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RESUMO

As integrinas sdo proteinas de membrana envolvidas em diversos processos
brolégicos como embriogénese, inflamagao e agregagio plaquetaria. A alteragdo de seu
padrao de expressdo esta relacionada com processos patoldgicos como trombose &
cancer, fazendo das integrinas 6timos indicadores da progressio destas doencas. Assim,
a integnina o231 pode ser considerada como indicadora de angiogénese, sendo expressa
nas células endoteliais durante o crescimento de novos vasos. Ja a auséncia da allb33
e plaquetas estd relacionada com a doeng¢a de Glanzmann, caracterizada por uma
agregacdo plaquetana deficiente, e sua presenca em outros tipos celulares esta
relacionada com processos de metastase e invasao de tecidos. Estas integrinas contém
antagonistas naturais nos venenos de serpentes da familia VIPERIDAL: As RGD-
disintegrinas bloqueiam a integrina allbBf3 e as ECD-disintegrinas blogueiam a
integrina o2B1. Estas ultimas formam parte de metaloproteinases com multiplos

dominios de aproximadamente 50 kDa.

Interessados em desenvolver marcadores moleculares para estas integrinas,
direcionamos nossos objetivos para: (1) a elucidagdo da regido minima das ECD-
disintegrinas com atividade bioldgica e (2) construgdo de biomarcadores para a
mtegnna a2f1 utilizando a regido elucidada, e para a integrina olIbf3 utilizando uma

RGD-disintegnina.

Neste trabalho conseguimos determinar uma regido de 49 residuos na porgao C-
terminal do dominio ECD-disintegrina da jararagina que reage com um anticorpo
ncutralizante das atividades hemorragica e de ligagdo ao colageno da proteina. Esta
regifo foi subclonada e expressa em fusdc com a fosfatase alcalina de . coli, mas ndo
teve funcionalidade como marcador. No entanto, a RGD-disintegrina eristostatina em
fusdo com a fosfatase alcalina mostrou bifuncionalidade, apresentando tanto atividade
disintegrina como atividade catalitica. Além disso, verificamos sua seletividade pela
integrina obB3 e padronizamos um ensaio direto de dot blot para a presen¢a dessa

integrina em plaquetas, com um unico passo de incubagio.



ABSTRACT

Integrins are membrane proteins involved n biological processes such as
embriogenesis, inflammation and platelet aggregation. The alteration of their expression
pattern 1s related to pathological disorders such as thrombosis and cancer, making
integrins suitable indicators of the progression of these diseases. Thus, the o2f1
mtegrin, which is expressed in endothelial cells during capillary growth, may be an
indicator of angiogenesis. The absence of allbPf3 integrin in platelets is related to
Glanzmann disease, characterized by defective platelet aggregation and its expression in
other cellular types 1s related with metastasis and tissue-invasion processes. These
integrins contain natural antagonists in venoms from the VIPERIDAE snake family:
RGD-disintegrins, which block the allbf3 integrin and ECD-disintegrins, which block
the a2B1 integrnin. The latter forming part of multidomain metalloproteinases of

approximately 50 kDa.

In order to develop molecular markers for integrins, we have directed our
objectives at: (1) determining the minimal region of ECD-disintegrins with biological
activity and (2) engineering biomarkers for the a2f1 integrin using the previously

determined minimal region and for the c.llbB3 using an RGD-disintegrin.

In this work we have determined a 49-residue region located in the C-terminus
of jararhagin ECD-disintegrin domain, which reacts with a neutralizing antibody of
hemorrhagic and binding to collagen activities of the protein. This region was subcloned
and expressed in fusion with £. coli alkaline phosphatase, but did not present a2 marker
activity. On the other hand, the RGD-disintegrin eristostatin fused to alkaline
phosphatase showed bifanctionality, presenting both, disintegnin and catalytic activities.
Furthermore, we have characterized its selectivity for the oJIbB3 integrin and we have
standardized a direct dot blot assay with one-step incubation for the presence of this

integrin in platelets.



ABREVIACOES

ADAM: A Disintegrin And Metalloproteinase (metaloproteinases contendo dominio
disintegrina)

amp: ampicilina

AP: Alkaline Phosphatase (fosfatase alcalina)

APv: APvariant (variante de fosfatase alcalina)

BCIP: bromo, cloro, indolyl phosphate

BSA: Bovine Serum Albumin (albumina sérica bovina)

¢DNA: DNA complementar

EDTA: acido etileno diamino tetra-acético

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ensaio de adsorgo imuno-enzimatico)
Er: eristostatina

GST: Glutationa S-Tranferase

HPLC: High Performance Ligumd Chromatography (cromatografia liquida de alta
performance)

IPTG: Isopropil-tio-B-D-galactosideo

LB: Luria Bertant

NBT: nitro blue tetrazolium,

OPD: o-diclorofenilenodiamina

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis (eletroforese em gel de poliacrilamida)
pb: pares de bases

PBS: tampio fosfato-salina

PCR: polymerase chain reaction (reagido de polimerase em cadeia)

pINPP: p-nitrophenylphosphate

SDS: dodecil sulfato de sodio

SVMP: snake venom metalloproteinase (metaloproteinase de veneno de serpente)
UV: ultravioleta

TIMP: Tissue Inhubitor of MetalloProtemnase (inibidor tecidual de metaloproteinase)



INTRODUCAO
I, Integrinas

1. Caracteristicas estruturais e funcionais

As células em orgamismos pluricelulares estdo organizadas em tecidos, que por sua
vez formam os oOrgdos. Estas estruturas cooperativas s3o bastante complexas e a
organizagio das células depende do contato com um corplexo de moléculas extracelulares
conhecido como matriz extracelular. Toda esta estrutura organizada de matnz, células e
tecidos é mantida por moléculas de adesio que se encontram tanto na estrutura da matnz
como na membrana celular. Além de manter este contato, as moléculas de adesio podem
fechar espagos entre células, como ocorre no tecido epitelial, e podem transmitir mensagens
entre elas mediante sinais quimicos ou elétncos (Alberts e col, 1994). Entre as mais
importantes moléculas de adesdo da membrana celular estdo as integrinas. As integrinas so
ghcoproteinas transmembrinicas importantes para a ligagdo e resposta das células aos
componentes da matnz extracelular, podendo mediar as interagdes bidirecionals entre estes
componentes ¢ o citoesqueleto. Também atuam como transdutores de sinal, participando
assim de 1ymportantes eventos de comunicagio e adesdo. Dessa forma, as integrinas tém
uma participa¢io decisiva nos processos de desenvolvimento e funcionamento dos
organismos, participando também de importantes doeng¢as como trombose, inflamagio ¢

cancer (Hynes, 1992).

As integrinas sdo compostas de duas subunidades, « e B, associadas de forma n3o
covalente. A combinacio das cadelas o (19) ¢ B (R) gera diversas integrinas de diferentes
especificidades (Humphres, 2000). A especificidade e a afimdade da ligagdo com os
diferentes componentes da matriz extracelular sera definida segundo o tipo de integrina
presente, o namero 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 esta formada por um dominio extracelular
volumoso, uma regiio transmembrinica e uma cauda citoplasmica A subunidade «

corresponde ao produto de um Gnico gene que sofre protedlise resultando em uma cadela



pesada e uma cadeia leve ligadas por uma ponte dissulfeto (Phillips e col., 1988). A
subunidade B apresenta um enovelamento intnacado de pontes dissulfeto (Calvete, 1994)
bastante conservado entre as 8 subunidades (Hynes, 1992). As duas subunidades (o e B) se
juntam durante a biosintese formando o complexo, necessano para a expressdo na
superficie da célula (Duperray e col., 1989). As integninas tém sitios de ligag@o para cations
bivalentes, e estes cations $30 necessarios para a hgagio das integrinas com seus agonistas
(Plow e col., 1992). Na cauda citoplasmatica, as duas subunidades formam um complexo,
um segundo dominio de ligagdo, que reconhece sinais intracelulares e proteinas do

citoesqueleto.

A expressao flogenética de integrinas parece ser geral encontrando-se desde fungos
até mamiferos. Sua distribui¢io tecidual é ampla, sendo expressas praticamente em todo
tipo de célula e tecido estudado (Virtanen e col., 1990). Durante o desenvolvimento, as
integrinas s3o onipresentes, regulando os movimentos morfogenéticos e a migragao celular
e sdo especialmente expressas durante a gastrulagdo, neurulagdo e histogénese (Albelda e
Buck, 1990). Adicionalmente, as integnnas participam de processos fisioloégicos como

inflamagdo, cicatrizago e agrega¢do plaquetaria (Heino, 1993; Rudolph e Cheresh, 1990).

A transdugio do sinal originado pelas integnnas € bidirecional, 1sto é: ocorre de
dentro para fora e de fora para dentro da célula (Dedhar, 1995). Para que ocorra a adesao
célula-célula efou célula-matriz extracelular, as integrinas t8m que ser ativadas. Esta
ativacio ocorre mediante estimulo local de mediadores soliveis (horménios, citocinas,
fatores de crescimento, etc.) ou de interfaces solidas como a matriz extracelular ou outras
células. Igualmente importante € que as integrinas sejam mativadas para evitar a adesao
celular e ligagio a matriz em ocasides e locais inadequados. A adesdo inapropnada pode
culminar em trombose ou processos inflamatérios nio desejados. E importante que as
integrnas tenham um eficiente mecanismo de ativagdo, uma vez que elas participam de

processos rapidos como embriogénese e histogénese (Mizejewski, 1999).

A maior parte das células precisa aderir-se na matnz extracelular para crescer,
funcionar e sobreviver apropriadamente (Gui e col., 1995). Durante a formagdo dos tecidos,

a ligagio célula-célula e célula matriz é mediada por integrinas. Células epiteliais normais



podem sofrer apoptose quando desprovidas da matriz extracelular (Virtanen ¢ col., 1990).
Em cultura celular, a ligagdo ocorre em estruturas especializadas da membrana
denominadas sitios de adesao focal constituidos de agrupamentos de integrinas firmemente
ligados a matmz extracelular (Dedhar, 1995) Sitios de adesio focal menos consistentes
estdo presentes no tecido epitehal permitindo maior flexibilidade e movimento celular.
Estes agrupamentos de integrinas servem como sitios de ligagdo para fibras intracelulares
de actina na superficie citoplasmatica da membrana celular, influenciando assim a
morfologia celular. Assim mesmo, neste centro de adesdo focal tem mnicio uma cascata de
sinais que se cruzam com vias de fatores de crescimento, citocinas € quinases (Liu e col.,
1997), as ultimas inclumndo a quinase de adesio focal (FAK) (Bumdge e Chrzanowska-
Wodnicka, 1996). Esta cascata de interagdes também pode estar ligada a proteinas-G e
firosina quinases. Também tem sido relatado que a forma da célula esta diretamente ligada
com seu crescimento € taxa de sobrevivéncia. Dependendo da integnna envolvida os efeitos
antiapopioticos durante o crescimento celular tem sido delineados e descritos (Juliano,

1993; Burndge e Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Chen e col, 1997).

2. Integrinas e Plaquetas

As plaquetas sio particularmente sensiveis a agdo das integnnas. A agregagdo
plaquetaria ocorre pela interagdo destas com proteinas de adesdo como fibrinogénio,
colageno, fator de von Willebrand, fibronectina e lfaminma, através de glicoproteinas de
membrana especificas, muitas das quais sdo integrinas (allbf3, a2pl, avB3, aSpl e
a6f1). Entre estas, a231 ¢ allbB3 sdo as mais importantes como mediadores de adesdo e
asregacio plaquetaria (Ginsberg e col., 1988). A ativag@io das plaquetas & decorrente da
adesfio e pode ser iniciada por diversos estimulos mecanicos e quimicos. A adesdo ao
colageno do subendotélio através da integnna a2p | e a presenga de trombina esto entre 0s
estimuladores mais fortes da ativagio plaquetana. Esta ativa¢io leva a alteragbes no
citoesqueleto resultando em mudangas de forma e degranulagdo com conseqiiente liberagao
de diversos fatores (ADP, trombina, ATP, Ca2+, GTP, serotonina, fator plaquetanio IV,

albumina, enzimas hidroliticas, fibrinogénio, fibronectina, fator de von Witlebrand, entre



outras moléculas) e ativagdo da integnna olbP3 latente. Esta ativagio depende
basicamente da mudan¢a de conformagio da integrnina (Hughes e Pfaff, 1998).
Indiferentemente do agonista e do receptor imicial, a via final consiste na ligacdo do
fibrinogénio a ntegrnina allbP3 levando & agregagdo plaquetdria (Hynes, 1991). Além
disso, estes receptores se agrupam formando clusters que geram eventos de sinalizagdo de
fora para dentro da célula que incluem a reorganizagio do citoesqueleto da plaqueta (Topol
e col, 1999). A integrina ollbP3 também parucipa da adesdo da plaqueta a fibnna
(Letkovits e col., 1995). A agregacio plaquetaria € importante para a coagula¢io sanguinea,
uma vez que a formagdo do tampio hemostatico evita a hemorragia. Por outro lado, em
condigdes patoldgicas pode ocorrer a formagio de trombos, poncipais responsaveis por

disturbios cardiovasculares.

A integrina «fIbf3 € a mais abundante contendo de 60.000 a 80.000 copias por
plaqueta (Wagner ¢ col., 1996). A auséncia ou baixa expressdo desta integrina esta
relacionada com a doenga de Glanzmann que é caracterizada por um sangramento
mucocutaneo recorrente, resultante de uma agregacao plaquetana deficiente em resposta a
gualquer estimulo fisiologico. Estudos a cerca da doenca de Glanzmann serviram de base
para o estabelecimento da nibigdo farmacolégica da integnna allbB3 como terapia anti-
trombotica (Nurden e Caen, 1974). Outros estudos revelaram ainda novos agonistas para a
integnna ollbB3 como fibronectina, vitronectina e fator de von Willebrand (Plow e
Ginsberg, 1981; Plow e col., 1985) ¢ demonstraram que as interagdes entre estes € o

receptor sio mutualmente exclusivas (Plow e col., 1984).

A ntegrina ollbB3 reconhece duas seqiéncias de peptideos. A seqiéncia RGD,
inicialmente identificada como aregido adesiva na fibronectina (Pierschbacher e Ruoslahti,
1984) também esta presente no fibnnogénio, fator de von Willebrand e vitronectina. Todos
estes ligantes contém como minimo um motivo RGD, enquanto o fibrinogénio contém
quatro motivos RGD por molécula. De fato, a seqiéncia RGD ¢é reconhecida por vanas
integrinas (Ruoslahti ¢ Pierschbacher, 1986). A outra sequéncia envolvida na ligagdo do
fibrinogénio a integrina alIbR3 ¢ KQAGDV localizada na posigao C-temunal da cadeia y
do fibnoogénio (Kloczewiak e col., 1983). Esta seqiiéncia é exclusiva do fibinogénio e é

provavelmente o sitio predominante de ligagdo com a integnna (Farrel e col., 1992),



A Integrina 21 ¢ a segunda integrina mais importante da plaqueta. E o receptor do
colageno e geralmente é quem desencadeia a agregacdo plaquetaria em resposta a uma
lesdo (Saelman e col., 1994). Esta integnna & expressa em outros tipos celulares como
células endoteliais e esta envolvida na angiogénese. Sua diminui¢io esta relacionada com a
interrupg3o do crescimento de capilares e a indu¢io de apoptose (Budae col., 2003). Além
disso, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) induz a expressdo da integnna
a2pfl. Anticorpos anti-o2 Inibem a ligagdo de células endotehais ao coldgeno fipo le a

angiogénese in vivo (Senger e col., 1997).

A intera¢io estrutural da integrina a2f1 com o colageno foi recentemente elucidada
mediante a cristalizagdo do complexo formado entre o domimo 1dantegnna a2 coma
tripla hélice do colageno (Emsley e col, 2000). O motivo GFOGER previamente
determinado por Knight e colaboradores, (2000) parece ser critico para esta mteragao.
Adicionalmente 3 loops da face supenor do dominio 1 da integrina, que coordenam o ion
metalico, também interagem com o colageno onde o acido glutdmico do colageno completa
a esfera de coordenacdo do metal. A comparagio com a estrutura do dominio 1 ndo ligado
revela uma mudanca na coordenagdo do metal e uma reorganizagio da face supenor que

juntas criam uma superficie complementar para a ligagdo com o colageno.

3. Integrinas e Cincer
3.1. Transformacaoc maligna

A transformagio maligna ¢ caracterizada pela perturbagdo da organizagdo do
citoesqueleto, diminuigio da adesdo e alteragdo das respostas dependentes de adesdo
Estudos da expressdo de integrinas em células transformadas sugerem que varias
subunidades de integrinas participam tanto positiva como negativamente do fenétipo da
célula transformada (Ruoslahti, 1992). Mudangas na expressdo de integrinas receptoras de
fibronectina tém sido observadas em alguns tipos de fibroblastos. Além disso, alteragGes
nos padrdes de expressio de integrinas tém sido observados em inumeras células malignas

(Plantefaber e Hynes, 1989). Em geral, o fenétipo de uma célula transformada pode conter



diversas alteragdes nos seus receptores (Akiyama e col., 1990). Porexemplo, altos niveis da
mtegrina o.5B 1 parecem estar correlacionados com baixas taxas de transformagdo em certos
twmores. No entanto, um incremento da expressdo da mtegrna ovB3 estd diretamente
relacionado com aumento da malignidade em melanomas (Chan e col , 1991). Como regra
geral podemos mencionar a falta de organizag¢io espacial da expressfio de integrinas em
twinotes epiteliais Em carcmomas, o arranjo das integrinas é bastante desordenado com
uma distribui¢dio difusa e menos abundante. Estes desarranjos podem afetar a afinndade da
ligacio e estio correlacionados com a desorganizagio concomitante da estrutura da
membrana basal. Niveis reduzidos de expressio das subunidades aS, a3 e a2 tém sido
reportados em carcinomas, enquanto um aumento dos niveis da integrnina o634 aparece em
tumores de cabeca, pescogo e pele (Mizejewski, 1999). Apods transformagdo de linhagens
celulares de toedores com o virus de sarcoma, a integnna a.SB 1 desaparece da superficie
celular enquanto os niveis de a3B! permanecem constantes (Heino, 1993). Outras
mudangas relacionadas com a transformagio envolvem aumento da fosfonlagdo,
diminuicio da afinidade por ligantes, aumento da glicosilagio de oligosacarideos N-ligados
nas integrinas. Como mencionado acima, a presenga da integrina «5B1 esta associada com
um fenotipo celular normal e a super expressio desta integrina pode normalizar um
fenodtipo transformado (Chen e col, 1991). Em comparagéo, células de osteosarcoma
humano transformadas com virus requerem o receptor o231 de colageno. A reorganizagio
da matriz (colageno) parece ser uma das razdes da importancia da expressio desta integnna
para as células transformadas formarem tumores (Mizejewski, 1999). Em geral, a
transformacio celular representa um estado pré-canceroso requerendo estratégias
preventivas mais que terapias. Uma destas estratégias pode ser a determinacio paralela do
perfil de expressdo especifica de integrinas em células normais e tumoralis do mesmo

tecido.



3.2. Tumor primario

Durante o crescimento de tumores pnmanos tem-se observado tanto alteragdes
qualitativas como quantitativas do padréo de expressdo de integrinas. Muitas integrinas sao
super expressas ou nio mals expressas enquanto outras sio fosforiladas afetando sua
interagdo com o citoesqueleto e com a matriz extracelular (Kiein e col, 1991). A
formulagio de uma assinatura celular da expressio de integrinas de biopsias pode ter
potencial como diagndstico para a detecgdo tanto da transformagdo como da progressao de
tumores. Por exemplo, a super expressio da integnna aSP1 em células CHO mostra uma
redu¢3o na malignidade (Cheresh, 1992), enquanto a progressdo de melanoma tem sido
correlacionada com o aumento das integrinas a3B1 e adpl (Klein e col, 1991). Outros
estudos mostram também o envolvimento da integrina a6 1 nesta progressdo (Natali e col,,
1992). Embora a expressdo das integrinas em células malignas seja alterada com relagdo as
normais, muitos tumores mantém a expressao normal de pelo menos algumas integrinas. As
mudangas no padrio de expressdo de integrinas e sua distribuigdo na superficie celular s&o
especificas para cada tipo de célula tumoral. Carcinomas de mama, prostata e colo de utero
mostram uma perda da expressdo das integrinas o3B1, o2B1, a5B1 e ab6f4; no entanto 0s
sarcomas altamente malignos super expressam a integnna o2B1, receptor de colageno, que
se acredita estar envolvido em metastases (Ingber ¢ col., 1990). E interessante salientar que
a integrina allbB3, nomalmente exclusiva de megacariocitos, € expressa em outros tipos
celulares em condigdes anormais. Chen e colaboradores, (1997) identificaram por RT-PCR
a expressio do mRNA correspondente s subunidades oflb ¢ B3 em diversas linhagens de
células tumorais derivadas de diferentes tecidos de humano, rato e camundongo. Os
resultados de PCR foram confirmados por sequenciamento e imunohistoguimica utihzando
o anticorpo monoclona! anti-cIIbB3. Em geral, a perda ou ganho de uma mtegnna em
particular parece estar indiretamente implicada na transformagcdo maligna e diretamente

envolvida na progressio de tumores e metastase.
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3.3. Metastase

A metastase € um processo no qual as células cancerosas se desprendem do tumor
primaro, entram na circulagdo e extravasam em sitios distantes. A entrada da célula
tumoral no sistema vascular envolve a perda da adesfo e a produgdo de enzimas
proteoliticas para digerir a matriz, formando um tine! através das barreiras dos tecidos. O
processo metastatico envolve o contacto e separagdo com diferentes componentes da matriz
extracelular e requer mudangas no padrao de integrinas expresso pelas células tumorais. As
células tumorars podem rugrar efetivamente na matnz e i1sto depende do funcionamento

harmdnico das integrinas (Mizejewski, 1999).

Uma vez que as células tumorais entram na circulagio estas precisam se adenr ao
endotélio para invadir outros tecidos. Para isto as células tumorais formam complexos com
plaquetas e esta assoctagao junto ao estado hipercoagulado da doeng¢a maligna, parece ser
essencial para uma metastase bem sucedida (Gould e col,, 1990; Huang e col, 1991). A
habilidade das células tumorais de induzir agregagio plaquetana esta bem difundida entre
os diversos tipos de cinceres como carcinoma de mama, adenocarcinoma de colo,
carcinoma de pulmio, melanomas, etc (Sheu e col,, 1995 ¢ 1997). A participagdo das
plaguetas nos processos metastaticos parece resultar da ligagio direta das plaquetas com as
células tumorais e da liberagdo de agentes indutores solGveis por parte dos tumores. Estes
agentes incluem ativadores classicos de plaqueta como ADP, catepsina B, protemases tipo
trombina e colageno (Zhou e col., 1995). Desta maneira, as plaquetas atuariam facilitando
todos os passos mmtermedianos da metastase transvascular incluindo a retengdo das células
tumorais, intera¢do com o sub-endotélio e extravasamento da microvasculatura. A
expressio das integrinas allbf3 e avp3 € essencial para a ligagdo de células de melanoma
com plaquetas durante fluxo sanguineo (Felding-Habermann e col., 1996). Além disso, a
integnna allbB3 é super produzida durante a metastase de células de adenocarcinoma de

prostata (Tukha e col., 1998).

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

penetragio celular através da parte digerida (migracio). E interessante notar que as
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integrinas também participam da regulagio das atividades das MMPs, metaloproteinases de
matriz que degradam a membrana basal. A membrana basal forma um suporte para as
células e esta composta de um complexo de proteinas que inclui laminina, colageno e
proteoglicanos. De fato a desintegragdo da organizagio ou integndade da membrana basal ¢
um marcador histologico chave da transigdo de um tumor para um estagio tnvasivo. As
células cancerosas produzem, ativam e liberam diversos tipos de proteases que clivam
especificamente componentes da matriz extracelular. A degradagdo localizada da matriz
extracelular requer a expressao de proteases especificas e a concomitante expressao de seus
inybidores para prevenir um excesso da degradagdo da matnz. No caso de MMP2, esta ¢
ativada na superficie celular por um complexo protéico formado por MIMP2, MMP fipo 1
de membrana (MT1-MMP) e imbidor tecidual de MMP2 (TIMP2). Estudos recentes em
melanomas, gliomas e células endoteliais angiogénicas indicam que este complexo também
inclui a integrina avp3 (Brooks e col., 1996; Deryugina e col., 1997). Inicialmente, a
por¢ido C-terminal de MMP2 liga-se a TIMP2 (Fndman e col,, 1992) que por sua vez,
associa-se com o MT1-MMP que esta ancorado na membrana. MT1-MMP entéo cliva o
pro-dominio N-terminal de MMP2 resultando em uma forma intermediana capaz de se
ligar a integrina a.vB3 na superficie celular (Deryugina e col, 2000). Esta interagdo ativa
MMP2, na membrana celular das células invasoras abrindo o caminho para estas através da
protedlise da matriz extracelular (Brooks e col,, 1996). Resumindo, durante a invaséo a
integrina ovB3 funciona ndo so como um receptor de adesio e migragdo, mas tambem
como ativador ¢ fixador de proteases que sdo requendas para a degradagdo da matmz
extracelular, Uma regulagio negativa da interagdo integrnina-protease € requenda para
prevenir um excesso de degradagdo da matnz que pode reduzir a tra¢do celular e ibir a
migracio. A proteolise é negativamente regulada por PEX, proteina que bloqueia a ativagao
da protease competindo com MMP2 pela ligagdo com a integrina av33 (Brooks e col,
1998). De fato inibidores desta interagdo suprimem o crescimento de melanomas e gliomas

em modelos animais (Silletti € col,, 2001, Bello e col., 2001).
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3.4. Angiogénese

A angiogénese consiste na iniciagdio do crescimento de capilares. Durante o
crescimento de tumores, novos vasos sdo recrutados, primeiro na borda e depois dentro da
massa intersticial do tumor em crescimento. A massa tumoral em crescimento precisa de
uma neovascularizagdo continua, uma vez que a proliferagdo celular requer o suprimento
permanente tanto de oxigénio como de nutrientes. As limitagdes de oxigénio e nutnentes
promovem a indugdo de novos captlares por parte dos tumores (Vamer e Cheresh, 1996). O
controle do crescimento e proliferagio de capilares é um alvo potencial para o
desenvolvimento de terapias anti-cincer. Agentes antiangiogénicos tém-se mosirado
capazes de supnmir especificamente o crescimento de tumores sem causar toxicidade
sistémica. Estes agentes também diminuem a tolerancia dos tumores a drogas. O efeito
toxico causado por parte dos antiangiogénicos € minimo em tecidos normais, uma vez que
as células endoteliats dos capilares crescem devagar (expressam baixos niveis de
mmtegrinas), enquanto os capilares dos tumores multiplicam-se rapidamente e mostram um

elevado nivel de expressdo de integrinas (Liapis e col, 1997).

O papel das integrinas na angiogénese tumoral pode ser exemplificado por «vp3 em
melanomas. A expressdo diferencial desta integrina fol encontrada nos novos vasos
formados, mas ndo nos pré-existentes (Danen e col., 1995). As integnnas vasculares como
avB3 e avPBS estio implicadas na neovasculanzagdo e na angiogénese mnduzida por
tumores Antagonistas destas integnnas como anticorpos monoclonais, peptideos tnibidores
e oligonucleotideos antisense B3 e BS causam a regressdo de tumores (Gladson, 1996;
Voest, 1996). Deste modo, a inibigdo da angiogénese atacando o suprimento de sangue e
prevenindo o crescimento de novos vasos € uma das areas mais promssoras de terapias

anticancerigenas (Brooks e col, 1995; Boehm 1997).



4, Diagnésticos envolvendo integrinas

As Integrnas sdo étimos indicadores da progressio de cancer, uma vez que estio
envolvidas em todas as etapas, desde a transformacao maligna e crescimento do tumor
primaro até a metastase e angiogénese. Os métodos mais comuns para detectar integrinas
envolvem técnicas de PCR, onde o0 mRNA das integrinas é amplificado usando Drimers
especificos (Chen e col, 2001). Com a recente tecnologia de ¢DNAarray o perfil de
expressdo de integrinas pode ser rapidamente tragado para um determinado tipo de cancer
(Hourthan e col, 2003). As integrinas podem ainda ser detectadas por técnicas de
imunohistoquimica (Chen ¢ col., 1997), ELISA (Bessos ¢ col., 2003), citometria de fluxo

(Leytin e col 1996) e tissue-array mediante o uso de anticorpos monoclonais.

No caso da doenga de Glanzmann, onde 0 mRNA da subunidade oIlb & deletado

(410-427), técnicas de dot blot utilizando uma sonda marcada de DNA, tém ajudado a

diagnosticar a doen¢a (Newman e col |, 1991).

11. Disintegrinas

Os venenos de serpentes da familia YIPERIDAE contém antagonistas naturais das
mtegrinas denominados disintegnnas. Estas podem estar presentes como peptideos livres
(RGD-disintegrninas) ou formar parte de metaloproteinases complexas com varios dominios
(ECD-disintegrinas) que geralmente apresentam intensa atividade hemorragica. No entanto,
ambas formas onginam-se de precursores comuns que codificam metaloproteinases da sub-
familia das reprolisinas e que incluem um peptideo sinal, um pro-dominio e um dominio

catalitico precedendo o dominio disintegrina, todos bastante conservados entre si.
1. As mefaloproteinases de veneno

As metaloproteinases de veneno (SVMP de Snake Venom Metalloproteinase) podem
ser classificadas de acordo com o niimero de dominios em trés classes pnncipais: A classe
P-1 que contém apenas o dominio catalinco; a classe P-II que contém o dominio catalitico

seguido do dominio disintegrina na posi¢do C-terminal; e a classe P-III que apresenta o
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dominio catalitico seguido de um dominio ECD-disintegrina ¢ um dominio nco-em-
cisteinas. Estas trés classes como mencionado acima sio precedidas de um peptideo sinal e
am pro-dominio (Bjamason e Fox, 1995). Estes mesmos autores sugerem a existéncia de
uma quarta classe, P-IV, onde o dominio ECD-disintegrnna estaria unido com dots
dominios lectina em tandem através de duas pontes dissulfeto (Takeya e col., 1992).
Entretanto, ainda nio foi isolado o cDNA deste grupo podendo esta classe ser produto de
uma modificagio pés-traducional. Na figura 1 podemos observar as 4 classes de SVMP

propostas por Bjamason e Fox (1995).

P1 Pro Cat w

PO Pro Cat Dis

POl | Pro Cat Dis Cys

PV Pro Cat Dis Cys Lec Lec

Fig. 1. Classificagio das Metaloproteinases de Veneno (SVMP). As SVMP classificam-se em 4
grupos, PI-IV, dependendo do nimero de domlnios presente na proteina madura. Todas estas sao
geradas como zimogénios e s6 se ativam apo6s remogao do pro-dominio (Proj. As Pl compreendem
apenas ¢ dominio catalitico (Cat), enquanto as Pl apresentam este dominio seguido do dominio
disintegrina (Dis). J& as PHl, apresentam além dos primeiros dominios, um dominio rico-em-
cisteinas {Cys). As PIV apresentam adicionalmente dois dominios lectina (Lec) ligados por 2
pontes S-S.

O peptideo sinal ¢ amplamente conservado entre as SVMPs e tem a fungéo de
direcionar a secre¢io das proteinas a glandula de veneno. Esta seqiiéncia consta de 18
aminoacidos com o sitio putativo de clivagem entre a glicina 18 e a senna 19 (Hite e col,,

1992),

As SVMP sio expressas como zimogénios no qual o pro-dominio desempenha um
papel inibidor. Esta regido de 190 residuos aproximadamente apresenia uma sequéncia
conservada, PKMCGVT na qual a cisteina faz parte de um mecanismo denominado

cysteine-switch que consiste na ligagio do grupo tiol desta ao zinco do sitio ativo
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impedindo a entrada de agua ou do substrato, mibindo assim a atividade enzimatica. Apods
processamento do pro-dominio o grupo tiol & deslocado e a enzima adquire atividade

catalitica (Jia e col., 1996).

As SVMPs estio evolutivamente relacionadas com as ADAMSs (4 Disintegrin And
Melalloproteinase) e as MMPs (Matrix Meialloproteinases). Estas proteinas estao incluidas
na familia M12 de metaloproteinases dependentes de zinco baseadas na estrutura do sitio
catalitico e no motivo de ligacdo ac zinco (Blundell, 1994). O peptideo sinal e o pro-
dominio também sdo 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 disintegrina e rico-em-cisteinas. As SVMPs
sio solivels enquanto as ADAMs apresentam dominios transmembranicos e
citoplasmaticos, responsaveis por sua localizagdo na superficte celular (Bjamason e Fox,
1995).

As MMPs estio envolvidas na degradag¢do de componentes da matnz extracelular e
participam do remodelamento de tecidos durante a embriogénese, do desenvolvimento e da
cicatrizacdio tectdual. Por outro lado, estas proteinas estdo envolvidas também em certas
patologias como por exemplo artnte, periodontite e metastase de tumores. O dominio
hemopexina das MMPs apresenta uma superficie carregada positivamente, com fungao
adesiva, que permite sua infera¢do eletrostatica com a por¢io C-terminal do TIMP que €
carregada negativamente (Willenbrock e col,, 1993). Por este mecanismo, a pro-MMP ¢
apresentada para uma MMP de membrana (MT-MMP) que ira clivar parcialmente o pro-

dominio e ativara a metaloproteinase (Brooks e col., 1996).

Estruturalmente semelhantes, as ADAMSs e as SVMPs fazem parte da subfamilia das
reprolisinas. O termo reprolisinas foi acunhado por Bjamason ¢ Fox (1995), devido ao fato
das SVMP terem como fonte serpentes, que sdo répteis, ¢ também por terem sido as
primeiras ADAMSs encontradas em tecidos reprodutivos (Blobel e col., 1992 e Wolfsberg e
col., 1993).
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O dominio catalitico das ADAMs esta envolvido em diversas fun¢des como, por
exemplo, na liberacio de TNF-a. (Black e col., 1997), importante mediador da inflamacao;
na neurogénese (Loechel e col., 1998); na geracdo de fibras de colageno (Mulichip e col.,
1998); na manutencdo de cartilagens (Tortorella e col., 1999), etc. Porém, em varias
ADAMs (2-7, 11, 14, 18, 22 e 29) a seqiéncia consenso altamente conservada que liga ao
zinco esta ausente. Estas ADAMSs estido geralmente envolvidas em processos de adesdo no
qual o dominio disintegnna atua como agonista, promovendo a adesdo celular (Almeida e
col, 1995). O dominmo catalitico é remowido durante a matura¢do, lembrando o
processamento de muitas SVMPs da classe P-III (Moura da Sitva e col., 2003). Tanto a
fertilina oo (ADAMI) como a § (ADAM?2), envolvidas na ligagdo espermatozéide-6vulo,
carecem do dominio catalitico (Blobel e col, 1992). Comparando a homologia estrutural das
SVMPs e ADAMs, venficamos que seus dominios ECD-dismtegnna apresentam
degenera¢des nos aminoacidos contidos no provavel loop de interag&o com as integrinas,
sugerindo que estes dominios podenam difenir quanto a especificidade pelo ligante com as

quais elas interagem (Wolfsberg e White, 1996).

1.1. Estrutura e funcio das SVMP
Classe P-1:

A classe P-1, formada apenas pelo domimio catalitico, apresenta a seqiéncia consenso
HEXXHXXGXXH conservada na familia M12 de metaloproteinases dependentes do ion
zinco. A estrutura tridimensional de quatro metaloproteinases da classe P-I for determinada
por crstalografia: adamalisina 1 de Crotalus adamanteus (Gomis-Ruth e col., 1993),
atrolisina-C de Crotalus atrox (Zhang e col., 1994), tnmerelisina Il de Trimeresurus
Sflavoviridis (Kumasaka e col., 1996) e acutolisina A de Agkistrodon acutus (Gong e col.,
1998). Os resultados mostram que sdo moléculas elipséides, contendo uma fenda catalitica
superficial que separa um subdominio inferior, irregularmente enovelado, de um dominio
superior maior, composto de uma folha B de cinco fitas e quatro o hélices. O ion zinco se
encontra nesta fenda, rodeado de trés histidinas (142, 146 e 152) e uma molécula de agua
ancorada no acido glutdmico 143, formando assim um tetraedro. O sitio de ligagdo ao

substrato esta flanqueado por uma Mel-furn (Met166), que forma uma base hidrofobica
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para a molécula de zinco, e duas paredes formadas por uma fita composta dos residuos 168-
172 e uma fita § antiparalela do dominio superior (residuos 108-112), mantendo assim a

estrutura conformacional da enzima (Stocker ¢ col., 1995).

A maiona das metaloproteinases, tanto hemorragicas como nio hemorragicas sdo
fibrino(génio)liticas e agem clivando preferencialmente a cadeia Ac e secundariamente a
cadela BB do fibrinogénio (Markland 1998). BaP1l, 1solada do veneno de Bothrops asper
degrada rapidamente a cadeia Ac. e vagarosamente a cadeia Bf, enquanto nio é observada
degradacio da cadeia y (Gutierrez e col., 1995). A especificidade pelos substratos tem sido
testada com caseina, peptideos de insulina B e substratos de peptideos de fluorescéncia
apagada (Bjarnason e Fox, 1995; Takeya e col., 1993). As metaloproteinases hemorragicas
HR1A e HR2a e as ndio hemorragicas Hy-Proteinase de Trimeresurus flavoviridis como
Cbfib2 de Crotalus basiliscus clivam preferencialmente o enlace peptidico Pro5 16/Met517
da cadeia Ao do fibrinogénio. Estas enzimas geralmente tém especificidade pnmana por
substratos de mais de 5 amino4cidos com um residuo hidrotébico na posigédo P17 como Leu
ou Met (Iwanaga e Takeya, 1993). O ativador de fator X de Vipera russelli parece requerer
uma Arg na posigio P1° (Takeya e col,, 1993). As atrolisinas B ¢ C de Crotalus atrox
clivam a proteina agrecan de cartilagem em dois sitios, Asn341-Fen342 e Glu373-Ala374

(Tortorella e col., 1998).

Classe P-11 (4As Disintegrinas):

As SVMPs da classe P-II sofrem um segundo processamento retirando o dominio
catalitico e dando origem as disintegrinas classicas. As disintegrinas apresentam geralmente
uma seqiiéncia RGD responsavel pela sua ligagdo a integrina allbf3 de plaqueta, inibindo
assim a agregac¢do plaquetaria. As RGD-disintegrinas podem ser classificadas de acordo
com seu tamanho e nimero de cisteinas em quairo grupos (Mclane e col, 1998). O
primeiro grupo inclui distntegrinas curtas de 41-51 residuos e 4 pontes dissulfeto. O
segundo grupo é o mais abundante e é formado por disintegrinas medias que contém
aproximadamente 70 residuos e 6 pontes dissulfeto. O terceito grupo estd formado por
disintegrinas Jongas com 84 residuos e 7 pontes dissulfeto. O quarto grupo é composto de

disintegrinas diméricas, onde cada unidade contém aproximadamente 67 residuos e 10
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cisteinas envolvidas na formac¢o de 4 pontes intracadela e 2 pontes intercadeia (Calvete e
cot., 2000-A).

A atividade inibitoéria das disintegrinas ¢ conferida pela estrutura primaria do /oop
é dependente da formagio das pontes dissulfeto apropnadas (McLane e col., 1996). Estudos
de ressonancia magnética nuclear (RIMN) mostram um /foop flexivel que sobressar de 14-
17 A da estrutura da proteina com o tnpeptideo RGD no seu apice (Adler e col,, 1991;
Saudek e col., 1991; Senn e Klaus, 1993). Na maior parte das disintegrinas monoméricas o
motivo funcional é o RGD (McLane e col., 1998). Estas disintegnnas ligam-se com
diferente afinidade e seletvidade as integrinas allbB3, avp3 e a5Bl que reconhecem a
seqiiéncia RGD nos seus ligantes naturais. A seletividade é confenida pelos residuos
adjacentes ao motivo RGD e os aminoacidos da por¢do C-terminal (Wierzbicka-
Patynowski e col, 1999). A barbourina, a bitistatina e a enstostatina apresentam um alto
grau de especificidade pela integrina alIbp3 de plaqueta (McLane e col., 1998). Estas trés
disintegrinas tém em comum a presenga do residuo triptofano (W) depois do 4cido
aspartico (D). Estudos de modelagem da eristostatina mostram que residuos hidrofobicos,
como a valina 25 e o triptofano 30, aumentam significativamente a Jargura do /oop,

conferindo-the especificidade por esta integrina (McLane e col., 1996).

As disintegrinas diméricas apresentam maior vanabilidade no seu motivo funcional.
A disintegrina heterodimérica EC3 de Lchis carinatus apresenta a seqiiéncia VGD e MLD,
mostrando-se um potente intbidor das integrinas a4, a4f7 e 0981 (Marcinkiewicz e col.,
1999-A e 2000). Ja a disintegrina heterodimérica EMF10, isolada do veneno de
Eristocophis macmahoni, apresenta a seqiéncia MGDW importante para 2 inibig3o seletiva
da integrina a.SB1 (Marcinkiewicz e col., 1999-B) No caso de CC8, punificada do veneno
de Cerastes cerastes, 0 motivo WGD aumenta o efeito inibitério sob as integrinas alibB3,

avP3 e a5p1 (Calvete e col., 2002).

Todas as disintegrinas apresentam um loop de 11 residuos com o acido aspartico
conservado na sexta posi¢io. Estudos de cristalografia da porgdo extracelular da integrnina
avP3, em complexo com um peptideo ciclico contendo a seqiiéncia RGD, mostram que o
oxigénio da carboxila do Asp peneira na fenda do dominio BA e participa de uma rede de

interacdes polares (Xiong ¢ col., 2002). Estes dados suportam a conservagdo deste residuo
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em todas as disintegrinas. No entanto, a obtustatina, 1solada recentemente do veneno de
Vipera lebetina obtusa. apresenta uma seqiiéncia KTS com importancia funcional nesta
regido. Esta disintegrina, a menor até hoje descnta com 41 residuos e 8 cisteinas, ndo so
difere na conservagdo dos residuos do /oop como na extensao deste, apresentando 9
residuos em lugar dos 11 conservados em todas as disintegrinas, inclusive as diméricas
(Moreno-Murciano e col., 2003). Esta diferenca parece confenr-lhe seletividade pela

integrina o | B1, inibindo a ligagio desta ao colageno IV com um ICsp de 2 nM.

O potencial das disintegrinas como drogas tem sido amplamente avaliado. Tanto a
tngramina como a rodostomina tém se mostrado potentes inibidores da agregagéo
plaguetana induzda por células tumorais (Gould e col,, 1990; Sheu e col., 1997). No
entanto, as duas disintegrinas utihzam diferentes vias para alcangar este objetivo. A
frigramina é um antagonista especifico da mteragio com células de cincer de mama,
enquanto a rodostornina 1nibe a agrega¢do plaquetaria antagonisando a interagdo com
células de adenocarcinoma de colo (Gould e col., 1990). No caso de células cancerosas de
mama, prostata e colo, a agrega¢do plagquetaria induzida pelo fator ativador de trombina
pode ser inibida tanto por trigramina como rodostomina (Gould e col., 1990; Huang e col.,
1991]; Sheu e col., 1997). A rodostomina inibe adicionalmente a angiogénese decorrente do
fator de crescimento de fibroblasto suprimindo o crescimento de tumores (Yeh e col.,
2001). Disintegrinas como a contortrostatina ¢ a salmosina iibem a neovasculanzagdo
bloqueando as 1ntegrinas oSPl e ovp3, respectivamente. Adicionalmente, a
contortrostatina inibe a progressao de cancer de mama ligando as integrinas e bloqueando a
adesdo das celulas cancerosas a vitronectina e fibronectina da matnz extracelular (Zhou ¢
col., 2000). A salmosina inibe o crescimento de células epiteliais apos cirurgia de catarata.
[sto é muito importante, uma vez que estas células podem causar uma opacificagdo capsular

pos-cirirgica (Kim e col,, 2002).

As disintegrinas  tém sido avaliadas como drogas anti-tromboticas. O
desenvolvimento de drogas inibidoras da agrega¢do plaquetaria dingidas contra aintegnna
allbB3 é muito importante uma vez que a inibigdo deste receptor previne a agregagao
independentemente da via metabdlica niciada. Estas drogas tém um amplo espectro de uso

incluindo preveng¢do primaria de doenga cardiovascular e prevencdo de eventos coronarios



em paclentes de alto risco. Devido a seu tamanho e conformagfo, as disintegrinas nfo sio
usadas diretamente como drogas, mas tém servido como base para o desenho de
antagonistas moleculares de baixo peso molecular. Eptifibatide (Integrelin) ¢ um peptideo
ciclico baseado na barbounina, apresentando a sequéncia KGD (Phillips e Scarborough,
1997). Foi aprovado pela FDA para uso em intervengdo coronara percutanea e sindromes
coronanas e € atualmente manufaturado por COR Therapeutics, Schering Plough. Outros
mibidores como Tirofiban (Merck and Co) baseado na sequéncia RGD sio peptideo
mméticos aumentando o tempo de vida na circulagio. A substitui¢io da arginina (R) por
um grupo am:dino ou benzamidino € ¢ uso de D-amino4cidos incrementam a resisténcia a

degradagdo enzimanca (Cox e col., 1994).

A ernistostatina, isolada do veneno de Eristocophis macmahoni é a disintegnna mais
potente inibindo a agregagao plaquetaria com um ICse de 59 1M (McLane e col., 1994). E
uma das mais seletivas ligando-se preferencialmente a integrnina allbf3 de plaqueta. Esta
disintegrina, uma das menores com 49 residuos e 4 pontes dissulfeto, ja for produzida em
E. coli mantendo sua seletividade e poténcia (Wierzbicka-Patynowski e col, 1999). A
enstostatina tem se mostrado capaz de nibir o crescimento de células de melanoma B16F1
apos o extravasamento (Momms e col, 1995). Assim mesmo, esta disintegnna inibiu
fortemente a colonizagdo do pulmao de camundongos apos injeciao de células de melanoma
MV3 e foi venficada a ligagao da eristostatina com estas células (Danen e col., 1998).
Ademais, a eristostatina aumenta a susceptibilidade da linhagem SBc12 de melanoma por

células ipo-NK TALL-104 (McLane e col., 2001).

Classe P-111:

As metaloproteinases de veneno da classe P-III contém as proteinas mais
hemorragicas (Bjarnason e Fox, 1994). A presenga dos dominios ECD-disintegrina/rico-
em-cisteinas parece potencializar esta atividade, no entanto n3o se tem evidéncia direta de
sua participa¢io. A hemorragia é comumente relacionada com a atividade proteolitica, uma
vez que a quelagdo do ion zinco, abole tanto a protedlise como os efeitos hemorragicos
(Bjarmason e Fox, 1994) E interessante notar que 0S venenos apresentam também

metaloproteinases desprovidas de atividade hemorragica (Markland, 1998; Willis e Tu,
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1988). Alguns trabalhos tém 1dentificado residuos no dominio catalitico que parecem

essenciais para exercer esta atividade (Hite e col., 1992; Takeya e col., 1990).

As metaloproteinases hidrolisam os componentes da membrana basal e este efeito
esta estreitamente relacionado com a hemorragia (Osaka e col., 1973). Tem sido claramente
demonstrado que estas proteinas degradam lamimina, fibronectina, colageno IV e nidogénio
in vitro (Rucavado e col., 1995 e 1999; Bjamason e col., 1988, Baramova e col., 1989 e
1990; Maruyama e col., 1992) e a membrana basal iz vivo (Ownby e col.,, 1978, Moreira ¢
col., 1994). A hemorragia parece estar estreitamente relacionada com a hidrélise do
colageno IV, uma vez que metaloproteinases nio hemorragicas ndo conseguem hidrolisar
esta molécula (Mashiko € col., 1998). Adicionalmente as metaloproteinases agem nas
células endotelais dos capilares ocasionando lesdes através das quais 0s entrocitos e outros

componentes do sangue escapam ao espago intersticial (McKay e col., 1970; Ownby e col,,
1978).

Diferentemente das disintegrinas classicas, o dominio ECD-disintegnina das SVMPs
da classe P-III apresenia uma seqiidncia ECD conservada no lugar do motivo RGD,
conferindo-lhe assim atividade inibitoria da agregagio plaquetana dependente do colageno.
Esta classe de metaloproteinases também pode soffer um segundo processamento, dando
ongem aum fragmento correspondente aos dominios ECD-disintegrina e rico-em-cisteinas.
Desta maneira, no veneno podemos encontrar a forma composta dos dominios catalitico,
ECD-disintegrina e rico-em-cisteinas e o produto de protedlise correspondente aos dois

ultimos dominios (Moura da Silva, 2003).

Entre as SVMPs da classe P-III, a jararagina vem sendo estudada por vanos grupos.
Esta metaloproteinase isolada do veneno de Bothrops jararaca cliva a cadeia Ao do
fibnnogénio na por¢io C-terminal dando origem a um fragmento de 285-290 kDa que
carece da seqiidncia RGD (572-574) que se liga as plaquetas. No entanto, a seqiiéncia RGD
(95-97) localizada na porgdo N-termuinal da cadeia Act ¢ a KQAGDV localizada na parte C-
terminal da cadeia y, permanecem intactas. Desta maneira a agregagdo plaquetaria
dependente de ADP niio ¢ afetada. Mesmo assim, a formagdo do coagulo de fibrina é

defeituosa com uma baixa polimeriza¢do dos mondmeros de fibnna (Kamiguti e col.,

1994),



A jararagina ¢ multifuncional sendo responsavel pela atividade hemorcagica e pela
mibicio da agregagio plaquetana dependente do colageno. Adicionalmente, a jararagina
tem sido relacionada a outras fun¢des como no processamento do Pro-TNFa (Moura da
Silva e col., 1996), na indugdo da migragio de leucocitos e liberagdo de citocinas (Clissa e
col., 2001; Costa e col., 2002.) e na clivagem do plasminogénio gerando angiostatina (Ho e
col, 2002).

Embora o dominio catalitico seja comumente responsabilizado pela atividade
hemoitagica, e os dominios ECD-disintegrina/nco-em-cisteinas pela inibigao da agregagdo
plaquetana, existem evidéncias que os dominios atuam sinergisticamente potencializando-
se uns aos outros. Kamiguti e colaboradores (1996), mostraram que a jararagina cliva a
subunidade Bl da integnna a2f1 confirmando a participa¢gdo do dominio catalitico na
imbicdo da agregagdo plaquetana. Alem disso, anticorpos resultantes da imunizagéo de
camundongos com o cDNA correspondente aos dominios ECD-disintegnna/rico-em-
cisteinas neutralizaram a atividade hemorragica da jararagina (Harrison e col., 2000)

demonstrando-se assim a participagdo destes dominios nesta atividade.

A nibigdo da agregagdo plaquetaria dependente de colageno por parte da jararagina e
as demais metaloproteinases do tipo P-I0 é um fato, no entanto a regido ou dominio
responsavel por esta atividade ¢ o mecanismo de agdo nio estdo esclarecidos e ainda
existem controveérsias nos dados da literatura. Da jararagina sabemos que inibe a agregagdo
plaquetana induzida por colageno com um ICsy de 40 nM (Kamiguti e col., 1996) ¢ a
ligagdo de células «2-K562 expressando a integrina «2fB1 ao colageno (Moura da Silva e
col., 2001). Com respeito as regides responsaveis pela inibigio da agregagdo plaquetana
dependente de colageno, sabe-se que o fragmento recombinante corespondente aos
dominios ECD-disintegrina/rico-em-cisteinas conserva atividade inibjtonia da agregagio
plaquetaria (Moura da Silva e col., 1999). Trabalhos utlizando peptideos sintéticos
mostraram que o motivo de adesdo esta localizado no loop correspondente ao dominio
ECD-disintegrina (Kamiguti e col, 1997; Zhou e col, 1996) No entanto, Jia &
colaboradores (2000) mostraram atividade de inibi¢do da agregag¢io plaquetana por parte
do dominio tico-em-cisteinas recombinante da atrolisina A Ainda mais, Ivaska e

colaboradores (1999), mostraram que o peptideo TRKKHDNAQ correspondente aos
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residuos 241-249 do dominio catalitico da jararagina se liga no dominto I da integnna o2,
Jigante do colageno tipo I, e seria uma das regides responsaveis por inibir a agrega¢io

plaquetana dependente de colageno.

A jararagina tem se mostrado eficaz também na inibigdo da progressao de células de
melanoma (Correa e col, 2002). E interessante que a quelagio do fon zinco do sitio
catalitico da jararagina com ortofenantrolina ndo diminuiu esta atividade, o que sugere que
os dominios ECD-disintegrina/rico-em-cisteinas da jararagina estejain desempenhando um

papel fundamental nesta inibigio.

Concluindo, a jararagina é uma metaloproteinase multifuncional composta de trés
dominios: catalitico, ECD-disintegrnna e rico-em-cisteinas, no entanto nido existe um
consenso entre a estrutura ¢ a fungdo dos dominios desta proteina. Dos dados da hteratura
podemos concluir que os dominios ECD-disintegrina e nco-em-cisteinas sio os
responsaveis pela ligagio ao colageno (Zhou e col., 1996) e a integnna o281 (Kamigut €
col., 1997) e ainda existem evidéncias indiretas que esta regido potencializa as atividades
hemorragica e proteolitica da jararagina (Harnson e col, 2000). O esclarecimento da
fun¢io dos dominios ECD-disintegrina e nico-em-cisteinas e sua participacdo nas atividades
hemorragica e proteolitica da jararagina sdo essenciais para melhor entender a estrutura e
funcido desta molécula. Do mesmo modo, a determinag2o da porgao que liga a integrna
a2B1 servira de base para o desenho de mibidores e para a construgdo de marcadores

moleculares para esta integrina. Com base nisto temos definido nossos objetivos.
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OBJETIVOS

Determinar a regido dos dominios ECD-disintegrina/rico-em-cisteinas responsavel
pela atividade disintegrina das SVMP da classe P-JII utilizando a jararagina como
modelo. Para tanto, utilizaremos duas abordagens principals que consistem na
clonagem e expressdo de fragmentos do ¢DNA que codifica os dominios
disintegrina e nco-em-cisteinas da jararagina e a avaliagdo da atividade biologica.
Paralelamente esses fragmentos serdo utilizados para 0 mapeamento dos epitopos
reconhecidos por anticorpos monoclonais que neutralizam as atividades biolégicas

da toxina.

Construir marcadores moleculares para integrinas baseados na enstostatina e em
motivos funcionas dos dominios ECD-disintegnna e rnco-em-cisteinas. Estes
marcadores serdo construidos utilizando o sistema pLIP de expressio que resultana
producfio da proteina recombinante em fusdo com a fosfatase alcalina de £. coli,

que pode ser usada entio como marcador molecular.

25



MATERIAL E METODOS

L MATERIAL:

1. REAGENTES:

1.1, Enzimas:

Fosfatase alcalina bactenana, Gibco BRL

Trombina, Novagen.

DNA polimerase de Termus aquaticus (Lag), Applied Blosystems.
DNA polimerase de Pirococcus sp. (Pfx), Invitrogen.
Endonuclease de restricdo BamH 1, Invitrogen.

Endonuclease de restrigio Dpn 1, New England Biolabs.
Endonuclease de restricdo £EcoR L Invitrogen.

Endonuclease de restri¢io Nof [, New England Biolabs.
Endonuclease de restrigdo Sfi I, New England Biolabs.

Enzima de ligagdo T4 DNA ligase, Boehringer.

. Marcadores:

Marcador de massa molecular de DNA Lambda clivado com Hind T originando os
fragmentos de 23130, 9416, 6557, 4361, 2322,2027, 564 ¢ 125 pb, Invitrogen.

Marcador de massa molecular de DNA e calibrador de concentragiao apresentando os
fragmentos de 2000 (50 ng/ul), 1200 (30 ng/uL), 800 (20 ng/ul.), 400 (10 ng/uL), 200
(5 ng/uL) e 100 pb (2,5 ng/pL.), Invitrogen.

Marcador de massa molecular de DNA /adder apresentando os fragmentos de 1500,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,200 ¢ 100 pb, Promega.

Marcador de massa molecular de proteinas para SDS-PAGE correspondente a 94; 67,
43;30;20,1 e 14,4 kDa Amersham Biosciences.

Marcador de massa molecular de proteinas para Western blotting correspondente a 1 04;
81;47,7,34,6;283 ¢ 19,2 kDa. Amersham Biosciences.

. KITS:

Purificacdo de plasmideos:
- Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit, Biorad.
- Quantum Prep Plasrmd Midiprep Kit, Biorad.

Purificacio de fragmentos de DNA do gel:
- Gene Clean T kit, Bio 101 Inc.
- Mermaxd kit, Bio 101 Inc.



[

Purificaciao de produtos de PCR:
- Concert Rapid PCR Punfication System, Life Technologies.

Quantificacio da atividade fosfatase alcalina:
- Alkaline Phosphatase Substrate Kit, Biorad.

Dosagem de proteinas:
- Reativo de Bradford.

ANTICORPOS:

Anfi-jararagina: anticorpo policlonal de coelho produzido contra a jararagina nativa
purificada (Moura da Silva e col., 1999).

Anti-GST: anticorpo policlonal de coelho produzido confra a GST recombinante.

Anti-TRxJD9: anticorpo policlonal de coelbo produzido contra o fragmento
recombinante correspondente aos dominios disintegrina e rnco em cisteinas da
jararagina (jararagina-C) em fusio com tioredoxina (Moura da Silva e col., 1999).

Anti-AP: Anticorpo policlonal de coelho anti-fosfatase alcalina de E. coli. Chemicon
International, Inc. (Cat. Num. AB1204).

MAJar3: o anticorpo monoclonal munno MAJar3 forma parte de uma séne de
anticorpos desenvolvidos contra a jararagina nativa no mestrado de [sabelle Tanjoni. E
do isotipo IgG1, tem uma Kp de 1.9 x 10, reconhece um epitopo conformacional e
inibe a higagédo jararagina-colageno, a atividade hemorragica da jararagina in vivo além
de mibir a agregagio plaquetana dependente de colageno (Tanjoni e col., in press).

.SOLUCOES:

Anticoagulante para plaquetas: EDTA 2%.
Anticoagulante para sangue: citrato de sodio 3,8%.

MTT [3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-y}) 2, 5 dipheny! tetrazolium bromde], Sigma. Ditwir
10 mg de MTT em 2 mL de PBS. Esta solugéo é adicionalmente diluida em meio de
cultura (1:10).

Fosfato de potassio: 0,17 M KH,PO,, 0,72 M KoHPO..

Meio de cultura para células CHO 45% de DMEM, 45% de F12 ¢ 10% de soro fetal
bovino (FCS).

Meio LB (por litro): 10 g peptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, pH 7,0.
Autoclavar a 120°C por 20 min.

Meio 2YT (por litro): 16 g triptona, 10 g extrato de levedura, 5 g NaCl, pH 7,0.
Autoclavar a 120°C por 20 min.



Meio SOB (100 mL): 2 g peptona, 0,5 g Extrato de levedura, 0,05 g NaCl, 0,25 g
MgCly+ 6H,0, Agua deionizada até 100 mL, pH 7,0. Autoclavar a 120°C por 20 min.

Meio SOC (100 mL): 98 mL de meio SOB, 2 mL de Glicose 1 M esténl.

Meio TB (por litro): 900 mL de agua deionizada, 12 g peptona, 24 g de extrato de
levedura, 4 mL de glicerol. Autoclavar a {20°C por 20 min e adicionar 100 mL de
fosfato de potassio autoclavado quando esfriar.

Meio TSB (Tryptic Soy Broth) (por litro). 17 g de tnptona, 3 g de soytona, S g de
extrato de levedura, 5 g de NaCl e 2,5 g de K,HPO,, pH 7,5. Autoclavara 120°C por 20
min

Solugio de sacarose: sacarose 20%, Tris-HCI 0,3 M, pH §, EDTA 1mM.

Solugdo estoque de BCIP (5-Bromo,-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate): dissolver uma
pastilha de BCIP, contendo 25 mg de substrato (Sigma), em 05 mL de
dimetilformamida 100%.

Solugdo estoque de NBT (Nitro Blue Tetrazolum): dissolver uma pastilha de NBT,
contendo |0 mg de substrato (Sigma), em 1 mL de agua deionizada

Tampdo de NBT/BCIP: Tus 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl, 5 mM, pH 9,5.

Substrato NBT/BCIP: 330 ul da solugdo estoque de NBT + 10 mL do tampio + 33 pL
da solugéo estoque de BCIP.

Solugido de lavagem para Western e dot blot: Tris-salina (Tris 10 mM e NaCl 0,15 M,
pH 7,5).

Solugdo bloqueadora para Western e dot blot (5% de leite em p6 desnatado Molico,
Nestlé em Tris-Salina).

Solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS): NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,
10 mM, KH,PO4 1,8 mM, pH 7,4

Solucio de tavagem para ELISA (PBS contendo 0,1% de Tween 20, Sigma).
Solugio blogueadora para ELISA (PBS contendo 1% de BSA).
Tampéo da trombina: Tris 20 mM pH 8,4, NaCi 150 mM, CaCl, 2,5 mM.

Tampio de eletroforese TAE (50X): Tris 2 M, 57,1 mL de acido acético glacial, EDTA
0,1 M, pH 8,0.

Tamp3o de lavagem para plaquetas: NaCl 140 mM, NaHCO3; 10 mM, KCI 2,55 mM,
Na,HPO, 0,92 mM, MgCL, 2,1 mM, citrato de sédio 25 mM, ghicose 0,55 mM, BSA
0,35%, pH=6,5.

Tamp3o de amostra SDS-PAGE: Tris/HCl 125 mM, pH 6,8, contendo 2,5% de SDS,
2,5% de 2-mercaptoetanol, 20%de glicerol, 1 mM de PMSF, 1 mM de TLCK, 4 mM de
EDTA e 0,05% de azul de bromofenol.

Tampio de cormnda SDS-PAGE: glicina 196 mM, SDS 0.1%, Tns-HCl 50 mM, pH
3.3.
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Solucdo descorante SDS-PAGE: 5% de metanol € 7,5% de acido acético.
Tampio de transferéncia Western blot: Tris 25 mM, glicina 190 mM, Metano! 20%.

Alfa-4-cloto-nafiol: dissolver o comprimido de 30 mg em 10 mL de metanol. Adicionar
3 mL desta solugdo a ! 7 mL de tris-salina e na hora de revelar adicionar 20 plL de H>O».

Solugao cromogena para ELISA: 1 mg de OPD por mL de tampao citrato 0,2 M, pH §
mais H>O, 0,06%.

.VETORES:

pGEX-4T-1 (Amersham Biosciences). Este sistema desenvolvido por Smuth e
colaboradores (1988), ja foi utilizado com sucesso na clonagem e expressio de diversas
disintegrinas (Chang e col., 1997, Wierzbicka-Patynowski e col., 1999) e de fragmentos
recombinantes correspondentes aos dominios ECD-disintegrina e nco-em-cisteinas de
ADAMs (Bigler e col., 2000). A principal vantagem deste sistema sobre outros sistemas
bacterianos é a possibilidade de se obter uma proteina de fusio faciimente punificavel
em condi¢des ndo denaturantes. Este vetor de 4969 pb contém uma origem de
replica¢do do plasmideo pBR322; o gene Ap™, que codifica a B-lactamase, que confere
ao hospedeiro resisténcia a ampicihna, um gene lac /% (que codifica um inibidor do
promotor /ac), um promotor fac I (promotor musto, contendo sequéncias dos
promotores lacUVS e irp, responsavel por um alto nivel de expressio protéica e
induzivel por IPTG (Boer e col, 1983), imediatamente seguido pela seqiiéncia que
codifica a porgdo efetora da enzima glutationa S-transferase de Schistosoma japonicum
(que se liga especificamente a glutationa (Simons e col, 1977); uma sequéncia que
codifica o tetrapeptideo alvo da trombina (Chang, 1985), que permite a separacdo da

proteina de interesse da proteina GST e um sitio de clonagem multipla (fig. 2).



nGEX-AT-1 (27-4580-01)
Thrombin
[Leu val Pro Arg~ Gly SerlPra Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG 6TT CCG CGT GGA TGC,CCG GAA TTC CCG GGAT CGA GTC GAG CGG CCG GAT CGT GAC TGA
BamH | EcoR 1t SmaT Sall —wpoT . Notl Stop codons

Thi |
Aall
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Flg. 2. Diagrama do vetor pGEX-4T-1 onde podemos observar o gene da glutationa S-transferase
precedendo o sltic de clivagem com trombina e o sitio de clonagem maditipla. Também podemos
observar os genes que codificam a B-lactamase (Amp') e o repressor lac |. O sitio de origem de
pBR322 e o sitio do promotor Ptac também estao representados.

pLIP6-GN (Muller e col., 1999). Este vetor cedido pelo Dr. Frederic Ducancel
(Département d'Ingénierie et d'Etudes des Protéines - CEA Saclay, Gif-Sur-Yvette,
France) permite a expressdo periplasmica de proteinas exdgenas em fusdo com uma
variante de fosfatase alcalina de E. coli (APv). A diferenga da enzima original a APv
apresenta duas muta¢des nos residuos 153 e 330 que lhe conferem 10 vezes mais
atjividade catalitica permitindo um melhor sinal. O vetor pLIP6-GN de 6448 pb
apresenta uma tnica op¢do de clonagem nos sitios para Sfi 1 ¢ Not |. Esta regido esta
inserida no gene pho4 da fosfatase alcalina na posi¢@o correspondente aos residuos +6 ¢
+7 da proteina madura. A clonagem nesta regifio permite o correto processamento do
peptideo sinal da fosfatase alcalina apds a secre¢do no periplasma ¢ a restitui¢do do
gene PhoA, o qual se encontra fora de fase de leitura no pLIP6-GN selvagem. Isto

possibilita a triagem de coldnias azuis positivas em placas de L-agar contendo o
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substrato cromogeno da fosfatase alcalina BCIP. Este vetor é regulado pelo promotor
tac (Boer e col., 1983), inducivel por IPTG e codifica a enzima B-lactamase que lhe
confere resisténcia a ampicilina. A figura 3 mostra o mapa do vetor pLIP6-GN com os
sitios de clonagem indicados pelas setas e a estratégia de clonagem mostrando a

restitui¢do da fase de leitura do gene PhoA.

Aatll 6381 1 Eco0109
1 Dssl

pLIP6/GN

= 3

6448 base pairs
Unigue Sites

Bsm| 2402
Gene PhoA antes da clonagem:
Sfi I Not I
cggacaccagaaatgccGGCCCAGCCuGCCaagatctGCGGCCGCagttctggaaaa ....... aacgggtga
P A O P A K I €©€ 6 R 8 8 @G Kacacawas N G stop
+1 +6 +37
Gene PhoA apds a clonagem:
inserto
cggacaccagaaatgccGGCCCAGCCGGCC GCGGCCGCagttctggaaaaccgg ....... ctgaaataa
_.:.’-AQPA:-iAAA'.._.
+1 +6 +7 +450
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Fig. 3. Diagrama do vetor pLIP6-GN onde podemos observar os sitios nicos de restrigao para Sff
| e Notl. Embaixo esta representada a estratégia de triagem do vetor: antes da clonagem o gene
PhoA da fosfatase alcalina se acha fora de fase de leitura originando uma proteina truncada de 37
residuos. Apés a cionagem de 3n pares de bases (vermelho) o gene PhoA restabelece sua fase de
leitura dando origem a fosfatase alcalina de £. cofi. (verde). Em azul estdo representados os sitios
de resfricao para Sfil e Nofl.

¢ pLIPS-GN. Este vetor a diferenga do pLIP6-GN apresenta o gene da fosfatase alcalina

PhoA em fase de leitura expressando a APv apés indugio com IPTG.

¢ pLIPSm. Vetor denivado do pLIP5-GN apresentando mutagdes no sitio catalitco do
gene PhoA. Apoés indugio com IPTG a fosfatase alcalina de £ coli (APm) é expressa

no periplasma, mas sem attvidade enzimatica.

6. CEPAS BACTERIANAS:

o DHSa: [FlendAl hsdRI7 (nni’) ghnV44 thi-1 recAl gyrA (Nal) reldl A (JacIZVA-
arglF) Ul69 deoR ($80dlacA(lacZ)M15)] bactéria de clonagem utilizada na
amplificagdo de plasmideos e transformagao de clones.

o BL2I: [F ompT hsdSh (rg" mg’) gal dem] cepa utilizada para expressio, caracterizada
por possuir reduzidas quantidades de proteases citoplasmicas.

o BL21(DE3): [F ompT hsdSh (rg"my’) gal dem (DE3)] BL21 utilizada na expressdo de
plasmideos com o promotor T7.

o CC118: [F A(ara'len)7679 araD139 A lacX74 galE galK AphoA20 thi ipsE rpoB
argE(Am) recAl appR] Com delegdo no gene phoA que codifica para a fosfatase
alcalima de E. coli.

e AD494(DE3): [Aara leu7967 AlacX74 AphoAPvull phoR AmalF3 F'[lac” (lacI?pro]
trxB:kan(DE3)] Com delegdo no gene #x8B que permite a formagio de pontes dissutfeto
no citoplasma de £. coli. Utilizada na expressio de plasmideos com o promotor T7.

7. LINHAGENS CELULARES:
» (Células de ovario de hamster chinés (CHO) expressando basalmente a integrina o581
(K1) (ATCC, Rockwille, MD).

o (Células de ovano de hamster chinés (CHO) transfectadas com o gene que codifica as
subunidades da integrina allbP3 (AS) (Dr. Ginsberg, Scnipps Research Institute).

o (Células de ovaro de hamster chinés (CHO) transfectadas com o gene que codifica as
subunidades da integnna avP3 (VNRC3) (Dr. Ginsberg, Scripps Research Institute).



Células entrociticas K562 expressando a integrina 51 (ATCC, Rockville, MD).

Ceélulas entrociticas «2K562. K562 transfectadas com o gene que codifica a subunidade
a2, expressando a integrnina a2B1.

8. PROGRAMAS:

ProtParam tool: for utilizado na analise fisico-quimica das proteinas.
http://us.expasy.org/tools/protparam.html

Primer tool: utilizado no design de oligonucleotideos
http://biotools.umassmed edu/bioapps/pnmerd_www.cgi

Manipulate a DNA sequence: serve para inverter uma seqiéncia de DNA ou obter sua
seqiiéncia complementar.
bttp://arbl.cvinbs.colostate edu/molkit/manip/index.html

WebCutter 2.0: fo1 utilizado para verificar os sitios de clivagem das enzimas de
restri¢io em uma seqiiéncia de DNA.
http://www. firstmarket com/cutter/cut2 html

Translate tool: for utilizado para a decodificagio do DNA em aminoacidos.
http://us.expasy.org/tools/dna html

ClustalW (Thompson e col., 1994): este programa foi usado para alinhar as seqiiéncias
de aminoacidos.
http:/mpsa-pbil.ibep fr/cgi-bin/npsa auvtomat.pl?page=npsa clustalw.htm!

Dialign: programa utilizado no alinhamento de seqiiéncias de DNA, inclusive
seqiiéncias com sua respectiva tradugio em aminoacidos.
http://bibiserv.techfak uni-bielefeld.de/cgi-bin/dialign _submit

Chromas 1.45: este programa fo1 utilizado para visuvalizar os cromatogramas das
seqiéncias.

Connor McCarthy, School of Health Science, Griffith University.

Queensland, Austrahia.

Graph Pad Instat tm: este programa foi utilizado para analise de regressdo linear,
desenho de curvas e calculo de novos valores.

Copynght © 1990-93 Graph Pad Software V2.0l

Dr. Cipolla-Neto, U. de Sao Paulo 930675S.
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11 METODOS:

1. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE DNA POR PCR:

Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR. Foram realizadas reag6es de 50 pL
com 50-100 ng de DNA molde, 2 pl. de cada oligonucleotideo (1 uM), 5 ul. de tampao da
lag DNA polimerase 10X, S plL de dNTP (2 mM), 0,4 ul. de Tag DNA polimerase
(1U/uL) e o volume foi completado com agua detonizada para 50 ul.. O programa utilizado
foi: 1 ciclo de desnaturagao de 94°C por 2 min., 30 ciclos com desnaturagio a 94°C x 1
min.; anelamento a 55°C x 1 min.; e extensio a 72°C x 2 min, e um ciclo final para

extensdo dos fragmentos de 72°C por 5 min.

Quando utilizada a Pfx DNA polimerase empregamos o dobro de concentragio de

ohgonucleotideos & uma temperatura de extensdo de 68°C.

2. PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE DNA:
2.1. Extracao com fenol/cloroférmio:

As extragdes com fenol/cloroférmio foram feitas com o seguinte protocolo: A cada amostra
de DNA contida em um determunado volume de agua, foram adicionados 0,6 volumes de
fenol ¢ homogeneizadas em vortex. Posteriormente, foram adicionados 0,6 volumes de
cloroformio, homogeneizados novamente em vortex e centnifugados a 10.000g por | min
em microcentrifuga. A fase aquosa for separada e submetida a uma nova extra¢3o. A estase
adicionou 1 volume de clorofdrmio. Esta solugdo foi homogeneizada no vortex,
centrifugada a 10.000g e a fase aquosa transfernida para outro tubo. Esta extragdo com
cloroformio foi repetida mais uma vez para completa remogio do fenol. O sobrenadante
final foi precipitado com 2,5 volumes de etanol 100% ¢ 0,) volumes de acetato de so6dio
3M, pH 5,2, ¢ mantido a —20°C overnight. A mistura foi entZo centrifugada a 10.000g por
15 min, o sobrenadante descartado e o pellet fo1 lavado rapidamentie com 4 volumes de

etanol 70% gelado e secado ao vacuo. O pellet fo1 ressuspenso em agua deionizada.
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2.2. Concert Rapid PCR Purification System:

Este sistema permite a rapida punificagdo de fragmentos de DNA. Este método se baseiana
ligacdo do DNA a uma resina acoplada a um filtro. Apés duas lavagens com o tampio de

lavagerm o DNA ¢é eluido em agua deionizada obtendo-se uma solugo pura.

3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE:

Ag eletroforeses foram feitas em géis de agarose com concentragdes entre 0,8 e 1,2 % de
agarose, em tampdo TAE. Para a comnda, fo1 utilizado o mesmo tampdo ao qual foram
adictonados 20 ) de Brometo de Etidio 10 mg/mL (Sambrook e col., 1989). Para os géis
analiticos for utilizado agarose tipo 1 da Amresco e para os géis preparativos foi utlizada
agarose tipo VII da Sigma. O padrdo de peso molecular usado for o DNA do fago lambda
digenido com Hind Wl ou o ladder descritos na lista de reagentes. As corndas foram feitas a

80 volts com um maxamo de 300 mAmp.

4. EXTRACAO DE UM FRAGMENTO DE DNA A PARTIR DE UM GEL DE
AGAROSE LOW MELTING:

A banda fou cortada no transilummador em ondas longas de UV para n3o damficar o DNA
(Zymmermann e col.,, 1998) e colocada em um tubo de prova para ser pesada. O DNA fou

entdo punficado por extragdo fendlica ou pelo kit Gene Clean.

4.1. Purificacdo com fenol:

Esta técnica se baseia na extragdo da agarose com fenol. Na amostra foram adicionados S00
pl. de TAE 1X e incubou-se em banho marta a 70°C por 15 mun (até a agarose hquefazer-
se). A extragio com fenol fo1 realizada como especificado antenormente para um meto

liquido.
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4.2. Purificaclo utilizando o kit Gene Clean II:

A punficagdo baseia-se em uma matriz de silica especial, glass milk, que liga DNA de
dupla e sumples fita de 200pb a 20kpb sem ligar contaminantes, garantindo a recuperagdo
de até 80% do DNA No caso de fragmentos menores, utilizamos o Mermaid kit que

permite a purificagio de oligémeros, de 10 a 200 pb.

No tubo de prova com a amostra foram adicionados 3 volumes de Nal e incubados a 55°C
por S min ou até a dissolugdo da agarose. Logo apos, foi adicionada a suspensio de matriz
levando em conta que 1 pL desta liga até 2 ug de DNA. A reagdo fo1 mantida em gelo por 5
min agitando-se a cada 2 min para assegurar que a matriz S¢ mantenha ressuspensa e se
ligue & maior quantidade de DNA possivel. A reagio foi entdo centrifugada por 5 seg a
10.000g, o sobrenadante descartado e a matnz fo1 }avada 3 vezes com 50 volumes de
tampdo de lavagem gelado, utilizando o mesmo tempo e velocidade de centrifugagio. O
pellet for ressuspenso em um volume de agua deionizada igual ou maior ao de matriz
utilizado (dependendo da concentra¢do de DNA necessana) e mantido a 56°C por 3 min
para permutir a separagao do DNA da matriz. Para formar um precipitado sélido, o tubo for

centrifugado por 30 seg a 10,000g e o sobrenadante foi cuidadosamente cothido.

5. DIGESTOES COM AS ENDONUCLEASES DE RESTRICAO:

As digestdes foram realizadas com o tampao apropriado para cada enzima e a temperatura
de reagdo adequada como especificado pelo fabricante. A quantidade de tampao (10X) foi
adicionada levando em conta o volume total da reagdo e a quantidade de enzima foi
adicionada levando em conta a quantidade de DNA presente, partindo da premissa que uma
unidade (U) de enzima cliva | ug de DNA em uma hora de rea¢do a temperatura
correspondente. Foram ufilizadas entre 1 e 3 unidades por pg de DNA em reacdes de 3 a 4

horas.
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6. REACOES DE LIGACAO:

As reagdes de ligagdo foram feitas em volumes de 15 pl. As reagbes incluem o vetor e o
inserto na relagdo molar de 1:5, 2 U da T4 DNA ligase, o tampdo da hgase (10X)
correspondente a 10% do volume total dareagao e 1 ul. de ATP 10 mM. As rea¢des foram

realizadas a 16°C por 18 h.

7. PREPARACAO DE BACTERIAS COMPETENTES:

Uma colonia fresca de bacténia foi cultivada em meio LB durante a noite a 37°C sob
agitagdo. No dia seguinte, 100 pul. desta cultura foram inoculados em 10 mL de LB e
incubados nas mesmas condigdes até atingir a fase Jogaritmica de crescimento {Agyp= 0,5-
0,8). Em seguida, a cultura for centnfugada durante 10 min a 1600g e 8°C O peller fol
ressuspenso em 5 mL de CaCl; 50 mM gelado ¢ mantida em gelo durante 30 min. Apds
esse periodo, as bactérias foram centrifugadas durante 10 muin a 4500g e 4°C; o
sobrenadante foi descartado e as bacténas ressupensas em I mL de CaCl, 50 mM getado.
As células competentes foram aliquotadas em volumes de 100 pL e utilizadas

imediatamente na transtormagao.

8. TRANSFORMACAO:

A mistura de ligagdo ou os plasmideos foram usados na transforma¢io das bactémas
competentes. A 100 uL de cétulas competentes, foram adicionades 1,7 ul. de B-Mercapto
etanol (1:20) e a mistura for mantida em gelo por 10 min. Logo apds, for adicionado o
produto da liga¢do o qual for incubado com as bacténas competentes por 30 min em gelo,
seguindo-se por uma rapida incubagio de S5 seg a 42°C. Logo em seguida, as amostras
foram colocadas no gelo por 2 min. As células foram entio mcubadas com meio SOC por |
h a 37°C sob agitagio, e centnfugadas. O pellet for ressuspenso com SO ulL do
sobrenadante, semeado em placas com 100 pg/mL de ampicilina e incubado overnight a

37°C.
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No caso das bacténas transformadas com fragmentos de DNA clonados nos vetores pLIP,
as bactérias foram semeadas em placas contendo além da ampicilina, 100 uM IPTG e 40

mg/mL de BCIP.

9. PREPARACAO DO DNA DO PLASMIDEOQ:

Os plasmideos foram punficados usando os kits Quantum prep plasmid miniprep e
midiprep da Biorad, seguindo as recomendagGes do fabncante. Este se basela na separa¢io
do DNA por uma matrnz de exoesqueleto de didxido de silicone de diatomaceas, que tem
alta afinidade pelo DNA e permite uma facil resuspensfio e eluigdo. A seguir apresentamos
o protocolo de minipreparagdo: Uma coldnia de bactéria contendo o plasmideo foi incubada
em 5 mL de meio TB overnight a 37°C. O meio fo1 centnfugado por 30 seg. a 10.000g e o
pellet fot resuspendido em 200 pL de solu¢io de resuspensdo por meio do vortex. As
células foram entio lisadas com 250 uL de solugdo de lise, invertendo o tubo vanas vezes
até aparecer uma solu¢do clara e viscosa. As proteinas & o DNA cromossomal foram
precipitados invertendo o tubo 10 vezes com 250 uL de solugdo de neutralizagdo. A mistura
for centrifugada a 10.000g x 5 mun., o pellet descartado, e o sobrenadante incubado sobre
agitagdo com 200 ul. de solugiio de matnz. Esta mustura fo1 transfenda para outro tubo
contendo um filtro e fittrada por centrifugacio a 10.000g x 30 seg. O filtrado fo1 descartado
e a resina retida pelo filtro foi lavada com 500 pL de solugio de lavagem, por centnfugagio
a 10.000g por 30 seg no mesmo tubo. O filtrado fo1 descartado e o procedimento repetido
com centrifugacdo a 10.000g por 2 min. O filtro foi entdo colocado em um novo tubo € 0
DNA fol eluido da matriz com 100 uL de agua deionizada previamente aquecida a 70°C e

centrifugado a 10.000g por 30 segs. O material eluido fo1 estocado a —20°C.

9.1. Otimizacao da prepara¢io de plasmideo:

Este método foi adaptado do Large scale plasmid preparation (Sambrook e col., 1989).
Uma coldnia de L. coli DH5a contendo o plasmideo desejado for inoculada em 3 mL de
TB mais 100 ug/mL de ampicilina e cultivada a 37°C sob agitagdo até atingir uma Agop de
0,6. Um volume de 2,5 mL desta cultura fo1 inoculado em 50 mL de TB contendo 100
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ng/mL de ampiciling, e cultivado durante 2,5 h a 37°C sob agitagdo. Apos este tempo
foram adicionados 170 pg/mbL de cloranfenicol, culovando por 12-16 horas. A
midipreparagio foi realizada com 40 ml. do meio utilizando o kit Quantum prep plasmid
midiprep segundo o protocolo descrito acima, respeitando-se as propor¢oes dos reagentes.

O DNA foi eluido em 600 uL. de agua deionizada a 70°C e estocado a —20°C.

10. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE DNA:

Uma aliquota de 10 uL de DNA foi diluida em 90 pul de agua deionizada. A absorbancia
foi determinada nos seguintes comprmentos de onda: 260 nm (cortespondente ao pico de
absor¢do de RNA e DNA) e 280 nm (correspondente ao pico de absor¢do de proteinas). A
concentragio de DNA dupla fita foi determinada considerando que Ay =1 corresponde a
50 ng/uL. Para avaliar o grau de pureza do DNA obtido, o quoeficiente das absorbancias a
260/280 nm foi calculado. Um resultade perto de 2 representa um alto grau de pureza

(Sambrook e col., 1989).

11. TRIAGEM DAS COLONIAS:
11.1. Por PCR direto:

As reagdes foram feitas utilizando 5 pL da cultura bactenana como molde, 1 nL de cada
oligonucleotideo (1 uM), 2,5 pLL de tampao da 7ag DNA pohimerase 10X, 2,5 uL de dNTP
(2 mM), 0,2 uL de Tag DNA polimerase (1U/uL) e fot completado com dgua deionizada

para 25 pL.

11.2. Por PCR ap6s mini-prep:
As reagdes foram feitas ap6s mini-prep, utilizando-se 2 pL de plasmideo como molde.

Em ambos os casos, as reacdes foram feitas em volumes de 25 pL utilizando o programa

especificado acima.
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12. SEQUENCIAMENTO:

Os seqilenciamentos foram feitos no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan pelo
método de terminagio de cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger e col., 1977). As reagdes
de PCR foram feitas em volumes de 20 uL utilizando 500 ng do plasmideo, 3,2 pmol de
primer, 2 ul. de Big Dye 2 (Applied Biosystems) ¢ 6 uL de tris 200 mM pH9,0 ¢ 5 mM
MgCl,). As reagdes de seqiienciamento foram feitas no seqaenciador 481 3100 da Applied

Biosystems, utilizando eletroforese capilar.

13. MUTAGENESE SiTI0-DIRIGIDA:

™

13.1. Baseado na técnica do kit QuinkChange ™ site-directed mutagenesis da

Stratagene (Catalog #200518).

Este sisterna nos permite inserir, deletar ou substituir uma ou mais bases diretamente no
vetor de clonagem (DNA de dupla fita), eliminando a subclonagem e as diversas
transformacdes dos métodos convencionais. O procedimenio utiliza um vetor dupla fita
contendo o inserto de interesse e dois oligonucleotideos contendo as mutagdes desejadas.
Cada um dos oligos é complementar a uma das fitas de DNA. Apds alguns ciclos (12-18)
de extensio utilizando uma DNA polimerase de alta fidelidade (Pfx) varias copias do vetor
contendo a mutagio desejada s3o geradas. Utilizando a endonuclease Dpn1(so digere DNA
metilado) digeriremos a fita de DNA parental para garantir a transformago s6 com o vetor

mutado. A mutagio é confirmada por seqiienciamento dos clones.
13.2. Baseado na técnica de Megaprimer (Picard e col,, 1994).

Construimos wm megaprimer contendo os nucleotideos a serem mutados para a posi¢do 3.
Na posi¢do 5° ufilizamos o primer ErisSSfi. Apds amplificagdo por PCR, o produto foi

clonado no vetor de escolha.

14. EXPRESSAO:

Uma colénia de £. coli transformada com o plasmideo de interesse for semeada em LB

contendo 100 ug/mL de ampicilina, mantendo a cultura overnight a 37°C sob agitagao. As
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células foram semeadas em uma dilui¢gdo 1:50 em meio TSB ou 2YT suplementados com
100 pug/mL de ampicilina. As culturas foram incubadas a 37°C sob agitagéo até chegarem a
fase logaritmica (Agno= 0,5-0,8). Neste momento for adicionado PTG para uma
concentragio de 100uM e a culiura foi mantida por 4h a 37°C. As culturas entio foram

submetidas a extragdo celular ou penplasmica.

15. EXTRACAO CELULAR:

A extracio celular foi realizada nos clones expressando a proteina de interesse no
citoplasma bacteriano. Um volume de cultura foi centnfugado a 3000g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o peller foi ressuspenso em 0,1 volumes de tampao PBS ou

Tns-HCL. As bacténas foram entdo lisadas por sonicagio ou por french press

16. LISE BACTERIANA
16.1. Lise por sonicagio:

A sonicagdo se baseia na quebra das bacténas por ultra-som. Utilizou-se uma amplitude de
65 Hz e pulsos de 5 seg durante 8 min. Os produtos sonicados foram entZo centnfugados a

3000g por 5 min_ e o sobrenadante foi estocado a—20°C.

16.2. Lise por french press:

Esta técnica se baseia na lise das bactérias ao serem submetidas a altas pressdes passando
por um orificio estreito regulado por uma valvula. A pressio utlizada for de 1500 psi. Os
produtos foram centrifugados a 3000g por S min. e os sobrenadantes colhidos e estocados a

-20°C.
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17. EXTRACAO PERIPLASMICA:

Este protocolo descrito por Ducancel e colaboradores (1989), permite a obtengdo das
proteinas exportadas ao penplasma por chogue osmotico Um volume de culfura fo
centrifugado a 5000g por 5 min e o sobrenadante descartado. O pellet for ressuspenso em
0,1 volumes de solugdo de sacarose e incubado a temperatura ambiente por 10 min. Logo
apds as células foram centnfugadas a 5000g por S min. € o sobrenadante descartado O
pellet for entdo ressuspenso em 0,1 volumes de MgCl, 0.5 mM gelado, incubado em gelo
por 10 min. sob leve agitagdo. A solugio for submetida a centrifugagio a 10.000g por 10

min., a 4°C, o pelle! descartado e o sobrenadante estocado a —20°C.

18. DOSAGEM DE PROTEINAS:
18.1. Método de Bradford

As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford (1976). A soralbumina bovina (BSA)
foi utilizada como padro de referéncia. As amostras foram diluidas 1:100, e 10 pL destas
foram 1ncubadas com 90 puL do reagente de Bradford por 10 min a temperatura ambiente.
Logo apos, a absorbancia for medida no compnmento de onda de 595 nm. A concentragio
de proteinas for calculada a partir de uma curva padrio de BSA, uvillizando o programa

Instat.

18.2. Eagle Eye (Stratagene):

Este método permite quantificar apenas uma banda de proteina em um gel de
poltacrilamida. Nossas amostras foram submetidas ao SDS-PAGE 12% juniamente com
quantidades crescentes de soroalbumina bovina (BSA) (0,05 a 1,6 pg de proteina por
fileira). Apés a comda as bandas foram coradas com Comassie blue. O aparelho
determinou um valor de intensidade para cada banda de BSA, construiu uma curva padrio
de concentragdo de BSA por intensidade da coloragio das bandas. A quantidade de proteina
presente nas amostras foi automaticamente calculada frente a essa curva e os valores

apresentados em pg.
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18.3. Espectrofotometria:

As proteinas de fusdo foram quantificadas mediante leitura da absorbancia a 280 nm,
segundo recomendado pelo manual do sistema pGEX. Brevemente, as proteinas eluidas da
resina foram diluidas 1:10 em PBS e subseqiientemente submetidas a leitura de 280 nm em
espectrofotdmetro. A quantidade de proteina foi calculada a partir do coeficiente de

extingdo da GST: | Ay corresponde a 0,5 mg/mL de proteina GST.

19. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO SDS (SDS-
PAGE)

As proteinas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
SDS (Laemmli 1970). As amostras correspondentes foram diluidas em um mesmo volume
de tampio de amostra contendo 2-mercaptoetanol (2-ME) e fervidas em banho maria por 5
mun. O material foi entdo aplicado em um gel de empacotamento de 5% e gel de resolugio
de 12% de poliacrilamida e submetido a eletroforese com corrente constante de 25mA. Os
géi1s foram corados com azul de Coomassie R-250, segundo a técnica de Blakesley e Boezi

(1977).

20. WESTERN BLOTTING

Apés o fracionamento por SDS-PAGE, na presen¢a de 2-ME, as proteinas foram
transfendas para uma membrana de nitrocelulose (Towbin e col., 1979). Os antigenos
presentes na membrana de nitrocelulose foram entio submetidos a caracterizacio
imunoenzimatica.  Apos bloqueio com leite em po desnaiado (Molico, Nestlé) 5% em
tampdo Tns-Salina (Tns 10mM e NaCl 0,15M, pH 7,5), ovemnight a 4°C, as tiras de
membrana foram mcubadas com os soros dos coelhos (1:1000 em solugio bloqueadora),
por 3 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas com Tris-
Salina e incubadas por 2 horas com o conjugado anti-lgG de coelho marcado com
peroxidase, diluido 4.000 vezes. O excesso de conjugado foi removido com mais um ciclo

de lavagens ¢ os antigenos foram entdo revelados com o substrato cromégeno (4-cloro-1-
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naftol 0,05% em metanol 15%, em presenga de H,O, 0,03%), sendo a reagio interrompida

com agua.

21. LIGACAO AO COLAGENO POR TESTE IMUNOENZIMATICO:

Placas de microtitulagdo de 96 onficios (NUNC®/Marxisorp) foram sensibilizadas durante
a noite a 4°C em camara timida, com 100 ul, por pogo de uma solugdo contendo 2 pg/mL
de colageno. Apos este periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,1% de
Tween 20 (Sigma®) e, em seguida, bloqueadas por 2 horas a 37°C com uma solugio de
PBS com 1% de BSA (200 pl por pogo). Apds um novo ciclo de lavagens, as placas foram

mantidas a -20°C até o momento do uso.

Nas placas pré-sensibilizadas, foram realizadas dilui¢des seriadas dos fragmentos
recombinantes a partir da concentragao de | mg/mL (100 uL/orificio). Estas placas foram
incubadas por 1 hora a 37°C (100 ul/orificio), em cdmara amida. As placas entdo foram
lavadas com PBS/Tween e, em seguida, novamente incubadas por | hora a 37°C com
anticorpos de coelho anti-jararagina ou ant-GST. Apds lavagem foi realizada uma
incubagdo com anticotpo conjugado anti-IgG de coelho marcado com peroxidase (Sigma®)
dduido 1:2000 em PBS contendo 0,5% de BSA (100 wl/orificio). Apds novo ciclo de
lavagens, a reagéo foi revelada, adicionando-se 100 pL por po¢o do substrato da enzima (1
mg de OPD - o-Fenilenodiamina/mL em tampéo citrato 0,2 M, pH 5,0, mais 0,06% H>0,).
A reaco for mterrompida pela adicio de HoSO4 a 30% (50 pl/onficio). A intensidade da

reacdo fot determinada pela leitura da densidade 6ptica a 492 nm em Mulstiskan.

22. [SOLAMENTO DAS PROTEINAS EM FUSAO COM GST:

As proteinas de fusdo foram 1soladas seguindo as recomendagdes do fabricante (Amersham
Biosciences). Brevemente, as bactérias ressuspensas em tampao PBS (pH 7,4) foram
lisadas por french press. Os extratos bacterianos contendo as proteinas de fusio foram
subsequentemente incubados por 30 min a temperatura ambiente com Glutathione

Sepharose 4B (1 pL por mL de cultura inicial) sob agitagfo suave. Em seguida, a resina foi
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centrifugada a 500g por 5 min. ¢ o sobrenadante contendo proteinas n@o especificas
descartado. Foram reahzadas 3 lavagens da resina utilizando PBS, com a finalidade de
retirar as proteinas ndo especificas. Finalimente, as proteinas em fusdo com GST foram
eluidas com 20 aM de glutationa reduzida pH 8 (2 uL. por mL de cultura inicial). Com a

finalidade de retirar a glutationa as proteinas de fusio foram dialisadas 2 vezes frente a
PBS.

23. PURIFICACAO EM SISTEMA DE HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY):

A proteina de fusdo GST/JD49 eluida da coluna foi dialisada frente ao tampéo da trombina
e subseqilentemente submetida a clivagem utilizando | U de trcmbina por 100 pg de
proteina de fusio durante 18 h a temperatura ambiente. A porgdo JD49 chivada foi obtida
em sistema de HPLC em coluna de fase reversa C18 (Vydac, Hespena, USA) equilibrada
em 0,1% de TFA (Acido Tri Fluoroacético) e eluida por um gradiente de acetonitrila de 0 a
80% em um volume de 40 mL a um fluxo de 2 mIL/min. A cromatrografia fo1 monitorada
por absorbdncia a 214 nm e as fragdes reunidas foram analisadas por SDS-PAGE 18%
quanto a presenga de uma banda de baixa massa molecular (~5 kDa) que corresponde a
JD49 1solada.

24, OBTENCAO DE PLAQUETAS:

Sangue humano (50 mL) obtido de doadores saudaveis foi colhido em solugio de citrato de
sodio 3,8% (9:1) e centnfugado por 20 min a 125g para a obten¢ao do plasma nco em
plaquetas (PRP). O PRP foi retirado ¢ foram adicionados 0,4 mL de EDTA 2% para cada
10 mL de PRP. A solugdo foi centrifugada a 500g por 15 mm. Apods a centnifugagdo, o
pellet de plaquetas for vagarosamente ressuspenso em 10 mL de tampéo de lavagem. Esta
lavagem foi repetida por mais uma vez e logo apds a ultima centrifuga¢io, o pellet foi
ressuspenso em 2 mL de tyrode’s adicionado de ghcose para uma concentragio final de 1%
(w/v). Apods contagem das plaquetas, estas foram diluidas para uma concentrag@o final de 3

x 10%/mL.
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25. TESTE DE INIBICAO DA AGREGACAO PLAQUETARIA:

Os efeitos dos fragmentos recombinantes sobre a imbigdo da agregagdo plaquetaria foram
avaliados através da sua incubagdo com plaquetas por S min a 37°C antes da adigdo de |
peg/mL de colageno (Horm-Chemie). A extensio da inibi¢o da agregagido plaquetana fol
estimada como a diminuigdo da porcentagem de transmissio de luz tomando-se como
100% o valor obtido com as plaquetas desafiadas diretamente com o coldgeno, mantidas

por 5 min apenas com os diluentes dos fragmentos.

26. CULTURA CELULAR:

As linhagens celulares foram cultivadas em 15 mL de meio DMEM/F12, 10% FCS com
(A5 e VNRC3) ou sem (K1) geneticina na concentracio de 0,5 mg/mL a37°C, 5% COz até
o estabelecimento de uma monocamada de células confluentes. Para 0s expenmentos, as
células foram entdo removidas dos frascos de cultura por adi¢io de 2 mL de EDTA em PBS
(2 mM) e lavadas 3 vezes com solugdo salina 0,15 M por centrifugagdo a 500g. A

concentragio fo1 ajustada para 4 x 10° células/mL.

27. ATIVIDADE FOSFATASE ALCALINA:

A atividade foi calculada utilizando o Alkaline Phosphate Substrate kit da Biorad. Este
sistema utiliza o substrato p-Nitrophenylphosphate (pNPP) que ao ser defosfonlado pela
fosfatase alcalina emite uma colora¢do amarela que pode ser quantificada a 405 nm de
comprnmento de onda. Cingilenta microlitros dos extratos solaveis de cada amostra foram
incubados com 100 pl. do substrato (pNPP em tampdo dietanclamina) a temperatura
ambiente até o desenvolvimenio de uma cor amarela. A absorbancia a 405 nm for entdo

medida. Como controle utilizamos quantidades conhecidas de fosfatase alcalina de E. coli.
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28. TESTE DE DOT BLOT:

Trés microlitros, contendo 1 x 10° plaquetas/mL ou 4 x 10° células/mL, foram adicionados
a uma membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite em po
desnatado (Molico, Nestle) 5% em tampdo Tris-Salina por 2 h a temperatura ambiente. As
membranas foram entdo incubadas com as proteinas recombinantes em fusio com fosfatase

alcalina ou GST:
28.1. Com as proteinas em fusdo com fosfatase alcalina:

Os extratos periplasmicos correspondentes as proteinas recombinantes (1:15 em solugdo
bloqueadora) foram incubados por 1 h a 37°C. Em seguida, a membrana foi lavada com
Tns-Salina e as proteinas foram reveladas com o substrato cromoégeno NBT/BCIP. A

reagdo for interrompida pela lavagem extensiva com agua destilada.
28.2. Com os fragmentos em fusjo com GST:

As membranas foram incubadas com os fragmentos recombinantes e os controles por 1 h a
37°C; apos este periodo as membranas foram lavadas 3 vezes com Trns/NaCl e incubadas
com o anticorpo anti-GST ou anti-jararagina nativa por 1 h a 37°C As membranas foram
lavadas novamente e mcubadas com anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com
peroxidase. Apods a ultima lavagem, os dots foram revelados com alfa-4-cloro-naftol

adicionado de dgua oxigenada.
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RESULTADOS:
. CARACTERIZACAO DA REGIAO FUNCIONAL DOS DOMINIOS ECD-
DISINTEGRINA E RICO-EM-CISTEINAS (JARARAGINA-C)

1. PLANEJAMENTO:

Com o objetivo de determinar a regido funcional dos dominios ECD-disintegrina e rico-em-
cisteinas da jararagina, nossa primeira abordagem foi a clonagem e expressdo de fragmentos
do ¢cDNA da jararagina que codificam diferentes extensdes desses dominios, para posterior
avaliagio da atividade biologica dos polipeptideos resultantes. Para tanto, selecionamos 8
fragmentos, sendo que 3 correspondem ao dominio ECD-disintegrina, 4 ao dominio rico-em-
cisteinas ¢ o oitavc fragmento, JDC, corresponde aos dois dominios juntos. O fragmento JDC
foi baseado na seqiiéncia protéica da jararagina-C (Moura da Silva e col., 2003) que se
estende desde o residuo 210 até o final da jararagina (421). A escolha dos outros fragmentos
foi baseada no padrzo de pontes dissulfeto da catrocolastatina-C (Calvete e col.,, 2000-B) que
apresenta 98% de identidade com a jararagina-C e no alinhamento da jararagina com a
eristostatina, menor RGD-disintegrina (49 residuos); com a bitistatina, maior RGD-
disintegrina (83 residuos); com a catrocolastatina-C e por tltimo com o dominio nco-em-
cisteinas da atrolisina A. Nossa estratégia foi procurar por regides funcionais a partir da
compara¢io com a estrutura primaria de RGD-disintegrinas ou fragmentos de SVMP da

classe P-I11 com atividade bioldgica definida.

No alinhamento (fig. 4), pedemos observar a alta conservagio das cisteinas (vermelho) nas 5
proteinas, sendo que apenas a cisteina 40 da eristostatina e as cisteinas do tripeptideo ECD
(azul) da jararagina-C e catrocolastatina-C nZo se acham presentes nas outras seqiiéncias.
Cabe lembrar que o tripeptideo ECD substitui o motivo RGD, presente no /oop de interagao
das disintegrinas classicas. Por outro lado, o dominio rico-em-cisteinas da atrohsina-A,
embora apresente uma menor identidade com a jararagina-C (63%), conserva todas as
cisteinas na mesma posigdo. A diferenca das seqiiéncias da jararagina e catrocolastatina-C, o
dominio rico-em-cisteinas da atrolisina-A apresenta dois gaps de 4 residuos e uma extensao
de 9 residuos na extremidade C-terminal. A seqiéncia da bitistatina embora seja uma RGD-
disintegrina, apresenta alta homologia com o dominio ECD-disintegrina da jararagina,
conservando suas 14 cisteinas No entanto, na regido do /oop podemos observar maior
variagio nos residuos. Por outro lado, a eristostatina apresenta um /oop quase idéntico a

bitistatina, apresentando mais varia¢io na regido N-terminal
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Jararagina-C
Catrocolastatina-C
Atrolisina A
Bitistatina
Eristostatina

Jararagina-C
Catrocolastatina-C
Atrclisina A
Bitistatina
Eristostatina

Jararagina-C
Catrococlastatina-C
Atrolisina A
Bitistatina
Eristostatina

Jararagina-C
Catrocolastatina-C
Atrolisina A
Bitistatina
Eristostatina

Fig 4. Alinhamento da jararagina-C com SVMP do tipo P-lll ¢ com RGD-disintegrinas. As

TISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCQNECCDAATCKLKSGSQCGHGD . CEQCKFSKSGT
IISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCQNEC CDAATCKLKSGSQUGHGD CEQUKFSKSGT
-~SPPVCGNEILEQGEDCDCGSPANCQDQTCNAATCKLTPGSQUNHGEC CDQCKFKKART
——————————————————————————————————————— QEEPCATGPCCRRCKFKRAGK

ECRASMSECDPAEHCTGQSSE PADVFHKNGQPC LDNYGY" YNGNC PIMYHQ" YALFGAD
ECRASMSECDPAEHCTGQSSE” PADVFHKNGQP - LDNYGY " YNGN"PIMYHQ YDLFGAD
—————————————————————————————————— LHENFGYC YNGNC PIMYHQC YALWGSN
VCRIARGDWN-DDYCTGKS SDCPWNH-— === === === == == ——m = m e oo
VCRVARGDWN-DDYCTGKSCDCPRNPWNG————————————========——-—— -

VYEAEDSC FKDNQKGNYYGYCRKENGKKIPCAPEDVKCGRLYCKDNSPGQNNPCKMEFYSN
VYEAEDSCFERNQKGNYYGYCRKENGNKIPCAPEDVKCGRLY_KDNSPGQNNPCKMFYSN
VTVAPDA_FDINQSGNNSFY CRKENGVNIP AQEDVK GRLFC_NVN----DFLCRHKYSD

DDEHKGMVLPGTK_ADGKVC SNGHCVDVATAY-——————-——-
EDEHKGMVLPGTKCADGKVCSNGH_VDVATAY-————————
D----GMVDHGTK_ADGKVC_KNRQ_VDVITAYKSTSGFSQI

seqiiéncias foram obtidas do banco de dados do NCBI e foram alinhadas utilizando o programa

Clustal-W utilizando a matriz gonnet.

sublinhados em negrito correspondem a regiéo do loop.
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Foram selecionados os seguintes fragmentos:

JD49, correspondente a porgdo C-terminal do dominio ECD-disintegrina e analogo a
enistostatina. Estes peptideos compartilham 7 das 8 cisteinas e apresentam uma homologia
de 67%. Este fragmento se estende dos residuos 250-298 da seqiiéncia da jararagina.

JD89, correspondente ao dominio ECD-disintegrina e analogo a bitistatina.  Este
fragmento conserva 14 de suas 15 cisteinas com as cisteinas da bitistatina. Segundo o
alinhamento as cisteinas estariam envolvidas em 7 pontes dissulfeto com a cisteina livre
no motivo ECD. Este fragmento compreende os residuos 210-298 da seqiiéncia da
jararagina.

JD98 contém o JD89 com 9 residuos a mais na posi¢do C-terminal que incluem a primeira
cisteina do dominio rico-em-cisteinas. Esta cisteina formaria assim uma ponte com a
cisteina do motivo ECD. Este fragmento se estende dos residuos 210-307 da seqiiéncia da
jararagina

JC116, correspondente ao dominio rico-em-cisteinas completo foi baseado no dominio
rico-em-cisteinas da atrolisina A (Jia e col., 2000) apresentando uma identidade de 63%
entre ambos. Decidimos excluir os residuos N-terminal LDNY, primeiro, porque eram os
menos conservados 1o inicio da seqiiéncia e segundo, porque estes residuos ja estavam
inclusos no fragmento JD98. Na parte final da seqiiéncia, incluimos apenas os residuos C-
terminal da jararagina que alinham perfeitamente com a atrolisina A. Este fragmento
compreende os residuos 304-421.

JC63, corresponde a um cluster de 3 pontes dissulfeto no centro do dominio rico-em-
cisteinas e estd baseado nas pontes dissulfeto da catrocolastatina-C. Este fragmento se
estende dos residuos 344-405 da seqiéncia da jararagina.

JC76, apresenta os residuos C-terminal do dominio rico-em-cisteinas. Esta extensdo
contém duas cisteinas envolvidas em uma ponte. O fragmento compreende 0s residuos
344-421.

JC103 é similar 2 JC116, mas nfio apresenta a extensdo C-terminal presente no fragmento

JC76, compreendendo os residuos 304-405
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JD49 (150-298) G5Q=GHGDV“EQFHFSKSGTAfRASHSEVDPAEHETGQSSEKPADUFHK

JDB9 (210-298)
IISPPV.GNELLEVGEECDCGTPENCQNE CCDAATCKLESGSQCGHGD CCEQUEFSKSGTH CRASHSECDPAERCTGQSSECPADVFHE

JD98 (210-307)

ITSPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCQNECCDAATCKLRSGSQUGHGD CCEQURFSKGGTRCRASHSECDPAEHCTGQSSE CPADVFHENGKPC LDIMY

| | I J

JC63 (344-405) GNYYGYCRKENGNEIPCAPEDVKCGRLY CKDNSPGONNPCKHF YOSNEDEHKGHVYLPGTK CAD

JC76 (344-221) GNYYGYCREKENGNKIPCAPEDVKCGRLY CKDNSPGONNP . KHFYSNEDEHKGHVLPGTK CADGRVCSNGHCVDATY

JC103 (304-405)
GYCYNGNCPIMNYHQCYDLPGADVYEAREDSCFERMQKGNYYGY CREENGNKIP CAPEDVECGRLY CKDNSPGOMNP KUFYSMEDEHKGMVLFGTKCAD

JC116 {304-421)
GYCYNGNCP IMYHQCYDLPGADVYEAEDSCFERNQKGNYYGY CREENGNKIP CAPEDVKC GRLYCKINSPGONNP _KHF YONEDEBKGMVLPGTK C ADGRVCSNGHCVDATY

I | | ]

Fig.5. Fragnertos seleciorados. 0 sequirte esquerma mastra as sequen:ias slecdonadas com suas respedivas portes
dissuleto. Em wermaho estdo represemtadas gs cisteinas @ a3 linhas que as urern representam as pontes 5-5 baseadas
na catrocolastating C (Cahete e ool., 2000). 05 residuos do loop ast3o representados no quadro e os ndmens ertre
parémeses comespondemn aos realducs da jararaging madura.



2. CLONAGEM:
e Constru¢io dos oligonucleotideos:

Os oligonucleotideos foram desenhados com ajuda do programa Primer Tool. Levamos em
consideragdo os sitios de clonagem, as bases de apoio para as enzimas de restri¢do e as 15
primeiras bases do DNA a ser amplificado da sequéncia da disintegrina do lado 5 no oligo
sense e do lado 3’ no anti-sense. Adicionalmente, os oligonucleotideos anti-sense contém o
codon de terminagdo para a sintese protéica. Os sitios de restricdo das endonucleases BamH 1
e LcoR 1 foram adicionados nos primers sense e anti-sense, respectivamente. Estes sitios
foram cuidadosamente escolhidos apés uma analise de restrigdo dos fragmentos utilizando o
programa WebCutter 2.0 onde verificamos sua auséncia nas seqiiéncias. Adicionalmente
construimos o oligonucleotideo de seqiiéncia universal para o pGEX (pGEX5seq) baseado no

primer comercializado pela Amersham Biosciences.

JD49Bam5: 5" —gagagGGATCCgggtcacagtgtgga—-3’ {JD49)

JD49EcoST3: 5’ -attagGAATTCttacttatggaagacatc—3’ (JD49, JD89)
JD98Bam5: 5’ -gagagGGATCCattatttcacctcca-3’ (JD89, JDb%8, JDC)
JDO98EcoST3: 5’ -attagGAATTCttagtagttatctaggeca—-3’ (JD98)

JDCEcoST3: 5’ -attagGAATTCttagtaggctgtagccac-3’ (JDC, JClle, JC103)
JCll6Bam5: 5’ -gagagGGATCCctagataactacggt-3' (JCil6, JCT6)
JC63Bamb: 5’ -gagagGGATCCggcaattattatggce-3” (JC63, JCl03)
JC63EcoST3: 5’ —attagGAATTCttatccatctgecacattt-37 (JC63, JC76)
PGEX5seq: 5’ ~GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3"

Fig. 6. Oligonucleotideos construidos. Os nucleotideos em mailusculas correspondem ao sitio de
reconhecimento das endonucleases de restricdo. Os nucleotideos em minusculas a direita do sitio de
restricdo correspondem as 15 primeiras bases do DNA a ser amplificado da seqiiéncia da disintegrina
tanto do lado 5’ como do lado 3'. Os nucleotideos em mindsculas & esquerda do sitio de restricdo
correspondem ao lugar de apoio para as endonucleases. Os 3 nucleotideos em negrito e sublinhados
correspondem ao codon de terminacgio. Entre parénteses esta o fragmento ou fragmentos resultantes
da amplificagdo com esse oligonucieotideo.
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e Amplificaciio do inserto por PCR e clonagem:
Todes os fragmentos foram amplificados por PCR a partir do clone BjD4 contendo o cDNA
da jararagina clonado em AZapll (Paine e col., 1992) utilizando os oligonucleotideos acima
descritos segundo o caso. Foram feitas 4 reagdes de 50 pL. Uma reagdo sem o cDNA da
jararagina foi usada como controle negativo. A amplificagdo dos produtos foi confirmada por
gel de agarose 1% e a concentragdo do DNA foi calculada obtendo-se entre 160 e 220 ng/ul.
Os produtos de PCR foram digeridos com BamH T e LcoR 1 e subseqlientemente ligados no
vetor pGEX-4T-1 previamente digerido com as mesmas enzimas. Como controle negativo
fizemos uma liga¢do s6 com o produto de PCR e outra s6 com o vetor tratado com as
endonucleases. Estes produtos de ligacdo foram utilizados para transformar £. coli DHS50. que
posteriormente foram semeadas em placas de L-Agar contendo ampicilina. Na placa
correspondente apenas ao produto de PCR nfo pudemos observar o crescimento de coldnias
No entanto, na placa correspondente a transformagdo com o vetor cortado cresceram algumas
colonias, provavelmente procedentes de digestdes parciais do vetor religadas. Nas placas
semeadas com as bactérias transformadas com os produtos de ligagdo houve crescimento de
um numero bem maior de coldnias. Como controle de bactéria crescemos /. coli DHSa nao
transformada em placas com e sem ampicilina. Na primeira ndo houve crescimento,
demonstrando-se a susceptibilidade da bactéria a ampicilina e a segunda apresentou um

crescimento uniforme e espalhado mostrando a viabilidade da mesma.

e Triagem:

JD49

Dez colonias foram analisadas por PCR direto utilizando os primers de amplificacdo
JD49Bam5 e JD49EcoST3. No gel abaixo (figura 7) podemos verificar a amplificagdo de uma
Uinica banda de 150 pb a partir dos 10 clones demonstrando o éxito da clonagem (colunas 1-
10). Como controle corremos no ultimo canal o produto de PCR de um clone contendo um
inserto nao relacionado onde podemos observar a auséncia de amplificagio. O clone 3 foi
sequenciado utilizando o primer pGEXSseq. A sequéncia deste clone correspondeu
perfeitamente com a seqliéncia esperada demonstrando a inser¢ao correta do cDNA no sitio

de clonagem selecionado. Este clone recebeu o nome de pKD3 1.
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JD89 ¢ JDI8

Fig 7. Triagem das
colénias por PCR. As
coldénias foram triadas por
PCR utilizando os primers de
clonagem JD48Bam5 e
JD49EcoST3. O produto de
PCR foi analisado em gel de
agarose 1%. As fileiras 1-10
correspondem aos 10 clones
analisados. Como controle
negativo realizamos uma
reagdo a partir de um clone
com inserto n&o relacionado
(11).

Os clones foram analisados por PCR utilizando-se o primer de seqii€éncia pGEXSseq e o

primer interno antisense, respectivo para cada fragmento. Como mostra a figura 8, que

corresponde a analise de 10 clones para JD89, pode-se verificar que somente o clone 4,

sinalizado com a seta branca, apresentou a banda esperada de 300 pb. Entretanto, a clonagem

do fragmento JD98 (parte superior), apresentou-se mais eficaz com 50% dos clones positivos

(3,4,6,7¢9). Oclone 4 do JD89 e o 3 de JD98 foram seqiienciados demonstrando-se a

correta clonagem dos fragmentos.

500 pb

500 pb

—300 pb

Fig. 8. Andlise dos clones dos
fragmentos JD89 e 98. Dez coldnias de
cada fragmento foram amplificadas por
PCR utilizando o primer de seqiiéncia
pGEX5seq e 0 primer interno respectivo
para cada fragmento. Logo apéds, os
produtos de PCR foram aplicados em gel
de agarose 1%. Na primeira fileira superior
e inferior podemos ver o padrdo de massa
molecular. Na parte superior mostramos os
10 clones correspondentes ao fragmento
JD98 na parte inferior corresponde a
anélise de 10 clones de JD89.
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JDC

A triagem foi feita por PCR a partir de 20 clones conseguindo-se 85% de clones positivos.
Vinte clones foram amplificados por PCR utilizando o primer de seqiiéncia pGEXS5seq e o
primer JDCEcoST3. A figura 9 mostra a banda de 700 pb correspondente ao produto
esperado. Na linha central de corrida estdo as bandas correspondentes ao padrio de migragéo.
O clone selecionado pela intensidade da banda foi o 17, o qual foi seqiienciado mostrando sua

correta inser¢do no quadro de Jeitura do vetor.

Fig. 9. Andlise dos clones
correspondentes ao
fragmento  JDC. Vinte
clones foram ampliados por
by PCR utilizando o primer de
3 = = - e seqliéncia pGEX5seq e o
!%”! - gsg' E primer  JDCEcoST3.  Os

: produtos foram fracionados
em gel de agarose 1%. Os
clocnes analisados estdo
denotados com numeros. Na
parte central estdo as
bandas correspondentes ao
padrao de PM.

700 pb . »

ali LLLET

700 pb - e - e - - e
i P B B LS i< T A ol 2 R U

JC63, JC76, JC103 e JC116

Os clones foram analisados por PCR utilizando-se o primer de seqiiéncia pGEXSseq e o
primer intemo anti-sense, respectivo para cada fragmento. A figura 10 mostra a andlise de 5
clones para cada um dos 4 fragmentos. A clonagem do fragmento JC116 resultou em 4 clones
positivos nos quais se pode verificar a presenga da banda de 350 pb; JC103 apresentou 3
clones positivos representados pelas bandas de 315 pb; JC76 também apresentou 3 clones
positivos que revelaram a banda de 228 pb; e por ultimo, o fragmento JC63 representado pela
banda de 190 pb, apresentou 2 clones positivos. Os clones foram selecionados com relag3o a
intensidade de banda, sendo que para JC116, JC103, JC76 e JC63 escolhemos os clones 5, 2,
5 e 3, respectivamente. Estes clones foram subseqlientemente seqiienciados confirmando-se a

correta amplificagdo e insergio no vetor.
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Fig. 10. Analise da clonagem dos fragmentos do dominio rico-em-cisteinas. Cinco clones
correspondentes a cada um dos fragmentos foram amplificados por PCR utilizando o primer de
sequéncia pGEX5seq e o primer interno antisense respectivo para cada fragmento. Na parte central
do gel se encontra o padr8o de massa molecular. Na parte superior esquerda estdo presentes os
clones correspondentes a JC116; na direita destes se encontram os clones de JC76. Na parte inferior
esquerda e direita, se encontram os clones para JC103 e JC63, respectivamente.

3. EXPRESSAO:

Os clones foram utilizados para transformar a linhagem de E. coli BL21. A expressdo foi
padronizada com respeito a concentragdo de IPTG, tempo e temperatura de indugdo
resultando em valores de 100 uM de IPTG por 4 h a 37°C (dados ndo mostrados). Apds
inducdo, o material foi analisado por SDS-PAGE 12%. Como podemos ver na figura 11, as
proteinas correspondentes a GST (2), GST/IDC (3), GST/JID49 (4), GST/ID89 (5), GST/ID98
(6), GST/IC63 (7), GST/ICT6 (8), GST/IC103 (9) e GST/IC116 (10) foram expressas com
sucesso na forma solavel. Na primeira fileira podemos ver o padrdo de massa molecular.
Como controle de expressdo analisamos o produto do pGEX selvagem onde podemos ver a
banda de 27 kDa correspondente a GST (fileira 2). Nas fileiras 3 a 10 podemos ver bandas
maiores correspondentes as proteinas de fusio GST/JDC (50 kDa), GST/JD49 (32 kDa),
GST/ID89 (36 kDa), GST/JD98 (37 kDa), GST/IC63 (34), GST/IC76 (35 kDa), GST/IC103
(38 kDa) e GST/IC116 (40 kDa).
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Fig. 11. Analise da expressao por SDS-PAGE. Coldnias em fase logaritmica de crescimento foram
induzidas por 4 h com IPTG. Apbs centrifugagdo o pellet bacterizno foi ressuspenso em 1/10 de
volume e fogo apods as bactérias foram lisadas por french press. O extrato soluvel foi analisado por
SDS-PAGE 12%: A primeira fileira corresponde ao padrdo de massa molecular. Como controle de
expressdo analisamos o produto do pGEX selvagem (2). As fileiras 3 a 10 correspondem a amastras
das proteinas de fusdo GST/JDC, GST/JD49, GST/AD89, GST/JD98, GST/JIC63, GST/ICTS6,
GST/4C103 e GST/IC116, respectivamente.

4, PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS COM GLUTATIONA SEPHAROSE.

As proteinas de fusdo foram isoladas por afinidade a glutationa Sepharose 4B como descrito
em material e métodos. Apds eluico das proteinas, a purifica¢io foi verificada por SDS-
PAGE 12%. Na figura 12, podemos observar pela intensidade das bandas e pela quantifica¢do
protéica que as proteinas de fusio ndo foram igualmente purificadas. GST/ID49 (4)
apresentou melhor concentragdo com 2,1 mg/mlL. As bandas correspondentes a GST/JD89
(5), GST/ID98 (6) e GST/JC63 (7) foram preferencialmente purificadas e apresentaram
concentragdo similar com 1,35 mg/mL, 1,15 mg/mL e 1,2 mg/mL, respectivamente. GST/JDC
(3), apresentou uma concentragdo de 0,7 mg/mL, no entanto, no gel podemos ver vérias
bandas menores que devem corresponder a produtos truncados de expressio. Proteinas
truncadas também podem ser observadas conjuntamente com a banda do GST/JC76 (8) que
apresentou concentragdo de 0,9 mg/mlL. Ja os fragmentos GST/JC103 (9) e GST/AC116 (10)
apresentaram baixa concentragio com 0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL, respectivamente. Junto com

esses fragmentos, podemos ver bandas correspondentes a proteinas truncadas também.
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Fig. 12. Analise da purificagdao por SDS-PAGE. Os extratos bacterianos contendo as proteinas de
fusédo foram purificados com Glutationa Sepharose 4B e as proteinas eluidas foram analisadas por
SDS-PAGE 12%. Na primeira fileira podemos ver o padrdo de massa molecular. Como controle
purificamos o produto do pGEX selvagem (2). Nas fileiras 3 a 10 estao presentes os produtos de
purificagdo das proteinas de fusdo GST/JDC, GST/JD49, GST/JD89, GST/JD98, GST/JCE3,
GST/JC76, GST/JC103 e GST/JC116, respectivamente.

5. ATIVIDADE BIOLOGICA:

A atividade biologica de todos os fragmentos foi avaliada pela inibicdo da agregacio
plaquetaria, ensaios de ligagdo a plaquetas e ao coldgeno e pela reatividade frente ao MAJar3,
anticorpo monoclonal neutralizante da atividade hemorragica e afinidade pelo colageno

presentes na jararagina nativa (Tanjoni e col., 2003).

e Inibicdo da agregacio plaquetiria dependente de colageno.

Os resultados de agregacgdo plaquetdria estdo mostrados na figura 13. Em A, podemos ver o
perfil normal de agregacdo para os 2 canais apds adigdo de 1 pg/mL de colageno; em B, a
inibi¢do total por parte da jararagina nativa na concentragdo de 100 pug/mL (controle positivo
em preto) enquanto a GST (controle negativo em azul) na concentragdo de 400 ug/mL foi
incapaz de inibir esta atividade. Os resultados de inibicdo com nossos fragmentos na
concentra¢do de 400 pg/mL (C-F) mostraram-se negativos. Nenhum fragmento foi capaz de
inibir a agregacdo plaquetaria dependente de coldgeno nas condigdes do teste. Testes com

concentra¢des menores deram o mesmo resultado (dados ndo mostrados).
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Fig. 13. Teste de inibigdo da agregacao plaquetaria. Os fragmentos recombinantes (200 ug) foram
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incubados com plaquetas lavadas por 5 min a 37°C antes da adicdo de 1 pg/mL de colageno. A
extensdo da inibigdo da agregagao plaquetaria foi estimada como a diminuig&o da porcentagem de
transmissdo de luz tomando-se como 100% o valor obtido com as plaguetas desafiadas diretamente
com o colageno (A). Como controle negativo utilizamos 400 pg/mL de GST (B em azul) e como
controle positivo 100 ug/mL de jararagina (B em preto). Os testes com 400 pug/mL dos fragmentos

estdo mostrados nas figuras C a F.

59



e Avaliagido dos fragmentos quanto a sua ligacio as plaquetas por dot blot.

Como alternativa ao teste de agregac@o plaquetéria, decidimos avaliar a ligagdo direta dos
fragmentos a plaqueta por dot blot. A figura 14 mostra que enquanto a jararagina se liga as
plaquetas e ao colageno; os fragmentos ndo conseguiram ligar-se, mostrando que ndo
interagem com estas moléculas. Como controle positivo incubamos dots de proteinas

recombinantes com os soros anti-jararagina e anti-GST onde podemos ver sua reatividade.

Anti-GST

GST JD49 JD89 JD98 JC63 JC76 JC103 JC116 JDC

Proteina
Plaqueta

Colageno

Anti-jararagina

JD49 JD89 JD98 JC63 JC76 JC103 JC116 JDC jararagina

Proteina
Plaqueta

Colageno

Fig. 14. Teste de ades&o por dot blot. Membranas de nitrocelulose contendo 1 x 109 plaquetas/mL
ou 1 mg/mL de colageno foram incubadas com os fragmentos recombinantes por 1 h a 37°C; apos
este periodo as membranas foram lavadas 3 vezes com Tris/NaCl e incubadas com o anticorpo anti-
GST ou anti-jararagina nativa por 1 h a 37°C. As membranas foram lavadas novamente e incubadas
com anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase. Apos a ultima lavagem, os dots foram
revelados com alfa-4-cloro-naftol adicionado de &gua oxigenada.
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¢ Avaliagdo dos fragmentos quanto 2 sua ligacdo ao coligeno por ensaio

imunoenzimatico.

A ligagdo dos fragmentos ao colageno for também verificada utilizando placas de ELISA,
através de um ensaio quantitativo. Neste teste verificamos que a jararagina tem alta afinidade
pelo colageno ligando-se em concentragdes de S nM (ndo mostrados), porém os fragmentos
ndo conseguiram ligar-se. Na concentracdo de 0,5 mg/ml, a extensio da ligagdo foi
comparavel 4 do GST utilizado como controle (figura 16A). No entanto, decidimos verificar
se os fragmentos poderiam inmbir a ligagdo da jararagina ao coldgeno. Na figura 16B
mostramos um ensaio de competicdo utilizando 10 ng de jararagina e 0,5 mg dos fragmentos
por pocinho (100 pL). Podemos ver uma baixa inibi¢do de 14% no caso de JDC, mas que
desconsideramos devido ao fato desse valor nfo ser estatisticamente significante. Deste modo

confirmamos a baixa afinidade dos fragmentos para interagir com esta molécula.
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Fig. 15. Teste de ligacdo a0 colageno por ELISA. Placas de microtitulagdo de 96 pocos foram
sensibilizadas por 12 a 18 horas, a 4°C em camara Umida, com 100 uL por pogo de uma solugéo
contendo 2 pg/mL de colageno. Apés este periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,1%
de Tween 20 (Sigma) e, em seguida, bloqueadas por 2 horas a 37°C com uma solugdo de PBS com
1% de BSA (200 uL por pogo). Apdés um novo ciclo de lavagens, as placas foram mantidas a -20°C
até o momento do uso. As placas foram incubadas por 1 h a 37C com 0,5 mg dos fragmentos
recombinantes em um ensaio de ligagao (A) ou com 0,5 mg dos fragmentos recombinantes mais 10
ng de jararagina em um ensaio de competigdo (B), quantidades estas contidas em 100 mL de reag&o.
Como controle positivo utilizamos jararagina e como controle negativo GST. As reagbes foram entéo
incubados com soro anti-GST (A) ou anti-jararagina (B), as placas lavadas e subseqientemente
incubadas com anticorpo conjugado anti-IgG de coelho. Apds lavagens as placas foram reveladas e
lidas como indicado na parte experimental.

e Reatividade dos fragmentos frente a anticorpos neutralizantes:

A caracterizagio da regifio biologicamente ativa da jararagina foi entdo analisada de forma
indireta através da localizagdo de epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes. Os
fragmentos recombinantes foram entfo utilizados como antigenos em testes de dot blot com
anticorpos policlonais ou com o anticorpo monoclonal MAJar3, que inibe a ligagdo da
jararagina ao colageno e neutraliza a atividade hemorrdgica desta. Quando testado com nossos
fragmentos (figura 16), MAJar3 reagiu com JD49, JD89 e JD98, ndo apresentando reatividade
com os fragmentos correspondentes ao dominio rico em cisteinas. Os trés fragmentos
reconhecidos formam parte do dominio ECD-disintegrina, sendo que JD49 corresponde a
porcio C-terminal, andloga as menores RGD-disintegrinas. Este resultado sugere a
importancia da porgdo C-terminal do dominio disintegrina (JD49) como moduladora das

atividades biologicas da jararagina.

1 2 3
Jararagina ® o
JD 49
D8 @ 9 Fig. 16. Reatividade dos fragmentos frente a
anticorpos neutralizantes. A reatividade dos
JD 98 @ 0 fragmentos foi testada foi testada frente ao
anticorpo monoclonal MAJar3 (coluna 1) e ao
JC 63 anticorpo  policlonal murino anti-jararagina
(coluna 2). Como controle negativo utilizamos
JC 76 soro normal de camundongo (coluna 3). No
lado esquerdo da figura podemos verificar os
JC 103 fragmentos recombinantes e a jararagina e a
GST utilizadas como controle.
JC 116
GST
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6. CARACTERIZACAO DO FRAGMENTO JD49:

Uma vez demonstrada a reatividade do fragmento JD49 com o anticorpo neutralizante
MAlJar3, passamos a melhor estudar suas propriedades. Esse fragmento apresenta uma massa
molecular teérica de 51996 e um ponto isoelétrico (pI) de 5,05. Sua estrutura 3-D foi
determinada por modelagem. Este fragmento foi também separado da GST por clivagem com

trombina e posteriormente purificado por HPLC e analisado quanto a atividade biologica.

e Modelagem:
A sequéncia do fragmento JD49 foi analisada pela Dra. Dulce Ferreira, do Instituto de Fisica
de Sio Carlos da Universidade de S&o Paulo para a determinagdo de sua estrutura terciaria por
modelagem, utilizando a echistatina como molde. O modelo de JD49 apresenta um
enovelamento muito semelhante ao da echistatina apesar da baixa identidade entre as duas
seqiiéncias (34,78%). Na figura 17 podemos ver o modelo de JD49 com a estrutura secundaria
e 0 loop contendo a seqiéncia ECD. No modelo podemos observar que JD49 é composta por
duas fitas-B (em laranja) e um /oop com a seqiiéncia ECD no seu apice. Na sobreposicao do
modelo de JD49 com a estrutura da echistatina (figura 19) podemos observar que as
seqiiéncias RGD e ECD ndo estdo exatamente sobrepostas e os unicos residuos que ocupam
posicdes equivalentes sdo o acido aspartico do RGD e o 4cido glutdmico do ECD. Com
respeito as pontes dissulfeto o modelo identifica 3 pontes formadas entre a Cys4-Cysli3,
Cys9-Cys35 e Cys22-Cys42, sendo que as Cys10 e Cys29 permaneceriam livres. A analise de
qualidade do modelo mostra que 48,8% dos residuos se encontram em uma regiao favoravel,
36,6% se encontram em regides adicionalmente permitidas e s6 um residuo, a serina 27, esta
localizado em uma regido desfavoravel. Este residuo encontra-se no loop que contém a
sequéncia ECD e provavelmente apresenta certa flexibilidade o que pode justificar os valores
desfavoraveis apresentados. Em resumo o modelo obtido sugere uma estrutura estavel, com a

seqiéncia ECD exposta no loop € com a cisteina hivre.



C-terminal
Cys

Glu

N-terminal

()

Fig. 17. Modeiagem molecular
de JD49. Esta seqidéncia foi
modelada utilizando a estrutura
tercidria da echistatina obtida por
RMN como molde.

Fig 19. Sobreposicdo das
estruturas dos Joops da
echistatina e de JD49. O
modelo mostra a regido do
loop da echistatina e de JD49
confendo as seqiiéncias RGD
e ECD, respectivamente. Os
residuos RGD estio coloridos
em lilas e os ECD em preto.
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¢ Obtencio do fragmento JD49 livre da fusio com GST:

Para obtermos JD49 livre, inicialmente produzimos a proteina de fusdo GST/JD49 por
inducdo das culturas de BL21 transformadas com o clone pKD31. A proteina de fusio for
entao 1solada por afinidade a glutationa Sepharose 4B (Amersham Biosciences) e
posteriormente submetida a clivagem com trombina. A clivagem da proteina de fusio com
trombina for padronizada com respeito a temperatura, tempo e concentra¢io de enzima
utilizada. Em todos os casos a padronizagdo foi analisada por SDS-PAGE 18%. Foram
utilizadas 0,03 U, 0,3 U e 0,65 U de trombina na clivagem de 30 pg de proteina recombinante.
Estas reagdes foram realizadas tanto a 37°C por 2 h como a 23°C durante 16 h, onde pudemos
verificar que a clivagem foi mais eficiente utilizando 0,65 U. Foi ent3o que passamos a avaliar
esta concentracao e temperatura a diferentes tempos de incubagdo (12, 16, 24 ¢ 36 h.) Os
resultados mostraram uma melhor clivagem com 16 h de incubag¢io. Nestas condi¢bes de 0,65
U de trombina por mg de proteina recombinante, a 23°C durante 16 h conseguimos clivar

aproximadamente 75% da proteina de fusdo (fig. 21, fileira 4).

¢ Isolamento de JD49 por HPLC:

Coin a finalidade de isolar JD49 da GST e da proteina de fusdo nao clivada GST/JD49 (figura
21, fileira 4) e especialmente da trombina usada na clivagem, passamos a purificar esta fragdo
por cromatografia de fase reversa em HPLC segundo protocolo anteriormente descrito para o
isolamento das RGD disintegrinas de 49 residuos, eristostatina e echistatina (McLane e col,,
1994). A figura 20 mostra o perfil cromatografico em coluna C-18. Seis picos foram eluidos a
medida que o gradiente de acetonitrila aumentava e foram analisados por SDS-PAGE 18%.
Nos picos eluidos aos 7, 9 e 12 min ndo apareceu banda alguma; o material eluido aos 26 min
corresponderia a trombina segundo isolamentos anteriores com enzimas tipo trombina
isoladas do veneno de B. jararaca no mesmo tempo de retengdo; e por ultimo o pico eluido
aos 32 min corresponde a GST e GST/JD49. O material eluido aos 20 min, sinalizado com a

seta. foi o tnico que apresentou uma banda correspondente a JD49 (Fig.21, fileira 4).
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Fig. 20. Isolamento de JD49 por HPLC. A porgao JD4S clivada foi obtida em sistema de HPLC em
coluna de fase reversa C18 (Vydac, Hesperia, USA) equilibrada em 0,1% de TFA (Acido Tri
Fluoroacético) e eluida por um gradiente de acetonitrila de 0 a 80% em volume de 40 mL a um fluxo
de 2 mUmin. A cromatrografia foi monitorada por absorbancia a 214 nm e as fragdes reunidas foram
analisadas por SDS-PAGE 18% quanto a presenga de uma banda de baixa massa molecular (~5
kDa) que corresponde a JD49 isolada

A figura 21 abaixo mostra todas as etapas envolvidas na purifica¢io de JD49. Na primeira
fileira podemos observar o extrato bacteriano, produto da expressio do clone pKD31,
contendo GST/JID49 (32 kDa). A fileira 2 corresponde & purificacdo por afinidade deste
material com glutationa Sepharose 4B, onde podemos observar a purificagdo de GST/JD49.
Na fileira 3 apresentamos este material clivado com trombina e por ultumo, na filerra 4,
indicada com a seta, podemos ver a banda de S kDa correspondente a JD49 purificada por

HPLC, que foi concentrada com respeito ao material inicial (terceira banda da fileira 3).

tDa 1 2 3 4
84 —w : Fig. 21. Etapas envolvidas na
&7 —» purificacdo de JD49. Na primeira
43 —» fileira podemos observar o extrato
bacteriano, produto da expressado
30 —» '- do clone pKD31. A fileira 2
! 9P corresponde & purificagéo por
20 —» . afinidade deste material com
- glutationa Sepharose 4B. Na
14 > a terceira fileira apresentamos este

-.]4— material clivado com trombina; e

—— por ultimo a fileira 4 corresponde
ao material isolado em fase
reversa.
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e Avaliacdo da atividade biologica:

Apos a purificagdo de JD49 decidimos testar a atividade biologica deste fragmento. Uma vez
que JD49 reage fracamente com o anticorpo anti-jararagina, descartamos o teste de dot blot e
optamos por avaliar o fragmento quanto a sua habilidade de inibir a agregagio plaquetaria
induzida por colageno. Nossos resultados mostraram que JD49, purificada por HPLC, ndo
veneno de 5. jararaca, inibiu em 100% a agregagdo plaquetaria, mantendo sua forte atividade
disintegrina. Estes dados sugerem que esta regido por si s6 ndo € suficiente para desenvolver a

atividade e que outras por¢des da molécula precisam estar presentes.

Apesar de JD49 n3o possuir atividade biologica, a reatividade com o anticorpo monoclonat
MAJar3 sugere que este fragmento esta envolvido na ligacdo ao coldgeno e na atividade
hemorragica da jararagina. Estes dados poderdo servir de base para um estudo mais detalhado
da jararagina ¢ ainda podem servir como ponto de partida para a elaborag2o de marcadores

moleculares da integrina o231,

II. MARCADORES MOLECULARES

Com a finalidade de desenvolver marcadores moleculares seletivos para integrinas, decidimos
clonar as disintegrinas no vetor pLIP6-GN que permite a expressio periplasmica de proteinas
exogenas em fusdo com a fosfatase alcalina de E. coli. A eristostatina, de 49 residuos foi
selecionada por seu pequeno tamanho e por apresentar seletividade pela integrina allbf3
Adicionalmente escolhemos o fragmento JD49, uma vez que demonstramos de forma indireta
a participagdo desta sequéncia na ligacdo ao colageno e na atividade hemorragica da
jararagina. Este produto resultaria em um possivel marcador seletivo para a integrina a2f31.
Embora JD49 ndo tenha apresentado atividade biologica, acreditamos que o micro ambiente
periplasmico facilite a sclubilidade e permita a exposi¢do das porgdes ativas deste fragmento
O periplasma bacteriano permitiria assim a correta formagdo das pontes dissulfeto adquirindo

assim uma conformag¢ao adequada e atividade biologica preservada.,



1. PRODUCAO DE JD49 E DA ERISTOSTATINA:

e Clonagem:

Os oligonucleotideos usados para a amplificagdo do inserto por PCR foram construidos
levando em conta os dois Unicos sitios de clonagem do vetor pLIP6-GN: S/i 1(5°) e Not 1 (3°),
e os 15 primeiros nucleotideos correspondentes as terminagdes 5° e 3° dos fragmentos de
DNA que codificam as segliencias de JD49 e eristostatina. As sequiéncias teoricamente
resultantes dessa clonagem foram avaliadas quanto a fase de leitura, com a ajuda do programa
ExPASy - Translate tool. No caso do pLIP6-GN era especialmente importante ver se estava
em fase tanto a regido 5 (Sf7 I), quanto a 3° (Nof I) devido ao fato de que o fragmento sera
inserido dentro do gene oA da fosfatase alcalina. Com o programa WebCutter verificamos
a auséncia dos sitios de restrigdo para Sfi | e Nor I dentro do DNA que codifica nossos
fragmentos. Adicionalmente desenhamos os oligonucleotideos para o seqgiienciamento com a
ajuda do programa Primer Tool. Estes primers foram construidos levando em conta o comego
e o final da seqiiéncia que codifica a fosfatase alcalina presente no vetor, assim mesmo se
escolheu uma regido onde o relagdo AT:GC esteja na proporgdo 1 : 1. O primer pLIPseq5’
anela com a regido 1612-1631 do vetor em quanto o primer pLIPS5seq3” se localiza na posi¢o
1796-1815

JD498fi5: 5’ —gagagGGCCCAGCCGGECCaugotcacagtgtgga—3’
JD49Not3: 5/ ~attagGCGGCCGCecttatggaagacate—3
Ersfib5: 5’ -gagagGGCCCAGCCGGCCcaggaagaaccgtigt-37
ErNot3: 5" -attagGCGGCCGCaccgttccatgggtt—-37
pLIPseqgb’ : 5" -caaagcactattgcactgge-37

pLIPseg3’ : 5’ -tcgctaagagaatcacgcag—3’

Fig. 22. Oligonucleotideos. Os nuclectideos em mailsculas correspondem ao lugar de
reconhecimento das endonucleases de restrigdo. Os nucleotideos em minusculas a direita do sitio de
restricdo correspondem as 15 primeiras bases do DNA a ser amplificado da sequéncia da disintegrina
tanto do lado 5’ como do lado 3'. Os nucleotideos em mindsculas a esquerda do sitio de restricdo
correspondem ao lugar de apoio para as endonucieases.
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Os fragmentos de DNA correspondentes a JD49 e a eristostatina foram amplificados seguindo
o programa e protocolo descritos em material e métodos. Como moldes utilizamos o cDNA
da jararagina no fago AZapll e o clone pGEr contendo o gene sintético da eristostatina,
gentilmente cedido pela Dra. Mary Ann McLane. Ao final dos 30 ciclos, a rea¢do foi avaliada
em gel de agarose 1% para verificar a amplifica¢do dos fragmentos. Os produios de PCR
foram digeridos com Nof I e Sfi I. Antes da digestio, estas enzimas de restri¢ao foram testadas
em reagdes independentes onde observamos a clivagem do vetor pLIP6-GN.

Os produtos de PCR foram ligados no vetor pLIP6-GN previamente digerido com as mesmas
enzimas e subsequentemente foram utilizados para transformar E. coli DHSo. competente. As
bactérias foram semeadas em placas de L-agar contendo ampicilina e o substrato de fosfatase
alcalina BCIP. Desta forma, a ampicilina selecionou as bactérias transformadas ¢ o substrato
BCIP revelou as col6nias azuis contendo o vetor pLIP6-GN clonado com os insertos de PCR.
A clonagem mostrou uma eficiéncia media com 50% das coldnias positivas (em azul) Alem
disso, todas as coldnias azuis triadas por PCR mostraram-se positivas amplificando a banda
de 150 pb correspondente aos fragmentos clonados. O clone pD7 de JD49 e pES da
eristostatina tiveram seus insertos completamente seqienciados confirmando-se a correta
insercio de ambas seqiiéncias no gene PhoAd da fosfatase alcalina. A figura 23 mostra a
traducio de (oda a seqiiéncia usando o ExPASy Translate tool. Os nucleotideos GGAG em
negrito correspondem & seqiéncia Shine-Dalgarno onde se liga a sequéncia 3’ ferminal do
rRNA 16S de E. coli. A seqiiéncia GTG corresponde a metionina iniciadora € junto com o
restante de residuos sublinhados, forma parte do peptideo sinal de 21 residuos. A sequéncia da
fosfatase alcalina madura comega com a arginina (R). Em minusculas e negrito podemos ver
os sitios de restricdo que flanqueiam a seqiiéncia clonada, no quadro. Em vermelho indicados

por uma seta estdo as regides onde anelam os primers de seqiiéncia.
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JD49/APv

GGAGaaaataaaGTGaaa =--0 ;..;'_.;;t;vr%ttcttaccgttactgtttacccctgtgacaaaa
M K ¢ 8 T I A L A L L P L L F T P V T K

gcccggacaccagaaatgceggeeccageeggecgggtcacagtgtggacatggagactgttgtgagcaatgq
A R T P E M P a q P G S Q@ € 6 H & r € ¢ E @ €

haatttagcaaatcaggaacagaatgccgggcatcaatgagtgaatgtgaccecggctgaacactgcactggg
K F 8 K 8§ & T B &8 R A .8 M s £ ¢ Dok A EBE H & TG

caatcttctgagtgtcctgcagatgtcttccataaggeggeegeagttctggaaaaccgggctgectcecaggge
9 $ S E ¢C P A DV F H K|la a a VvV L EN R A A Q G

gatattact gcacccggcgqtgctcgbcgtttaacggctcatcagacthFgcﬁ‘ jcgtgattctctiage
pD I T A P G G A RRUL T G D QT A AL R D S L S5

gataaacctgcaaaaaatattattttgctgattggcgatgggatgggggactcggaaattactgecgecacgt
D K P A KNI I L LI 6D G MG D S ETI T A AR

aattatgccgaaggtgcgggcggettttttaaaggtatagatgecttacegettacegggecaatacactcac
N Y A E G A G G F F K G I DATULUPULTG Q Y T H

tatgcgctgaataaaaaaaccggcaaaccggactacgtcaccgac
Yy A L N K K T 6 K p b Y VvV T D

Er/APv

tttaatgtatttgtacatGGAGaaaataaaGTGaaac~azgcactatigos -.f1gct\
M K ©Q § T I A L A L

tttacc ctgtgacaaaagcccggacaccagaaatgccggcccagccggcccaggaagaaccgtgLgucac
F T P VT K A R T P E M P a q p al@Q E E P C A T

ggtccatgctgcagaagatgtaagttcaaacgtgctggtaaagtttgtcgtgtggccagaggtgactggaa
& P d € R RCKPFPXHRAGERK VY CRWVYARDLG DB WN

gacgactactgtaccggtaagtcttgtgactgcccgagaaacccatggaacggtgcggccgcagttctggaa
D DY ¢ T 6 K S ¢ Db C P RNUPWN GJla a a V L E

aacrgggctgctcagggcgatattactgcacccggcggtgctcgccgtttaacgggtgatcagactgccgct
N R A A OQ G D I T A P G GA IR RULT G D QT A A

tgocgtgattctctts T-taaacctgcaaaaaatattattttgctgattggcgatgggatgggggactcyg
L R D S L S b K P A KN I I L L I G D G M G D S

gaactta

ct tatgccgaaggtgecgggeggetttittaaaggtatagatgecttaccgett
E I T

A E ¢ A G G F F K 6 I D A L P L

Cgccgcacgtaat
A A R N

[T

accgggcaatacactcacta:gcgctgaataaaaaaac:ggcaaaccggacta cgtcaccogac
T ¢ ¢ Y T {H Y A L N K K T G K P D Y VWV T D
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Figura 23. Traducdo do DNA sequenciado usando o ExPASy Translate tool. Os residuos GGAG
em negrito correspondem & sequéncia SD (Shine-Dalgamo) onde se liga a segiiéncia 3' terminal do
rRNA 168 de E. cofi. A seqiiéncia GTG corresponde & metionina iniciadora € junto com o restante de
residuos sublinhados, forma parte do peptideo sinal de 21 residuos. A arginina 22 (R) da inicio a
seqgiiéncia da fosfatasse alcalina madura. Em mintsculas € negrito podemos ver os sitios de restricao
que flangueiam a segléncia clonada, no quadro. Em vermelho indicados por uma seta estdo as
regides onde anelam os primers de sequéncia.

o [Expressao:
Inicialmente padronizamos a produgdo de nossas proteinas recombinantes em 4 cepas
distintas de £. coli: BL21, BL21{DE3), CC118 ¢ AD494(DE3). Nossos resultados mostraram
uma maior quantidade de proteina soluvel na expressio em BL21. Esta bactéria foi utilizada
para padronizar a concentracdo de IPTG, tempo e temperatura de indugéo ideal resultando nos
valores de 100 uM de IPTG a 37°C durante 4 horas. Em todos os casos as bactérias foram
submetidas a choque osmético e foi medida a concentragdo protéica dos extratos soluveis. O
critério de avaliagdo foi baseado na atividade fosfatase alcalina de concentragdes iguais de
proteina periplasmica. Utilizando estas condigdes de indug@o, preparamos novas culturas para
assim compararmos a atividade fosfatase alcalina, as bandas de migracio em SDS-PAGE e os
antigenos revelados por Western Blotting dos produtos do pLIP6, do pD7 (JD49/APv) e do

pES (Er/APv), induzidos ou ndo induzidos.

O SDS-PAGE feito com as proteinas obtidas nestas condigdes ideais € apresentado a seguir.
Foram aplicadas 10 pg de proteina por fileira. Na primeira fileira pode-se ver o padrio de
massa molecular, a segunda fileira corresponde as proteinas da bacténa vazia, a terceira e
quarta fileiras correspondem a migragao do pLIP6 sem induzir e induzido, respectivamente.
Como esperado, a banda de 45 kDa correspondente a fosfatase alcalina de f. coli néo esta
presente, devido ao fato do DNA que codifica esta proteina nfo estar em fase de leitura. A
fileira S corresponde ao pD7 néo induzido e a 6 ao induzido, € possivel verificar ¢ produto de
expressdo correspondente ao fragmento JD49 em fus@o com a fosfatase alcalina de E. coli (62
kDa). Nas fileiras 7 e 8 podemos ver os produtos correspondentes ao clone pES ndo induzido
e induzido, respectivamente, onde podemos ver neste ultimo a banda de 62 kDa
correspondente a Er/APv. A fileira 9 corresponde a fosfatase alcalina, produto do vetor pLIPS

induzido.
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Figura 24. Analise de expressdo das
proteinas de fusdo. Os clones pD7 e pES
foram induzidos com IPTG, os extratos
periplasmicos extraidos e avaliados por
SDS-PAGE 12% quanto a expressado de
JD49/APv (6) e Er/APv (8). Na primeira
fileira podemos observar o padrdao de
massa molecular. Como  controles
utilizamos o  extrato  periplasmico.
correspondente a BL21 vazia (2), o
produto de expressao do vetor pLIP6 sem
induzir (3) e induzido (4), os clones pD7 (5)
e pE5 (7) ndo induzidos e por ultimo o
produto do vetor pLIP5 induzido (9).

Os resultados de SDS-PAGE foram confirmados por Western blot utilizando anticorpos anti-

jararagina, eristostatina e fosfatase alcalina de E. coli produzidos em coelho. A figura 25

mostra o Western blot utilizando o anticorpo policlonal anti-jararagina onde podemos

verificar uma banda mais intensa de 62 kDa correspondente a JD49 em fusdo com APv (4).

Os controles de vetor vazio (1, 2, 7), clone pES (5, 6) e clone pD7 nido induzido (3) mostram

uma banda do mesmo tamanho, mas de menor intensidade que provavelmente corresponde a

algum antigeno de E. coli reconhecido pelo soro. Como alternativa, repetimos o teste com

soro anti-jararagina previamente adsorvido com antigenos de E. coli obtendo os mesmos

resultados (dados ndo mostrados).

kDa

94
67—

43—

20

L Ll

Figura 25. Andlise de expressao de
JD49/APv por Western blot. As proteinas
de fusdo foram analisadas por Western blot
utilizando o anticorpo anti-jararagina. Como
controles utilizamos o vetor pLIP6 sem
induzir (1) e induzido (2), o clone pD7 nao
induzido (3), o clone pE5 n&o induzido (5) e
induzido (6) e o vetor pLIP5 induzido (7). Na
fileira 4 podemos observar a banda de 62
kDa correspondente a JD49/APv, produto do
clone pD7.
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A figura 26 corresponde a incubagfio do produto de expressdo (5 pug de proteina por fileira)
com soro policlonal anti-eristostatina. O canal 1 corresponde ao extrato periplasmico de E.
coli, o canal 2 e 3 correspondem ao pLIP6-GN induzido e sem induzir, respectivamente. O
canal 4 e 5 corresponde ao clone pD7 induzido e sem induzir, respectivamente. No canal 7
(pES induzido) pode ser verificada a banda de 62 kDa correspondente a proteina de fusdo
Er/APv. No canal 6 correspondente ao pE5 sem induzir se pode ver uma pequena expressio
basal da proteina de fusdo. Como controle negativo o canal 8 apresenta o produto de

expressdo do clone pES.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 Figura 26. Analise da expressio de

94—y Er/APv por Western blot. As proteinas de

fusdo foram analisadas por Western blot

67— — — — —— utilizando o anticorpo anti-eristostatina.

o Como controles utilizamos o periplasma

43— bacteriano (1) o vetor pLIP6 sem induzir

(2) e induzido (3), o clone pD7 nao

30— induzido (4) e induzido (5), o clone pE5

n&o induzido 6) e o vetor pLIP5 induzido

(8). Na fileira 7 podemos observar a banda

20—% de 62 kDa correspondente a proteina de
= - - o fusido Er/APv.

Adicionalmente, avaliamos ambos os fragmentos de fusdo utilizando soro policlonal anti-
fosfatase alcalina de E. coli. Os dados (fig. 27) mostram claramente que tanto a banda
correspondente a JD49/APv (5), Er/APv (7) como APv (8) foram identificadas com o soro
demonstrando a preservagio de sua antigenicidade. Os controles de clones nfio induzidos (4,
6) apresentaram bandas fracas de 62 kDa correspondentes a um vazamento da expressdo.
Como controles negativos utilizamos periplasma bacteriano (1), pLIP6 ndo induzido (2) e
induzido (3).
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Figura 27. Anadlise da expressao

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 das proteinas de fusao por
Western blot. As proteinas de fusao

94_p. foram analisadas por Western blot
67—p utilizando o anticorpo anti-fosfatase
- —"'E"-.- alcalina. Como controles negativos

43_p 1 utilizamos o periplasma bacteriano

(1) o vetor pLIP6-GN sem induzir (2)
30 e induzido (3); e os clones pD7 (4) e
—> pE5 (6) ndo induzidos. Como
controle positivo utilizamos o vetor
pLIP5-GN induzido (8). As fileiras 5 e
7 correspondem aos clones pD7 e
pES5 induzidos, respectivamente.

20p

e Dosagem protéica das disintegrinas de fusio:
Bactérias E. coli BL21 contendo os clones pD7 e pES5 foram cultivadas e, apds indugo, as
proteinas periplasmicas foram extraidas. Na figura 28 podemos ver o produto do clone pD7
(1) apresentando uma banda intensa de 62 kDa correspondente a JD49/APv. Na coluna 2,
podemos ver a banda da mesma migrag¢do pertencente a Er/APv (clone pES) e na coluna 3
visualizamos a banda de APv (pLIP5). Uma vez que nossas proteinas de fusdo ndo estavam
puras e sim contaminadas com proteinas periplasmicas era impossivel quantifica-las por
métodos convencionais. Foi entdo que decidimos quantificar especificamente as bandas
correspondentes a nossas disintegrinas em fusdo utilizando medida de densitometria da banda
no sistema FEagle Eye (Stratagene). Nas colunas 5 a 9 estdo presentes as bandas
correspondentes a 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 pg de BSA. Os valores calculados para
JD49/APv, Er/APv e APv resultaram em 140, 20 e 800 ng de proteina de fusdo por uL de

periplasma.

Fig. 28. Dosagem protéica. Os
extratos periplasmicos
correspondentes aos clones pD7 (1),
1 234587 8 8 pE5 (2) e ao plasmideo pLIP5-GN
62 kDa_.l - W — e o= e (3) foram fracionados por SDS-

= PAGE 12% junto com bandas de
concentragao conhecida de
albumina indo de 0,056 a 1,6 ng
(fileiras 4-9). Utilizando o sistema
Eagle Eye (Stratagene) foi
construida uma curva com o0s
valores obtidos de BSA e a
concentracdo das bandas de
JD49/APv (1), Er/APv (2) e APv (3)
foi estimada através da comparagao
por densitometria.

HH
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ATIVIDADE BIOLOGICA:

e Atividade fosfatase alcalina.

A atividade fosfatase alcalina foi testada em um ensaio de Western blot onde revelamos as
proteinas periplasmicas diretamente com o substrato NBT/BCIP. Para tanto, utilizamos 4 ug
do extrato periplasmico por pocinho. Na figura 29 mostramos as proteinas recombinantes e
seus controles. A fileira 1 corresponde aos extratos peripldsmico de BL21 e as fileiras 2 ¢ 3
correspondem ao vetor pLIP6 sem induzir e induzido, onde se pode comprovar a auséncia de
bandas positivas para a atividade fosfatase alcalina (phoA fora de fase de leitura); nas fileiras
4 e 5 correspondentes ao clone pD7 sem induzir e induzido pode-se ver um aumento em
intensidade da banda de 62 kDa (JD49/APv) correspondente ao clone induzido; no caso do
clone pES, esta banda (Er/APv) s6 se visualiza fracamente apds indugdo (7); na fileira 8
podemos ver a banda correspondente & fosfatase alcalina (APv), produto do vetor pLIP5
(phoA em fase de leitura). Estes resultados mostram: primeiro, que nossas proteinas hibridas
mantém sua atividade fosfatase alcalina ap6s serem submetidas a fracionamento
eletroforético, e segundo, se compararmos com o SDS-PAGE (figura 24), podemos ver que
entre todas as proteinas periplasmicas esta atividade ¢é exclusiva de nossas proteinas

recombinantes.

Figura 29. Determinagdo da atividade fosfatase alcalina das proteinas de fusado. As
proteinas de fus&o foram fracionadas por SDS-PAGE 12%, transferidas a uma membrana de
nitrocelulose e posteriormente reveladas com o substrato NBT/BCIP da fosfatase alcalina. Como
controles negativos utilizamos o periplasma bacteriano (1) o vetor pLIP6 sem induzir (2) e
induzido (3); e os clones pD7 (4) e pE5S (6) n&o induzidos. Como controle positivo utilizamos o
vetor pLIP5 induzido (8). As fileiras 5 e 7 correspondem ao produto de indugdo dos clones pD7 e
pE5, respectivamente. Os nimeros a esquerda correspondem as massas moleculares.
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¢ Determinaciio da atividade de inibicio da agregacio plaquetaria.

A habilidade das proteinas de fus@o em inibir a agregacdo plaquetaria induzida por ADP e
colageno foi testada como descrito em material e métodos. Como controles utilizamos extrato
periplasmico, fosfatase alcalina livre (APv) e um mutante da mesma sem atividade catalitica
(APm). Os resultados da tabela 1 mostram que a APv livre inibiu a agregag@o plaquetaria em
100% impossibilitando assim a determina¢do da atividade das disintegrinas em fusdo com a
mesma. O controle APm, ndo conseguiu inibir esta atividade, o que sugere que a inibi¢do se
deva exclusivamente a atividade catalitica da fosfatase alcalina e ndo a uma intera¢do desta
com os receptores de plaqueta. Na figura 30, podemos observar que as bandas de 45 kDa
correspondentes a APv e APm sdo praticamente idénticas quanto a tamanho, intensidade e
imunogenicidade como mostra o SDS-PAGE e Western blot revelado com o soro anti-
fosfatase alcalina. Porém, a diferenca de APv, APm foi incapaz de catalisar o substrato

NBT/BCIP e revelar a banda de 45 kDa, demonstrando-se assim a auséncia de atividade

enzimatica.
| Proteina Periplasma JD49/APv Er/APv APv APm
ADP 0 89% 100% 100% 0
Colageno 0 78% 100% 98% 0

Tabelat. Inibicao da agregagdo plaquetaria. A tabela mostra a porcentagem de inibicdo da
agregacdo plaquetdria por parte das disintegrinas de fusdo e 0s controles. A linha superior
corresponde as proteinas testadas; a segunda linha corresponde aos ensaios com ADP como indutor
da agregacéo e a lltima linha aos ensaios utilizando colageno como indutor.

AP APm

Figura 30. Caracterizagdo da fosfatase
alcalina mutante (APm). A expressdo de APm
fo caracterizada por SDS-PAGE e Western
bloting utilizando soro anti-fosfatase aicalina e a
atividade catalitica foi determinada com o
substrato NBT/BCIP. Como controle utilizamos
APv.

wee e SDS-PAGE
w -eme Anti-AP

NBT/BCIP
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o Teste de dot blot direto utilizando JD49/APv e Ex/APv:

Como alternativa ao teste de agregagdo plaquetdria estabelecemos um ensaio de dot blot para
assim poder analisar a ligag8o destas proteinas a integrinas da superficie de plaquetas. Foram
aplicados diretamente na membrana de nitrocelulose 3 pL de plaquetas ou plasma rico em
plaquetas (PRP). As membranas foram bloqueadas e imediatamente incubadas com nossas
proteinas recombinantes e seus controles por | h a 37°C. Apds este periodo, as membranas
foram lavadas e reveladas com o substrato cromogeno da fosfatase alcalina NBT/BCIP. Os
resultados (fig. 31) mostram que s6 Er/APv foi capaz de reconhecer tanto o PRP como as
plaquetas. Por outro lado, JD49/APv ndo conseguiu-se ligar nem ao PRP nem as plaquetas
sugerindo que ndo esteja na conformagdo adequada. Lembrando a primeira parte do trabalho,
JD49 apresenta duas cisteinas que estariam formando pontes com cisteinas nfo inclusas no
fragmento. Estas pontes podem ser fundamentais para a forma¢do do arcabougo da proteina e

exposicio do loop contendo a seqiiéncia ECD.

1 2 3 4 Fig. 31. Ligacao das proteinas de fusdao a

plaqueta por dot blot. Dots de PRP e plaquetas

PRP - foram incubados por 30 min a 37°C com as
Plaquetas & proteinas de fuséo. _JD49/APv 3) e Er_iAlf’v (4).
Como controles utilizamos extrato peripiasmico

(1) e fosfatase alcalina (2).

2. CONSTRUCAO DA PROTEINA QUIMERICA ECD-Er/APv:

Como alternativa a JD49/APv decidimos construir a proteina quimérica ECD-Er/APv. A
diferenga de JD49, a seqiiéncia SECDPA estaria inserida no arcabougo da eristostatina que €
mais estavel e tém suas 8 cisteinas formando 4 pontes dissulfeto. Para tanto, introduzimos
mutagdes pontuais no gene da eristostatina conferindo a substitui¢do dos residuos contidos no
loop. Em principio foi utilizado o kit Quickchange site directed mutagenesis da Stratagene, o
qual deu um resultado negativo devido ao excessivo nimero de substituigdes previstas. Como
alternativa o mutante foi construido com uma modificagdio do método do megaprimer (Picard

e col., 1999).
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¢ Alinhamento

Com o objetivo de determinar os residuos a serem mutados, alinhamos as sequéncias
protéicas da eristostatina (vermelho) e JD49 (azul) (fig. 32) utilizando o programa ClustalW
(Thompson e col., 1994). Os simbolos (*), (:) e (.) correspondem a identidade, alta e baixa
homologia, respectivamente. A figura também inclui as pontes dissulfeto onde podemos
verificar que diferentemente da eristostatina, JD49 apresenta 2 cisteinas livres. Em negrito
estdo representados os residuos pertencentes a regido do /oop de ambas as proteinas onde
podemos ver que compartilham a arginina, sendo que JD49 tem um residuo a mais na posi¢io
32, o que indica que no total teriamos que substituir 10 aminoacidos e inserir um. Abaixo esta
representada a quimera ECD-Er onde podemos observar o /oop de JD49 mantido na estrutura

da eristostatina.

| I

JD49 GSQI GH§D EQ! KFSKS(ETE lRASMSE"DPAEH ¥§Q§SE113ADVFHK

* Kk
Eristostatina QEEP ATGPCCRR! KFKRAGKV_RVARGD -WNDDY! TGKSCDCPRNPWNG

v

ECD- QEEPUATGPUCRRUKFKRAGKV RASMSECDPAEH TGKS_ D PRNPWNG

Fig. 32. Alinhamento das seqiiéncias protéicas da eristostatina e JD49. As seqiiéncias foram
alinhadas com o programa Clustal W. Os simbolos (*), (:) e (.) correspondem a identidade, alta e
baixa homologia, respectivamente. Em negrito estdo os residuos correspondentes a regido do /oop.
As cisteinas estdo marcadas em vermelho e as pontes dissulfeto diagramadas com uma linha. Na
seqiiéncia da quimera esta representada o loop de JD49 na estrutura da eristostatina com as 4
pontes dissulfeto.

78



Na figura 33 mostramos os aminoauidos do loop da eristostatina (linha 1) com seus
nucleotideos correspondentes (linha 2). Na linha 3 mostramos os nucleotideos da eristostatina
com 11 substituigdes (vermelho) e 3 inser¢des (azul), nimero minimo de alteragdes que
dariam origem aos aminoacidos da regido do loop de JD49 (linha 4). Este nimero minimo de
mutag¢des foi selecionado sem deixar de levar em consideragdo a freqiiéncia de codons para

cada aminoacido presente em E. coli (Nakamura e col., 1998).

(1) C R V A R G D W N D D Y C

Er: (2) tgtcgtgtggccagaggtgactggaac—--—-gacgactactgt

JD49: (3) tgtcgtgratccatoagtgaatgtoaccocggocgaacactgt
(4

ty ¢ R A S M S E C D P A E H C

Fig. 33. Nucleotideos a serem mutados. Nas linhas 1 e 2 mostramos as seqiiéncias protéicas e de
DNA da regido do Joop da eristostatina, respectivamente. Na linha 3 mostramos o minimo de
substituicdes (vermelho|) e insercdes (azul) necessarias para originar o Joop de JD49 (linha 4).

¢ Desenho do megaprimer:

Baseando-nos no alinhamento dos residuos dos loops da eristostatina e JD49, desenhamos o
megaprimer antisense, de 99 nucleotideos, que incluia as 11 substitui¢des (vermelho) e 3
inser¢des (azul) no centro, flanqueadas por 10 nucleotideos no extremo 3’ e seguidos no lado
5’ dos residuos correspondentes ao C-terminal da eristostatina, incluindo-se o sitio de
restrigdo para Not 1 (negrito) e as bases de apoio para esta mesma (sublinhado). Este
oligonucleotideo foi purificado por PAGE para evitar interferéncias durante a amplificagdo

por parte de fragmentos menores.

>C-ErECD3':

ttaggecggecegcaccgttccatgggtttctegggecagtcacaagacttaccggtacagtatlt
cgaccgggtcacattcactcatggacgcacgacaaac

Fig. 34. Megaprimer C-ErECD3’ onde podemos ver os nucleotideos a serem substituidos em
vermelho e os nucleotideos a serem inseridos em azul. Os nucleotideos em preto s&o
complementares ao template sendo que os residuos em negrito correspondem ao sitio de restrigéo e
os sublinhados as bases de apoio para Not |.
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e Reagiio de PCR:

Foi feita uma primeira reagdo de PCR utilizando os primers ErisSSfi e C-ErECD3’. Como
controle positivo fizemos uma reacdo com os primers Eris5Sfi e Eris3Not e como controle
negativo fizemos uma reagfo sem primers. Em todos os casos utilizamos como femplate o
clone pES (gene da eristostatina clonado no vetor pLIP6). A banda resultante desta reagdo de
150 pb apareceu muito fraca (fig. 35, fileira 5). Para resolver este problema decidimos usar
maior tempo de anelamento para favorecer a aderéncia do megaprimer com o template. Foi
assim que dobramos o tempo de anelamento para 2 minutos e repetimos a rea¢do de PCR
utilizando os mesmos controles. Na figura 35, podemos ver o padrdo de massa molecular (1),
seguido das bandas de 150 pb dos produtos de PCR correspondentes & ECD-Er (2) e a
eristostatina (3). O controle negativo (4) corresponde a uma reagdo sem primers. Como
podemos observar, a banda correspondente a reacdo de PCR submetida a 2 min. de
anelamento (2), embora aparega mais intensa do que a submetida a um minuto (5), ndo foi o

suficientemente intensa para ser usada na clonagem.

Fig. 35. Produtos de PCR
1. 23 45 correspondentes a  quimera.
Podemos ver em 1 o marcador de
massa molecular, seguido do
produto de 150 pb correspondente a
quimera (2) e a eristostatina (3). A
fileira 4 corresponde ao controle

negativo € a 5 & banda da quimera
- 4150 pb da reagao de PCR anterior.

Devido 4 baixa quantidade do gene mutante produzido por PCR, decidimos usar esta banda
como femplate e amplificd-la por PCR utilizando os primers Eris55fi e Eris3Not. Para isso,
isolamos esta banda do gel e a purificamos utilizando o Mermaid kit. Nesta purificacio
perdemos cerca de 60% do material, deixando a banda quase imperceptivel no gel (dados néo
mostrados). Posteriormente, realizamos 5 reagdes de PCR, utilizando o produto purificado
como femplate, e obtivemos uma forte banda de 150 pb correspondente a ECD-Er (dados nédo

mostrados).

O produto de PCR correspondente a0 DNA de ECD-Er foi entédo clonado no vetor pLIP6-GN
seguindo os procedimentos descritos para JD49 e Er. Para facilitar a triagem das coldnias,

bactérias E. coli DH5a transformadas foram semeadas em TSB-Agar contendo 40 mg/L de
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BCIP, 100 pM de IPTG, e 2,5 ng de ampicilina. Nas placas semeadas pudemos constatar que
28% das coldénias eram azuis, correspondendo as bactérias transformadas com os produtos de
ligagdo (Pho4 em fase de leitura). As coldnias brancas correspondiam as bactérias

transformadas com o vetor pLIP6-GN (PhoA fora de fase de leitura).

Fig. 36. Selegdo de coldnias
positivas em placas de
_ cultura. Placas de TSB-agar
/ : i Al contendo 40 mg/L de BCIP, 100
4 Al pM de PTG, e 25 ug de
o ampicilina foram utilizadas para
o . _ / semear a bactéria transformada
} e os controles. O substrato BCIP
/ foi catalisado pelas colénias que
restituiram ¢ gene PhoA da
fosfatase  alcalina, gerando
assim uma coloragao azul.

e Triagem das colonias por PCR:

Com a finalidade de verificar a presenga do mutante nestas colénias, construimos o primer

5’ECD, correspondente aos residuos SECDPA do loop de JD49.

>5’ ECD Fig. 37. Primer 5'ECD. A figura mostra os
nucleotideos do primer 5’ECD com a correspondente
tradu¢do nos aminoacidos SECDPA, pertencentes a

agtgaatgtgacccggcet regiao central do /loop de JD49.

S BE C D P A

Sete coldnias azuis foram triadas por PCR utilizando o primer 5’ECD (sense) que anelaria
com a regido central do loop de JD49 e o primer pLIPseq3’ que anelaria no pLIP6 a 108
nucleotideos downstream da regido de clonagem. Como controle negativo usamos de template
o clone pES (eristostatina clonada no pLIP6) ¢ como controle positivo o clone pD7 (JD49
clonado no pLIP6). Na figura 38, primeira fileira, podemos observar o padrio de massa
molecular; as fileiras 2 a 8 correspondem aos amplificados provenientes das 7 coldnias; a
fileira 9 corresponde ao controle negativo ¢ a 10 ao positivo. A fileira 11 corresponde a uma
reacdo sem template. O resultado mostra que 6 das 7 colonias deram a banda esperada de 180

pb, idéntica a do controle positivo (coluna 10) demonstrando a presenca do cDNA
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correspondente a disintegrina quimérica. O clone 4, denominado de mut4, foi completamente

seqiienciado verificando-se a correta construgdo da quimera e a inser¢do desta no gene PhoA

da fosfatase alcalina. Este clone foi selecionado para transformar E. coli BL21.

123 456 78 91011

- O W W -

1180 pb

e Expressio de ECD-Er/APv:

Fig. 38. Triagem das col6nias por
PCR. No gel podemos observar a
migragcao correspondente ao padréo
de massa molecular (1) seguido dos
produtos de amplificacdo de 7
colénias (2-8). Como controle
negativo utilizamos o clone pE5 (9)
de template e como positivo, o clone
pD7 (10). Uma reagao sem template

foi feita como branco (11).

A expressdo foi realizada nas mesmas condi¢des utilizadas para Er/APv. Apés extragdo

periplasmica a banda foi identificada por SDS-PAGE e Western blotting utilizando o soro

policlonal anti-fosfatase alcalina de E. coli. Na figura 39, primeira coluna, podemos ver a

banda de 62 kDa correspondente & quimera ECD-Er/APv. Nas fileiras 2-7 apresentamos

valores crescentes de soroalbumina bovina utilizada para construir a curva e determinar a

concentragdo da banda de ECD-Er/APv. A concentragédo obtida foi de 20 ng/pL, valor similar

ao obtido para Er/APv.

Fig. 39. Expressao de ECD-Er/APv e
Dosagem protéica. O extrato
periplasmico correspondente ao clone
M4 (1) foi fracionado por SDS-PAGE
12% junto com bandas de
concentracdo conhecida de albumina
indo de 0,05 a 1,6 ug (fileiras 2-7).
Utilizando o sistema Eagle Eye
(Stratagene) foi construida uma curva
com os valores obtidos de BSA e a
concentragdo das bandas de ECD-
Er/APv (1) foi estimada através da
comparagao por densitometria.
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e Atividade biolégica:

O extrato periplasmico contendo a proteina de fusio ECD-Er/APv foi analisado por dot blot
quanto a sua capacidade de ligar plaquetas e células a2-K562 expressando a integrina a2f31.
As membranas foram incubadas por 1 h a 37°C com 3 pg/mL de ECD-Er/APv (1). Como
controles, foram utilizados 21 pg/mL de JD49/APv (9), 3 pug/mL de Er/APv (8) e 120 pg/mL
de APv (10). Na figura 40, podemos ver que so6 Er/APv (2) manteve sua alta afinidade pelas
plaquetas emitindo um sinal positivo. Este resultado mostra por um lado que o loop da
eristostatina é fundamental para a ligagdo as plaquetas, j4 que sua substituigdo aboliu
totalmente esta afinidade e por outro, que o loop de JD49 ndio tem uma afinidade evidente
pelas plaquetas. Estes resultados foram confirmados com concentragdes de ECD-Er/APv de
até 10 pg/mL, e incubagdes a temperaturas de 6 e 37°C durante tempos de até 16 h.
Adicionalmente realizamos testes com os outros 5 clones positivos obtidos (fig. 38). Em todos

estes testes, os resultados de dot blot com as quimeras se mostraram negativos (dados ndo

mostrados).

1 2 3 4 Fig. 40. Analise da atividade de ECD-
. . Er/APv por dot blot. Dots de PRP,
PRP plaquetas e células «2-K562 foram
incubados com o extrato periplasmico
Plaquetas o contendo a quimera ECD-EFAPv (1).
_ Como controle negativo das células
Plasma utilizamos a linhagem K562 e do PRP e
1 das plaquetas, plasma pobre em
o 2-K562 plaquetas  (PPP).  Adicionalmente
d incubamos os dots com Er/APv (2},

K562 JD49/APV (3), e APV (4).
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3. PADRONIZACAO DE Er/APvy COMO MARCADOR MOLECULAR

3.1. Seletividade de Er/APv para allbB3:
A seletividade da ligacdo de Er/APv pela integrina olIbB3 foi avaliada por ensaios de dot

blot, utilizando plaquetas e células, e por testes de competicdo com a eristostatina livre.

o Teste de seletividade por dot blot:
A seletividade de Er/APv foi testada utilizando plaquetas (1), células K1 (2), AS (3) e VNRC3
(4). A concentragdo de células foi ajustada para 4 x 10° U/mL e 3 pL foram adicionadas por
membrana. Os dots foram incubados com 100 ng/ml. de Er/APv (B) durante 1 h a 37°C e
revelados durante 2 min. com o substrato NBT/BCIP. Como controle negativo, realizamos
uma incubag¢do s6 com solug@o bloqueadora (A) e outra com APv (C). Como podemos ver na
figura 41, o dot correspondente as células AS (3B) expressando a integrina olIbB3 foi
notoriamente reconhecido com respeito as células K1 (2B) e VNRC3 (4B). Assim mesmo, se
0 compararmos com o controle negativo, podemos evidenciar que o sinal ¢ bem mais intenso
que o basal correspondente as células A5 (3A). Como controle positivo podemos observar a

forte reatividade de Er/APv com as plaquetas (1B).

A B C Fig. a1, Teste de
seletividade de Er/APv.
Dots de plaqueta (1), células

1 = K1 (2), A5 (3) e VNRC3 (4)
' foram incubados  com

solugdo blogueadora (A),
2 Er/APv (B) e APv (C). Logo

apés os dots foram
revelados com o substrato
NBT/BCIP.

|8
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o Teste de competi¢io com eristostatina livre:

Para verificar se Er/APv estava se ligando ao mesmo receptor que a eristotatina nativa,
realizamos um teste de competi¢do por dot blot (fig. 42). Neste caso, utilizamos eristostatina
recombinante livre (r-Er), previamente caracterizada com respeito a sua seletividade pela
integrina olIbB3, por teste de inibi¢do da agregag@o plaquetaria induzida por ADP, mostrando
um IC50 de 20 nM.

As plaquetas foram incubadas com 0,72 pg/mL de r-Er por 1h a 37°C (3). Ap6s lavagem,
adicionamos 0,2 pug/mL de Er/APv e continuamos a incubagdo por mais 1 h a 37°C. Apos a
incubag¢do, as membranas foram lavadas e reveladas com o substrato NBT/BCIP da fosfatase
alcalina. Como controle negativo e positivo, incubamos as plaquetas s6 com solugo
bloqueadora (1) e s6 com Er/APv (2), respectivamente. O resultado mostra uma inibi¢do
quase total da ligagdo de Er/APv as plaquetas por parte de r-Er (3) se o compararmos com 0s

controles, podendo afirmar que Er/APv estaria se ligando ao mesmo receptor que r-Er.

Fig. 42. Teste de competigdo com eristostatina recombinante isolada. As plaquetas foram
reveladas diretamente (1) ou apos incubagdo com Er/APv (2), como controle negativo e positivo,
respectivamente. O dot 3 corresponde a ligagdo das plaquetas a Er/APv apos estas serem incubadas
com eristostatina isolada.

3.2. Conservagio da atividade fosfatase alcalina de Er/APv.

A atividade fosfatase alcalina especifica de Er/APv e APv foi comparada a partir de uma
curva de atividade construida a partir de diluigdes seriadas dos recombinantes. Nossos
resultados (fig. 43.) mostraram valores similares para ambas as proteinas, sugerindo que toda
Er/APv exportada ao periplasma estava enzimaticamente ativa. Desta forma, a inclusdo da

disintegrina no N-terminal parece néo ter alterado a atividade enzimatica da por¢do APv.
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Fig. 43. Comparacao da atividade fosfatase alcalina de Er/APv e APv. Diluicdes seriadas de
Er/APv e APv foram aplicadas em placas de ELISA e subseqgiientemente reveladas durante 2 mir
utilizando o substrato pNPP de fosfatase alecalina. As placas foram lidas a 405 nm e uma curva fc:
tragada utilizando-se o programa Sigma Plot, relacionando-se a absorbancia com a concentragao de
proteina.

3.3. Padronizaciio do teste de dot blot para plaquetas:

Uma vez determinado que Er/APv se hga as plaquetas e tem atividade AP, passamos a
padronizar o teste de dot blot para esta proteina de fusdo. Realizamos a padronizagio de
concentragao de proteina e da concentragao de plaquetas por dot, tempo e temperatura de

incubagao.
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e Padronizacio da concentracio de Er/APv:

Realizamos incubag¢des de 1 h a 37°C com concentra¢des crescentes de Er/APv de 0,5 ng/mL
até 160 ng/mL. Ap6s 2 minutos de revelagdo podemos constatar, na figura 44, que a
intensidade do dot aumenta a medida que aumentamos a concentracdo de Er/APv. No ensaio
podemos observar que com apenas 0,5 ng/mL de Er/APv (2) é possivel distinguir marcagéo
em relacdo ao controle negativo (1), indicando o alto poder de sensibilidade desta proteina de

fusdo na detecgdo de integrinas de plaqueta.

0 05 1 2 5 10 20 40 80

Fig. 44. Padronizacdo do teste de dot blot com respeito a concentracdo de Er/APv. Dots de

plaqueta foram incubados durante 1 h a 37°C com concentragcdes crescentes de Er/APv e
subseqiientemente revelados durante 2 min com o substrato NBT/BCIP. Os numeros acima de cada
dot indicam a concentragédo de proteina em ng/mL utilizada na incubacéo.

e Padronizagio da temperatura de incubacio:
Com respeito a temperatura de incubag@o, realizamos os testes com 5 ng/mL de Er/APv por 1

h. a temperatura ambiente (20°C), 6°C e 37°C. A temperatura correspondente a 37°C foi a

mais efetiva para a interagdo disintegrina-plaqueta.

6°C 20°C 37°C

Fig. 45. Padronizacio do teste de dot blot com respeito a temperatura de incubacao. Dots de
plaqueta foram incubados durante 1 h com 5 ng/mL de Er/APv a 6, 20 e 37°C. Logo apds as
membranas foram lavadas e reveladas durante 2 min com o substrato NBT/BCIP. Os nimeros acima
de cada dot indicam a temperatura utilizada na incubagéo.
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e Padronizacio do tempo de incubacio:
Para a padronizagdo do tempo, utilizamos 50 ng/mL de Er/APv a 37°C durante tempos de

120, 60, 30, 20, 10 e 5 minutos. A figura 46 mostra que a intensidade do dot ¢ diretamente

proporcional ao tempo de incubag@o e que a reatividade ja ¢ evidente em 5 min de incubagéo.

1200 60 30> 20° 100 5’

® & ¢ O

Fig. 46. Padronizacdo do teste de dot blot com respeito ao tempo de incubacao. Dots de

plaqueta foram incubados a 37°C com 50 ng/mL de Er/APv durante tempos decrescentes indicados
acima em minutos. Logo apoés os dots foram revelados durante 2 min com o substrato NBT/BCIP.

¢ Padronizac¢io da concentracio de plaquetas:

Esta padronizagio foi realizada para determinar a concentragdo minima de plaquetas que
permitiria a detecgdo da interagfo das mesmas com Er/APv. Para isso, incubamos dilui¢des
seriadas de plaquetas (7 x 10® até 11 x 10° plaquetas por mL) com 50 ng/mL de Er/APv
durante 1 h a 37°C. As intensidades dos dots diminuem & medida que diluimos as plaquetas.
Como pode ser observado na figura 47, podemos visualizar a marcagdo a partir de 2 X 10
plg/mL (dot 6), sendo que 1,75 x 108 plg/mL (dot 3), seria a concentra¢éo 6tima para o teste.
Para os testes futuros, decidimos utilizar a concentragdo de 3 x 10% plg/mL, por ser a

concentragdo mais proxima da fisiolégica.

1 2 3 4 5 6 7
® @ o

Fig. 47. Padronizacéo da concentragdo de plaquetas. Dots de plaquetas foram adicionadas em
membranas de nitrocelulose em concentragdes decrescentes de plaquetas indo de 7x10° até 11x10°.
Estas foram incubadas por 1 hora a 37°C com 50 ng/mL de Er/APv e reveladas por 2 min com o
substrato NBT/BCIP.
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DISCUSSAQ:

A clonagem e expressdo de cDNAs exdgenos em vetores de /. coli € uma estratégia
amplamente difundida para a super-produgdo de proteinas heterélogas (Ducancel e col.,
1989) ou fragmentos destas (Moura-da-Silva e col., 1999). Uma das dificuldades mais
freqiientes no uso destes sistemas é que a conformagio da maioria das proteinas de
eucariontes depende de pontes dissulfeto que nio podem ser formadas no ambiente redutor
do citoplasma bacteriano (Hwang e col., 1992). Tal é o caso das disintegrinas que contém
entre 13 ¢ 20% residuos de cisteinas. Para superar este empecilho, muitos vetores permitem
a expressdo de proteinas exégenas em fusdo com proteinas que aumentam sua solubilidade
no citoplasma, tal como € o caso da glutationa S-transferase (GST), produzida nos vetores
pGEX (Smith and Johnson, 1988). Assim mesmo, proteinas de fusdo como a tioredoxina
impedem a formacgdo de pontes dissulfeto no citoplasma, facilitando a solubilidade das
proteinas recombinantes (Stewart e col., 1998). Outros sistemas abordam o problema de
solubilidade sob uma perspectiva diferente, direcionando a expressdo das proteinas
exogenas ao periplasma. O periplasma, por sua vez nio € um ambiente redutor e permite a
formag¢ao de pontes dissulfeto (Uhlen e Moks, 1990). Nestes vetores as proteinas exdgenas
sdo geralmente clonadas apds uma seqiiéncia sinal que possibilita o direcionamento destas
ao periplasma (Gillet e col,, 1992). Neste trabalho, utilizamos estas duas abordagens no
sentido de produzirmos fragmentos ricos em cisteinas, correspondentes a diferentes
extensdes dos dominios C-terminais da jararagina, a fim de correlacionarmos motivos

estruturais da toxina com as fun¢des da mesma.

A jararagina inibe a agregagdo plaquetaria induzida por colageno com um ICsp de
40 nM (Kamiguti e col., 1996). Além disso, inibe seletivamente a ligagdo de células a2-
K562, expressando a integnna o2fl, ao colageno (Moura da Silva e col, 2001),
confirmando assim a inibigdo da agregacdo plaquetaria através do bloqueio desta integrina.
Da mesma forma, a jararagina-C, produto de protedlise correspondente aos dominios ECD-
disintegrina/rico-em-cisteinas, conserva atividade inibitéria da agregacdo plaquetaria
(Usami e col., 1994). Além do mais, foi demonstrado que o produto analogo de Bothrops
alternatus, alternagina-C, inibe a adesdo celular mediada pela integrina «231 (Souza e col,

2000). Estes dados e outros (Wang e col., 2002; Ito e col., 2001) sugerem que os motivos
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responsaveis pela inibi¢do da agregacdo plaquetaria se acham concentrados nos dominios
ECD-disintegrina/rico-em-cisteinas. Bigler e colaboradores (2000), tém demonstrado que o
dominio ECD-disintegrina da ADAM?2, fertilina f, presente na membrana do
espermatozoide € responsavel pela ligagiio a integrina a6f1 do dvulo. Foi demonstrado que
este dominio recombinante liga no o6vulo e, além disso, inibe a ligacdo e fusio
espermatozoide-ovulo. Por outro lado, Evans e colaboradores (1998), mostraram que o
dominio rico-em-cisteinas recombinante desta mesma proteina também se liga ao 6vulo.
Alem do mais, o dominio rico-em-cisteinas da atrolisina A inibe a agregagido plaquetaria

dependente de colageno com um ICso de 456 nM (Jia e col., 2000).

Trabalhos mais especificos mostram que o mofivo de adesfio se acha localizado no
loop correspondente ao dominio ECD-disintegrina. O peptideo sintético SECDPA,
correspondente a regido do /oop do dominio disintegrina da jararagina conseguiu inibir a
agregacdo plaquetaria dependente de coldgeno (Kamiguti e col, 1997). Zhou e
colaboradores (1996), também conseguiram inibir esta atividade com um peptideo ciclico
contendo a seqiiéncia SECDPA da Catrocolastatina-C. Do mesmo modo foi demonstrado
que o peptideo AQDECDVT correspondente a regido do loop do dominio ECD-
disintegrina da ADAM?2 é responsavel pela ligagdo ao 6vulo (Zhu e colaboradores, 2000).
Entretanto, outros trabalhos indicam que outras regides da molécula podem estar
envolvidas nessa atividade. Recentemente, Kamiguti e colaboradores (2003), identificaram
uma regido no dominio rico-em-cisteinas da jararagina com atividade mibitéria da
agregacdo plaquetaria dependente de colageno. Ainda mais, Ivaska e colaboradores (1999),
tém mostrado que o peptideo TRKKHDNAQ correspondente aos residuos 241-249 do

dominio catalitico da jararagina liga no dominio I da integrina o.2.

Com a finalidade de caracterizar a regido da jararagina responsavel por esta
atividade produzimos 3 fragmentos correspondentes ao dominio ECD-disintegrina, 4
fragmentos correspondentes ao dominio rico-em-cisteinas e um oitavo fragmento,
correspondente & jararagina-C, foi selecionado para expressar como controle positivo. A
inibicdo da agregacdo plaquetarna por parte da jararagina-C recombinante expressa no vetor
pET-32 ja foi demonstrada por Moura-da-Silva e colaboradores (1999). O teste de inibi¢do

da agregagio plaquetaria mostrou que nenhum dos fragmentos foi capaz de inibir esta
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atividade enquanto a jararagina inibiu completamente a agregacdo plaquetaria Nio
conseguimos observar a ligacdo dos fragmentos nem ao colageno nem as plaquetas. A
auséncia de atividade pode ser decorrente de uma baixa afinidade e por isto os fragmentos
sdo deslocados quando adicionado o colageno ou durante as lavagens nos ensaios de dor
blot e ELISA. Qutra possibilidade é que a regiio que compreende os fragmentos nio seja
suficientemente extensa para a interagdo com os receptores. Como explicado anteriormente,
a jararagina ¢ uma molécula que age integralmente nas suas fun¢des. Podemos ver que os
dominios ECD-disintegrina e rico-em-cisteinas de metaloproteinases de veneno inibem a
agrega¢do plaquetaria com muita menos poténcia que a molécula inteira (Usam e col,,

1994, De Luca e col, 1995).

Os fragmentos foram utilizados no teste em fusdo com GST e nio clivados,
primeiro, porque sob nossa experiéncia, a por¢io GST tem se mostrado mmerte, mantendo a
atividade natural da disintegrina. A insulanna, disintegrina do veneno de Bothrops
insularis, apresentou-se biologicamente ativa, apos ser expressa em fusdo com GST, tanto
na inibi¢do da agregacdo plaquetaria dependente de ADP, como na sua ligagio a células
expressando a integrina avp3 (Della-Casa, tese de doutorado em andamento). Assim
mesmo a rodostomina, disintegrina do veneno de Calloselasma rhodostoma fol expressa
em fusdo com GST, conservando sua atividade disintegrina (Chang e col., 1997). Segundo,
nos testes de ligagio por dot blot ou ELISA precisavamos de um marcador para verificar a
capacidade de interagdo dos fragmentos com as plaquetas ou o colageno. Neste caso,
utilizamos a por¢do GST como marcadora, uma vez que o anticorpo policlonal anti-GST
reconhece similarmente todos os fragmentos. O anticorpo policlonal anti-jararagina reagiu
distintamente com os fragmentos como podemos ver na figura 14. O uso deste anticorpo
nos testes de ligagdo impediria a comparagdo de um fragmento com outro tornando dificil
interpretar os resultados, além da possibilidade de interagir com epitopos envolvidos na

atividade biolégica, o que resultaria em competigdo no momente da detecgio.

Mesmo considerando os pontos acima, nenhum dos fragmentos obtidos mostrou
interatividade com a2B1 ou coldgeno, sendo ineficientes em inibir a agregagdo plaquetana
via colageno. Com base nesses resultados, a regido funcional da regido ECD-
disintegrina/rico-em-cisteinas da jararagina foi caracterizada de forma indireta através do

anticorpo monoclonal MAJar3. Este anticorpo neutraliza as principais fungdes da
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jararagina: inibe a atividade hemorragica da jararagina, sua ligagéo ao colageno ¢ a inibigao
da agregacio plaquetaria induzida por colageno (Tanjoni e col, 2003). A reagdo do
fragmento JD49 com o MAJar3 é muito interessante, uma vez que esta pequena regido
parece participar de diversas fungdes da jararagina. Hamson e colaboradores (2000), tém
demonstrado que o anticorpo policlonal anti-jararagina-C consegue proteger camundongos
da atividade hemorragica da jararagina A participa¢fo da regido correspondente a JD49
nesta atividade refor¢a estes dados e localiza o epitopo de interagio na porgdo C-terminal
do dominio ECD-disintegnna da jararagina Fica descartada uma alteragao conformacional
do dominio catatitico ap6s ligagdo do MAJar3, uma vez que este anticorpo n2o conseguiu
inibir a atividade proteolitica da jararagina em um substrato sintético fluorescente. Pelo fato
do substrato corresponder a um peptideo pequeno de 1] residuos, este nao teve nenhum
impedimento para entrar na fenda catalitica (Tanjoni e col., 2003). A inibicio da atividade
hemorragica provavelmente se deva a um bloqueio por parte do MAJar3 na ligagdo da
jararagina com componentes da matriz extracetular como o colageno. Nossos resultados
sugerem que a porgio correspondente a JD49 deva estar agindo como um exositio que
serviria para direcionar a jararagina ao substrato a ser catalisado. Os exositios sio regides
externas a regifio catalitica responsaveis pela higa¢do seletiva da enzima ao substrato
aumentando a afinidade e muitas vezes preparando o substrato a ser clivado. Segundo
dados de aditividade, o epitopo reconhecido pelo MAJar3 estaria muito proximo do
dominio catalitico (Tanjoni e col., 2003) suportando a idéia de mteragdo de ambas as
regides. A atividade colagenolitica de algumas MMPs tém sido relacionada com a presenga
de exositios também. Na colagenase I, 0 dominio hemopexina C (exositio) é fundamental
para a atividade colagenolitica desta enzima. Apés deletar este dominio se pode ver a
extingio da colagendlise, no entanto, esta mantém sua atividade proteolitica em substrato
sintético (Murphy ¢ col, 1992). Assim mesmo, o dominio rico-em-cisteinas da ADAM 13
coopera intra-molecularmente com o dominio catalitico modulando a atividade da protease

in vivo (Smith e col., 2002).

Em um trabalho recente temos demonstrado que o anticorpo monoclonal, MAJarl,
também reage s6 com o fragmento JD49 (Tanjoni e col., 2003). Este anticorpo inibe em
100% a atividade proteolitica e neutraliza parcialmente a hemorragia induzida pela

jararagina. E interessante notar que o0 MAJarl reconhece um epitopo conformacional igual
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que 0 MAJar3 e testes de aditividade mostram que ambos os epitopos estdio muito
proximos. Estes dados sustentam a presenga de uma regiao funcional na por¢io C-terminal
do dominio ECD-disintegrina da jararagina e que esta regido ¢ dependente de conformagéo.
Por outro lado ndo podemos sugernr o mesmo da porgdo N-terminal, j4 que os MAJares 2, 6

e 7 que reagem com esta regido nio tém atividade neutralizante (Tanjoni e col., 2003).

O MAlJar3 reconhece um epitopo conformacional presente no fragmento JD49, ja
que em condigdes redutoras este anticorpo monoclonal no apresentou reatividade (Tanjoni
e col, 2003). Esta regido é altamente conformacional e aparentemente nio apresenta
epitopos seqienciais uma vez que a reatinndade foi a mesma quando usamos o soro
policlonal anti-jararagina. Cabe lembrar que as cisteinas 263 e a 279, esta oltima
correspondente ao ECD, formam pontes com cisteinas nio inclusas no fragmento, razio
pela qual a conformagdo do fragmento estana comprometida. Podemos ver que a
reatividade com os fragmentos JD89 e JD98, onde a cisteina 263 esta pareada, é bem mais
mntensa que com JD49, pelo que poderiamos sugenr que a formagio dessa ponte &
ymportante para a manuten¢ao do epitopo reconhecido pelo MAJar3. Ja no caso do JD98,
que a diferenca de JD89 permitina a formagao da ponte entre a cisteina do ECD (279) ¢ a
299, ndo vimos um aumento na intensidade do dot com respeito a JD89, pelo que podemos
sugenr que a formagdo da ponte entre a cisteina 279 e a 299 nio seria importante para a
manutengio deste epitopo ou nfo estaria acontecendo no fragmento JD98. Resultados de
dot blot com JD49/APv mostram que esta proteina de fusdo ndo reage com 0 MAJar3
(dados nio mostrados). A diferenc¢a do GST/JD49, no JD49/APv a extremidade C-terminal
de JD49 ndo estad livie e sim ligada com a fosfatase alcalina. Esta enzima deve estar
mascarando o epitopo reconhecido pelo MAJar3 que provavelmente se acha na regido C-
terminal. Além do mats, trabalhos com RGD-disintegrinas mostram que a extremidade C-
terminal ¢ altamente funcional (Wierzbicka-Patynowski e col, 1999) o que sugere que
anticorpos neutralizantes como o MAJar3 possam estar reconhecendo epitopos nesta
regido. Ainda mars, nossos resultados mostram que o epitopo estana inteiramente
localizado no fragmento, ja que JD89, que & 1déntico a JD49 na extremidade C-terminal,
reage muito bem com o MAJar3. Destes dados podemos sugerir que o epitopo reconhecido
pelo MAJar3 esta totalmente incluido no JD49 e que se acha localizado no extremo C-

terminal do fragmento.
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Ainda ndo for determinada qual sena a cisteina livre, nem a importancia desta
permanecer reduzida ou oxidada Se nos baseamos em comparagdes com RGD-
disintegrinas, podemos sugenr que a cisteina do motivo ECD esteja livre. O alinhamento do
dominio ECD-disintegrina da jararagina com a bifistatina (fig. 4) mostra todas as cisteinas
conservadas exceto a cisteina do ECD. Assim mesmo, o modelo de JD49, obtido a partir da
estrutura da echistatina (fig. 18), mostra que a seqiéncia ECD esta inserida em um /oop e
com a cisteina livre. Por outro lado, os resultados de Calvete e colaboradores (2000-B) e de
Fujimura e colaboradores (2000), sugerem que a aisteina do ECD esta envolvida na
formagdo de uma ponte dissulfeto. No entanto, estes dados nido sdo conclusivos, uma vez
que foram venficados apenas para a catrocolastatina-C e p29K, fragmentos
correspondentes apenas aos dominios ECD-disintegnna/rico—em-cisteinas. No mesmo
trabalho, Fujimura € colaboradores (2000), observaram a presenga de um grupo SH livre na
brevilisina H6, precursor de p29K apresentando os dominios: catalitico, ECD-disintegtina e
rco-em-cisteinas. Sendo assim, fica em aberto a possibilidade da cisteina do ECD estar
tanto reduzida como oxidada. Se a cisteina do ECD estiver envolvida na formagdo de uma
ponte S-S, o loop nio podena formar-se. No modelo da figura 18 podemos observar que a
formagio do /oop dependena da presenc¢a da cisteina do ECD reduzida. A formagio da
ponte implicana na desestrutura¢io do /oop o que sugerniria um papel mais estrutural que
funcional desta cisteina. A funcionalidade desta cisteina, conservada também nas ADAMs,
for estudada por mutagénese sitio-dingida. No caso da fertilina B, a cisteina do ECD n#o
patece ter importincia funcional uma vez que sua substituigdo por uma alanina reduziu a
licagdo a seu substrato s6 em 25% (Zhu e col, 2000). Mesmo que a jararagina ndo
apresente um Joop nesta regido e a cisteina do ECD esteja envolvida em uma ponte
dissulfeto, ndo podemos descartar funcionalidade a seqiéncia SECDPA como mostram 0s

resultados de Kamiguti ¢ colaboradores (1997) e Zhou e colaboradores (1996).

Nesta pnimeira parte do trabalho conseguimos correlacionar uma seqiiéncia minima
da jararagina, correspondente ao fragmento JD49, com grande parte da sua atvidade
bioldgica. Um estudo mais apurado dos motivos envolvidos nessas atividades podera
ocorrer através da caracterizacic do epitopo reconhecido pelo MAJar3. Isto sera muito
importante para entender a estrutura e fung@o da jararagina e outras metaloproteinases,

incluindo as ADAMs e MMPs. No entanto, nio podemos deixar de olhar a jararagina como
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um todo ¢ lembrar que existem potenciais regides ja descritas no dominio catalitico (Ivaska
e col., 1999) e nco-em-cisteinas (Kamiguti ¢ col., 2003) que interfeririam com a ligacio

ntegrina a2 1-colageno.

A segunda parte do trabalho corresponde ao desenvolvimento de marcadores
moleculares baseados em disintegrinas em fusio com a fosfatase alcalina de £, coli. Esta
enzima foi selecionada como marcadora uma vez que é altamente estavel, ja foi
amplamente usada como ferramenta molecular (Lindbladh e col., 1993 Gillet e col., 1993;
Chanussot e col., 1996) e os substratos de detecgdo estdo comercialmente disponiveis. A
fosfatase alcalina é um homodimero de 96 kDa, possuindo 2 pontes mtramoleculares em
cada mondmero (Kim e Wyckoff, 1990). Estas pontes precisam ser formadas para que a
enzima possa ficar conformacionalmente ativa (DuBose e Hartl, 1991) o que ndo ocorre
quando a proteina € retida no citoplasma (Derman e Beckwith, 1991). Para conseguir tal
conformagdo e atividade € necessano que a proteina seja secretada ao periplasma. Como a
maiona das proteinas de secre¢do, o precursor contém uma seqiiéncia sinal que é removida
por uma peptidase de sinal associada & membrana intema, permitindo a saida da proteina

madura ao espago periplasmico (Inouye e Beckwith, 1977).

A uhtizagdo de disintegrinas como marcadores moleculares é uma nova abordagem
para a detec¢do de integninas. As disintegrinas ligam-se com altas afinidades nas integrinas
(Kd, 107~10°® M), sio de baixo peso molecular (~5 kDa), apresentam uma estrutura
filogeneticamente estavel com um loop exposto de 14-17 A (Adler e col., 199]; Saudek e
col.,, 1991; Senn e Klaus, 1993), e muitas delas ligam-se as integrinas seletivamente.
Muitos trabalhos tém mostrado a utilizacdo de estruturas diferentes para a apresentagdo do
loop com o motivo funcional RGD, gerando quimeras com atividade disintegrina (Lu ¢ col.,
1996, Vella e colf., 2003). No entanto, nossos resultados mostram que a estrutura das
disintegrinas recombinantes testadas & conformacionalmente estavel o suficiente para

apresentar atividade biolbgica preservada.

A enstostatina for selecionada como base para a constru¢io de marcadores
moleculares devido a seu tamanho (49 residuos), sua afinidade e seletividade pela integrina
allbB3 de plaqueta. O fragmento JD49 também foi selecionado para ser usado como

marcadot. Uma vez que seria produzido no penplasma, acreditivamos que poderia
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apresentar uma conformagdo correta e por conseqiiéncia atividade bioldgica. A expressio
de JD49/APv e Er/APv fo1 realizada com sucesso. Embora a porgio disintegrina de ambas
tivesse 8§ cisteinas, as proteinas foram expressas com solubilidade no periplasma de E. coli.
Os soros policlonais identificaram tanto as porgdes disintegrina como fosfatase alcalina na
proteina hibrida e o teste de atividade fosfatase alcalina mostrou que a insergio da
disintegrina na regifio N-terminal da fosfatase alcahina ndo estava interferindo com a
atividade biologica, sugerindo também que a por¢do disintegrina possa estar em uma
conformagdo adequada, estavel e com atividade. Podemos ver no Westem blot, revelado
diretamente com o substrato NBT/BCIP, que a intensidade das bandas de JD49/APv e
Er/APv ¢ proporcional as mesmas bandas no SDS-PAGE, sugerindo que a atividade
fosfatase alcalina das disintegnnas de fusao esta diretamente relacionada com a quantidade
de proteina. Ainda mais, mostramos que Er/APv tem atividade catalitica similar a APv. Isto
sugere que toda a Er/APv exportada ao penplasma deve estar corretamente enovelada e
com atividade biolégica preservada. A formagio das 4 pontes dissulfeto da porgio
eristostatina nio deve afetar o enovelamento da porgio fosfatase alcalina, e ainda mais, ndo
deve interferir com a formagdo do homodimero, essencial para estabilizar a estrutura da

fosfatase alcalina (Martin € col., 1999).

No teste de Western blot, onde utilizamos o substrato NBT/BCIP para revelar as
bandas com atividade fosfatase alcalina, mostrou-se que s6 e exclusivamente as proteinas
recombinantes JD49/APv e Er/APv apresentaram atividade fosfatase alcalina entre as
proteinas peniplasmicas de E. coli. Estes dados foram muito importantes, uma vez que nos
possibilitou trabalhar diretamente com o extrato periplasmico nos ensaios de adesio. Muller
e colaboradores (1999) utilizaram também o extrato perniplasmico, contendo a fragdo ScFv
de um anticorpo monoclonal em fusfo com a fosfatase alcalina de E. coli, na deteccido

direta do antigeno alvo.

O teste de mibi¢io da agregagdo plaquetaria é o ensaio tradicional para avaliar a
atividade das RGD-disintegnnas. No entanto, durante 0s expenmentos pudemos observar
que o controle de fosfatase alcalina também estava inibindo esta atividade, 0 que tomaria
impossivel determinar a mibigio por parte da por¢io disintegrina. Com o objetivo de
determinar se a inibi¢do era decosrrente da atividade catalitica da enzima ou de uma

interagdo desta com as plaquetas, realizamos um teste de agregacio utilizando fosfatase
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alcalina recombinante desprovida de atividade catalitica. Com esta enzima pudemos
confirmar que a atividade enzimética é a responsavel pela inibigio da agregagio plaquetiria
induzida por ADP e colageno. Estes dados foram confirmados com os dados de dot blof
onde mostramos a Incapacidade de APv de se ligar as plaquetas. A fosfatase alcalina por ser
uma fosfomonoesterase inespecifica deve desfosforilar o0 ADP, e dessa maneira, impedir a
agao deste sobre as plaquetas. Isto impossibilitaria a determinagio da inibicio da agrega¢io
plaquetaria por parte da por¢do disintegrina. O ADP induz alteraces conformacionais na
plaqueta, por conseqiiéncia a estrutura da integrina olbB3 muda de forma, permitindo a
exposigdo de sitios de ligagio (Marcinkiewicz e col., 1996), que levam 4 interacio com o
fibrinogénio, formando uma malha de plaquetas interligadas por este agonista (agregacio
plaquetaria). No caso da agregacdo plaquetaria induzida por colageno, a fosfatase alcalina
interfere também com esta atividade. Em condi¢des naturais, o colageno do subendotélio se
liga & integrina a2B1 desencadeando estimulos que levam a mudanga de forma da plaqueta
e a secregdo de fatores dos grinulos (Murray e col, 1993). Para isto é preciso da
fosforilagdo de ao menos duas proteinas: da cadeia leve da miosina (21 kDa) ¢ da
pleckstrina (47 kDa), envolvidas na mudanga de forma da plaqueta e secregio,
respecttvamente (Kroll e Schafer, 1989). A presenca da fosfatase alcalina no teste de
agregagdo pode estar desfosfonlando estas duas proteinas, inibindo assim a agregacio

plaguetana induzida por esta via.

O teste de adesdo na forma de dot hHlor for realizado como altemativa ao ensaio de
agregagdo plaquetana. Neste teste, a proteina receptora pode ser aplicada diretamente na
membrana sem ser submetida a tratamentos que possam implicar na sua desnaturagio.
Dessa forma, poderiamos testar o potencial das disintegnnas hibridas como ferramentas na
detecgdo direta de seus receptores. Nossos resultados mostram a praticidade deste sistema,
Ja utilizado com éxito na detecgfio direta de 2-acetylaminofluorene-DNA (AAF-DNA) por
parte do ScFv anti-AAF-DNA conjugado com a fosfatase alcalina (Muller e col., 1999). A
por¢do enstostatma de Er/APv manteve sua atividade disintegrina, ligando-se fortemente
com as plaquetas e com o PRP. No entanto, no caso das membranas tratadas com
ID49/APv, ndo pudemos detectar ligacdo desta nem as plaquetas, nem ao PRP. Como

esperado o controle negativo, APv, ndo se ligou a nenhum dos substratos utilizados.
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Pensamos que o fato de JD49/APv nfo 1nteragir com as plaquetas podia se dever a
uma alteracdo conformacional, onde a seqiéncia SECDPA correspondente ao suposto
motivo adesivo (Kamiguti € col., 1997), ndo estaria exposta. A partir do padrio das pontes
dissulfeto da catrocollastatina-C (Calvete e col., 2000-B) podemos sugerir que JD49 esteja
sem conformagdo natural preservada, ja que 2 das 8 cisteinas estariam formando pontes
com cisteinas nfo incluidas no fragmento Outra possibilidade seria que devido & integrina
a2f31 se achar presente nas plaquetas em quantidades bem menores que a integnna o.lIbB3,
receptor da enstostatina (Hynes, 1991) os sitios de ligagio para JD49/APv estariam em
menor numero. No entanto, esta proteina de fusdo também nio se ligou as células a2-K562
que expressam a integrina a2f1, contrariamente a jararagina que liga tanto a estas células
como as plaquetas. Para solucionarmos esta questdo optamos por inserir 0 loop de JD49 na
estrutura da enstostatina, a qual estd bem caracterizada e mantém suas & cisteinas
envolvidas em 4 pontes dissulfeto (Calvete e col., 1994; McLane e col, 1996:
Marcinkiewickz e col, 1996). Isto possibilitaria a estabilizagio do Joop de JD49 e a
exposi¢do dos residuos centrais SECDPA, supostamente responsaveis pela inibigdo da

agregacao plaquetaria dependente de colageno (Kamiguti e col., 1997).

Inicialmente unhzamos a técnica do QuickChange site-directed mutagenesis kit
(Stratagene), mas sem resultados positivos, uma vez que o ntimero de muta¢des excedia o
estipulado pelo fabricante. Como alternativa, optamos pelo método de megaprimer ja usado
com éxito na mutagénese sitio-dirigida da enstostatina e echistatina (Wierzbicka-
Patynowski e col., 1999). Com respeito aos resultados da amplificagio da quimera por PCR
utilizando o megapnmer C-ErECD3’, podemos dizer que a fraca banda resultante deve-se a
localizagdo das mutagSes no megaprimer. As substituigdes do lado 3° dos primers
geralmente afetam as taxas de sintese de DNA (Nassal e Rieger, 1990). Outro fato
importante para esta baixa amplificagio pode ser o grande tamanho do primer. Quanto
maior for o primer, menor € sua velocidade de anelamento com o template (Brown, 1996).
Em nossos resultados, podemos observar guando aumentamos o tempo de anelamento, que

aintensidade da banda resultante aumentou.

A expressio de ECD-Er/APv foi similar & de Er/APv com uma concentragio

aproximada de 20 ng/mL e com atividade catalitica similar. Como mostrado nos resultados,
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nem JD49/APv nem a quimera ECD-Er/APv foram capazes de se ligar nem as plaquetas
nem as células «2-K562. Este fato mostra por um lado que a regifio do /oop da eristostatina
¢ fundamental para a ligagéo as plaquetas, j4 que sua substituicio aboliu totalmente esta
atividade. Por outro lado, parece que a seqiiéncia do /oop contendo o motivo ECD nio é
suficiente para ligar com a integrina a2B1i. Trabalhos com mutantes de disintegrinas
mostram que os residuos da porg¢do terminal também sfo importantes para estabilizar a
ligagdo com as integrinas (Wierzbicka-Patynowski e col., 1999). Outra possibilidade ¢ que
a seqiiencia SECDPA ndo esteja formando parte de um /oop originalmente como ja
discutido acima Na construgdo ECD-Et/APv estamos forgando a exposicio da seqiéncia
SECDPA em um loop que nao necessariamente corresponde com a conformagio funcional
do fragmento. A idéia que esta regido esta envolvida na formagio de um loop se sustenta
em bases tednicas e ndo em fatos experimentais. O alinhamento das ECD-disintegrinas com
as RGD-disintegrinas ¢ o modelo de JD49 obtido a partir da echistatina sugerem a
formagéio do loop. A analise de qualidade do modelo mostra um tUnico residuo em uma
regido desfavoravel, a serina 27. Este residuo se encontra no /oop e antecede ao acido
glutdmico do ECD. No entanto, nosso modelo mostra a estrutura do /oop muito flexivel, o
que pode justificar que a serina esteja em uma zona desfavoravel. Porém, esta flexibilidade

pode também justificar a adog¢do de uma outra conformagio por parte dos residuos

SECDPA.

Por outro lado, a enstostatina mostrou-se afiva, preservando sua especificidade pela
integrina allbB3. No teste de seletividade mostramos que Er/APv se liga preferencialmente
as células AS que expressam a integrina allbf3, demonstrando a preservagio da
especificidade da porgdo eristostatina por esta integrina. Nos controles negativos podemos
observar uma marcago ténue que provavelmente corresponde a fosfatase alcalina nativa
destas células. E importante mencionar que muitas destas células expressam fosfatase
alcalina na sua superficie (Burtis e Ashwood, 2001), dando falsos positivos na hora de
revelar os dots com o substrato NBT/BCIP. Para confirmar o resultado de seletividade pela
Integrina allbB3, realizamos um teste de competicio utilizando eristostatina recombinante
(r-Er) sem fusdo e com atividade biolégica preservada. O ensaio mostrou que r-Er tnibe a
ligacdo de Er/APv as plaquetas, indicando que ambas as moléculas estariam ligando-se ao

mesmo receptor (ou receptores) na plagqueta.
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Os dados de dor blot sdo conclusivos no que se refere a ligagdo de Er/APv as
plaquetas. A padronizagdo do teste de dot blot mostra que este € dose-dependente, sendo
que mesmo quantias tdo infimas de apenas 0,5 ng de proteina por mL (~10 pM) s@o capazes
de ligar as plaquetas gerando um sinal ao ser reveladas com o substrato NBT/BCIP. Assim
mesmo o teste também € tempo-dependente, mostrando um incremento da intensidade do
dot com respeito ao tempo de incubagdo, sendo que com apenas 5 minutos de incubagio
pudemos revelar um dot positivo. Com respeito a temperatura de incubagdo obtivemos
resultados similares tanto para 20 como para 37°C. Assim mesmo, concentragdes

fistologicas de plaquetas mostraram ser suficientes na reagéo.

A demonstragdo da afinidade e seletividade de Er/APv pela integrina allbB3
possibilita sua aplicagdo no diagnostico de doengas dependentes da expressdo desta
mtegrina. A integrina ollbP3 esta envolvida principalmente na doenga de Glanzmann, que
consiste na auséncia ou baixa expressdo desta integrina nas plaquetas, levando a uma
deficiéncia na agregagdo plaquetana e aumentando o periodo de sangramento do paciente
(Newman e col, 1991). Esta integrina, até pouco conhecida nas plaquetas e seus
precursores, foi recentemente descoberta em tumores de varias origens (Chen e col. 1997),
apresentando aumento de expressdo durante a metastase de células de adenocarcinoma da
prostata (Trikha e col., 1998), também estando envolvida no arrest de células de melanoma
em condi¢des de fluxo (Felding-Habermann e col. 1996). A determinagdo da expressdo da
integrina ollbB3 em cortes de tumores pode ser um 6timo indicador da progressdo de um
determinado tipo de cancer. Plaquetas tratadas com 3,7% de formaldeido foram igualmente
reativas com Er/APv a plaquetas ndo tratadas (dados ndo mostrados). Isto € muito
importante, uma vez que os cortes histologicos sio rotineiramente fixados com formaldeido

3,7% nos hospitats.

Este trabalho estabelece um ponto de partida para a construgdo de marcadores
moleculares baseados em disintegrinas e sugere a utilizagdo da estrutura destas para a
apresentagio e estudo de motivos funcionais de outras proteinas. Er/APv mostrou-se muito
estavel, conservando tanto sua atividade disintegrina como fosfatase alcalina até por uma
ano apos ser produzida. Além disso, verificamos que a liofilizagdo de Er/APv néo afetou

em nada suas atividades comportando-se de igual maneira que a Er/APv recém preparada
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nos ensaios de do/ blot. Partindo do rendimento da expressdo/extragio de Er/APv, podemos
afirmar que com 50 mL de cultura inicial podemos realizar pelo menos 1000 detecgdes de
dot blor. Adicionalmente, estes testes podem ser realizados a temperatura ambiente ¢ sem
necessidade de aparelhos sofisticados. Como podemos ver, a diferen¢a dos anticorpos
monoclonals, os marcadores baseados em disimtegnnas sdo muito mais baratos, estaveis e
simples de usar possibilitando seu uso massificado pelo sistema de saude publica, além de
serem marcadores das regides funcionats das integrinas, 0 que nem Sempre ocorre com os

demais reagentes.
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CONCLUSOES

o Neste trabalho fol 1dentificada uma regido na por¢io C-terminal do dominio ECD-
disintegrina da jararagina com provavel participagdo na ligagdo ao colageno e

atividade hemorragica.

s A eristostatina foi produzida com éxito em fusdo com a fosfatase alcalina resultando

em uma proteina bifuncional com potencial uso como marcador molecular.

e Este trabalho serve de base para a produgdo de marcadores moleculares baseados
em disintegrinas e a utilizagdo da conformacdo destas para apresentar motivos

exX0genos.
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