mediadores. Descobertas
recentes mostram que o tumor inicia 0 processo angiogénico quando atinge
tamanho aproximado de 1 a 2 mm® (BRONCHUD e cols, 2008). E neste estagio que
a angiogénese passa a ter papel fundamental, promovendo nutrientes e oxigénio
para células tumorais (PASCHOALIN e cols, 2007). H4 um delicado equilibrio entre
inducdo e inibicdo da neovascularizacdo e quando ha progressédo da malignidade,
células tumorais balanceiam para o fenétipo angiogénico (BRONCHUD e cols,
2008).

A hipdxia também contribui para a angiogénese. Pode ser causada por uma
alteracdo em qualquer mecanismo de transporte de oxigénio, desde uma obstrucéo
fisica do fluxo sanguineo em qualquer nivel da circulacdo corpdrea, anemia e

crescimento tumoral.

1.3 Matriz extracelular e degradacao da membrana basal

A MEC é composta por proteinas globulares, carboidratos complexos,
proteinas fibrilares, elastina, laminina, fribronectina e colageno. Ela ocupa os
espacos entre as células mantendo-as unidas aos tecidos. E mais abundante nos

tecidos conjuntivos. Além das proteinas e dos polissacarideos de estrutura fibrosa, a
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matriz extracelular contém proteinas de adesdo que ligam componentes da matriz
entre si e as células aderentes. A principal proteina da matriz extracelular € o
colageno, que é a mais abundante nos tecidos animais. Os colagenos formam uma
grande familia de proteinas contendo pelo menos 19 membros diferentes. Estes séo
caracterizados pela formacdo de hélices triplices nas quais trés cadeias
polipeptidicas se encontram associadas de forma firme e compacta.

O colageno do tipo | € um dos colagenos formados de fibrilas que compdem a
estrutura basica dos componentes do tecido conjuntivo. A lamina basal é formada a
partir de diferentes tipos de colageno que formam uma estrutura em rede. Esse
complexo pode ser hidrolisado por enzimas proteoliticas presentes na matriz
(LIEKENS e cols, 2001).

As células endoteliais recrutadas durante processo angiogénico possuem a
capacidade de produzir enzimas proteoliticas que degradam a membrana basal e a
matriz extracelular, e consequentemente invadem o estroma adjacente. A
degradacdo de tecidos conjuntivos de componentes da MEC € um fator importante
também para a invasdo de células tumorais e metastase. A partir da acdo de
enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases, células neoplasicas conseguem
atravessar dificeis barreiras, como a membrana basal chegando a circulacdo e a
promocao da metastase (TRYGGVASON, 1993; YOON e cols, 2003).

As metaloproteinases pertencem a uma familia multigénica de
endopeptidases contendo zinco (BARRET e cols, 2004; VISSE e cols, 2003). Vinte e
trés diferentes MMPs tém sido identificadas em humanos e vinte quatro em
camundongos, que podem ser produzidas também por células endoteliais. As MMPs
sdo capazes de degradar proteinas da MEC de mamiferos. Diversas MMPs, em
particular a MMP2, MMP-9 e MT1- MMP tém sido identificadas com papel muito
importante na angiogénese. Células endoteliais em condi¢fes fisiologicas normais
sdo quiescentes, produzem pouco ou nenhuma atividade de MMPs, mas essas
proteinases sao fortemente induzidas e subsequientemente ativadas em capilares
em crescimento durante o processo de cicatrizacdo, inflamacdo e crescimento
tumoral (HINSBERGH e KOOLWIJK, 2008). Apés ativadas, as MMPs sé&o
controladas por um grupo de inibidores enddégenos conhecidos como TIMPs (Tissue
Inibitors of MetalloProteinases) e por RECK (Reversion-inducing Cysteine-rich
protein with Kazal motifis) (BARRET e cols, 2004; HANDESLEY e EDWARDS,
2005).
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1.4 Adesao celular

De acordo com Alberts (2004), as células em organismos pluricelulares estao
organizadas em tecidos, que por sua vez formam os Orgdos. Estas estruturas
cooperativas sdo bastante complexas e a organizacdo das células depende do
contato com um complexo de moléculas extracelulares. Toda esta estrutura
organizada de matriz, células e tecidos é mantida por moléculas de adesdo que se
encontram tanto na estrutura da matriz como na membrana celular. Além de manter
este contato, as moléculas de adesdo podem fechar espacos entre as células, como
ocorre no tecido epitelial, e podem transmitir mensagens entre elas mediante sinais
guimicos ou elétricos. A adeséao célula-célula € um processo seletivo, de modo que
células aderem-se somente em tipos especificos de célula. Entre as mais
importantes moléculas de adesdo da membrana celular estdo as selectinas,
superfamilia das imunoglobulinas, as caderinas, as metaloproteinases contendo o
dominio desintegrina (ADAMS) e as integrinas (HINSBERGH e KOOLWIJK, 2008;
COOPER, 2001).

1.5 Integrinas

Integrinas séo glicoproteinas transmembranais heterodiméricas, compostas
de cadeias a e [3 associadas por ligagdo nao covalente. A combinagéao das cadeias a
(18) e B (8) gera diversas integrinas de diferentes especificidades. A especificidade
e a afinidade da ligagcdo com os diferentes componentes da matriz extracelular seréo
definidas segundo o tipo de integrina presente, o nimero de cépias em cada célula,
e também o tipo da célula em que a molécula se apresenta, criando uma grande
versatilidade dessa familia de proteinas na fisiologia dos tecidos (HYNES, 1992).

Estruturalmente, cada subunidade da integrina esta formada por um dominio
extracelular volumoso, uma regido transmembranica e uma cauda citoplasmética. A
subunidade a corresponde ao produto de um Unico gene que sofre protedlise
resultando em uma cadeia pesada e uma cadeia leve, ligadas por uma ponte
dissulfeto (PHILIPS e cols, 1988). A subunidade B apresenta um enovelamento
intricado de pontes dissulfeto (CALVETE e cols, 1994) bastante conservado entre as
8 subunidades (HYNES, 1992). As duas subunidades a e [ se juntam durante a
biosintese formando o complexo, necessario para a expressao na superficie da

célula (DUPERRAY e cols, 1989). As integrinas tém sitios de ligacdo para cétions
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bivalentes, e estes cétions sdo necessarios para a ligacao das integrinas com seus
agonistas (PLOW e cols, 1992). Na cauda citoplasmatica, as duas subunidades
formam um complexo, um segundo dominio de ligagdo, que reconhece sinais
intracelulares e proteinas do citoesqueleto.

Durante o desenvolvimento embrionario, as integrinas sao onipresentes,
regulando os movimentos morfogenéticos e a migracdo celular e sdo especialmente
expressas durante a gastrulacdo, neurulacdo e histogénese (ALBELDA e BUCK,
1990). Adicionalmente, as integrinas participam de processos fisiolégicos como
inflamacédo, cicatrizacdo e agregacao plaquetaria (HEINO, 1993; RUDOLPH e
CHERESH, 1990). A transducao de sinal originado pelas integrinas € bidirecional,
isto é, ocorre de dentro para fora e de fora para dentro da célula. Para que ocorra a
adesdo célula-célula e/ou célula-matriz extracelular, as integrinas tém que ser
ativadas. Esta ativacdo ocorre mediante estimulo local de mediadores sollveis tais
como hormdnios, citocinas e fatores de crescimento ou de interfaces sdlidas como a
matriz extracelular ou outras células. Igualmente importante € que as integrinas
sejam inativadas para evitar a adeséo celular e ligacdo a matriz em ocasides e locais
inadequados. A adeséao inapropriada pode culminar em trombose ou processos
inflamatdrios nédo desejados. E importante que as integrinas tenham um eficiente
mecanismo de ativacdo, uma vez que elas participam de processos rapidos como
embriogénese e histogénese (MIZEJEWSKI, 1999).

A maior parte das células precisa aderir-se na matriz extracelular para
crescer, funcionar e sobreviver apropriadamente. Durante a formacéo dos tecidos, a
ligacdo célula-célula e célula matriz sdo mediadas por integrinas. Células normais
podem sofrer apoptose quando desprovidas da matriz extracelular (GUI e cols,
1995).

Em cultura celular, a ligagdo ocorre em estruturas especializadas da
membrana denominadas sitios de adesdo focal constituido de agrupamentos de
integrinas firmemente ligados a matriz extracelular. Sitios de adesdo focal menos
consistentes estdo presentes no tecido epitelial permitindo maior flexibilidade e
movimento celular. Estes agrupamentos de integrinas servem como sitios de ligacéo
para fibras intracelulares de actina na superficie citoplasmatica da membrana
celular, influenciando assim a morfologia celular. Assim mesmo, neste centro de
adesdao focal tem inicio uma cascata de sinais que se cruzam com vias de fatores de

crescimento, citocinas e quinases (LIU e cols, 1997), incluindo a quinase de adeséao
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focal (FAK). Esta cascata de interacdo também pode estar ligada a proteinas-G e
tirosinaquinases. Também tem sido relatado que a forma da célula esta diretamente
ligada com seu crescimento e taxa de sobrevivéncia. Além disso, muitos estudos
estdo sendo direcionados para correlacionar a atividade das integrinas com o
crescimento tumoral (JULIANO, 1993; CHEN e cols 1997).

1.6 Papel das integrinas no desenvolvimento tumoral

A transformacdo maligna é caracterizada pela perturbagcédo da organizagéo do
citoesqueleto, diminuicdo da adesdo e alteracdo das respostas dependentes de
adesdo. Estudos da expressao de integrinas em células transformadas sugerem que
varias subunidades de integrinas participam tanto positiva como negativamente do
fenotipo da célula transformada (RUOSLAHTI, 1992). Mudancas na expressao de
integrinas receptoras de fibronectina tém sido observadas em alguns tipos de
fibroblastos. Além disso, alteracdes nos padrdes de expressdo de integrinas tém
sido observadas em inumeras células malignas (PLANTEFABER e HYNES, 1989).
Em geral, o fen6tipo de uma célula transformada pode conter diversas alteracfes
nos seus receptores. Por exemplo, altos niveis da integrina as(; parecem estar
correlacionados com baixas taxas de transformacdo em certos tumores. No entanto,
um aumento da expressdo da integrina avBs estd diretamente relacionada com
aumento da malignidade em melanomas (CHAN e cols, 1991). Como regra geral se
pode mencionar a falta de organizacdo espacial da expressao de integrinas em
tumores epiteliais. Em carcinomas, o arranjo das integrinas € bastante desordenado
com distribuicdo difusa e menos abundante. Estes desarranjos podem afetar a
afinidade da ligacdo e estdo correlacionados com a desorganizacdo concomitante da
estrutura da membrana basal. Niveis reduzidos de expressao das subunidades as, a3
e a, tém sido reportados em carcinomas, enquanto um aumento dos niveis da
integrina agB, aparece em tumores de cabeca, pescoco e pele (MIZEJEWSKI, 1999).
Apos transformacéo de linhagens celulares de roedores com o virus de sarcoma, a
integrina asP1 desaparece da superficie celular enquanto os niveis de azf:1
permanecem constantes (HEINO, 1993). Outras mudancgas relacionadas com a
transformacdo envolvem aumento da fosforilagdo, diminuicdo da afinidade por
ligantes, aumento da glicosilagdo de oligossacarideos N-ligados nas integrinas.
Como mencionado acima, a presenca da integrina asB; estd associada com um
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fendtipo celular normal e a super expressao desta integrina pode normalizar um
fendtipo transformado (CHEN e cols, 1991). Em comparacdo, células de
osteosarcoma humano transformadas com virus requerem o receptor axB: de
colageno. A reorganizacdo da matriz (colageno) parece ser uma das razdes da
importancia da expressdo desta integrina para células transformadas formarem
tumores (MIZEJEWSKI, 1999).

Muitos estudos vem sendo realizados para entender a participacdo das
integrinas no desenvolvimento tumoral (GULLBERG, 2003). Fatores de crescimento
gue ativam receptores tirosinaquinase também podem modular diversas funcdes
mediadas pelas integrinas em células normais e tumorais (figura 5) (YAN e cols,
2007; BRONCHUD, 2008).

Fator de crescimento Ligante de matriz

a extracelular

Sinalizagdo para regulacéo
Proliferagéo celular obrevivéncia e apoptose

Migracéo 5 i i
grag Invasio Regulacgédo de actina e citoesqueleto

Figura 5. Cascata de sinalizac¢&o celular por interacédo de integrinas e fatores de crescimento ligantes
de receptores tirosinaquinase (MAHABELESHWAR e BYZOVA, 2007).

Para Miyamoto e cols (1996), as interacdes de ligantes com integrinas
podem estimular uma variedade de eventos de sinalizacao, incluindo fosforilagéo,
influxo de calcio, ativacao de dois tipos de proteina MAP, sinalizagcdo extracelular e
alteracdo na expressao génica. Integrinas podem colaborar ou funcionar
sinergicamente com fatores de crescimento numa variedade de processos biol6gicos
incluindo: crescimento celular, diferenciacdo de fibroblastos, células epiteliais,
mioblastos, condrocitos e ativacdo de trocador de sbédio de hidrogénio da via
dependente de proteina quinase C. Fatores de crescimento e integrinas estimulam

locomocédo celular por organizarem mudancas no citoesqueleto. Para a
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angiogénese, quando exposta a fatores de crescimento células endoteliais
guiescentes expressam novas integrinas que modulam migracdo endotelial. Todos
0S mecanismos celulares acima descritos sdo ativados em processos fisioldgicos
normais. No entanto, ocorre um aumento desordenado desses eventos de
sinalizacdo em processos patoldgicos como o cancer (RUBIN'S e STRAYER, 2008).

A interacdo entre integrinas e fatores de crescimento é um processo
complexo que regula eventos importantes que vao desde o desenvolvimento de
vasos sanguineos durante a embriogénese até o crescimento tumoral, angiogénese
seguida de metastase. A Tabela 1 apresenta as interacfes entre integrinas e fatores
de crescimento incluindo as respectivas respostas em células normais e tumorais

(ELICIERI, 2001).

Tabela 1: Interacbes entre integrinas e fatores de crescimento

Fator de crescimento Integrina Resposta celular
PDGF ayBs proliferacéo, migracéo
bFGF oyBs asP; angiogénese, migracao
VEGF ayBs angiogénese
VEGF avBs avPs e fu adeséo, migracao
VEGF azB1 a1f1 avPs angiogénese, migracao

EGF ayBs angiogénese, metastase
EGF avls ep1 proliferacéo
IGF/Insulin avPs migracao, metastase

Integrinas presentes em células endoteliais atuam como receptores de
colageno, laminina, fibronectina e trombospondina. As integrinas a3z, avf3s, a21 e
a,, sdo conhecidas por estarem envolvidas na angiogénese (CLEMETSON, 1998).
Antagonistas destas integrinas como anticorpos monoclonais, peptideos inibidores e
oligonucleotideos antisense (33 e Bs causam a regressédo de tumores e inibicdo da
angiogénese (GLADSON, 1996). Anticorpos anti a,, peptideos sintéticos com a
sequéncia RGD (Arg-Gly-Asp) podem competir e bloquear diversas ligacfes de
integrinas e seus ligantes. Muitas proteinas sdo encontradas na natureza e descritas
como antagonistas naturais de integrinas, como por exemplo, as metaloproteinase
do veneno da serpente (SVMPs). Essas metaloproteinases contém dominios que

sdo os principais fatores na preferéncia para algumas integrinas. Por serem 0s
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maiores receptores de colageno é possivel que antagonistas de integrinas, bem
como as SVMPs tenham resultados significativos para o desenvolvimento de novas
drogas terapéuticas inibidoras de angiogénese (CLARK e BRUGGE, 1995;
SANTORO e ZUTTER, 1995; KERN e cols, 1994; CLEMETSON, 1998

1.7 Veneno de serpentes

Picadas de serpentes podem ser mortais, mas o0 veneno também contém
componentes de valor biotecnoldgico e medicinal. A caracteriza¢do das proteinas do
veneno tem trazido beneficios para a pesquisa basica, diagndstico clinico e
desenvolvimento de novas drogas de uso terapéutico. Além disso, é também
importante para um entendimento da evolucao e seus efeitos biol6gicos (CALVETE
e cols, 2007).

As serpentes do género Bothrops pertencem a familia Viperidae, possuem
habitos terrestres ou arboricolos (THALES, 2002). Sdo as mais comuns e
responsaveis por mais de 85% dos acidentes peconhentos. Ha mais de 20 espécies
de serpentes pertencentes a esse género, que habitam do sul da Bahia até o Rio
Grande do Sul, leste de Mato Grosso e todo o Nordeste. Por terem acéo proteolitica
0s venenos de serpentes levam a necrose dos tecidos ao redor da picada. Os
principais componentes encontrados no veneno desse género sdo proteinas, que
respondem por cerca de 90% do peso seco (HATI e cols, 1999; GUTIERREZ e
RUCAVADO, 2000). Dentre essas proteinas podemos encontrar: hialuronidase que
possui poder redutor da viscosidade do tecido conjuntivo aumentando a
permeabilidade e acelerando a expansdo de outros constituintes do veneno; L-
aminoacido oxidadase que ataca uma grande variedade de substratos causando
destruicdo tecidual, polipeptideos béasicos que sado potentes bloqueadores
neuromusculares; fosfolipases que atacam membranas celulares; fosfatases que
atacam compostos de fosfato de alta energia - ATP e enzimas proteoliticas
denominadas metaloproteinases do veneno da serpente (SVMPs) que digerem
proteinas do tecido e peptideo (THALES, 2002).

1.8 Metaloproteinases do veneno da serpente

As SVMPs podem ser classificadas, de acordo com o nimero de dominio, em

trés classes principais. A classe P-lI que contém apenas o dominio catalitico; a
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classe P-lIl que contém o dominio catalitico seguido do dominio desintegrina na
posicdo C-terminal; e a classe P-1ll que apresenta o dominio catalitico seguido de
um dominio desintegrina-ECD e um dominio rico-em-cisteina. Estas classes sdo
precedidas de um peptideo sinal e um pro-dominio (BJARNASON e FOX, 1995;
FOX e SERRANO, 2008). Estes autores sugerem a existéncia de uma quarta classe,
P-1V, onde o dominio desintegrina-ECD estaria unido com dois dominios lectina

através de duas pontes dissulfeto (Figura 6).

P-1'| pro cat

p-1l | Pro cat des-RGD

P-1ll'| Pro cat des-ECD cis

P-IvV| Pr cat des-EGD cis lec lec

L L

Figura 6. Classifica¢cdo dos dominios das SVMPs ap0s serem divididas em grupos. Gupo P-
I: Pro: protease dependente de zinco?; cat: dominio catalitico. Grupo P II: des-RGD:
Dominio disintegrina-RGD. Grupo P llI: des-ECD: Dominio desintegrina-ECD, cis: Dominio
cisteina. Grupo IV: lec: Dominio lecitina. (BJARNASON e FOX 1995; FOX e SERRANO,
2008).

As SVMPs estéo evolutivamente relacionadas com as ADAMs (A Disintegrin
And Metalloproteinase) e as MMPs (Matrix Metalloproteinases). Estas proteinas
estdo incluidas na familia M12 de metaloproteinases dependentes de zinco
baseadas na estrutura do sitio catalitico e no motivo de ligacdo ao zinco. O peptideo
sinal e o pr6-dominio também s&o conservados na familia. Entretanto, diferente das
MMPs que apresentam o dominio hemopexina na extremidade C-terminal do
dominio catalitico, as ADAMs e as SVMPs apresentam o dominio desintegrina e
rico-em-cisteina. As SVMPs séo soluveis enquanto as ADAMs apresentam dominios
transmembréanicos e citoplasmaticos, responsaveis por sua localiza¢do na superficie
celular (BJARNASON e FOX, 1995; FOX e SERRANO, 2008; RIBEIRO, 2005).

1.9 Desintegrinas classicas e similes
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As SVMPs da classe P-IlI sofrem um processamento de hidrélise, através do
gual é retirado o dominio catalitico chamado de desintegrina classica, neste caso
conhecida como desintegrina classica. As desintegrinas apresentam geralmente
uma sequéncia RGD responsavel pela ligacdo a integrina aupBs de plaquetas,
inibindo assim a agregacdo plaquetaria pela via ADP, e a inibicdo do processo
metastatico tumoral ocorre pela antagonizacdo das integrinas Bz € B3
receptoras de proteinas da MEC como o fibrinogénio, fibronectina, fator de von
Willebrand e vitronectina. As desintegrinas-RGD podem ser classificadas de acordo
com seu tamanho e numero de cisteina em quatro grupos (DANEM e cols, 1998;
MCLANE e cols 1998). O primeiro grupo inclui desintegrinas curtas de 41-51
residuos e 4 pontes dissulfeto. O segundo grupo € mais abundante e € formado por
desintegrinas médias que contém aproximadamente 70 residuos e 6 pontes
dissulfeto. O terceiro grupo esta formado por desintegrinas longas com 84 residuos e
7 pontes dissulfeto. O quarto grupo € composto de desintegrinas diméricas, onde
cada unidade contém aproximadamente 67 residuos e 10 cisteinas na formacéo de
4 pontes intracadeia e 2 pontes intercadeia (CALVETE e cols, 2000). As
desintegrinas foram descritas por inibirem processos como agregacdo plaquetéria,
adesdo celular, angiogénese e consequentemente o crescimento tumoral. O
peptideo RGD foi descrito por Huang e cols (1991), e a denominacao “desintegrina”
foi proposta por Gould e cols (1990) apos andlise das sequéncias e a atividade
inibitéria da agregacéo plaquetaria de mais de 14 diferentes desintegrinas RGDs.
Em 1994 surgiram os primeiros trabalhos relacionados a atividade das desintegrinas
com a inibicdo da adeséao celular de linhagens tumorais como a triflavina (SHU e
cols, 1994) e a contortrostatina (TRIKHA e cols, 1998) provenientes dos venenos
das serpentes Trimeresurus flavovindis e Agkistrodon contortrix respectivamente.

Algumas desintegrinas purificadas de veneno ja tiveram suas estruturas
elucidadas, como a salmosina (SHU e cols, 2003), echistatina (ATKINSON e cols,
1994) e acostatina (MOISEEVA e cols, 2008). Os estudos feitos com essas
desintegrinas-RGD mostraram a importancia das pontes dissulfeto para manter a
estabilidade da proteina e também a exposicdo da trinca de aminoacidos RGD,
responsavel pelo reconhecimento e antagonizacao de integrinas especificas.

As metaloproteinases de veneno da classe P-lll sdo as mais hemorragicas
(BJARNASON e FOX, 1994; FOX e SERRANO, 2008) e apresentam o dominio

desintegrina-ECD. Este dominio esta covalentemente ligado ao dominio rico-em-
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cisteina e o complexo formado por estes dois dominios (des-cis) parece potencializar
a atividade hemorragica, embora nao se tem evidéncia direta de sua participacdo. A
hemorragia é comumente relacionada com a atividade proteolitica, uma vez que a
guelacdo do ion zinco abole tanto a protedlise como os efeitos hemorragicos
(BJARNASON e FOX, 1994). E interessante notar que 0s venenos apresentam
também metaloproteinases desprovidas de atividade hemorragica. Alguns trabalhos
tém identificado os dominios cataliticos que parecem essenciais para exercer esta
atividade (HITE e cols, 1992; TAKEYA e cols, 1990).

Tem sido claramente demonstrado que as metalopreteinases com atividade
hemorragica degradam laminina, fibronectina, colageno IV in vitro (MARUYARNA e
cols, 1992). A hemorragia parece estar estreitamente relacionada com a hidrdlise do
colageno do tipo IV, uma vez que metaloproteinases ndo hemorragicas néao
conseguem hidrolisar esta molécula. Adicionalmente as metaloproteinases
pertencentes a classe P-lll agem nas células endoteliais dos capilares ocasionando
lesBes das quais os eritrocitos e outros componentes do sangue escapam ao espaco
intersticial (MCKAY e cols, 1970; OWNBY e cols, 1978).

O dominio catalitico € comumente responsavel pela atividade hemorragica, e
os dominios ECD-desintegriana/rico-em-cisteina (des-cis) pela inibicdo da
agregacao plaquetéria. Entre as SVMPs da classe P-lIl, a jararagina, proveniente da
serpente B. Jararaca vem sendo muito estudada (MOURA-DA-SILVA e cols, 2001).
A inibicdo da agregacao plaquetaria dependente de colageno por parte da jararagina
e as demais metaloproteinase do tipo P Ill € um fato. No entanto, a regido ou
dominio responsavel por esta atividade e o mecanismo de acdo ainda ndo estdo
esclarecidos. Da jararagina sabemos que inibe a agregacéo plaquetéaria induzida por
colageno ICsy de 40 nM (KAMIGUTI e cols, 1996) e a ligacdo de células a2-K562
expressando a integrina axB1 ao colageno (MOURA-DA-SILVA e cols, 2001). Com
respeito as regides responsaveis pela inibichio da agregacdo plaquetaria
dependentes de colageno, sabe-se que o fragmento recombinante correspondente
aos dominios des-cis conserva atividade inibitéria da agregacdo plaquetéaria
(MOURA-DA-SILVA e cols, 2001). Porém, as desintegrinas-ECD s&o encontradas na
natureza conjugadas ao dominio cisteina (des-cis), ou seja, o que se pode encontrar
como produto da hidrolise de SVMPs da classe P-lll e IV é uma molécula que
contém conjugados os dois dominios e, portanto, at¢é o momento dominio

desintegrina-ECD néo é encontrado livre como as desintegrinas classicas.
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Trabalhos utilizando peptideos sintéticos mostraram que o motivo de adeséo
esta localizado no loop correspondente ao dominio ECD (KAMIGUTI e cols, 1997). O
dominio desintegrina-simile, por ndo ser encontrado naturalmente livre no veneno
como produto de hidrolise das metaloproteinases, tem seu estudo dificultado. Uma
estratégia utilizada para a caracterizacdo biolégica desse dominio foi 0o uso da
biotecnologia para a producdo de uma desintegrina-simile em levedura Pichia
pastoris por meio de técnicas de rembinacdo génica (HIGUCHI, 2009). De acordo
com 0 mesmo autor a desintegrina-simile recombinante, obtida utilizando-se cDNA
de glandula de veneno da Bothrops leucurus possui 98% de homologia com o
dominio desintegrina da jararagina, uma metaloproteinase da classe P-1ll do veneno
da serpente B. jararaca. Essa proteina recombinante foi produzida, utilizando o
sistema Pichia pastoris e foi denominada leucurogina.

1.10 Leucurogina

Higuchi (2009), desenvolveu os trabalhos de clonagem e produgdo da
leucurogina em P. pastoris utilizando metanol como agente indutor da expressao.
Purificou a proteina em cromatografia de troca idnica e caracterizou a proteina
utiizando a técnica de Western blotting com anticorpo anti-jararagina. Foram
realizados testes in vitro de viabilidade celular utilizando as linhagens de células
normais V79 e fibroblasto murino e células tumorais melanoma B16F1 e B16F10.
Nestes ensaios 0s resultados mostraram que a leucurogina apresentou maior efeito
citotéxico em células tumorais do que nas células normais. Ensaios de inibicdo da
adesdo também foram realizados utilizando células de fibroblasto de humano na
presenca de coldgeno do tipo | e fibronectina. Os grupos de células que ficaram em
contato com colageno e depois tratados com leucurogina apresentaram uma
reducdo significativa no processo de adesdo. Nao foram observadas diferencas
significativas no grupo de fibroblasto que ficaram em contato com fibronectina e
tratadas com leucurogina. Esses resultados indicaram que essa proteina
recombinante atua em receptores dependentes de colageno do tipo I, descartando a
possibilidade da interacdo da leucurogina com a fibronectina e seus receptores, as
integrinas avBs, abPs (HIGUCHI, 2009).

Foi verificada também a capacidade da leucurogina em inibir o processo de
agregacao plaquetéaria. O objetivo desse ensaio in vitro foi analisar a especificidade



33

da proteina recombinante com as integrinas expressas nas membranas das
plaquetas e que participam do processo de agregacao. Foi utilizado colageno tipo I,
que é descrito por induzir a agregacdo plaquetéria via integrinas a>B: e aif1 ou
também a utilizacdo de ADP, descrito por induzir a agregacdo plaquetaria via
integrinas ayuPs e a,B3 (HIGUCHI, 2009). Os resultados deste ensaio demonstraram
gue plaquetas, quando incubadas com leucurogina nas concentragdes de 0,63 uM a
1,3 uM e posteriormente com o agonista colageno do tipo |, tiveram a agregacao
inibida. Na concentracdo de 0,65 uM a leucurogina foi capaz de inibir a agregacao
plaguetaria em 50% e praticamente em 100% na concentracdo de 1,3 uM. A inibi¢édo
nao foi observada, quando foi utilizado o ADP como agonista do processo.

Em estudo in vivo, a leucurogina mostrou ser capaz de inibir o crescimento
tumoral de Ehrlich. Em ensaios utilizando células tumorais de melanoma, a
leucurogina na dose de 7,5 pg/48h também apresentou atividade reduzindo a
massa tumoral em aproximadamente 51% (HIGUCHI, 2009). Os resultados
preliminares in vitro e in vivo com a leucurogina mostraram que essa proteina inibiu
fortemente a agregacdo plaquetaria, adesdo de células com colageno tipo | e
reduziu significativamente o crescimento tumoral. Entretanto, muitos estudos ainda
precisam ser realizados para melhor caracterizar sua atividade biolégica. Por isso, 0
objetivo desse trabalho foi testar a atividade anti-angiogénica da leucurogina e anti-

metastatica.
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Il. Objetivos

2. Geral

Caracterizar a acdo anti-angiogénica e anti-metastatica da leucurogina, uma

desintegrina - simile do veneno da serpente B. leucurus.

2.1 Especificos

. Expressar leucurogina utilizando o sistema Pichia pastoris;
. Clarificar a proteina e desenvolver experimentos para verificacdo da
atividade da leucurogina sobre o processo angiogénico e metastatico;

o Realizar experimentos in vivo e in vitro para determinar 0 mecanismo
do efeito anti-angiogénico e anti-metastatico utilizando células endoteliais e

tumorais.
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lll. Método

1. Equipamentos utilizados

Autoclave linha SD, Phoenix;

Balancas AS 1000C Marte e Adventurer OHAUS;

Camara de Neubauer Laboroptik Modelo 1100000

Camera Sony Cyber-Shot;

Centrifugas 5810R e MiniSpin, Eppendorf;

Cuba de eletroforese, Bibmetra,

Espectrofotdmetros Femto, modelo 800XI e Titertek Multiscan;

Estereoscopio Binocular 20x e 40x  TIM-30 - Anatomic

Hexasystens;

Fermentador BioFlo 110 da New Brunswick Scientific

Fluxo Lamim Air HB 2448.

Fonte de eletroforese 300, BioAgency;

Homogeneizador basico Ultra Turrax IKAT 18;

Incubadora Heraeus Instruments 6000;

Leitor de Elisa, 1420 Multilabel counter, PerkinElmer presisaly;
Microscopio Nikon TMS;

Osmose reversa e deionizador de agua Milliopore Milli Q Academic

BBEM23173A,

pHmetro basico Occumet AB15, Fisher Scientific;
Sistema de filtragdo tangencial em fibra oca, QuixStand, Benchtop System;
Sistema FPLC, Pharmacia Biotech;

Termomixer 5436, Eppendorf;

2. Animais

Nos experimentos de caracterizacdo da atividade de inibicdo do crescimento

tumoral foram utilizados camundongos Swiss machos, com idade entre 6 a 8

semanas, com peso aproximado de 30 g, provenientes do Biotério da Universidade

de Mogi das Cruzes - UMC. Também foram utilizados camundongos C57, machos

com 2 meses de idade, provenientes do Biotério do Departamento de Microbiologia
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Imunologia e Parasitologia — Unifesp. Os animais foram mantidos em caixas com
livre acesso a racdo e agua. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de

Etica da Universidade de Mogi das Cruzes (anexo 1).

3. Linhagens celulares

. Melanoma murino B16F10 nex-2 e Célula endotelial umbilical humana -
HUVEC — Dra. Thaysa Paschoalin, Departamento de Microbiologia Imunologia e
Parasitologia — Unifesp.

o Tumor de Ehrlich — Professor Dr. Jorge Luiz Pesquero, Departamento de

Biofisica da Universidade Federal de Minas Gerais.

4. Colunas cromatograficas e placas para cultivo celular

. Coluna de troca-iGnica Q-Sepharose (General Eletric);

. Placas e microplacas de cultivo celular de 96 cavidades (Falcon, Becton
Dickinson Labware).

5. Expressao da leucurogina

Os clones positivos de P. pastoris, capazes de expressar a leucurogina foram
confirmados por PCR (HIGUCHI, 2009). Para o inicio deste trabalho, essas
leveduras positivas foram crescidas em placa contendo meio de cultura YPD por 48
horas e transferidos para 2 erlenmayers de 1 L contendo (cada) 250 mL de meio
BMGY (Anexo B). O meio de cultura contendo as leveduras foi incubado a 30° C, a
250 rpm, por 24 horas, quando o volume total foi transferido para biorreator de 14 L
contendo 3000 mL de meio basal de sais (CHENG e cols, 1997), solucdo de tracos
de minerais (PTM1) e glicerol (40 g/L) (anexo 2). O pH foi mantido em 5 pela adicédo
de uma solucéo de hidréxido de amonio 7% (v/v) ou &cido cloridrico 2 M. O meio foi
alimentado com glicerol 50% (v/v) contendo 12 mL de PTML1 por litro até que a
biomassa atingisse em torno de 200 g de massa Umida por litro quando iniciou-se 0
processo de inducdo. O processo de inducdo com meio composto de metanol
(100%) mais PTM1 12 mL/L foi dividido em 3 fases: 24 h de indu¢do com adicdo do
metanol/PTM1 em fluxo de 1 mL/L/h, 24 horas em fluxo de 2 mL/L/h e 24 horas em
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fluxo de 3 mL/L/h. Foram coletadas amostras em 12, 24 e 48h de indugédo. As
amostras coletadas foram posteriormente analisadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida contendo SDS.

6. Clarificagao da proteina

Terminado o periodo de inducédo, o fermentado foi centrifugado a 9000xg a 5°
C e as leveduras descartadas. O sobrenadante foi transferido para um sistema de
fibra oca (hollow-fiber, Amersham/GE Healthcare). Nesse processo o sobrenadante
foi concentrado e procedido feito a retirada de sais utilizando NaCl 0,9 % (m/v). Logo
apos o término deste processo, o conteudo protéico concentrado foi submetido a
didlise com membrana de celulose contendo poros de tamanho de 32 mm (Sigma -
Aldrich) contra tampao Tris-HClI 20 mM pH 8,4 por aproximadamente 24h. Os
protocolos dos tampdes utilizados nas cromatografias estdo descritos no anexo B.

7. Cromatografia de troca iénica

A coluna utilizada para cromatografia de troca ibnica foi empacotada com Q-
sepharose (0,5 x 2,0 cm). A coluna foi equilibrada e eluida com tampé&o Tris-HCI 20
mM pH 8,4. O concentrado protéico anteriormente dialisado foi aplicado na coluna.
Apos aplicacdo da amostra a coluna foi lavada com tampéo até densidade Optica
zero. Em seguida foi aplicado ao tampao Tris, de forma isocratica, NaCl nas
seguintes concentragdes: 200, 300, 500 e 1000 mM. O volume de tampé&o contendo
o sal aplicado na coluna foi definido pela densidade Optica, ou seja, a coluna foi
lavada até densidade Optica préxima de zero. Foram coletadas fracbes de 1,0 mL,

sendo a eluicao das proteinas monitoradas por leitura de absorbancia em 220 nm.

8. Dosagem de proteinas

O conteudo protéico das amostras foi estimado utilizando-se o método
descrito por Bradford (1976). Uma curva foi construida com padrdes contendo 0, 1,
2, 5, 10 yg de soroalbumina bovina (BSA). Sobre a amostra e os padrdes foram
adicionado agua para normalizar o volume a 200 yL em seguida 1 mL de reagente

de cor contendo coomassie blue G-250 (Proteoquant, Proteobras, Mogi das Cruzes,
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SP). A mistura foi agitada em vortex e ap6s um periodo de repouso de 20 minutos, a

leitura foi realizada a 595 nm.

9. Eletroforese analitica em gel de poliacrilamida

Todas as solucdes utilizadas para eletroforese em gel de poliacrilamida
estdo descritas no anexo 3. Inicialmente o gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) foi
submetido a pré-corrida por 30 minutos 60 V. As amostras foram aquecidas em
banho seco a 95°C por 5 minutos, centrifugadas e aplicadas no gel. Em seguida
iniciava-se corrida eletroforético, sob tenséo de 120 V, e uma corrente de 30 mA.
As massas moleculares das enzimas foram determinadas por comparacdo de
seus fatores de migracdo com de proteinas de massas moleculares conhecidas
padrdo (Bench Marck Protein Ladder, Life Technologies, com tamanhos de 10 a
200 kDa).

10. Coloragao por prata

Apods a corrida eletroforética, o gel foi pré-fixado por 60 min, sequencialmente
em cada uma das solucdes contendo metanol, &cido acético glacial e agua
deionizada nas propor¢des de 100:15:85 e 10:15:175. Em uma terceira etapa de
fixacdo, o gel foi imerso em solucdo de glutaraldeido a 10% (v/v) durante 60 min.
ApoOs este tempo, o gel foi lavado com agua deionizada por 45 minutos, sendo
realizadas trocas de agua a cada intervalo de 5 minutos. Terminado o procedimento
de lavagem, o gel foi mergulhado em solucdo de nitrato de prata por 30 minutos
(Prata tamponada, Proteobras, Mogi das Cruzes, SP). Ao término deste periodo o
gel foi lavado com agua deionizada por 15 minutos, sendo trocada a agua a cada 5
minutos. A seguir o gel foi submetido ao processo de revelacdo em solucao de acido
citrico 5,7 x 10* M contento 0,1% (v/v) de formaldeido. O processo de revelagéo foi

interrompido pela transferéncia do gel para uma solucéo de acido acético a 1% (v/v).

11. Cultivo celular
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As células B16F10 nex-2 e HUVEC foram cultivadas em meio RPMI 1640, a
10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), contendo 2 mM de glutamina, 1% de
aminoacidos ndo essenciais e 100 U por mL de penicilina e estreptomicina. Todas as
células foram incubadas em atmosfera umida com 5% de CO-, a 37°C, no escuro.
Antes de atingirem confluéncia as células foram subcultivadas da seguinte forma:

1. Inicialmente foram lavadas com PBS;

2. Adicionou-se uma solucao de PBS-EDTA 0,1 mM;

3. Ap6s o descolamento das células da superficie da garrafa, foi feita a
inativacdo do quelante de Ca?* pela adicio de meio de cultura. As células em
suspensao foram distribuidas para novas garrafas ou placas nas densidades
desejadas ou ainda estocadas em nitrogénio liquido (na presenca de DMSO
10% (v/v) e de SFB 30% (v/v)).

12. Estudo da viabilidade celular

Células endoteliais vasculares umbilicais de humano (HUVEC) e células
tumorais de melanoma murino B16F10 nex-2 (5x) foram distribuidas em
microplacas de 96 cavidades (5x10° células/poco). Apds a adesdo celular,
leucurogina foi adicionada nas concentracdes 1; 3; 5; 12,5; 25 e 50 ug/mL. Como
controle as duas linhagens celulares foram crescidas na auséncia da leucurogina.
Em seguida a placa foi mantida a 37°C e CO2 5%. O ensaio foi realizado em
quadruplicata e a leitura espectrofotométrica a 570 nm foi realizada apds 96 horas
de tratamento, sendo o MTT adicionado 4 horas antes das leituras (10 uL; 0,05
mg/cavidade). Os cristais de formazan formados, devido a metabolizacdo do MTT,
sao insolaveis em meio aquoso e, por isto foram solubilizados, antes das leituras,
em 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO), sendo o meio de cultura retirado antes da

adicao deste solvente (Mosmann, 1983).
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13. Estudo da angiogénese in vitro

Matrigel foi descongelado em gelo e 15 uL foram distribuidos em placas de
96 pocos. Em seguida a placa permaneceu por 1 h a 37°C e CO2 5%. HUVEC
(5x103células/poco) foram ressuspensas em 100 pL de meio RPMI suplementado
com 0,2% de soro fetal bovino (SFB) e adicionado em cada poc¢o na presenca e
auséncia de leucurogina. O ensaio foi feito em quadruplicata utilizando diferentes
concentracbes da proteina recombinante (10, 25 e 50 ug/mL). Foram feitos dois
grupos controles. O primeiro, HUVEC foram crescidas na presenca de matrigel
(controle positivo). O segundo grupo controle, HUVEC cresceram sem adicdo de
matrigel (controle negativo). Células de ambos grupos controles cresceram na
auséncia da leucurogina. A placa foi mantida em 37°C e CO, 5% por 18 h e as
imagens foram capturadas em 8x (Camera Sony Cyber-Shot acoplada ao
microscoépio). Os nameros de estruturas pré-angiogénicas foram contados nos

quatros diferentes pocos e o valor da média foi determinado para cada amostra.

14. Proliferacao celular

Células tumorais de melanoma murino B16F10 nex-2 e HUVEC (5x10°
células/poco) foram distribuidas em microplacas de 96 cavidades. Apds a adesao
celular, os grupos tratados receberam diferentes concentracées de leucurogina
(10, 25 e 50 pug/mL) na auséncia e presenca de 10 ng/mL de FGF 8b (B16F10) e
2 ng/mL FGF bésico (HUVEC). Foram feitos dois grupos controles. No primeiro,
células B16F10 e HUVEC foram plaqueadas na auséncia de leucurogina e FGF
(controle negativo). J4 no segundo grupo as duas linhagens celulares cresceram
na presenca somente de FGF (controle positivo). Em seguida a placa foi mantida
a 37°C e CO25%. O ensaio foi feito em quadruplicata e a proliferacdo das células
foi mensurada utilizando MTT. A leitura espectrofotométrica a 570 nm foi realizada

apos 24 horas de tratamento.

15. Ensaio in vivo da inibigao do crescimento tumoral
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Ehrlich - Para a inoculagdo do tumor solido de Ehrlich foram coletadas células do
liquido ascitico de camundongos transplantados ha 7 dias com o tumor na cavidade
abdominal. Estas células foram centrifugadas e depois ressuspensas com solucao
salina 0,9%, a temperatura ambiente, o que foi repetido por 3 vezes. O volume para
ressuspensdo foi sempre igual ao volume anterior a centrifugacdo. A seguir foi
realizada a contagem do numero de células viadveis, em camara de Neubauer,
através de diluicdo das células e utilizacdo de azul de Tripan como corante. A partir
deste resultado foram inoculadas, via subcutanea, um total de 2,5 x 10° células vivas

no dorso de cada camundongo Swiss, machos de 2 meses de idade.

Melanoma murino B16F10 nex-2 — Células de melanoma murino foram cultivadas
em placa em meio RPMI acrescido de 10% de soro fetal bovino. A placa
permaneceu a 37°C e 5% de CO: até atingirem confluéncia. As células foram
lavadas com PBS, seguido de ressuspensao em PBS contendo EDTA 0,1mM. Em
seguida foi adicionado meio RPMI e as células centrifugadas a 1.000xg, sob
temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir foi realizada a contagem do nimero
de células viaveis, em camara de Neubauer, através de diluicdo das células e
utilizacdo de azul de Tripan como corante. Para a inoculacéo, 5x10” células foram
injetadas na veia caudal de camundongos C57B6 machos de 2 meses de idade.

Tratamento

Ehrlich - O tratamento dos animais com tumor de Ehrlich foi iniciado apods 7 dias da
inoculacdo das células tumorais e prolongou-se por 7 dias. O grupo tratado (n = 10)
recebeu injecdes diarias de 10 pg/animal de leucurogina pela via subcutanea. O
grupo controle (n = 10) recebeu doses diarias de 100 pL de salina 0,9%. No 8° dia,
os animais foram sacrificados, o tumor foi retirado e pesado.

Melanoma murino B16F10 nex-2. ApoOs 24h do implante do tumor os animais foram
divididos em dois grupos (n = 6). Em um dos grupos os animais foram tratados com
injecao intraperitoneal de 5 pg/animal de leucurogina, em dias alternados durante 15
dias. Os animais pertencentes ao grupo controle (n = 8) foram tratados com 100 yL
de PBS. No 16° dia os animais foram sacrificados e os pulmdes foram retirados. A
massa pulmonar foi mensurada, seguido da contagem dos nédulos. A contagem dos

nddulos foi realizada com o auxilio de um estereoscépio binocular.
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16. Angiogénese inflamatéria com uso de matriz de esponja

Camundongos Swiss foram anestesiados com ketapum (ketamina 140
mg/kg, adicionado de xilazina 7 mg/kg), submetidos a tricotomia e a assepsia da
regido dorsal. Logo em seguida, foi realizada uma pequena incisdo em torno da
10% vértebra lombar de aproximadamente 1 cm. Por esta inciséo foi introduzida
uma tesoura de ponta romba com a qual procede-se ao divulsionamento do tecido
subcutaneo formando um caminho até a altura das vértebras cervicais onde sera
fixado o disco de esponja. Discos de esponja de poliéster poliuretano de 8 mm de
diametro por 5 mm de espessura foram implantados centralmente. Antes do
implante dos discos, estes foram lavados em agua destilada e submetidos a
fervura por 15 minutos. ApOs a cirurgia, os animais foram mantidos sob

aquecimento artificial até completo restabelecimento de suas funcdes vitais.

Tratamento

ApOs 24h do implante dos discos de esponjas, os animais foram divididos em
grupos (n = 3) totalizando 7 grupos. Foram utilizadas duas vias de injecao,
intraperitoneal e aplicagbes diretamente na esponja. Os grupos tratados
intraperitonealmente receberam doses diarias de leucurogina nas concentracdes
de 10 e 25 pg/animal. Para esta via de tratamento o grupo controle recebeu doses
diarias de 100 puL de salina 0,9%. Os grupos que receberam injecbes de
leucurogina diretamente no implante de esponja as concentracdes de proteina foi
de 10, 25 e 50 pg/animal. Para esta via de tratamento o grupo controle também
recebeu doses diarias de 100 pL de salina 0,9%. No 16° dia os animais foram
sacrificados, o0s implantes retirados, pesados e homogeneizados para

determinacao dos niveis de hemoglobina.

17. Dosagem de hemoglobina

Apods o sacrificio dos animais, as esponjas foram removidas. Cada esponja foi
homogeneizada durante 20 min em temperatura ambiente. Para cada 0,5 g de

tecido utilizou-se 2 mL de reagente de cor de hemoglobina (DRABKIN e AUSTIN,
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1932). Apés centrifugacdo a 10000xg durante 20 minutos, a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi filtrado (0,22 um — Millipore) e para posterior leitura

espectrofotométrica a 540 nm.



18. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro da média (epm) de
cada grupo de animais. Os resultados foram analisados utilizando os testes
paramétricos teste t e ANOVA. Os valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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IV. Resultados

1. Expressao da leucurogina

A levedura P. pastoris que apresentou no seu genoma a sequéncia do cDNA
da leucurogina (HIGUCHI, 2009), foi selecionada para o processo de inducdo, ou
seja, expressdo da proteina de interesse induzida pela adicdo de metanol no meio
de cultura. Os clones positivos foram utilizados para producdo da leucurogina em
grande escala, em sistema de fermentacdo em dornas de 14 L. A figura 7 mostra o
perfil da leucurogina coletada em 12, 24 e 48h de indugdo. Foi observada a
ocorréncia da expressao da proteina de massa molecular esperada (entre 10 e 11
kDa).
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Figura 7. Perfil de expressao da leucurogina pela P. pastoris apos indu¢do com metanol. Eletroforese
em SDS-PAGE 12,5% corado com prata. Foram aplicados 2 pug de proteina de amostras coletadas
nos tempos 12, 24 e 48 h de inducdo. M, marcador de massa molecular (BenchMark Protein Ladder,
Invitrogen). A seta indica a banda referente a leucurogina.

2. Clarificagao da leucurogina

Apés a inducdo da leucurogina, a mesma foi clarificada e concentrada
utilizando sistema de filtracdo tangencial (fibra oca) e apds quantificacdo protéica
(0,5 mg/mL) a amostra foi dialisada contra tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e aplicada
em coluna Q-Sepharose (0,5 x 2,0 cm) que foi equilibrada com tampéao Tris-HCI 20
mM pH 8,4. O resultado da cromatografia estd mostrado na figura 8A. Os tubos de
maior densidade Optica de cada pico foram juntados e amostras contendo 2 ug de

proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida para eletroforese para verificar a
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posicdo de eluicdo da leucurogina. A figura 8B mostra o resultado obtido na

eletroforese.
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Figura 8. A - Perfil cromatogréfico obtido em coluna Q-sepharose (0,5 x 2 cm). Os numeros sobre a
linha pontilhada representam a concentracdo de NaCl aplicada ao tampdo de eluicdo. Abs,
absorbancia em 220 nm. B - Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12,5% corado com prata,
mostrando o perfil de eletroforético das amostras coletadas em diferentes estagios da cromatografia
por troca ibnica. Mr, marcador de padrdo de massa molecular (Bench Mark Protein Ladder,
Invitrogen). A seta indica a posi¢éo da leucurogina.

E possivel observar no resultado da eletroforese que a leucurogina esta
presente em todos o0s picos. No entanto, na presenca de 0,3 M de NaCl a
leucurogina foi eluida com maior grau de pureza. O material obtido na eluicdo a 300
mM de NaCl na cromatografia de troca ibnica foi utilizado para os ensaios biolégicos.

3. Estudo in vitro

3.1 Analise da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade celular foram os primeiros ensaios biolégicos
realizados nesse trabalho para determinar a acado da leucurogina. O objetivo deste
foi avaliar a agdo dessa proteina sobre as linhagens de células endoteliais umbilicais
humanas — HUVEC e em células de melanoma murino — B16F10, sendo esta ultima
altamente agressiva e metastatica para camundongos. Essa avaliacao foi feita
porque posteriormente ambas linhagens seriam utilizadas para outros estudos.
Inicio-se esse teste distribuindo 5 x 10° de células HUVEC e B16F10 em placas de

96 cavidades. Apés a aderéncia dessas no substrato (placa) a leucurogina foi
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adicionada em diferentes concentracdes (entre 0 a 50 ug/mL). Apos 24h de
incubacdo foram adicionados nos pocos o reagente MTT e leitura
espectrofotométrica a 570 nm foi realizada para determinar a taxa de viabilidade
celular. Os resultados mostraram que para as ceélulas B16F10 a leucurogina
apresentou ser citotoxica a partir da ordem de 6 pg/mL. Analisando o resultado
apresentado na figura 9A, foi verificado que para células de melanoma o efeito
citotoxico elevou-se de acordo com o aumento da concentracdo de leucurogina. Ja
para a linhagem de células endoteliais — HUVEC, a leucurogina apresentou efeito

citotoxico significativo a partir da concentracédo de 25 ug/mL (figura 9B).
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Figura 9. Andlise da citotoxicidade da leucurogina sobre as células de melanoma murino B16F10 (A)
e células endoteliais umbilicais de humano - HUVEC (B). As duas linhagens foram distribuidas em
microplacas de 96 cavidades contendo 5x10° células por cavidade. Apés ades&o celular, a proteina
recombinante foi adicionada nas concentracdes entre 0 a 50 pug/mL. Foi utilizando ensaio MTT para
verificacao da viabilidade. A leitura espectrofotométrica foi a 570 nm.

3.2 Estudos de angiogénese

A determinacdo da atividade anti-angiogénica é uma etapa muito importante
na caracterizacao de bioldgica de proteinas recombinantes desenvolvidas para inibir
o crescimento tumoral. O ensaio de angiogénese in vitro teve como obijetivo verificar
se a leucurogina seria capaz de inibir a formacdo de estruturas pré-angiogénicas
gue é totalmente dependente de células endoteliais. Para tanto, utilizou-se a
linhagem celular HUVEC. Inicialmente matrigel foi adicionada em placas com 96

cavidades. Logo em seguida 5 x 10° células (HUVEC) foram distribuidas, seguida da
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adicdo de diferentes concentragdes de leucurogina (0, a 50 pyg/mL). Analisando a
figura 10, foi possivel verificar que a leucurogina na ordem de 50 ug/mL foi capaz de
inibir a interacdo da matrigel as células endoteliais, impedindo a formacao dos tubos
angiogénicos. Comparando o efeito de inibicdo apresentado pela leucurogina nessa
concentracdo com o resultado obtido no grupo controle, observou-se uma reducao

na formagé&o dos tubos de aproximadamente 66%.
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Figura 10. Angiogénese de HUVEC com adi¢do de matrigel. As células foram incubadas na presenca
e auséncia de diferentes concentracdes de leucurogina. Os nimeros de estruturas pré-angiogénicas
foram contados apés 18h de incubacdo. *p<0,05 vscontrole.

A figura 11 exemplifica, em termos qualitativos, os resultados obtidos neste
experimento. Na figura 11A foi possivel verificar que HUVEC crescida em matrigel
levou a formacdo de estruturas com compartimento intracelular fechado. O
mesmo nao foi observado quando HUVEC foi crescida na auséncia de matrigel
(figura 11B). Ja as amostras celulares crescidas na presenca da leucurogina (50
pg/mL) pode ser verificado uma reducgédo significativa na formagéo das tubos pro-
angiogénicas (figuras 11C e 11D).
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Figura 11. Imagens das estruturas pro-angiogénicas capturadas apdés de 18 h de cultivo de
HUVEC. A - controle positivo contendo matrigel. B - controle negativo, sem adi¢édo de matrigel. C e

D - com matrigel e tratadas com 50 yg/mL de leucurogina. Os pontos escuros representam a
contagem das estruturas pro-angiogénicas.

3.3 Proliferagao celular

Fatores de crescimento sdo proteinas expressas pelas células com a funcéo
de ativar vias de sinalizacdo, dentre essas as de sobrevivéncia e crescimento
celular. O estudo da proliferacdo de células estimuladas fator de crescimento de
fibroblasto foi realizado com objetivo de verificar se a leucurogina seria capaz de
antagonizar o crescimento celular. Em tumores, a progressdo da malignidade esta
diretamente relacionada a proliferacdo descontrolada de células tumorais. As células
endoteliais também contribuem para esse evento por serem responsaveis pela
neovascularizagdo tumoral. Por esta razdo, células de melanoma murino B16F10 e
células endoteliais — HUVEC foram distribuidas em placas de 96 cavidades e apos a
adesdo foram estimuladas a proliferacdo com FGF. Concentragbes crescentes de
proteina recombinante (0 a 50 ug/mL) foram adicionadas em cada poco. Analisando
as figuras 12A e 12B, se pode observar que os grupos controles das duas linhagens
celulares expostas a FGF apresentaram diferencas significativas na proliferacéo
quando comparados aos grupos controles crescidos sem adicdo de fator de
crescimento, mostrando que o FGF atuou induzindo o crescimento das células.
Também foi observado que a proliferacdo celular das duas linhagens na presenca

de FGF foi inibida pela leucurogina a partir da concentracéo de 10 pg/mL.
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Figura 12. Andlise da proliferacdo celular para a linhagem tumoral B16F10 (A) e para as células
endoteliais HUVEC (B). Em placas de cultivo celular contendo 96 cavidades as duas linhagens foram
plaqueadas na densidade de 5 x 10° células por cavidade. As linhagens celulares foram submetidas a

diferentes concentra¢@es (entre 0 a 50 ug/mL) de leucurogina na presenca e na auséncia de FGF 10
ng/mL (A) e 2 ng/mL (B). Os controles foram preparados na auséncia de leucurogina. *p<0,05 entre

0s controles, *p<0,05 vs controle, **p <0,01 vs controle.

4. Estudos in vivo
4.1 Inibigao do crescimento tumoral

Atualmente a cultura celular vem sendo constantemente empregada para
avaliar a atividade farmacos sobre diferentes linhagens celulares, incluindo as
tumorais. A realizacdo de estudos in vitro com a leucurogina foi importante para
avaliar sua atividade em células endoteliais (HUVEC) que sao requeridas no
processo de angiogénico e também em células tumorais (B16F10). Além disso, a
caracterizacdo da acdo dessa proteina sobre o cultivo dessas duas linhagens, fez -
se necessario devido a esses dois tipos celulares estarem descritas por super
expressar 0s maiores receptores de colageno, tais como as integrinas o131 € af1.
As desintegrina-similes por suas caracteristicas, podem atuar inibindo essas
integracbes Devido ao fato da leucurogina ter apresentado resultados significativos
em estudos in vitro, procurou-se desenvolver ensaios in vivo para avaliar a atividade
dessa proteina sobre o sistema fisiol6gico. Sendo assim, foi realizado o ensaio de
inibicdo do crescimento tumoral utilizando células de tumoral de Ehrlich. Apds serem
injetadas as quantidades de 2,5 x 10° de células na regi&o dorsal de camundongos,

os animais foram divididos em 2 grupos. Passados 7 dias do implante, iniciou-se o
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tratamento. O grupo controle recebeu doses didrias de 100 uL de solucdo salina
0,9%. Ja os animais do grupo tratado receberam as doses diarias de 10ug/animal de
leucurogina. O resultado ilustrado na figura 13 mostrou que os tumores retirados dos
animais tratados com a proteina recombinante apresentaram uma reducéo de massa
significativa quando comparados aos tumores retirados dos animais tratados com

salina 0,9%. Essa reducéo foi aproximadamente de 44%.
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Figura 13. Massa tumoral de tumor de Ehrlich crescida no subcutdneo de camundongos Swiss
machos. C - submetidos a dose diaria de 100 yL de salina 0,9%. T - animais tratados com 10
pg/animal de leucurogina por dia. Os resultados representam a média + epm de cada grupo de
animal. * p<0,05 vs controle.

4.2 Dosagem de hemoglobina das matrizes de esponjas

Em estudos de angiogénese in vitro a leucurogina mostrou ser capaz de inibir
a formacao de estruturas pré-angiogénicas, fundamentais para a formacao de vasos
sanguineos. Por isso, procurou-se verificar se a leucurogina também seria capaz de
reduzir a formacao de vasos sanguineos em matrizes esponjas. Para este ensaio,
discos de esponjas foram implantados na regido dorsal de camundongos e os
animais foram divididos em grupos. Foram utilizadas duas vias de tratamento. Os
animais tratados pela via intraperitoneal receberam doses diarias de diferentes
concentracdes de leucurogina (10 e 25 pg/animal). Os animais que receberam doses
de leucurogina diretamente no local do implante da esponja foram tratados com
proteina nas concentracfes de 10, 25 e 50 pg/animal. Os grupos controles das duas
vias de tratamento receberam injecdes diarias de 100 uL/animal de salina 0,9%. A

figura 14 apresenta as esponjas retiradas do dorso dos animais apos 15 dias de
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tratamento. Nesta figura pode ser observada a diferenca na vascularizacdo das

esponjas tratadas com salina 0,9% e as tratadas com concentracdes crescentes de

leucurogina.

pgfanimal

Figura 14. Matrizes de esponja retiradas do dorso de camundongos Swiss machos apos 15 dias de
tratamento. Aplicagdes feitas diretamente na esponja. As doses diarias foram de 10, 25 e 50
pg/animal de leucurogina. S = controle, no qual foi injetada salina.

Analisando as figuras 15A e 15B, pode ser observado que a quantidade de
hemoglobina nas esponjas dos grupos tratados com salina 0,9% é significativamente

maior quando comparado a quantidade de hemoglobina dos implantes de esponjas

tratadas com leucurogina.
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Figura 15. Niveis de hemoglobina em matriz de esponja implantada no dorso de camundongos Swiss
machos de 2 a 3 meses de idade. A, via de tratamento intraperitoneal. B, aplicagéo feita diretamente
na esponja. O grupo controle (C) recebeu doses diarias de 100 L de salina 0,9% (100uL). As doses
de leucurogina para os animais tratados foram de 10, 25 e 50 pg/dia por animal. Os animais foram
sacrificados no 15° dia ap6s inoculacéao do tumor. *p<0,05 vs controle, **p<0,01 vs controle.
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E possivel observar também que houve reducdo significativa da
vascularizacdo das esponjas tratadas com leucurogina a partir da ordem de 10
Mg/animal e as duas vias de tratamento apresentaram resultados significativos,
mostrando que a leucurogina foi capaz de inibir aproximadamente em 70% o0s niveis
de neovascularizacéo das esponjas.

4.3 Metastase pulmonar

Células tumorais naturalmente superexpressam fatores de crescimento que
auxiliam no seu desenvolvimento e estimulam a neovascularizagao para garantir sua
sobrevivéncia no organismo. Pelo fato da leucurogina em ensaio in vitro ter
apresentado capacidade de inibir proliferacdo celular na linhagem de melanoma
murino B16F10 estimulada com fator de crescimento de fibroblasto, foi proposto
também verificar seu efeito sobre metastase tumoral. Nas condi¢cdes de metastase o
estagio da doenca € avancado e as células tumorais estdo se proliferando
descontroladamente. Células de melanoma ao invadirem o sistema circulatorio ou
linfatico, com auxilio de plaquetas aderem-se e invadem outros tecidos e 6rgdos. Um
bom modelo e indicador da progressdo do melanoma € a contagem do nimero de
nodulos tumorais presentes nos pulmdes de camundongos doentes. Esses nodulos
sdo formados porque células tumorais ap0s entrarem no sistema circulatério tém
acesso aos pulmdes devido a oxigenacdo sanguinea, sendo assim, as ceélulas
tumorais se fixam e invadem esse érgdo. Para o inicio desse ensaio 5 x 10° células
tumorais (B16F10) foram inoculadas na veia caudal de camundongo C57B16. Os
animais foram divididos e 2 grupos e apos 24 h iniciou-se o tratamento. Os animais
do grupo controle receberam 100 uL de PBS. Os animais do outro grupo receberam
a dose de 5 ug de leucurogina. As imagens dos pulmdes retirados dos
camundongos ap6s 15 dias de tratamento podem ser observadas na figura 16. E
possivel verificar que nos pulmfes dos camundongos controle houve um aumento
na progressdo de noddulos tumorais, indicando um avanco das células tumorais
sobre o organismo do animal. Uma reducdo no numero de nédulos foi observada
nos pulmodes dos animais tratados com leucurogina.



54

A B
l 'ﬂ
Figura 16. Pulmdes de camundongos C57 machos submetidos & inoculacdo de células de melanoma

murino (B16F10) diretamente na veia caudal e tratados com (A) controle PBS (100uL) e leucurogina
(5ug/animal) (B) via intraperitoneal em dias alternados.

O numero de nédulos foi contado com auxilio de um estereoscépio binocular.

O resultado da contagem pode ser analisado na figura 17. Neste resultado
observou-se que a leucurogina reduziu significativamente o numero de nddulos

tumorais, indicando o efeito da reducdo metéstase.
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Figura 17. Ndmero de nddulos tumorais indicadores de metastase pulmonar de melanoma murino.
Células tumorais B16F10 nex-2 (5x10%) foram aplicadas na veia caudal lateral de camundongos
C57B16 machos de 2 meses de idade. O grupo controle (C) foi submetido a dose de 100 uyL de PBS
a cada 48 h. Animais do grupo tratado (T) receberam doses de 5 ug de leucurogina a cada 48 h. Os
animais foram sacrificados no 16° dia apés no inicio do tratamento.
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V. Discussao

As células do corpo de qualquer organismo pluricelular mantém-se
associadas entre si e com material adjacente por meio da matriz extracelular. As
adesbes celulares sdo mediadas por moléculas especificas localizadas nas
membranas, tais como selectinas, caderinas, membros da super familia das
imunoglobulinas (Ig), metaloproteinases e integrinas (COMINETTI, 2004). As
integrinas estdo diretamente envolvidas no processo de sinalizagdo celular
(GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1999). De acordo com Hynes (1992), sdo consideradas
como o0s mais importantes receptores da MEC. Boudreau (1998) mostrou a
influéncia da MEC na sinalizacdo em células malignas. Hoje se sabe quais integrinas
sao altamente expressas em muitas linhagens tumorais, sendo esta informacao
essencial para o entendimento do desencadeamento de sinalizagcbes relacionadas
ao crescimento, angiogénese e metastizacdo tumoral dependentes de integrinas.
Como exemplo, pode ser citado a superexpressdo da integrina ay s, receptora de
fibronectina, vitronectina entre outros componentes da MEC em algumas linhagens
tumorais como melanoma (SHEU e cols, 1994) e cancer de mama
(BORRIRUKWANIT e cols, 2007). Outras integrinas que vem sendo mais estudadas
e relacionadas a cancer, incluindo melanoma, carcinomas hepatocelular e prostéatico
sdo aifB1e azB1, receptoras do maior componente da MEC, o colageno. Além disso, a
integrina avBs e 0s receptores de colageno aiff1, azB1 mostram também uma
importante fungéo no processo angiogénico.

Pelo exposto, o estudo sobre antagonista de integrinas que participam do
processo de desenvolvimento tumoral vem sendo umas das alternativas promissoras
no tratamento do cancer. Um alvo de estudo sdo os venenos de serpentes que
apresentam uma diversidade de componentes bioativos, entre os fragmentos
conhecidos como desintegrinas classicas e similes, derivadas das SVMPs e
descritos por antagonizarem os receptores de membrana, as integrinas (MCLANE e
cols, 2004; MINEA e cols, 2005). As desintegrinas classicas foram descritas por
inibirem processos como agregacdo plaquetaria, adesao celular, angiogénese e
consequientemente o crescimento tumoral. As desintegrina-similes ndo sao
encontradas livres na natureza como produtos de hidrdlise. S&o encontradas apenas
conjugadas ao dominio rico em cisteina, ou seja, o complexo des-cis. A principal

caracteristica que distingue bem as desintegrinas-similes é a presenca da trinca
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ECD substituindo a regido RGD das desintegrinas. Usami, (1994), descreveu pela
primeira vez, a participacdo do dominio desintegrina-simile na inibicdo da agregacao
plaquetéria. Hoje se sabe que além da atividade sobre as plaquetas, podem atuar no
recrutamento de neutrofilos, adesao celular, angiogénese, crescimento tumoral. Pelo
fato de o dominio desintegrina-simile do veneno da serpente B. leucurus nao ser
encontrado na natureza, e por isso ter seu estudo delimitado, Higuchi (2009), usou
como alternativa clonar esse dominio em levedura P. pastoris, por meio da
tecnologia de DNA recombinante. Ap6s a etapa de clonagem o0 mesmo autor
purificou e testou a atividade dessa proteina recombinante (leucurogina) em ensaios
que caracterizam a acdo de uma desintegrina, tais como agregacao plaquetaria,
adesdo, proliferacdo e migracdo celular. Nesses ensaios in vitro a leucurogina
apresentou atividade bioldgica significativa. Nos testes de inibicdo do crescimento
tumoral a leucurogina também mostrou acao inibitéria. Portanto, o trabalho aqui
apresentado teve o objetivo principal expressar, purificar e caracterizar da atividade
anti-angiogénica e anti-metastatica da leucurogina, dando continuidade aos estudos
da acao bioldgica dessa proteina.

A levedura metilotrofica Pichia pastoris, que é capaz de crescer em meio de
cultura contendo metanol como Unica fonte de carbono, possui duas caracteristicas
gue a tornam uma boa hospedeira para a producdo de proteinas heterdlogas. A
primeira € o forte promotor usado para transcrever genes heterdlogos, que é
derivado do gene da enzima alcool oxidase (AOX1) e € regulado transcricionalmente
por metanol, que € um indutor barato, sendo reprimido na auséncia do mesmo.
Possui também a capacidade de crescer e atingir altas densidades celulares (>100
g/L) (FISCHER e cols, 1999). A P. pastoris contendo o cDNA da leucurogina, e por
isso, denominada clone positivo foi crescida em placa e posteriormente transferida
para meio denominado meio basal de sais, cuja composi¢cdo €, conforme a propria
denominacéo, basicamente de sais contendo ions célcio, magnésio, potassio, ferro,
cobalto, manganés, zinco, sodio, cobre e, como fonte de carbono, o glicerol (CHEN e
cols, 1997). Este meio ndo tem componentes organicos, o que facilita o processo de
purificacdo e analise do fragmento protéico em eletroforese gel de poliacrilamida. A
expressdo da proteina em bioreator permitiu o controle de todos os parametros,
como oxigenagdo, pH e temperatura, garantindo o sucesso da inducdo da
leucurogina. Logo apds a expressao foi realizado o processo de purificacdo da

proteina. De acordo com Higuchi, 2009, o pl estimado para a leucurogina € de 4,1 e
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a eluicdo da proteina na cromatografia de troca-ibnica ocorre na auséncia e também
na presenca do sal em todas concentracdes aplicadas no tampao. No inicio da
cromatografia a 0% de sal a proteina provavelmente eluiu pela saturagédo da coluna,
porém no momento esperado, na presenca de 300 mM de NaCl a eluicdo protéica
ocorreu em um grau satisfatorio de purificacdo, mas apresentando ainda proteinas
de aproximadamente 40 kDa. Para o mesmo autor a proteina de 40 kDa eluida a
300 mM de NaCl, juntamente com proteina 10,4 kDa, deve ser produto de
agregacao. Essa hipétese foi esclarecida apds a banda 10,4 kDa ter sido recortada
do gel de poliacrilamida e reaplicada em gel e os resultados apresentaram
reaparecimento da banda de alta massa molecular. Seguindo a mesma metodologia
de purificacdo por cromatografia de troca-ibnica estabelecia por Higuchi (2009),
observamos que a eluicdo da leucurogina em maior grau de pureza foi na presenca
de 300 mM de NaCl, apresentando também o mesmo perfil em eletroforese gel
obtido nos estudos feitos por Higuchi (2009).

Nas ultimas décadas, tem sido observado na literatura cientifica, um grande
interesse pelo cultivo de células, em particular as de humano. Esta tendéncia se
deve principalmente ao fato do desenvolvimento de novos produtos que
proporcionam as células em cultura um ambiente mais favoravel ao seu crescimento,
seguido de melhores resultados (INGBER, 2005). Matrigel é composta de matriz
extracelular proveniente de sarcoma de camundongo, ricos em colageno do tipo IV,
heparan sulfato proteoglicanas e fatores de crescimento que sdo importantes para o
desenvolvimento celular (INGBER, 2006). Células cultivadas em matrigéis
experimentam, de fato, um ambiente mais rico (INGBER, 2005). Células endoteliais
guando cultivadas em in vitro na presenca de matrigel, deixam de crescer em
monocamada e comecam a formar estruturas pro-angiogéncias. A formacéo dessas
estruturas faz parte do crescimento primério de vasos sanguineos (CLEMETSON,
1998, INGBER, 2006). Além disso, células endoteliais expressam moléculas
adesivas incluindo integrinas que influenciam nas suas fungdes. Algumas integrinas
como a,f3, a,B, e aB; presentes em células endoteliais atuam como receptoras de
coldgeno, laminina e fibronectina. Por isso, antagonistas dessas integrinas tém sido
desenvolvidos para inativar suas ligacdes especificas, levando a inibicdo do
crescimento dessas células. No entanto, para o tratamento de doengas como o

cancer, esses antagonistas podem promover a acado anti-angiogénica em tumores.
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Sendo assim, resolvemos testar a atividade da leucurogina em células endoteliais —
HUVEC cultivadas in vitro na presenca de matrigel.

Em estudos prévios de viabilidade da HUVEC na presenca de diferentes
concentracbes de leucurogina, a concentracdo de 25 pg/mL induziu reducao
significativa a viabilidade dessa linhagem endotelial. J& os resultados da
angiogénese in vitro, mostraram que nesta mesma concentrac¢ao leucurogina nao foi
capaz de inibir significativamente a formacdo das estruturas pré-angiogénicas. Isso
pode ser explicado, considerando que em ensaios de viabilidade, as HUVEC
cresceram na presenca de meio de cultura RPMI acrescido de 10% de SFB. As
quantidades de proteinas da MEC e de fatores de crescimento presentes nesse
meio de cultura sdo bem menores quando comparados as condi¢cées de cultivos da
HUVEC acrescido de matrigel. E possivel que nas condi¢des de cultivo celular
oferecido nos ensaio de angiogénese a adeséo da célula a MEC tenha sido mais
elevada e a concentracdo 25 pg/mL de leucurogina nao foi suficiente para
antagonizar integrinas especificas receptoras de componentes da MEC. Desta
forma, para inibir a formacdo dos tubos angiogénicos uma dose maior de
leucurogina seria necesséria, como observado por nés. Na concentracdo 50 pg/mL,
leucurogina inibiu a formacédo das estruturas pré-angiogénicas na ordem de 66% em
comparacao ao grupo controle. Na literatura, estdo descritas diversas metodologias
para estudos da acdo de desintegrinas recombinantes sobre 0 processo
angiogénico. Ramos e cols (2007), optou por outro método para avaliar a atividade
anti-angiogénica da DisBa-01, uma desintegrina recombinante descrita por
antagonizar a integrina avB3. Nesses estudos a inibicdo da angiogénese foi
caracterizada por ensaios in vivo utilizando matrigel plug. A matrigel plug por ser
empregada em estudos in vivo possui concentracfes ainda maiores de proteinas e
fatores de crescimento que a matrigel para uso in vitro. Para esse ensaio 0s autores
observaram que 100 nM de proteina foi capaz de reduzir significativamente a
formacdo de vasos em matrigel plug. Para os estudos de angiogénese in vitro
apresentado nesse trabalho, a escolha da metodologia foi baseada no trabalho
publicado por Paschoalin (2007), que caracterizou a atividade anti-angiogénica de
oligopeptidases.

O processo de adesdo celular € mediado por receptores presentes na
membrana que interagem com componentes da MEC. Integrinas presentes em

células endoteliais atuam como receptores de colageno, laminina, fibronectina e
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trombospondina. As integrinas a,Bs, a.8s a,3; € a;B; sdo conhecidas por estarem
envolvidas na angiogénese (CLEMETSON, 1998). Higuchi (2009), ao analisar a
competicdo entre a leucurogina e colageno do tipo |, e leucurogina e fibronectina na
interacdo com integrinas na adesao celular, evidenciou uma interacdo da proteina
recombinante com integrinas receptoras de colageno, devido ter ocorrido a inibicao
da adesdo entre célula ao colageno pela adicdo da leucurogina, e como este
resultado néo foi observado para a fibronectina (ligante da a\B3) € possivel que a
leucurogina seja um ligante de alta afinidade para receptores de colageno | (a,3,).
Para a analise da atividade anti-angiogénica da leucurogina in vitro, pode-se avaliar
que devido ao fato da matrigel ter altas concentracées de coldgeno do tipo IV e a
leucurogina ter mostrado capaz de inibir a interacdo entre as células endoteliais a
matrigel, € possivel que essa proteina iniba também receptores especificos de
colageno 1V (integrina a1B1). Trabalhos com outras desintegrinas recombinantes na
presenca de colageno também apresentaram resultados interessantes e
significativos. Marcinkiewcz, (2003) trabalhando com obtustatina, uma desintegrina
recombinante obtida do veneno da serpente Vipera lebetina mostrou que na
presenca de colageno tipo IV essa proteina foi um potente inibidor da angiogénese
in vitro. Cominett e cols (2004), trabalhando com alternagin-C (Alt-C), uma
desintegrina-simile isolada do veneno da serpente B. alternatus, mostraram que
essa proteina se liga fortemente a integrina azB1, 0 mais importante receptor de
coldgeno tipo I. Pela capacidade da Alt-C em inibir a adeséo de fibroblastos por
colageno do tipo I, os autores propuseram que a integrina a,B; seja o0 receptor
especifico para o colageno tipo |.

Pelo fato da leucurogina ter apresentado atividade de inibicdo da angiogénese
in vitro, procurou-se investigar também a acdo dessa proteina em angiogénese in
vivo utilizando o modelo de matrizes esponjas. Para tanto, uma lesdo promovida
pela introducdo de implante de esponja no compartimento subcutdneo dos
camundongos induziu resposta local similar & observada em processos inflamatorios
cronicos e de cicatrizacdo de feridas, onde € observado o desenvolvimento de uma
série complexa e organizada de eventos, resultando no acumulo celular e vascular
no local da lesdo (MARTIN, 1997). No 16° dia apds o implante as esponjas foram
retiradas e os niveis de hemoglobina nelas determinados, como indicativo indireto
dos niveis de vascularizacdo. A atividade anti-angiogénica significativa da

leucurogina ficou evidenciada a partir da ordem de 10 pg/animal, tanto nos
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resultados apresentados pela via de tratamento intraperitoneal (IP), como pela via de
aplicacao da proteina feita diretamente nas esponjas (ES). Para Rubin’s (2008), em
ensaio in vivo, aproximadamente 90% da droga aplicada para tratamento é
secretada ou degradada pelo sistema fisiologico do animal. Resultados
interessantes foram obtidos na dosagem de hemoglobina das esponjas retiradas de
camundongos tratados pela via intraperitoneal. O conteldo protéico apds ser
aplicado no peritbnio tende a entrar rapidamente em contato com a corrente
sanguinea. As chances de a proteina ser hidrolisada por proteinases presentes no
sistema fisiolégico sdo muito maiores quando comparado ao tratamento realizado
com injecdes de proteina feitas diretamente na esponja. Para essa Ultima, a
leucurogina teve acao direta no local do implante. Entretanto, os resultados da
dosagem de hemoglobina mostraram que, embora o grupo controle da via ES tenha
apresentado significativamente uma quantidade maior de hemoglobina em
comparacao ao grupo controle IP, o tratamento com 10 pg/animal de leucurogina
para ambas as vias apresentaram resultados similares na concentracéao final de
hemoglobina. Neste ensaio, a realizacdo de uma curva dose/efeito foi necesséria
para identificar a concentragcdo de leucurogina mais eficiente para inibicdo da
angiogénese in vivo. Foi verificado nos resultados entre os grupos tratados com 10,
25 e 50 pg/animal de proteina que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Indicando que o uso de concentracdes elevadas de leucurogina néo
aumenta seu efeito anti-angiogénico em matrizes esponjas. Santos (2005), ao
estudar a acdo de uma proteina recombinante homdloga a angiostatina sobre a
angiogénese in vivo, verificou que a atividade anti-angiogénica dessa proteina pode
ser bem caracterizada utilizando modelos de matrizes esponja. Essas esponjas por
nao serem compostas de materiais organicos ndo atuam de forma citotoxica no
organismo dos camundongos e sua estrutura permanece fixa no local do implante
durante todo o periodo de tratamento, facilitando a formacdo dos vasos sanguineos
por processo inflamatorio.

Angiogénese tumoral € estimulada por uma variedade de fatores de
crescimento, entre eles o VEGF, o FGF, o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), os fatores de crescimento transformantes a e B (TGFa e B) entre
outros. Melandécitos transformados sédo conhecidos por produzirem altas quantidades
de bFGF e VEGF. A extensiva producao de fatores de crescimento continua até a

formacdo completa de novos vasos sanguineos (MAHABELESHWAR, 2007).
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Pesquisas recentes mostraram que o VEGF pode induzir a super expressao das
integrinas a;B; e a,B; em diversos tipos de cancer, incluindo melanoma. A
expressdo de bFGF automaticamente aumenta os niveis de expressdo de VEGF e
VEGF-R. Quantidades significativas de bFGF s&o encontradas associadas a MEC
com a membrana basal na formacdo de novos vasos sanguineos em melanoma
(RUBIN’'S e STRAYER, 2008). Pelo fato da leucurogina ter apresentado capacidade
de inibir a formacédo de estruturas proé-angiogénicas in vitro e angiogénese in vivo, foi
proposto avaliar se essa proteina possui atividade inibitéria sobre proliferacdo de
células endoteliais (HUVEC) e células tumorais de melanoma murino (B16F10)
estimulada com fator de crescimento de fibroblasto. Os resultados da proliferacéo
celular em 24h mostraram que o0s grupos controles de ambas linhagens celulares
responderam significativamente ao FGF. Os grupos das duas linhagens que foram
estimuladas com fator de crescimento e depois tratadas com concentracdes
crescentes de leucurogina (10, 25 e 50 pg/mL) apresentaram resultados
significativos a partir de 10 pg/mL. Analisando os resultados foi possivel observar
gue para as duas linhagens celulares a acao da leucurogina apresentou atividades
similares. Esse resultado pode ter ocorrido porque a HUVEC mesmo ndo sendo uma
célula tumoral, em cultura, seu fendtipo esta alterado, sendo assim, ela pode
apresentar caracteristicas proximas a células tumorais (B16F10), justificando a
similaridade dos resultados da ac&o da leucurogina para as duas linhagens. Outras
desintegrinas estdo descritas como potentes inibidores de células endoteliais e
tumorais estimuladas com FGF. A salmosina, mostrou ser antagonista da integrina
a3z em ensaio de crescimento tumoral e angiogénese estimulada por fator de
crescimento (KANG e cols, 1999). A desintegrina do veneno da serpente B.
alternatus descrita como DisBa-01, também inibiu a proliferacédo celular estimulada
por FGF bloqueando a integrina av33 (RAMOS e cols, 2007).

Antagonistas de integrinas podem inibir seus efeitos ligando-se a sua
subunidade B. Essa ligacdo pode propiciar uma mudanca de conformagdo na
integrina especifica e impedir que ela faca a comunicacdo com a parte
citoplasmatica do receptor tirosinaquinase especificos de fatores de crescimento, e
dessa forma levar a inibicdo e/ou ativacdo de vias de sinalizacdo celular como
sobrevivéncia, apoptose, regulacédo de actina e citoesqueleto, invasao, migracao,
proliferacdo e adesao celular (GULLBERG e cols 2003; MIYAMOTO e cols, 1996;
ELICIERI, 2001). Pelo fato da leucurogina ter apresentado atividade de inibicao de
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agregacdo plaquetéria, adesdo celular dependente de colageno |, atividade de
reducdo do crescimento tumoral in vivo (HIGUCHI, 2009), e apresentado nesse
estudo acdo anti-angiogénica in vivo e in vivo e inibicdo da proliferacdo celular, é
provavel que essa proteina tenha efeito inibitério por meio de uma dessas vias de
sinalizacdo. No entanto, estudos direcionados para evidenciar essa hipétese ainda
precisam ser realizados.

Higuchi (2009), descreveu que a leucurogina na dose de 7,5 pg/animal foi
capaz de inibir o crescimento tumoral de melanoma em 51%, em ensaio in vivo
utilizando animais nude imunodeficientes. Para o trabalho aqui apresentado a
proteina demonstrou uma reducdo do crescimento tumoral de Ehrlich de
aproximadamente 44% nos camundongos tratados com 10 pg/animal de proteina
recombinante. Devido a esses resultados, neste trabalho foi proposto também
avaliar a acdo da leucurogina na metastase pulmonar tumoral. Em melanoma, apos
0 surgimento do tumor primario, as células transformadas entram rapidamente em
mitose. O tumor inicia 0 processo angiogénico quando atinge o tamanho de
aproximadamente 1 a 2 mm?® (BRONCHUD e cols, 2008). Neste estagio as células
tumorais comecam a liberar fatores de crescimento que atraem microvasos proximos
ao tumor (ALBERTS e cols, 2004). Uma vez que as células tumorais entram na
circulacdo estas precisam se aderir ao endotélio para invadir outros tecidos. Para
isto as células tumorais formam complexos com plaquetas e esta associacéo parece
ser essencial para uma metastase bem sucedida (GOULD e cols, 1990; HUANG e
cols, 1991). A habilidade das células tumorais de induzir agregacao plaquetaria esta
bem difundida entre diversos tipos de canceres como carcinoma de mama,
adenocarcinoma de colo, carcinoma de pulméo e melanomas (SHEU e cols, 1997).
A participacdo das plaquetas nos processos metastaticos parece resultar da ligacéo
direta das plaquetas com as células tumorais e da liberacdo de agentes indutores
sollveis por parte dos tumores. Estes agentes incluem ativadores classicos de
plagueta como ADP, catepsina B, proteinases tipo trombina e colageno (ZHOU e
cols, 1995). Desta maneira, as plaguetas atuariam facilitando todos os passos
intermediarios da metastase transvascular incluindo a retencao das células tumorais,
interacdo com o sub-endotélio e extravasamento da microvasculatura. O
extravasamento é parte do processo de invasdo e envolve a adesdo de células
tumorais na membrana basal, a protedlise parcial de camadas desta membrana

seguida da penetragéo celular através da parte digerida (migracdo). E interessante
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notar que integrinas também participam da regulacdo da atividade das MMPs,
metaloproteinases de matriz que degradam a membrana basal. Resumidamente
durante a invasdo as integrinas funcionam ndo s6 como receptor de adesdo e
migracado, mas também como ativador de fixador de proteinases que sao requeridas
para a degradacdo da matriz extracelular. De fato inibidores destas interacoes
inibem a invasao de células tumorais no processo de metastase em modelos de
animais (RUBIN'S e STRAYER, 2008). Melanoma, por ser derivado de melanécitos,
possui pigmentos. Por isso, sdo bons modelos para estudo da metastase pulmonar.
No ensaio de metastase tumoral apresentado neste trabalho, B16F10 foi injetada na
veia caudal de camundongos para ultrapassar algumas fases do crescimento
tumoral. Devido a elevada concentracdo de células injetadas no sistema circulatorio
dos animais, a progressdo da doencga ocorreu mais rapidamente. Os resultados
mostraram que animais do grupo controle tratados com PBS apresentaram uma
guantidade de nddulo pulmonar muitas vezes maior que quando comparado ao
namero de nédulos presentes nos pulmdes dos animais tratados com leucurogina. O
resultado da acao da leucurogina na inibicdo da metastase tumoral ndo ocorreu por
acaso. Higuchi (2009) realizou ensaios de agregacdo plaquetaria e obteve
resultados significativos da atividade dessa proteina. O mesmo autor descreveu que
a 1,3 uM, leucurogina é capaz de inibir a agregacdo das plaquetas em ensaios in
vitro e no presente trabalho a proteina recombinante apresentou acéo na inibicdo da
angiogénese. Desta forma, pode ser proposto que a inibicdo da metastase tumoral
apresentada pela acdo leucurogina seja uma consequéncia da atividade inibitoria
dessa proteina em outros eventos celulares como ja descritos. Contudo, a atividade
inibitéria da leucurogina aumenta as chances de sobrevida do organismo em
tratamento, propondo que os estudos com a leucurogina pode contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer.

Muitos trabalhos vém sendo publicados mostrando que a interferéncia na
sinalizacao dependente de integrina pode promover a base para o desenvolvimento
de agentes inibidores de angiogénese e metastase tumoral. Kung e cols (1997)
publicaram um dos primeiros estudos de inibicdo da metastase por desintegrinas
recombinantes. Em estudos prévios os autores observaram que a salmosina é uma
antagonista da agregacgdo plaquetaria dependente de integrinas a,83 ypBs € OsP;.
Logo em seguida propuseram que na dose de 1,25 mg/kg a proteina atua na

reducdo significativa da metastase tumoral. Outros autores como Ramos e cols
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(2007), também investigaram a acdo de desintegrinas na progressdao tumoral e
mostraram que na dose 2 mg/kg de DisBa-0l1 inibe a metastase tumoral apos 14
dias de tratamento com a proteina recombinante. Este trabalho foi desenvolvido com
0 objetivo de expressar a leucurogina em P. pastoris e testar sua atividade como
antagonista da angiogénese e metastase. Os resultados aqui apresentados
mostraram que a producdo da leucurogina pode servir como ferramenta capaz de
mostrar a interacdo entre integrinas e componentes da MEC, gerando o

desenvolvimento de uma nova terapia contra o cancer.
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VI Conclusoes

. Leucurogina foi capaz de inibir a formacdo de estruturas pro-angiogénicas in
vitro utilizando matrigel e angiogénese in vivo utilizando matrizes esponjas;

o Nas linhagens HUVEC e B16F10 leucurogina apresentou capacidade de inibir
a proliferacéo celular;

. Leucurogina apresentou atividade de inibicdo do crescimento tumoral de

Ehrlich e metastase tumoral de melanoma murino (B16F10).
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E W

comissao de éticano usodeanimais

Titulo: “MECANISMO DE ACf\O DE LEUCUROGINA, UMA PROTEINA RECOMBINANTE
PRODUZIDA UTILIZANDO CLONE OBTIDO DE BOTHROPS LEUCURUS"

Protocolo: 017/2009

Natureza do Pedido: Pesquisa

Departamento: NCA — Nicleo de Ciéncias Ambientais

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Jorge Luiz Pesquero

Autora: Meire Coelho de Almeida

Resumo
O projeto proposto tem como objetivo geral expressar, purificar e caracterizar
parcialmente a atividade anti-angiogénica de desintegrina recombinante do veneno da serpente

Bothrops leucurus.

Parecer

A selecdo, alojamento e manipulagdo estdo adequados aos principios bioéticos na

utilizagdo de animais em experimentagdo. O numero de animais n3o foi definido, mas segue um

tratamento estatistico adequado.

Conclusdao

Projeto aprovado.

Mogi das Cruzes, 26 de Outubro de 2009.

Prof2. Maria Santina de Castro Morini
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Universidade de Mogi das Cruzes - UMC
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Protocolo de Solugodes

Tampdes para cromatografia de troca iGnica

Tampéao A — Tris HCI 20 mM pH 8,4

2,42 g de Tris

Adicionar 900 mL de &gua, ajustar o pH para 8,4 com adicdo HCI. Ajustar o volume
para 1L

Tampao B — Tris HCI mM pH 8,4 contendo cloreto de sédio 1M.

2,429 de Tris

58,449 de NacCl

Adicionar 900mL de &gua, ajustar o pH para 8,4 com adicdo de HCI. Ajustar o
volume para 1L

Solucgodes para SDS-PAGE e modo de preparo do gel

Tampao de amostra

2,4mL de tampéo Tris HCI 1M pH 6,8
0,8g de SDS

4mL de glicerol 100%

500uL de B-mercaptoetanol

50puL de azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Completar o volume para 10mL

Solucéo de acrilamida-bisacrilamida 30 %

Acrilamida — 29,209

Bis-acrilamida 0,8g

Completar para 100mL de solugéo
Filtrar e colocar em frasco escuro a 4°C

Tampéao do gel de separacao

Tris HCI 2M (pH 8.8)/SDS
24,229 de tris

0,4g de SDS

Completar o volume para 100mL

Persulfato de amoénio (PSA) 10%
0,59 de persulfato de aménio em 5mL de agua deionizada

Tampao de corrida 10x

30g Tris

1449 glicina

10g SDS

Completar o volume final de 1L

Gel de poliacrilamida 12,5%
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2,7 mL de agua deionizada

2,0 de tampao de separacao

3,3 da solucéo de acrilamida/bisacrilamida
100 pL de PSA

8,5 uL de Temed

Dearear antes de adicionar p Temed

Gel de empacotamento 5%

2,0mL de agua Milliq

833uL de tampéo de empacotamento

417uL de solugdo de acrilamida/bisacrilamida
50uL de PSA

10uL de Temed

Outras solugoes

Salina 0,9%
9g de NacCl dissolvido em 1L de agua Milliq
Salina fosfato tamponada PBS 10X

Solugdo A: NaH2PO4 0,5M

Solucéao B: NaHOPO4 0,5M

Em um béquer contendo 90g de NaCl e a solugéo B, adicionar a solucédo A até que o
pH atinja 7,4. Filtrar

BMGY

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%

Fosfato de potassio 100 mM
Yeast nitrogen base 1,34%
Biotina 4x10°% e glicerol 1%

Meios Basico

HsPO, 26mL
CaS0,. H,O 0,939
K,SO, 18,29
MgSQO,. 7H,0O 14,99
KOH 4,139
Glicerol 4mL

Agua gsp 1L
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PTM1

Sulfato cuprico — 5H,0 69
lodeto de sddio 0,08g
Sulfato de manganés-H,0 39
Molibidato de sddio 2 H,O 0,29
Acido borico 0,029
Cloreto de cobalto 0,59
Cloreto de zinco 20,09
Sulfato ferroso 7.H,0 659
Biotina 0,29
Acido sulfarico 5mL
Agua qsp 1L
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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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