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"O cancer €, de fato, um fardo construido em nosso genoma,
o contrapeso de chumbo das nossas aspiragdes de imortalidade."

(Siddhartha Mukherjee, no livro “O Imperador de Todos os Males”)






RESUMO

Introducio: a integrina avp3 causa adesdo celular a vitronectina e esta expressa em
diversos tumores humanos, mas estd em niveis muito reduzidos nos tecidos normais,
sendo mais notavel em células derivadas da medula 6ssea. A desintegrina recombinante
DisBa-01 se liga a integrina avf3, inibindo a adesdo celular a vitronectina. Apresenta
também uma capacidade antimetastatica in vivo e antitrombotica in vitro. As micelas
sdo sistemas de transporte que podem direcionar o farmaco ao tecido alvo de forma
passiva, se acumulando onde a microvasculatura esteja mais permeavel, como no caso
do cancer. Objetivos: verificar a perda de adesdo, a liberagdo de mediadores, a
citotoxicidade e a anoikis gerados pela desintegrina DisBa-01, tanto em sua forma livre
como incorporada em micelas, em linhagens celulares que expressem ou ndo a integrina
avpB3. Métodos: a desintegrina foi expressa em bactérias Escherichia coli a partir de um
cDNA fusionado ao vetor pET28a, e entdo purificada por cromatografias e dialises. As
micelas controle (M-C) ou contendo a desintegrina (M-DB) foram estruturadas com
polissorbato 80 e fosfatidilcolina de soja, e foi observado o didmetro médio e indice de
polidispersidade por espalhamento dindmico de luz, o potencial zeta por
microeletroforese, a eficiéncia de encapsulacdo por dosagem protéica de Lowry, a
avaliagdo estrutural da desintegrina encapsulada por espectroscopias de dicroismo
circular e de fluorescéncia e a estrutura das micelas pela curva de SAXS. As micelas e a
proteina livre foram testadas em linhagens HUVEC e SC, contendo a integrina avf3, e
K562, ndo contendo esta integrina. Foram avaliados a citotoxicidade pelo teste de MTT,
a inibicdo de adesdo celular ou descolamento a vitronectina e fibronectina por
quantificagdo das células aderidas com cristal violeta, a anoikis por observagdo das

células vidveis e em apoptose se aderidas ou ndo por MTT, Apo-Direct e anexina V, e a



liberagdo de mediadores VEGF-A, IL-8, TGF-B, TNF-qa, IL-12 e IL-10 por ELISA. A
analise estatistica foi realizada por um método de andlise de varidncia seguido de um
teste de comparacdes multiplas, com a significincia sendo considerada p<0,05.
Resultados: M-DB apresentou um maior didmetro médio e um potencial zeta mais
positivo, mas um indice de polidispersidade similar a M-C, e uma encapsulacdo de
27,54 £ 5,21% da proteina dispersa em solugdo. Nao houve alteragdo estrutural da
proteina apds encapsulagao e a curva de SAXS apresenta o perfil esperado para o
sistema de micela. Nas linhagens celulares, a desintegrina livre ou incorporada em
micelas apresentou citotoxicidade apenas para HUVEC e apds 48 horas de exposi¢do,
com significativa inibicdo de adesdo nesta linhagem frente a vitronectina e possivel
anoikis. Houve produ¢ao de VEGF-A pelas células SC frente a DisBa-01 livre, mas ndo
quando incorporada em micelas, e produgdo de TGF-B para HUVEC frente a
desintegrina livre, e para SC frente as micelas M-C e M-DB. Conclusoes: a inibicao de
adesdo e anoikis tornam esta desintegrina interessante ao tratamento adjuvante no
cancer, mas devido a producao de mediadores, os possiveis beneficios precisam ser

analisados para cada paciente individualmente.
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ABSTRACT

Introduction: integrin avB3 sustain cellular adhesion to vitronectin and is expressed on
a diversity of human tumors but is present at very low levels on normal tissues, with
notable expression on bone marrow-derived cells. The recombinant disintegrin DisBa-
01 binds to avB3 integrin, inhibiting cell adhesion to vitronectin. It also features an in
Vivo anti-metastatic ability and in vitro anti-thrombotic function. Micelles are a transport
system that can direct a drug to the target tissue passively, accumulating where
microvasculature is more permeable, which happens on cancer. Objectives: to verify
adhesion loss, mediators production, citotoxicity and anoikis generated by disintegrin
DisBa-01, both in its free form or incorporated into micelles, in cell lines expressing or
not avP3 integrin. Methods: the disintegrin was expressed in Escherichia coli using a
cDNA fused to vector pET28a, and then purified by chromatography and dialyses.
Control micelles (M-C) or containing disintegrin (M-DB) were assembled using
polysorbate 80 and soy phosphatidylcholine, and it was observed the average diameter
and polydispersity index by dynamic light scattering, zeta potential by
microelectrophoresis, the efficiency of encapsulation by protein determination using
Lowry reagent, structural assessment of disintegrin encapsulated by circular dichroism
spectroscopy and fluorescence spectroscopy and micelles’ structure by SAXS curve.
The protein free or incorporated into micelles were tested in HUVEC and SC,
containing integrin avp3, and in K562, not containing this integrin. Cytotoxicity was
evaluated by MTT assay, inhibition of cell adhesion and detachment to vitronectin or
fibronectin by quantifying the adherent cells with crystal violet, the anoikis by
observation of viable cells and apoptosis, whether attached or not, by MTT, Apo-Direct

and annexin V, and production of mediators VEGF-A, IL-8, TGF-p, TNF-a, IL-12 and



IL-10 by ELISA. Statistical analysis was performed by a method of analysis of variance
followed by multiple comparisons test, significance is considered p<0.05. Results: M-
DB presented a greater mean diameter and a zeta potential more positive but a
polydispersity index similar to M-C, and displayed an encapsulation of 27.54 + 5.21%
of protein dispersed in solution. There was no structural alteration of the protein after
encapsulation and SAXS curve shows the expected profile for the micelles. In cell lines,
the disintegrin free or incorporated into micelles showed cytotoxicity to HUVEC only
after 48 hours of exposure, with significant inhibition of adhesion to vitronectin for this
lineage and possible anoikis. The VEGF-A production by the cells SC was caused by
DisBa-01 free, but not when incorporated into micelles, and TGF-B production by
HUVEC was triggered by free disintegrin, and by SC was caused by micelles M-C and
M-DB. Conclusions: adhesion inhibition and anoikis make this disintegrin interesting
as an adjuvant treatment in cancer, but due to production of mediators, the potential

benefits should be analyzed for each individual patient.

Keywords: integrin av3, micelle, cancer, VEGF
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1. INTRODUCAO

1.1. Integrinas

Integrinas sdo proteinas localizadas na membrana celular relacionadas ao
controle da adesdo celular. Sua face extracelular atua como um receptor e a sua cauda
citoplasmatica pode interagir com o citoesqueleto e com o maquindrio intracelular
(AVRAAMIDES et al., 2008). Estas proteinas heterodiméricas sdo constituidas de uma
subunidade o e uma . Até o momento, sdo conhecidas 18 subunidades a e 8 B que
perfazem um total de 24 integrinas diferentes em mamiferos (Figura 1)
(MARGADANT et al., 2011).

Algumas subunidades o e B podem sofrer algumas formas de modificacao
molecular, como splicing alternativo ou modificagdes proteoliticas pds-transcricionais,
resultando em uma grande quantidade de variantes, principalmente em sua cauda
citoplasmatica, alterando sua afinidade para vias intracelulares e, portanto, suas fungdes
principais. O repertorio de integrinas que uma célula apresenta depende da composi¢ao
da matriz extracelular e do tecido onde se encontra (VACHON, 2011). Nao obstante,
muitas das integrinas podem adotar uma conformacao de baixa, média ou alta afinidade
em relacdo ao seu ligante ideal, e estas conformagdes coexistem em equilibrio dindmico,
modificando a forma e a frequéncia com que se ativam (MARGADANT et al., 2011).

As integrinas podem ser subdivididas em 3 grupos tedricos: (1) as que fazem
adesdo célula-célula; (2) as vasculares, que se ligam a mediadores soluveis; e (3) as que
se ligam principalmente a matriz extracelular. Cada integrina possui seus ligantes ideais,
mas suas afinidades podem ser sobrepostas (MARGADANT et al, 2011). Como
diversos componentes da matriz podem se ligar a mais de uma integrina, € como o

repertdrio de integrinas em cada célula ¢ grande e diferenciado, as respostas celulares
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provocadas pela ligagdo da célula a matriz extracelular também sdo variadas
(VACHON, 2011).

A maioria das células do organismo humano requer adesdo a componentes da
matriz extracelular através das integrinas para sobreviver. A morte gerada por perda de
adesdo, denominada anoikis, ¢ um mecanismo de controle evolutivo, finamente
regulado, fundamental a manutengdo da organizagao e estrutura do corpo (BUCHHEIT
et al., 2012).

Devido a ja citada diferenca no repertorio de integrinas celulares e a sua
necessidade de ligagdo para sobrevivéncia, os tipos de integrinas presentes em um dado
momento em uma célula se tornam os guias para o tecido aonde a célula normal ira se
aderir ou para o qual ira migrar (KIM et al., 2012). Entretanto, células tumorais sdo uma
excecdo a esta regra. Elas apresentam com frequéncia resisténcia a anoikis e outras
apoptoses (OKAYAMA, 2012), e esta resisténcia ¢ pré-requisito para a formacao de

metastases (TADDEI et al., 2011).

1.2. A integrina avf3

Sete diferentes integrinas conhecidas até o momento reconhecem o motivo
arginina-glicina-aspartato (RGD), presente em diversas proteinas da matriz extracelular,
como fibronectina e vitronectina, apesar de as regides flanqueadoras do peptideo
também influenciarem nesta ligagdo (KONSTANTOPOULOS & THOMAS, 2009).

A integrina avf3 (CD51/CD61) pode se ligar a diversos compostos ao
reconhecer o motivo RGD, mas se liga com maior avidez a vitronectina. Esta integrina ¢
expressa em vasos sanguineos de diversos tumores humanos e em regides de ampla

inflamagao, mas esta em niveis muito reduzidos ou mesmo ausente nos tecidos humanos
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Platelets Leukocyte-specific

receptors

Figura 1. As diferentes integrinas e seus principais ligantes. Cada integrina é composta de uma
subunidade o e uma B, e possuem afinidades a diferentes compostos, com diferentes intensidades. O
principal ligante de cada integrina estda demonstrado. “Collagen receptors”: receptores para colageno;
“leukocyte-specific receptors”: receptores especificos de leucdcitos; “laminin receptors”: receptores para

laminina; “RGD receptors”: receptores RGD; “platelets”: plaquetas. Fonte: Hynes & Naba, 2012.

RG
DisBa-01

Moléculas de vitronectina

Figura 2. Atuagdio da desintegrina recombinante DisBa-01. Células que possuem a integrina avp3 se
ligam ao motivo arginina-glicina-aspartato (RGD) em componentes que o possuem, como a vitronectina.
Alternativamente, a integrina avB3 pode se ligar ao RGD de DisBa-01 e, nesta condigdo, ndo se ligara a

vitronectina.
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adultos normais (AVRAAMIDES et al., 2008; KONSTANTOPOULOS & THOMAS,
2009).

Células derivadas da medula 6ssea, como o mondcito/macrofago, também
expressam esta integrina, apesar de ser em quantidades um pouco reduzidas, e ela ¢ uma
das responsaveis pela passagem destas células ao sangue e por sua migragcdo para
ambientes neovasculares (DESGROSELLIER & CHERESH, 2010). Além das suas
fungdes tipicas de integrina de gerar adesdo e migragdo, a integrina avp3 parece estar
relacionada ao controle do crescimento celular, sobrevivéncia e migracdo durante a

angiogénese (KONSTANTOPOULOS & THOMAS, 2009).

1.3. O cancer e seus tipos celulares

As diversas doencas caracterizadas por mutacdo genOmica e proliferacao
exacerbada sdo coletivamente denominadas de cancer. Ha projecao de ocorréncia de
518.510 casos novos de cancer para os anos de 2012 e similar para 2013, no Brasil. Esta
¢ a segunda causa principal de morte entre os brasileiros, atras apenas das doengas
cardiovasculares, mas a frente das causas externas (INCA, 2011). O cancer ¢ um tecido
complexo, composto de multiplos tipos celulares que interagem entre si e influenciam
na progressao tumoral. Muitas das células envolvidas nesta interacdo sdo células
normais do hospedeiro que estavam no sitio de surgimento do tumor ou que foram
atraidas para tal regido (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Em um microambiente tumoral, a resposta imune elimina células malignas que
possam ser reconhecidas como “estranhas” e que sejam sensiveis aos mecanismos
imunolégicos. E por isso mesmo, o sistema imune acaba selecionando as células

tumorais mais aptas a sobreviverem nesse ambiente hostil. E ndo apenas isso, os
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mediadores imunologicos e de cicatrizagdo liberados neste ambiente lesionado acabam
por estimular o crescimento tumoral (CROCI et al., 2007).

A angiogénese associada ao cancer, ou seja, a forma¢do de uma nova rede
vascular, se ativa durante os estdgios pré-neoplasicos do desenvolvimento tumoral e é
regulada positiva ou negativamente por células tumorais, endoteliais, estromais e
leucdcitos. Dentre outros fatores, as c€lulas tumorais produzem mediadores capazes de
atrair os macréfagos, o que ocorre de forma mais intensa em estado de hipoxia. Os
macrdfagos sdo capazes de produzir fatores pro-angiogénicos, como as interleucinas,
fatores de crescimento, mediadores lipidicos e prostaglandinas, mas também sao
capazes de gerar moléculas antiangiogénicas, que danificam a integridade dos capilares.
Entretanto, as fungdes pro-angiogénicas tendem a ser mais importantes. Os macrofagos
do hospedeiro sdao considerados como células infiltrantes fundamentais ao
desenvolvimento da angiogénese, por produzirem interleucinas e mediadores atuantes

neste cenario (HAO et al., 2012).

1.4. Mediadores soliveis e o cincer

As interleucinas (IL) sao moléculas soluveis pequenas, capazes de gerar sinais
celulares, organizando a comunicagdo e interagdo entre c€lulas imunes e outros tipos
celulares (YUZHALIN & KUTIKHIN, 2012). Elas podem apresentar fungdes
paradoxais no cancer, de acordo com o local de sua produgao e sua concentragao.

A IL-8, também chamada de quimiocina CXCLS8, ¢ uma citocina com fungdes
pro-angiogénicas importantes, sendo produzida principalmente por células imunes
associadas ao tumor e por algumas células neoplasicas e endoteliais. Usualmente, sua

producdo no microambiente tumoral leva a um aumento da inflamagdo, com
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recrutamento de células imunes e a progressao do tumor ¢ a metastase (YANG et al,,
2011; DAHNIER et al., 2012).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ¢ amplamente produzido em
uma gama de tumores humanos, com fungdes predominantemente angiogénicas,
capazes de serem produzidas pelas células imunes e pelas proprias células tumorais e
endoteliais do microambiente tumoral (CULIG, 2011). Niveis elevados deste mediador
podem ser fortemente associados a imunossupressdo local, a progressdao tumoral,
angiogénese ¢ formagdo de metastases (SITOHY et al., 2012).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ produzido por células da imunidade
inata e células tumorais, e possui atividade antitumoral contra uma variedade de
linhagens tumorais, mas paradoxalmente esta citocina pode aumentar a capacidade de
invasao da célula tumoral e pode estar relacionada com a tumorigénese (GERMANO et
al., 2008). A producao constitutiva de TNF-a no microambiente tumoral ¢ encontrada
em diversos tipos de cancer e sua producdo deriva das células tumorais e de células
associadas, como as endoteliais, fibroblastos e células imunes infiltradas, estando
associada a um prognostico pior (HAO et al., 2012).

O fator de crescimento transformante beta (TGF-B) ¢ um regulador do
crescimento celular, apoptose, diferenciagdo e migragdo. E capaz de inibir a proliferagao
de diversos tipos celulares, como células epiteliais, endoteliais, linfocitos e inclusive
células tumorais, e de estimular a apoptose. Mas também pode aumentar a capacidade
de sobrevivéncia independente de adesdo, sendo relacionado a resisténcia a anoikis, e
facilitando a invasdo e a metéstase. Nao obstante, também ¢ capaz de estimular a
deposicdo de matriz extracelular, perturbando a resposta inflamatéria e estimulando a

angiogénese (BUCHHEIT et al., 2012; MIYAZONO et al., 2012).
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Os macréfagos do hospedeiro produzem ainda citocinas que poderiam levar a
uma ativagdo imune efetiva contra o tumor, como a IL-12, que estimula a imunidade
inata e adaptativa, levando a uma resposta imune celular e a eliminacdo tumoral.
Apresenta ainda fungdes antiangiogénicas e € capaz de levar a regressdo de tumores ja
estabelecidos (HAO et al., 2012; YUZHALIN & KUTIKHIN, 2012).

Sendo produzida por macréfagos e linfocitos, a IL-10 apresenta funcdes anti-
inflamatdrias e imunossupressoras e de reparo tecidual (HAO et al., 2012). Esta citocina
¢ capaz de reduzir a producao de mediadores como IL-8 e TNF-0, que em determinados
tumores sao cruciais para o desenvolvimento do cancer, e pode também estimular a
apoptose e suprimir a angiogénese (NAUNDORF et al, 2009; CULIG, 2011).
Entretanto, a imunossupressao gerada pode estimular indiretamente o crescimento
tumoral. Clinicamente, esta citocina estd em maiores concentragcdes em neoplasias mais

avangadas (GERMANO et al., 2008).

1.5. Integrinas em tumores malignos

Em relacdo as integrinas, estas se localizam tanto nas células do hospedeiro
quanto nas tumorais, € o repertorio celular de integrinas tende a se modificar quando ha
a transformacdo tumoral: algumas integrinas passam a ser hiper-expressas, enquanto
outras t€m seus niveis bastante reduzidos (KIM et al., 2012).

Em niveis moleculares, as integrinas situam-se em regides da membrana
proximas aos receptores de fatores de crescimento ou de citocinas que tenham sido
ativados e hd uma “comunicacdo” entre estas duas proteinas transmembranas, através de
moléculas adaptadoras citoplasmaticas, tanto nas células tumorais quanto nas células
inflamatoérias associadas ao tumor. Esta relacdo modifica as fungdes principais de ambos

os receptores, exacerbando algumas destas propriedades. Consequentemente, a
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progressdo tumoral e invasdo dependem fundamentalmente desta relagdo molecular
(CROCI et al., 2007; DESGROSELLIER & CHERESH, 2010).

Esta relagdo molecular ocorre, por exemplo, com a integrina avp3 e o receptor
de tipo 2 de VEGF. Apds a aproximagdo, as caudas citoplasmaticas de ambos os
receptores ativos interagem, e a sinalizag@o intracelular desencadeada ¢ mais intensa do
que se cada receptor tivesse se ativado independentemente. H4 ainda a modificacao de
funcdo que ocorre apds a interacdo entre integrinas e receptores de fatores de
crescimento, por exemplo: as integrinas 3 estimulam a producao de VEGF e produzem
mais receptores tanto de VEGF quanto a préopria integrina 3; as integrinas 1 geram
sinais que inibem a adesdo celular, facilitando a dispersao da célula; as integrinas 5
geram sinais que estimulam a adesdo celular, estimulando a sobrevivéncia. Estes
mecanismos dependem do repertorio de integrina de cada célula, de quais receptores de
fatores de crescimento estdo sendo mais ativados e quais sdo os adaptadores
intracelulares que auxiliam na interagdo das caudas citoplasmaticas. Esta relagao
molecular ja foi implicada para diversas integrinas e estd clinicamente reconhecida em
canceres de prostata, mama, ovario e gliomas (CHIODONI et al., 2010). Sendo assim,
as integrinas presentes nas células tumorais e nas células infiltradas podem modificar
amplamente o destino do tumor.

Em relacdo a integrina avp3, frente ao cancer ela se torna hiper-expressa em
vasos sanguineos locais, e sua expressao ¢ estimulada por diversos fatores angiogénicos,
como TNF-a e IL-8 (DESGROSELLIER & CHERESH, 2010). Ela também se encontra
em muitas células tumorais e participa na transformacdo epitelial-mesenquimal,
processo em que a célula tumoral muda gradualmente suas caracteristicas, adquirindo
maior capacidade migratéria e de sobrevivéncia a perda de adesdo, sendo um pré-

requisito para a formacdo de metastases (JANIK et al,, 2010). Por causa de suas
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caracteristicas, avp3 ¢ considerada um alvo privilegiado em terapias antitumorais

(GENTILUCCI et al., 2010).

1.6. Desintegrinas

Os antagonistas das integrinas, em sua maioria anticorpos, podem reduzir a
progressao tumoral, e existem ensaios pré-clinicos e clinicos utilizando varios tipos de
antagonistas com sucesso (GENTILUCCI et al, 2010; DESGROSELLIER &
CHERESH, 2010).

Dentre os possiveis peptideos antagonistas de integrina encontram-se moléculas
derivadas de venenos de serpentes. Venenos de serpente possuem diversas substancias
ativas, como as metaloproteinases. Estas metaloproteinases sao enzimas multi-
dominios, podendo ser dos tipos: 1) P-I, composta de um peptideo sinal, um pro-
dominio e um dominio metaloproteinase; 2) P-I1, contendo uma metaloproteinase € um
dominio desintegrina; 3) P-III, contendo um dominio rico em cisteina, uma
metaloproteinase € um dominio desintegrina-simile; e 4) P-IV (ou também denominado
P-III-B), similar ao P-III, mas acrescido de um dominio lecitina-simile (FOX e
SERRANO, 2005).

A protedlise das metaloproteinases do tipo P-1I gera pequenos peptideos soluveis
de 40 a 100 aminoécidos, capazes de afetar a adesdo celular e inibir a agregacdo
plaquetaria: as desintegrinas. Estas moléculas pertencem a uma familia de proteinas nao
enzimaticas, de baixo peso molecular, ricas em cisteina. A maioria das desintegrinas
derivadas das metaloproteinases P-II contém sequéncias RGD, que se antagonizam as
integrinas alIbB3 e avf3.

A desintegrina recombinante DisBa-01 (Figura 2) ¢ monomérica e ¢ derivada de

uma metaloproteinase de tipo P-II, sendo obtida a partir de é4cidos ribonucléicos
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mensageiros (mRNAs) extraidos da glandula venenifera de um espécime de
Rhinocerophis alternatus, popularmente conhecida como urutu-cruzeiro. Esta
desintegrina possui massa molecular de 11,637 kDa e 6 pontes dissulfeto, podendo ser
produzida de forma heterdloga em bactérias e posteriormente purificada. Esta
desintegrina ¢ RGD-dependente, e atua principalmente sobre as integrinas avp3 e
allbp3, tendo uma maior regido de contato com a subunidade 3. Um dos seus
principais mecanismos de ac¢do € a potente capacidade de inibir a adesdo celular de
linhagens celulares portando a integrina avPB3 a vitronectina, de forma especifica
(KAUSKOT et al., 2008; RAMOS et al.,, 2008). Apresenta também uma provavel
capacidade antimetastatica in vivo (RAMOS et al.,, 2008), antitrombotica in vitro
(KAUSKOT et al., 2008) e parece ser capaz de reduzir a formacdo de mRNA para os
receptores de VEGF 1 ¢ 2 (MONTENEGRO et al., 2012). Assim, a desintegrina DisBa-
01 tem se mostrado um importante composto para o desenvolvimento de novos

farmacos para o tratamento antitumoral.

1.7. Micelas

Uma das grandes dificuldades encontradas no tratamento do cancer ¢ a incrivel
quantidade de efeitos colaterais. Para evitar este problema, a tendéncia ¢ pesquisar
farmacos mais eficazes e incorpord-las em sistemas de liberacdo modificados. Os
sistemas de liberagdo podem direcionar o fAirmaco ao tecido alvo de forma passiva, se
acumulando em locais onde a microvasculatura esteja mais permeéavel, como em tecidos
inflamados. Particularmente no caso do céancer, os mediadores que estimulam
angiogénese estdo em niveis mais elevados, gerando aumento da permeabilidade

vascular. Além disto, a arquitetura cadtica de vasos sanguineos melhora a liberagdo do
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farmaco a partir de seu sistema de transporte (MALAM et al., 2009; TRAN et al,,
2009).

Para ser eleito um bom sistema de transporte, os materiais que compdem o vetor
devem ser biocompativeis e biodegraddveis ou capazes de serem eliminados do
organismo apos a liberagdo do farmaco. Sendo assim, existem dois grupos principais de
moléculas com esta finalidade: (1) os compostos de base lipidica, como a
fosfatidilcolina; e (2) os polimeros naturais, como proteinas e polissacarideos, ou
sintéticos (BEIJA et al., 2012).

As micelas (Figura 3) sdo sistemas de transporte considerados bastante
dispersos, apresentando uma boa taxa de captacao de farmacos e de liberagdao destes em
condicdes adequadas. Este sistema apresenta baixa instabilidade fisica em termos de
aglomeracdes e separacdo da fase dispersa, que possui particulas pequenas,
normalmente de até 200 nm. A disponibilidade oral gerada pelas micelas ainda ¢
imprevisivel e variavel, mas as formulagdes micelares de uso oral evitam o passo de
dissolucao dos fArmacos. Nao obstante, as micelas tendem a ser prontamente formadas
apds o acréscimo de agua aos demais componentes seguido de homogeneizagao,
permitindo as formulagdes serem comercializadas como prontas para o uso ou ainda
como concentrados nao aquosos para serem dissolvidos na hora do uso, aumentando o
tempo util de armazenagem e evitando problemas no transporte (NARANG et al,
2007).

Quando ha a unido entre moléculas surfactantes e lipideos em uma solugdo
aquosa para haver a formagdo de micelas, alguns passos ocorrem, podendo decorrer
poucos minutos ou até varias horas, dependendo do método utilizado. Durante o
primeiro passo, as moléculas de surfactante se distribuem entre os compartimentos

lipidico e aquoso, enquanto o compartimento lipidico muitas vezes engloba agua
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formando bicamadas vesiculares pouco estdveis. Em um segundo passo, vesiculas
saturadas por surfactante coexistem com fragmentos da bicamada lipidica ja entremeada
por surfactante, que podem formar gotas, folhas e outros formatos. As chamadas gotas
sdo mais comuns para surfactantes ndo i6nicos. Conforme a dissolu¢do ocorre e se
aumenta a razdo entre surfactante e lipideos pelo rompimento gradual das vesiculas
formadas apenas por surfactante, sdo formadas as micelas mistas, que sdo pequenas
micelas anfifilicas, cujo tamanho final tende a ser determinado pela quantidade de
surfactante em propor¢do aos lipideos, e que sdo mantidos unidos por forcas fisicas
(SIMOES et al., 2005).

A fosfatidilcolina esta entre os fosfolipides mais abundantes em animais e
plantas e ¢ parte fundamental para a constru¢do da membrana celular, compreendendo
parte do feixe externo da membrana plasmatica. E também o principal fosfolipide
circulante no plasma humano, onde integra as lipopoliproteinas, especialmente a fragao
de alta densidade. A fosfatidilcolina altera o metabolismo de colesterol e triglicerideos e
modifica a composi¢do dos depodsitos gordurosos, sendo, por isso, utilizada em
tratamentos cosméticos de forma considerada efetiva e segura (MYERS, 2006).
Também pode ser usada como conservante na industria (PHUTIKANIT et al., 2011).
Nao obstante, ¢ usada em sistemas micelares diversos e ¢ particularmente util para
aumentar a absor¢do pela pele, tornando as micelas mais flexiveis, que podem passar
pelos poros dérmicos mais facilmente (SPERNATH et al., 2008).

Os polissorbatos sdo provavelmente o tipo de surfactante ndo i6nico mais
utilizado na industria farmacéutica, ainda que sua produgdo gere compostos um tanto

heterogéneos (SIMOES et al., 2005).
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Figura 3. Diferencas entre micelas contendo ou néo lipideos. (a) Micela contendo apenas surfactante; ou

40 mais

os lipideos tendem a se acumular mais na regi

l

(b) contendo surfactante e lipideos. Neste caso

circular e o surfactante tende a se localizar mais na regido mais achatada. Fonte: Miler & Gréslund, 2009.
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Segundo a Farmacopeia Brasileira, o polissorbato 80 ¢ um liquido claro, amarelado,
composto de uma mistura de oleatos do sorbitol e seus anidridos copolimerizados com
aproximadamente 20 mols de oxido de etileno para cada mol de sorbitol e seus
anidridos, capaz de atuar como tensoativo (ANVISA, 2010).

Este composto ja foi estudado quanto aos seus possiveis efeitos toxicos,
apresentando uma ampla margem de seguranca, j4 conhecida desde 1984 (revisto por
SIMOES et al., 2005), e foi observado que mesmo durante a fase de crescimento, a
partir do primeiro dia de vida, em um modelo de galinhas, ele ndo apresenta
caracteristicas hepatotoxicas ou nefrotdxicas, mesmo que venha a ser utilizado em
niveis altos e de forma cronica (KHOSRAVINIA et al., 2011). Este composto auxilia no
encaminhamento de particulas para o cérebro (SUN et al, 2004) e pode prevenir
instabilidades protéicas quando em sistema, em curto prazo ¢ mantida a temperatura
ideal (WANG et al., 2008). Na industria, ele auxilia na solubilizagdo, estabilizagao,
modificacdo microcristalina, melhora da absor¢ao oral ¢ dérmica, e extracdo de
formacos, além de ser frequentemente utilizado como aditivo alimentar (SIMOES et al.,
2005).

Mediante o exposto, supde-se que a atuacdo da desintegrina DisBa-01 em
células que possuam a integrina avP3 poderia elucidar seu papel enquanto composto

antitumoral, provendo caminhos para futuros estudos e possivelmente futuras terapias.
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2. OBJETIVOS

Observar a atuagdo da desintegrina recombinante DisBa-01 livre ou em
formulacdo incorporada em micelas nas propriedades adesivas de células contendo ou
ndo a integrina avB3, bem como a produgdo de fatores soluveis por estas.

Pretendeu-se especificamente:

- obter a desintegrina DisBa-01;

- preparar micelas contendo ou ndo a desintegrina e caracteriza-las quanto aos seus
aspectos fisicos e a encapsulacao da desintegrina recombinante e sua conformacao;

- verificar a atuacao das micelas e da desintegrina livre frente as células que possuam ou
nao a integrina avP3 quanto as propriedades adesivas, anoikis e a liberagao de

mediadores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento experimental

DisBa-01
Micelas Células
Diametro médio Citotoxicidade
Indice de polidispersidade Inibigdo de adesao
Potencial zeta Descolamentocelular
Eficiéncia de encapsulacao Mediadores
Espectroscopia de fluorescéncia
Espectroscopia de dicroismo circular Anoikis: MTT ‘
Espalhamento de raios X a baixo angulo Anoikis: anexinaV
E-Toxate Anoikis: Apo-Direct

Mediadores apos
= adesdo celular

A desintegrina foi obtida a partir de dialises e cromatografias, ¢ entdo foi
incorporada em micelas (M-DB) e, a parte, foram feitas micelas sem a desintegrina (M-
C). As micelas foram caracterizadas quanto suas propriedades fisicas: didmetro médio,
indice de polidispersidade, cargas superficiais (potencial zeta) e espalhamento de raios
X a baixo angulo. A desintegrina incorporada foi analisada quanto a eficiéncia de
encapsula¢do e sua conformacdo (espectroscopias). Tanto a desintegrina livre quanto
micelar foram observadas quanto a presenca de endotoxinas (E-Toxate).

As células foram expostas a desintegrina livre ou incorporada em micelas para
se observar a citotoxicidade, alteragdo na adesdo frente a vitronectina ou fibronectina
(inibicdo de adesdo e descolamento celular) e a producdo de mediadores diversos. A
desintegrina livre também foi colocada em cultura celular para se observar a anoikis.

Em testes isolados, as células foram colocadas frente aos componentes da matriz
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extracelular vitronectina e fibronectina para se observar se a adesdo a estes componentes

gerava por si s6 a produgdo de mediadores.

3.2. Obtenciao da desintegrina recombinante DisBa-01
3.2.1. Expressao da desintegrina

A proteina recombinante DisBa-01 foi expressa e purificada na Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCAR), sob o acompanhamento da professora Heloisa
Sobreiro Selistre de Aratjo. A metodologia utilizada para obtencdo da proteina esta
descrita no trabalho de Ramos et al. (2008). Originalmente, a desintegrina foi obtida a
partir de acidos ribonucléicos mensageiros (mRNAs) extraidos da glandula de veneno
da serpente Rhinocerophis alternatus, a partir dos quais foi feita uma biblioteca de
acidos desoxirribonucléicos complementares (cDNA). O produto correspondente a
DisBa-01 foi introduzido em um vetor de expressdao pET28a fusionado a tireodoxina e
posteriormente inserido em bactérias Escherichia coli BL21 (DE3). A partir da colonia
bacteriana, a proteina pode ser expressa e purificada.

Rapidamente, um inoculo da cultura de bactérias E. coli foi colocada em meio
LB seletivo com kanamicina (30 pg/mL; Sigma-Aldrich) para proliferacdo celular. A
cultura permaneceu sob agitacdo a 37°C até atingir densidade 6tica (DO) a 660 nm de
0,4 a 0,6. Entdo, foi realizada a inducao de expressao protéica através da adigdo de
IPTG (isopropila B-D-1-tiogalactopiranosidio) em uma concentragdo final de 0,5 mM, a
37°C sob agitagdo constante a 250 rpm. Apos 3 horas, as culturas foram centrifugadas a
9000 xg e 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
suspenso em tampao de ligacdo, composto de 20 mM de Tris-HCI, 0,5 M de NaCl e
Imidazol a 5 mM em um volume de 10% do volume inicial da cultura. A suspensdo

celular foi incubada no gelo por 30 minutos e, entdo, foi realizada uma lise celular por
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ondas ultrassom, com 6 repeti¢des de duracdo de 1 minuto cada e intervalo de 30
segundos, amplitude de 20 hertz. Posteriormente, a suspensao foi centrifugada a 9000
xg, por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (S1) foi armazenado a -20°C para realizagao
posterior de um gel de poliacrilamida SDS-PAGE, conforme descrito no Item 3.2.3, ¢ o
precipitado foi suspenso em tampao de ligagdo com 6 M de uréia, em um volume 5% do
volume total da expressdao. Em seguida, foi realizada uma nova lise por meio de
ultrassom, conforme ja descrito. O lisado foi novamente centrifugado a 9000 xg, por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante (S2) foi armazenado a -20°C. Apds a confirmacao da

expressao através de SDS-PAGE, realizou-se a purificacao da DisBa-01.

3.2.2. Purificagao e concentracao da desintegrina recombinante DisBa-01

O sobrenadante (S2) da expressao foi submetido a um processo cromatografico
de afinidade por niquel (Ni-NTA, Quiagen), sob condicdes desnaturantes. As fracdes
foram eluidas através de um gradiente de Imidazol (Imidazol 1 M, NaCl 0,5 M, HCI
160 mM, pH 7,9) e foram dialisadas utilizando membrana para exclusdo de peso
molecular de 3,5 (3,5 MWCO), uma vez contra uréia 3 M e trés vezes contra agua Milli-
Q, 1 hora para cada troca, e concentradas sob vacuo até o volume de 1 mL.

Na segunda etapa de purificagdo, a amostra dialisada e concentrada foi aplicada
em uma coluna de troca idnica Mono Q 5/50GL (GE Healthcare). Para a separacdo por
gradiente em cromatografia de alta pressdo foi utilizado o equipamento AKTA (GE),
com os tampdes de equilibrio e elui¢do (tampao de equilibrio: Tris-HC1 20 mM, pH 8,6;
e tampao de eluicdo: Tris-HCl 20 mM e NaCl 1 M, pH 8,6), sob fluxo constante (2,0
mL/min) com gradiente linear de cloreto de so6dio (0 a 1 M). As fracdes foram
novamente analisadas em SDS-PAGE. As fra¢cdes cluidas foram submetidas a um

processo de didlise com membrana 3,5 MWCO, quatro vezes contra dgua Milli-Q, 30
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minutos para cada troca. A concentragdo da proteina foi estimada através do teste

BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Protein Research Products).

3.2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio

As fracdes cromatograficas eluidas na coluna de resina de niquel e,
posteriormente, obtidas apos separacdo em coluna Mono Q 5/50 foram analisadas
através de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, conforme a técnica de
Laemmli (1970). Resumidamente, aliquotas das amostras foram diluidas em tampdo de
amostra 1:1 (v/v), composto por Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8), dodecil sulfato de sddio
(SDS) a 4%, azul de bromofenol a 0,025%, glicerol a 20% e B-mercaptoetanol 0,1 M.
Tais aliquotas foram entdo aquecidas a 100°C por 15 minutos. Entdo, 10 uL de cada
amostra foram aplicados em gel de empilhamento de 5% de poliacrilamida e gel de
resolucdo de 15%, e submetidas a eletroforese com corrente elétrica de 15 mA e
voltagem de 125 V. Os padrdes moleculares utilizados foram adquiridos
comercialmente (Sigma-Aldrich). As bandas protéicas foram detectadas por coloragao

com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich).

3.3. Preparo das micelas

As micelas foram preparadas no Laboratério de Farmacotécnica, do
Departamento de Farmacos e Medicamentos, FCFAR, UNESP. As micelas foram
preparadas em tampao fosfatado salino (PBS pH 7,2) acrescido de fosfatidilcolina de
soja (Epikuron) a 3,50% e de polissorbato 80 (Tween 80) a 1,50%, contendo ou ndo a
desintegrina DisBa-01 em concentracdo final de 10 uM. As micelas contendo a
desintegrina foram nomeadas de M-DB, e as micelas controle de M-C. A mistura assim

preparada foi bem homogeneizada e a seguir foi submetida a sonicagdo com 20% de
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amplitude, sob refrigeragdo em banho de gelo, com pulso de 1 min e intervalo de 1 min,
por um total de 10 pulsos, para obtencdo das vesiculas. As micelas assim obtidas foram
entdo separadas da proteina ndo encapsulada através de uma exclusdo de peso
molecular, utilizando-se Amicon Ultra 0.5 30 kDa (Millipore), conforme instrugdes do
fabricante. Apds a exclusdo, as micelas foram filtradas para esterilizar a 0,22 pm
(Millipore) e foram armazenadas a 4°C até o momento do uso, ou por no maximo 1
semana. No momento do uso, as micelas foram diluidas a concentragdo de 20 ou 10 mg

de lipideos por mL, baseado na concentracao de fosfatidilcolina de soja.

3.4. Caracterizacao das micelas
3.4.1. Determinacio do didmetro médio e distribuicao granulométrica

As preparacdes foram diluidas em agua Milli-Q na proporcao de 1:20 (v/v).
Todas as amostras foram mantidas em temperatura ambiente no momento da analise e
foram utilizadas cubetas de vidro. O didmetro médio e o indice de polidispersidade
foram observados sob fonte de laser vermelho (A = 633 nm) no equipamento Zetasizer
NanoZS (Malvern Instruments), do Laboratorio de Materiais Magnéticos e Coloides, do
Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara. Posteriormente, os dados foram avaliados
utilizando o software DTS Zetasizer 6.20 para Windows (Malvern Instruments). O
indice de refracdo da 4gua purificada foi considerado o padrdo. Foram realizadas trés
andlises para cada tipo de preparagdo, com 10 determinagdes para cada uma delas. Os
resultados sdo expressos como valores médios e desvio padrdo de nm para o didmetro
médio, e como valores médios e desvio padrdo em unidades arbitrarias para o indice de

polidispersidade.
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3.4.2. Determinac¢do do potencial zeta

As preparacdes foram diluidas em agua Milli-Q na propor¢do de 1:20 (v/v).
Todas as amostras foram mantidas em temperatura ambiente no momento da analise e
foram utilizadas cubetas proprias para esta técnica. O potencial zeta foi observado no
equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments), do Laboratério de Materiais
Magnéticos e Coloides, do Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara. Para converter a
mobilidade eletroforética em valores de potencial zeta foi utilizado o software DTS
Zetasizer 6.20 para Windows (Malvern Instruments). A carga elétrica do solvente foi
considerada como a da agua Milli-Q. Foram realizadas trés andlises para cada tipo de
preparacdo, com 10 determinagdes para cada uma delas. Os resultados foram

apresentados como valores médios e desvio padrao de mV.

3.4.3. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

A analise de SAXS (do inglés “Small-angle X-ray scattering”) para as micelas
foi realizada no Laboratorio Nacional de Luz Sincrontron (LNLS, Campinas, SP), sob
supervisao da Profa. Leila Aparecida Chiavacci. A linha do aparelho ¢ equipada com
um monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda (A) de 1,488 A, uma
camara de ionizacdo, um detector vertical localizado a 1496,807 mm da amostra e um
analisador multicanal para registrar a intensidade do espalhamento, I(q), calculada como
uma fun¢do do vetor de espalhamento q. Os dados foram normalizados para eliminar
interferéncias, como o decaimento natural da intensidade da fonte do sincrontron, a
sensibilidade do detector e a transmissdo da amostra. Da intensidade total de
espalhamento foi subtraida aquela produzida pelo substrato e pelo ar. O resultado

representa I(q) em unidades arbitrarias em fungio do vetor g em A™.
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3.5. Eficiéncia de encapsulacio
3.5.1. Separacio de proteinas contidas no solvente da suspensio de micelas

Para a separagdo da proteina ndo encapsulada nas micelas foi realizada uma
exclusdo por peso molecular utilizando Amicon Ultra 0.5 30 kDa (Millipore), conforme
instrugdes do fabricante. A proteina assim obtida foi precipitada através da técnica aqui
nomeada como DOC-TCA-Acetona. Rapidamente, a cada amostra foi acrescentado 1%
(v/v) de uma solugdo de desoxicolato de s6dio (DOC) 2% em dgua e as amostras foram
incubadas a 4°C por 30 minutos. A seguir, para cada 1 mL de amostra, foi acrescentado
150 pL de acido tricloroacético (TCA) 100% e a solugdo foi homogeneizada em vortex
por 30 segundos, seguida de uma incubagdo de 18 horas a 4°C. Entdo, a solucao foi
centrifugada a 4°C por 15 minutos a 15000 xg. O sobrenadante foi retirado por inversao
em papel absorvente. A seguir, foi acrescentado 1 mL de acetona gelada (mantida a -
20°C), homogeneizado e incubado em gelo por 10 minutos. A acetona foi removida por
centrifugacao a 4°C 15000 xg durante 10 minutos. Foi feita uma nova adi¢cdo de acetona
e centrifugacdo, exatamente como no passo anterior. Apds, o sobrenadante foi removido
por inversao sobre papel absorvente e as proteinas foram suspensas em 0,1 mL de uma

solu¢ao de NaOH 0,1 M para realizagdo da dosagem protéica.

3.5.2. Dosagem protéica

A dosagem de proteinas ndo encapsuladas foi realizada pelo método de Lowry et
al. (1951), modificado por Fryer et al. (1986). Resumidamente, 100 pL de cada uma das
amostras foram colocados em pog¢os de uma microplaca de 96 pocos, e acrescidos de
200 pL do Reagente Reativo, (100 mL de Na,CO; 2% em NaOH 0,1 N; 1 mL de
CuS04.5H,0 1%; 1 mL de Tartarato de Na e K 2%). Foi feita uma incubacdo por 15

minutos em temperatura ambiente. A seguir, foram acrescentado 20 pL do reagente de
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Folin 1 N (Imbralab) e homogeneizado rapidamente. A placa foi incubada em
temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura foi feita em espectrofotometro em filtro
de 620 nm. Um branco contendo apenas NaOH 0,2 M foi submetido a todos os passos
citados. Uma curva de concentracdes conhecidas de DisBa-01 foi utilizada como

padrao. Os resultados foram expressos em ng/mL de proteina.

3.6. Caracterizacio estrutural da desintegrina incorporada em micelas
3.6.1. Espectroscopia de fluorescéncia

A andlise foi realizada em espectrofluorimetro no Laboratorio de Biofisica
Molecular, USP, Sao Carlos (IFSC), com o acompanhamento da Profa. Ana Paula Ulian
de Aratjo. As amostras micelares foram previamente diluidas 1:100 (v/v) em agua

milli-Q. A agua Milli-Q foi considerada como o branco da reagao.

3.6.2. Espectroscopia de dicroismo circular

A analise foi realizada no Laboratério de Biofisica Molecular, USP, Sao Carlos
(IFSC), com o acompanhamento da Profa. Ana Paula Ulian de Araujo. As amostras
foram diluidas 1:25 ou 1:50 (v/v) em agua milli-Q. Os espectros de dicroismo circular
das formulagdes foram obtidos na faixa de 190 a 250 nm em espectropolarimetro Jasco
J-815 (Jasco UK), com 8 medidas por amostra, utilizando cubeta de quartzo de 0,1 cm
de caminho otico. A dgua Milli-Q foi considerada como branco. Posteriormente, os
espectros de dicroismo circular foram analisados utilizando-se o software Spectra

Manager para Windows (Jasco UK).
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3.7. Teste qualitativo para endotoxinas

A observagdo de endotoxinas nas amostras de proteina livre ou incorporada em
micelas foi realizada através do teste E-toxate (Sigma-Aldrich), de acordo com
instrugdes do fabricante. Rapidamente, 100 uL de cada um dos compostos ou dos
controles foram incubados com 100 pL do reagente E-toxate a 37°C por 1 hora. Foram
utilizados os controles positivos: lipopolissacarideo de parede de Escherichia coli (LPS,
Sigma-Aldrich) a 10 pg/mL e a 1 pg/mL; e os controles negativos: dgua milli-Q e soro
fetal bovino comercial livre de endotoxinas (Sigma-Aldrich). Ap6s 1 hora, os tubos
foram vertidos lentamente a 180°, para se observar a consisténcia do gel formado.
Segundo o fabricante, um gel firme, que nao se desfaz ao virar o tubo, ¢ considerado um
teste positivo; qualquer outro resultado (géis fracos, turbidez, aumento de viscosidade
ou liquido) ¢ considerado um teste negativo.

As amostras de desintegrina recombinante DisBa-01 livre e incorporada em
micelas, bem como a micela controle, ndo apresentaram caracteristicas de presenca de

endotoxinas e, portanto, puderam ser utilizadas ao longo do estudo.

3.8. Linhagens celulares

Para realizar os ensaios bioldgicos, as linhagens celulares humanas foram
originalmente adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC), a saber:
1) HUVEC (ATCC CRL-2873), linhagem de endotélio vascular humano, capaz de
expressar avf3 (TEKLEMARIAM et al,, 2011);
2) SC (ATCC CRL-9855), linhagem normal imortalizada de mondcitos/macrofagos
humanos (YAMAMOTO et al., 2007), foi adquirida diretamente da ATCC;
3) K562 (ATCC CCL-243), células neoplasicas, linfoblastos indiferenciados; esta

linhagem apresenta predominantemente integrina a5p1, e ndo expressa avp3 ou allbB3
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(GENTILUCCT et al., 2010), foi gentilmente cedida pela Profa. Heloisa Sobreiro
Selistre de Araujo.

As linhagens celulares foram mantidas em garrafas contendo meio de cultura
adequado, de acordo com as necessidades nutricionais de cada uma (meios de cultura,
acrescidos de aminoacidos ou outros fatores), suplementado com soro fetal bovino
inativado (todos os itens foram adquiridos da Sigma-Aldrich) conforme necessario, e
mantidas a 37°C, em estufa com 5% de CO,. A manutencdo das células foi realizada
conforme indicada pela ATCC. Os repiques foram feitos de 1 a 3 vezes por semana,
conforme as caracteristicas de cada linhagem. As células utilizadas nos experimentos

eram obtidas sempre entre os repiques 10 e 20 de cada descongelamento.

3.9. Preparo das placas de cultura sensibilizadas

As placas foram sensibilizadas conforme descrito pelo fabricante da fibronectina
e vitronectina (Sigma-Aldrich). Rapidamente, placas de cultura estéreis de 96 cavidades
de fundo plano foram sensibilizadas com 80 uL de vitronectina a uma concentragao de
0,5 ug/mL em agua milli-Q, por 2 horas a 37°C. As placas foram entdo armazenadas a
4°C até o momento do uso. A parte, placas de cultura estéreis de 96 cavidades de fundo
plano foram sensibilizadas com 80 pL de fibronectina (5 pg/mL) diluida em tampao
fosfatado salino pH 7,4 por 18 horas a 4°C. As placas foram entdo armazenadas a 4°C
até o momento do uso. Em todos os ensaios que utilizou placas sensibilizadas, uma
placa controle foi utilizada, preparada através da incubagdo com soroalbumina bovina
(BSA) 2% em PBS, por 1 hora a 37°C e armazenada a 4°C.

No momento do uso, o liquido do interior de cada placa foi descartado por
inversdo e as placas foram bloqueadas com 200 pL de uma solu¢do de BSA a 1%,

diluida em tampao de adesdo (constituido de KC1 5 mM, NaCl 150 mM, Hepes 20 mM,
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MgCl, 5SmM, MnCl, 1 mM, pH 7,4) por pelo menos 1 hora a temperatura ambiente.
Imediatamente antes do uso, a solu¢do de bloqueio foi descartada e as placas foram
lavadas com 200 pL de tampao de adesdo. As placas de cultura sensibilizadas com
vitronectina foram utilizadas para os ensaios com as linhagens HUVEC e SC, enquanto

as placas sensibilizadas com fibronectina foram utilizadas para os ensaios com as

linhagens K562 e SC.

3.10. Ensaio de citotoxicidade

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil-tetrazolio) (MOSMANN, 1983). A concentra¢do
celular e o delineamento principal do ensaio foram padronizados para cada linhagem
seguindo os principios de Freshney (2005). As placas de cultura estéreis de 96 cavidade
de fundo plano (Corning, Inc.) foram distribuidos 100 pL por cavidade das suspensdes
das linhagens celulares SC e K562, ajustadas a concentragdo de 5x10° células/mL no
meio de cultura preferencial de cada uma, em presenca de 100 uL de DisBa-01 livre a
10 ou 5 uM, micelas vazias (M-C) ou contendo a desintegrina (M-DB) a 20 ou 10 mg
de lipideos/mL, lipopolissacarideo obtido de Escherichia coli (LPS, Sigma-Aldrich) a
10 e 5 pg/mL e acetato miristato de forbol (PMA, Sigma-Aldrich) a 20 e 5 ng/mL, ou
apenas tampao (controle negativo), em duplicata. Para a linhagem HUVEC, foram
adicionados 200 pL de células a uma concentragio de 5x10* células/mL no meio de
cultura preferencial, ¢ a placa foi incubada overnight a 37°C em estufa contendo tensdo
constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA), para a ocorréncia da adesdo celular.
O sobrenadante da placa de cultura de HUVEC foi descartado, e entdo foram
adicionados 100 pL do meio de cultura e mais 100 pL de cada um dos compostos, como

realizado para as outras linhagens.
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As placas de todas as linhagens foram incubadas por 24 horas ou 48 horas a
37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA).
Apds este periodo, as células foram expostas a uma solu¢do de MTT a 1 mg/mL e
incubadas a 37°C por 3 horas para a linhagem HUVEC e 4 horas para K562 ou SC.
Apds esta incubacdo, o meio de cultura foi descartado e os cristais de formazana foram
solubilizados com 100 pL de isopropanol (Mallinckrodt). A leitura da densidade Otica
foi determinada em espectrofotometro em UV/visivel a 540 nm com filtro de referéncia
de 620 nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o

controle negativo como 100% de viabilidade.

3.11. Ensaio de inibicdo da adesao celular

A metodologia foi proposta por Loster & Horstkorte (2000) e a quantificacdo foi
realizada por cristal violeta. Em tubos de ensaio foram adicionadas células HUVEC, SC
ou K562, ajustadas a concentragdo de 5x10° células/mL no meio de cultura preferencial
de cada uma, e foi adicionado igual volume dos compostos diluidos em tampdo de
adesdo: DisBa-01 livre ou incorporada em micelas ou apenas tampao de adesdo como
controle. As células HUVEC e SC também foram expostas em ensaio a parte ao
anticorpo comercial anti-CD51/CD61, que se liga a integrina avf3, ou ainda isotipos
controles IgG1x. As solugdes assim formadas foram incubadas por 30 min a 4°C. Entao,
100 puL de cada solucdo foram transferidos as placas sensibilizadas (Item 3.9), e as
placas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a 410 xg por 2 min a 4°C para
aproximar as células do fundo da placa. Tais placas foram entdo incubadas a 37°C por
1:30 hora. Apos este periodo, as placas foram lavadas com 200 uL de tampao de adesao
para retirar todas as células ndo aderidas. A seguir, foi realizada uma quantificagdo por

cristal violeta, como descrito no Item 3.13. Os resultados foram expressos em
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quantidade de células por mililitro, calculados com base em uma curva contendo

concentragdes conhecidas de células.

3.12. Ensaio de descolamento celular

A metodologia ¢ proposta por Loster & Horstkorte (2000) e a quantificagdo foi
realizada por cristal violeta. Em placas sensibilizadas (item 3.9) foram adicionados 100
pL de uma suspensdo celular de HUVEC, SC ou K562, ajustadas a concentragdo de
5x10° células/mL em tampdo de adesio contendo 0,1% de BSA, e as placas foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 410 xg por 2 min a 4°C para aproximar as
células do fundo dos pogos. As placas foram entdo incubadas a 37°C em estufa
contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA) por 1 hora.

Ap6s este periodo, o contetido dos pocos foi vertido e as placas foram lavadas
com 200 pL de tampao de adesdo. Foram adicionados 100 uL dos compostos diluidos
em tampao de adesdo: DisBa-01 livre ou incorporada em micelas ou apenas tampao de
adesdo como controle. As células HUVEC e SC também foram expostas em ensaio a
parte ao anticorpo comercial anti-CD51/CD61, que se liga a integrina avf3, ou ainda
isotipos controles IgG1x. Tais placas foram entdo incubadas a 37°C por 1:30 hora. Apds
este periodo, as placas foram lavadas com tampao de adesdo para retirar todas as células
ndo aderidas. A seguir, foi realizada uma quantificagdo por cristal violeta, como descrito
no Item 3.13. Os resultados foram expressos em quantidade de células por mililitro,

calculados com base em uma curva contendo concentragdes conhecidas de células.

3.13. Quantificacio celular por cristal violeta
As placas contendo células aderidas resultantes do ensaio de inibigdo da adesdo

(Item 3.11) ou de descolamento celular (item 3.12) foram fixadas com 50 pL/poco de
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etanol absoluto a temperatura ambiente por 10 min. Entdo, o fixador foi descartado e as
células foram expostas a 50 L de uma solucdo de cristal violeta 0,1% diluida em
metanol 0,1% por 30 min. As placas foram lavadas com tampdo de adesdo, de forma
previamente padronizada: 200 pL/pogo, 3 lavagens, deixando o liquido de lavagem por
30 segundos a cada vez. Apds o liquido ter sido descartado, o cristal violeta foi entdo
solubilizado com 100 L de solugdo de lise composta de triton X-100 1% diluido em

etanol 50% e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 570 nm.

3.14. Observacio da anoikis
3.14.1. Ensaio de citotoxicidade celular em células aderidas ou nio aderidas

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método de MTT
(MOSMANN, 1983). A suspensao celular de HUVEC, K562 ou SC, no meio
preferencial de cada célula, a 5x10° células/mL foi exposta a solugiio de DisBa-01 a 10
uM diluida em tampao de adesdo ou apenas tampao de adesdo (controle), em volumes
iguais, por 30 min a 37°C. As placas de cultura estéreis sensibilizadas com fibronectina
ou vitronectina (Item 3.9), foram distribuidos 100 pL da solucao celular por cavidade,
em duplicata. As placas sensibilizadas com BSA (controle de adesdo, Item 3.9) foram
expostas as solucdes celulares contendo apenas células e tampao de adesdo. As placas
foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de
CO; (Forma Scientific, EUA).

Posteriormente, as células ndo aderidas foram retiradas por aspiracdo e
transferidas para uma placa de cultura estéril e ndo sensibilizada. Foram acrescentados
20 pL de uma solucdo de MTT a 5 mg/mL e as placas foram incubadas nas mesmas
condicdes anteriores por 4 horas. Apds esse procedimento, as placas foram

centrifugadas a 800 xg por 10 minutos a 10°C em centrifuga refrigerada (Hettich,
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Alemanha). Os sobrenadantes foram retirados por aspira¢do com auxilio de uma
micropipeta e descartados, e as células foram tratadas com 100 pL de isopropanol
(Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de formazana formados.

As células que se mantiveram aderidas a placa de cultura sensibilizada foram
lavadas por acréscimo e descarte de tampao de adesdo. Apds, foram acrescentados 100
pL de uma solugcdo de MTT a 1 mg/mL em meio de cultura incompleto e as células
foram incubadas nas mesmas condigdes anteriores por 4 horas. O sobrenadante foi entdo
descartado e as células foram tratadas com 100 pL de isopropanol (Mallinckrodt) para
solubilizar os cristais de formazana formados.

A leitura da densidade Ootica foi determinada em espectrofotometro em
UV/visivel a 540 nm, com filtro de referéncia de 620 nm. A viabilidade celular foi
calculada em porcentagem, considerando-se o as células que foram expostas apenas ao

tampao e que se mantiveram aderidas como 100% de viabilidade.

3.14.2. Preparo das células para os testes de apoptose

Rapidamente, as placas de cultura estéreis de 48 cavidades de fundo plano
(Corning, Inc.) sensibilizadas com vitronectina ou fibronectina, (Item 3.9), foram
distribuidos 500 pL por cavidade das suspensdes celulares de HUVEC, K562 ou SC,
ajustadas a concentragio de 1x10° células/mL no meio de cultura preferencial de cada
uma, em presenga de 500 uL. de uma solucao de DisBa-01 a 10 uM diluida em tampao
de adesdo ou apenas tampao de adesdo (controle negativo). As placas sensibilizadas
com BSA (controle de adesdo, Item 3.9) foram expostas as solu¢des celulares contendo
apenas células e tampao de adesdo. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em

estufa contendo tensdo constante de 5% de CO; (Forma Scientific, EUA).
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As células ndo aderidas foram aspiradas para um tubo de ensaio mantido em banho de
gelo. As células que se mantiveram aderidas foram lavadas por acréscimo e descarte de
1 mL de tampao de adesdo e tripsinizadas, ¢ entdo recolhidas para outro tubo de ensaio

mantido em banho de gelo.

3.14.3. Apoptose por anexina V

A metodologia foi realizada utilizando o kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit (eBioscience), conforme instrugdes do fabricante. As células de cada tubo
de ensaio foram centrifugadas a 300 xg por 5 min, e foram adicionados os reagentes do
kit a cada tubo de ensaio: 100 uL de tampao de liga¢do (“Binding Buffer”), 5 uL de
anexina V-FITC e 5 pL de iodeto de propidio. Apds incubacao de 10 minutos, foram
adicionados 400 pL de tampado de ligacdo a cada tubo e as células analisadas no

citometro de fluxo FACS CANTO conforme instrucdes do fabricante.

3.14.4. Apoptose por Apo-Direct

A técnica foi realizada utilizando-se o kit APO-Direct (eBioscience), conforme
instrucdes do fabricante. As células de cada tubo de ensaio foram centrifugadas a 300
xg por 5 min, e foram adicionados a cada tubo de ensaio 100 pL. de tampao de fixacdo
(paraformaldeido 1%), e incubadas por 45 minutos a 4°C. As células foram lavadas com
tampao fosfatado salino e dispersas em uma solugdo de etanol 70% gelado (mantido a -
20°C), e incubadas por 30 min a -20°C. Apds serem fixadas, as células foram tratadas
com os reagentes contidos no kit de ensaio: foram lavadas 2 vezes com 1 mL de tampao
de lavagem (“Wash Buffer”), e entdo foram dispersas em 50 puL de solucdo de marcagdo
(“Staining Solution”) e incubadas por 60 min a 37°C. Posteriormente, as células foram

lavadas 2 vezes, como no passo anterior, e a seguir foram dispersas em 500 pL. de uma
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solu¢do de RNase/lodeto de Propidio e incubadas em temperatura ambiente ao abrigo da

luz. A leitura foi feita em citometro de fluxo FACS CANTO.

3.15. Producio de mediadores em presenca de vitronectina ou fibronectina

As placas sensibilizadas (Item 3.9) foram distribuidos 200 pL por cavidade das
suspensdes de cada linhagem celular, ajustadas a concentracio de 5x10° células/mL no
meio de cultura preferencial de cada uma, e as placas foram incubadas por 24 horas a
37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA).
Placas contendo apenas BSA foram utilizadas como controle. Apods esta incubacdo, os
sobrenadantes foram removidos e as placas foram lavadas com tampao de adesdao para
remover células ndo aderentes. O meio de cultura foi reposto e a placa foi incubada nas
mesmas condigdes anteriores. Os sobrenadantes obtidos das placas de culturas foram
coletados ¢ estocados em freezer a -20°C até o momento da determinagdo dos
mediadores. A determinagao dos fatores VEGF-A, IL-8, TGF-B, TNF-a, IL-12 ¢ IL-10
foi realizada em sobrenadantes de todas as linhagens celulares. Estes fatores foram

dosados através de kits de ELISA, conforme as instrugdes do fabricante (eBioscience).

3.16. Produciao de mediadores em presenca das formulagcoes contendo a
desintegrina recombinante

As placas de cultura estéreis de 96 cavidade de fundo plano (Corning, Inc.), ndo
sensibilizadas, foram distribuidos 100 pL por cavidade das suspensdes celulares da
linhagem celular K562 ou SC, ajustadas a concentragdo de 5x10° células/mL no meio
de cultura preferencial, em presenca de 100 pL de DisBa-01 livre a 10 ou 5 uM, micelas
controle (M-C) ou contendo a desintegrina (M-DB) a 20 ou 10 mg de lipideos/mL, LPS

a l0 e 5 ug/mL, PMA a 20 e 5 ng/mL ou apenas tampao (controle negativo), em
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duplicata. Para a linhagem HUVEC, foram adicionados 200 pL de células a uma
concentragido de 5x10* células/mL no meio de cultura preferencial, ¢ a placa foi
incubada overnight a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma
Scientific, EUA). O sobrenadante da placa de cultura de HUVEC foi descartado, e entdo
foram adicionado 100 pL do meio cultura e mais 100 uL de cada um dos compostos,
como realizado para as outras linhagens. As placas de cultura de todas as linhagens
foram entdo incubadas a 37°C em estufa com tensdo constante de 5% de CO; por 24
horas. Apds esta incubagdo, os sobrenadantes obtidos das placas de culturas foram
coletados e estocados em freezer com temperatura constante de -20°C até o momento da
determinacdo dos mediadores. A determinagdo dos fatores VEGF-A, IL-8, TGF-p,
TNF-a, IL-12 e IL-10 foi realizada em sobrenadantes de todas as linhagens celulares.
Estes fatores foram dosados através de kits de ELISA, conforme as instrugdes do

fabricante (eBioscience).

3.17. Analise estatistica

Para todas as analises realizadas, exceto aquelas derivadas dos resultados
envolvendo citometria de fluxo, as amostras foram primeiro classificadas como
amostras normais apds serem previamente analisadas pelo teste de Kolgomorov-
Smirnov. A andlise estatistica foi realizada utilizando um método de analise de
variancia (one-way ANOVA), seguido pelo teste t-Student, se necessdrio na versdo de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer, para avaliar a diferenga significativa entre
pares.

A andlise estatistica para os ensaios de citometria de fluxo foi realizada
utilizando um método de andlise de variancia do tipo one-way ANOVA de Kruskal-

Wallis, seguido do teste de multiplas comparagdes de Dunn para avaliar a diferenca
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significativa entre cada marcagdo fenotipica em cada grupo em relagdo ao seu
equivalente no grupo controle.

Para todos os casos, valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San

Diego, California, Estados Unidos).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencao da desintegrina recombinante DisBa-01

A Figura 4 apresenta os cddons e respectivos aminodcidos da desintegrina
recombinante DisBa-01. Durante a expressdo da desintegrina, pdde-se observar uma
gama de proteinas presentes no extrato celular ou no sobrenadante da cultura, antes e
apos a indugdo com IPTG (Figura 5A). Esta quantidade parece ser mais significativa
apos a indug¢do com IPTG, principalmente no extrato celular lisado ou no sobrenadante
apos 3 horas de inducao (S2). Seguiu-se uma etapa de purificacao de S2.

A Figura 5B demonstra a etapa da purificagdo feita em resina de niquel, em gel
SDS-PAGE. Observou-se que as fracoes eluidas apresentaram maiores quantidades de
proteina com peso molecular aproximado dentro do esperado de aproximadamente 12
kDa, visto que a proteina DisBa-01 pesa 11,637 kDa. Estas fracdes passaram por uma
nova etapa de purificagdo: a troca i6nica (Figura 5C).

A cada etapa de produ¢do da desintegrina recombinante, para cada 2 litros de
meio de cultura contendo as bactérias obtinha-se uma quantia final de 2 a 5 mg de

desintegrina em solu¢ao aquosa.
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1 GGA AAT GAA CTT TTG GAG GCG GGA GAA GAA TGT GAC TGT GGC ACT 45
e E E C D C G T

46 CCT GGA AAT CCG TGC TGC GAT GCT GCA ACC TGT AAA CTG AGA CCA 90
> A A T c K L R P

91 GGG GCG CAG TGT GCA GAA GGA CTG TGT TGT GAC CAG TGC AGA TTT 135
G A Q (o A E G L C C D Q C R F

136 ATG AAA GAA GGA ACA GTA TGC CGG ATT GCA AGG GGT GAT GAC ATG 180
K E G T v R I A R G D D M

181 GAT GAT TAC TGC AAT GGC ATA TCT GCT GGC TGT CCC AGA AAT CCC 225
R

226 TTC CAT GCC TAA 237

Figura 4. Sequéncia de cddons e aminoacidos correspondentes a desintegrina recombinante DisBa-01
que foi inserida no plasmideo pET28a-DisBa-01. Os codons marcados em cinza representam a sequéncia
RGD, passivel de se ligar a integrina avp3 ou allbB3; o codon marcado com * representa o codon de

parada. Fonte: Gongalves, 2008.
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66 kDa
45 kDa

29 kDa

20 kDa

12kDa

Figura 5. Géis de SDS-PAGE mostrando etapas da expressdo e purificacio de DisBa-01. (A) Indugdo
protéica, da esquerda para a direita: padrio molecular; extrato celular lisado antes da indugdo; extrato
celular lisado ap6s 3 horas de indugdo; sobrenadante de cultura antes da indugdo (S1); sobrenadante de
cultura 3 horas apés indugio (S2). (B) S2 apds a cromatografia de afinidade em resina de niquel,
mostrando o padrdo molecular a esquerda e as diversas fragdes eluidas na purificagdo. (C) Fragdes obtidas
ap6s cromatografia em resina de niquel e entdo submetidas a uma cromatografia de troca idnica,

mostrando o padrdo molecular a esquerda e as diversas fra¢des eluidas na purificacdo.
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4.2. Caracterizacdo das micelas

Existe uma relagdo complexa entre as caracteristicas fisicas e quimicas de uma
nanoparticula e sua interagdo com um sistema bioldégico. Propriedades como diametro,
carga e a superficie da particula podem modificar amplamente a biocompatibilidade,
estabilidade, fun¢des terapéuticas e efeitos colaterais (ZHANG et al., 2012). A Figura 6
demonstra o aspecto macroscopico da solu¢do antes e apos a sonicacdo. As principais
caracteristicas das micelas contendo (M-DB) ou ndo (M-C) a proteina recombinante
DisBa-01 estdo demonstradas na Tabela 1.

A presenca da desintegrina nas preparacdes gera um diametro médio para M-DB
de 196,17 + 14,33 nm, significativamente maior do que o diametro médio de M-C, de
111,30 = 2,97 nm (p<0,01), o que poderia indicar que a desintegrina esta sendo
incorporada pelas micelas. Além disso, ambas as amostras apresentam um perfil
bimodal, isto €, a maioria de suas particulas apresenta o didmetro citado (mais de 70%),
entretanto particulas de tamanhos diversos, geralmente menores, também foram
formadas.

Em relacdo ao diametro, o tamanho ideal de nanoparticulas com uso terapéutico
¢ de 10 nm a 1 um, pois este tamanho gera uma biodistribuicao diferente em relagao as
moléculas ndo inseridas em veiculos. O limite inferior ¢ devido aos coeficientes de
filtragdo nos capilares glomerulares renais, que filtram livremente particulas de até 10
nm. As particulas entre 10 ¢ 200 nm tendem a ser menos captadas pelo sistema reticulo-
endotelial ou removidas pelo baco ou figado, ficando mais tempo em circulagdo e
conseguem extravasar pelos poros dos capilares com facilidade (BEIJA et al., 2012).
Por este conjunto de fatores, as nanoparticulas obtidas no presente estudo parecem

apresentar um tamanho adequado para um futuro uso terapéutico.
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Figura 6. Solucdo de fosfatidilcolina de soja e polissorbato 80 em tampao fosfatado salino contendo a
desintegrina recombinante DisBa-01. (A) Antes de sonicar, ainda sem a formagio de micelas. (B) Apods

sonicar, ja com as micelas formadas.

Tabela 1. Caracteristicas das micelas contendo (M-DB) ou ndo (M-C) a desintegrina recombinante

DisBa-01.
M-DB M-C
Diametro 196,17 + 14,33 nm ** 111,30 = 2,97 nm
indice de Polidispersidade 0,27 £ 0,01 0,42 + 0,03
Potencial Zeta +1,04 £ 0,06 mV *** -5,59 £ 0,57 mV

One-way ANOVA e t-Student, comparado ao controle: **p<0.01; ***p<0.001.

64



Em relagdo ao indice de polidispersidade, todas as amostras testadas
apresentaram um indice baixo (M-DB: 0,27 + 0,01; M-C: 0,42 + 0,03), sem diferencas
significativas entre eles (p>0,05). A polidispersidade surge naturalmente com a
distribuicdo do tamanho e a forma de uma nanoparticula, derivando de flutuagdes
energéticas e influenciando na estabilidade da molécula (NIEDERQUELL & KUENTZ,
2013). Desta forma, quanto menor o indice de polidispersidade, mais homogénea ¢ a
nanoparticula em relacdao ao seu diametro (BERTI et al., 2011). Este dado ¢ importante,
pois micelas mistas, compostas de lipideo e surfactante, apresentam modulagdo na
captacdo do farmaco disperso no meio influenciavel pelo indice de polidispersidade,
principalmente em relagdo ao surfactante: quanto menor o indice, maior a reten¢do do
farmaco no interior da particula (KOGA et al., 2000). O indice baixo apresentado pelas
micelas indicam a estabilidade e homogeneidade do sistema, mesmo apods a
incorporagdo da desintegrina recombinante DisBa-01.

O potencial zeta das micelas contendo ou ndo DisBa-01 também foi avaliado.
Esta medida avalia a carga superficial de uma particula, e esta carga pode influenciar na
estabilidade das suspensdes coloidais. As amostras M-C foram as que apresentaram
potencial mais elevado, de -5,59 + 0,57 mV, enquanto que M-DB apresentou +1,04 +
0,06 mV (p<0,001), demonstrando que a presenga da desintegrina ¢ capaz de alterar as
cargas do sistema, e indicando que as amostras M-C sdo possivelmente as mais estaveis.

Um valor de potencial zeta entre 30 a 60 mV, de cargas positivas ou negativas, ¢
considerado importante para a estabilidade de um sistema nanoparticulado, uma vez que
as forcas repulsivas evitam agregacdes entre as particulas em dispersao (DOMINGUES
et al., 2008; GONZALEZ-RODRIGUEZ & RABASCO, 2011). Entretanto, os lipidios
sintéticos e naturais sdo em geral zwitterion, ou seja, possuem regides com carga

positiva e negativa, que se analisadas como um todo, podem se anular. Assim, as
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particulas sintetizadas com lipideos naturais podem ter uma carga superficial menos
significativa (GONZALEZ-RODRIGUEZ & RABASCO, 2011), o que corresponde aos
resultados obtidos.

Nao obstante, a presenga de cargas mais notdveis em um sistema
nanoparticulado também influencia o destino deste no organismo. A carga superficial
positiva facilita a interacdo com componentes da membrana plasmatica das células,
facilitando a endocitose mediada por clatrina, comum em diversas células, enquanto
cargas negativas geram uma interacdo diferente que pode induzir a internalizacdo
através da via caveolar, sendo 1util quando se quer focar em mondcitos/macrofagos, mas
podendo acarretar maior eliminacdo das particulas do organismo (BEIJA et al,, 2012).
Assim sendo, a carga final obtida para as micelas ndo ¢ grande o bastante para melhorar
a estabilidade do sistema, mas ¢ o que se espera de particulas sintetizadas com lipideos
naturais, ¢ estes, assim como a fosfatidilcolina, apresentam a vantagem de serem

biocompativeis (MYERS, 2006).

4.3. Avaliacao do perfil de SAXS

Para sistemas formados por particulas correlacionadas, como micelas, as curvas
de SAXS tendem a apresentar um pico largo e suave (Figura 7). As curvas de SAXS
para M-C e M-DB apresentaram um pico de correlagdo amplo, tipico da estrutura
incorporada em micelas. A intensidade maxima e a sua posi¢ao ndo diferiu
significativamente entre as amostras contendo ou ndo a desintegrina DisBa-01,
indicando que a incorporagdo proteica nao afeta a nanoestrutura das micelas.

Ja ¢ conhecido que a concentracdo de surfactante influencia a estrutura do
sistema. Em baixas concentragdes, abaixo da concentra¢do micelar critica (CMC), um

sistema composto de adgua, 6leo e surfactante gera uma intensidade de SAXS similar ao
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que ¢ obtido para particulas diluidas monodispersas. Entretanto, se a concentragdo do
surfactante estiver acima do CMC, ocorrem interagdes entre as moléculas de surfactante
(GUINIER, 1964). No presente trabalho, o surfactante polissorbato 80 foi utilizado em
uma concentracdo acima do CMC, conforme descrito pelo fabricante (CMC = 13-15

mg/mL, Sigma-Aldrich), e a formagao de micelas era, portanto, esperada.

4.4. Eficiéncia de encapsulacido

O método foi realizado tanto para as preparacdes contendo a proteina quanto
para o vazio, visto que lipideos e diversos elementos do tampao sdo conhecidos por
gerar um falso-positivo na reacdo de Lowry, como descrito pelo proprio autor da técnica
(LOWRY et al., 1951). A quantidade absoluta de proteina no exterior das micelas foi
muito maior para as preparagdes contendo a desintegrina DisBa-01 do que para aquelas
nao contendo, como era esperado (M-C: 2,32 + 0,98 ug; M-DB: 41,76 + 4,16 ug;
p<0,001). Em termos relativos, M-DB apresentou uma eficiéncia de encapsulacao
média de 27,54 + 5,21% em relag@o a desintegrina inicialmente exposta ao sistema.

Esta encapsulagdo média pode ser considerada satisfatoria visto que
nanoparticulas contendo lipideos tendem a apresentar uma taxa de encapsulagdo
bastante reduzida e, as vezes, podem apresentar problemas de instabilidade se
confrontadas com uma carga muito alta de componentes ndo lipidicos ou ndo
surfactantes (BUNIJES, 2010). Ainda, as micelas preparadas contém apenas
fosfatidilcolina e polissorbato 80, ndo possuindo colesterol ou esfingomielina em sua
superficie, e ¢ relatado que, pelo menos em relagdo a lipossomas, estes componentes

auxiliam na reten¢do de moléculas (ALLEN & CULLIS, 2013).
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Figura 7. Curvas de SAXS. No grafico, linha pontilhada: M-DB; linha pontilhada: M-C. Os resultados
estdo expressos como a intensidade em fungdo do vetor de espalhamento q (unidades arbitrarias) versus o
vetor q em Angstroms invertidos. Nao ha diferencas significativas entre as curvas.
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Figura 8. Espectroscopia de fluorescéncia. No grafico, linha continua: desintegrina DisBa-01 livre; linha
descontinua: micela contendo a desintegrina (M-DB) diluido 1:100 em agua milli-Q. Os resultados estao

expressos em intensidade (unidades arbitrarias) versus comprimento de onda (nm); ndo ha diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 9. Espectroscopia de dicroismo circular. No grafico, linha pontilhada: desintegrina DisBa-01
livre; linha continua: M-DB diluido 1:50 em agua milli-Q; linha tracejada: M-DB diluido 1:25 em agua
milli-Q. Os resultados estdo expressos em elipticidade (miligraus) versus tensdo elétrica (V); ndo ha
diferengas significativas entre os grupos. A alteragdo na elipticidade ocorrida frente a tensdes elétricas

abaixo de 210 V tende a ser derivada dos sais do tampao ou outros elementos em solugao.
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4.5. Avaliacdo estrutural da proteinas por espectroscopia de fluorescéncia e
espectroscopia de dicroismo circular

A espectroscopia de fluorescéncia detecta o espectro da radiacdo emitida pela
proteina, quando esta sai do estado excitado para o fundamental. Altera¢gdes no padrao
do espectro de emissdo ou na posicdo dos maximos de emissdo sdo utilizados para
inferir modificacdes na molécula ou na sua interacdo com o meio que a circunda
(LAKOWICZ & THOMPSON, 1983). Como observado na Figura 8, a encapsulagdo da
proteina DisBa-01 em micelas ndo altera a fluorescéncia da molécula no seu padrdo de
emissao se comparada a proteina livre.

A espectroscopia de dicroismo circular observa a diferenca de absor¢ao da luz
polarizada de forma circular, que resulta de assimetrias estruturais. Tais alteragdes
podem ser resultados de modificagdes conformacionais (SREERAMA & WOODY,
2001). Como observado na Figura 9, ndo parece haver alteracdo significativa na
absorcao de luz polarizada, o que indica que ndo houve alteragdo conformacional da
proteina ap6s seu encapsulamento na micela.

Como se supde um uso clinico de tais nanoparticulas, ¢ interessante que o
composto estudado ndo sofra alteragdes conformacionais que poderiam modificar seu

uso conhecido enquanto molécula livre.

4.6. Citotoxicidade celular
A desintegrina DisBa-01 parece gerar morte celular para a linhagem HUVEC,
mas esta perda de viabilidade ndo ¢ significativa nas primeiras 24 horas (p>0,05, Figura

10A), sendo importante apenas apds 48 horas (p<0,05, Figura 10B) de exposi¢do. Além
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disto, M-DB afetou a viabilidade celular ap6s 48 horas em ambas as concentragdes
testadas (p<0,05), apesar de que resultado similar também foi observado para M-C.

Ao se observar as células SC, nota-se que apenas M-DB a 20 mg/mL altera a
viabilidade apo6s 24 horas (p<0,05) de exposicdo, mas nido apés 48 horas (p>0,05). A
desintegrina livre ou qualquer outro composto testado ndo afetou a viabilidade celular
(p>0,05). Para a linhagem K562, a desintegrina livre ou incorporada em micelas nao
provocou morte celular significativa em nenhum dos periodos testados (p>0,05), o que
era esperado, visto que esta linhagem celular ndo possui a desintegrina avp3
(GENTILUCCI et al., 2010) a qual a desintegrina ¢ capaz de se ligar (RAMOS et al.,
2008).

A ligagdo entre proteinas da matriz extracelular e a integrina avp3 esta
relacionada ao aumento de sobrevivéncia celular (KONSTANTOPOULOS &
THOMAS, 2009), mas nao foi encontrada nenhuma evidéncia na literatura de que a
ligacdo e o bloqueio desta integrina possa acarretar morte celular por si s6. Nao
obstante, ja havia sido realizado um trabalho observando a citotoxicidade que poderia
vir a ser causada por DisBa-01 em diversas doses e ficou evidenciado que esta
desintegrina ndo parece ser toxica de forma importante (RAMOS et al., 2008), como
também foi observado aqui para 24 horas, apesar de haver uma perda de viabilidade

significativa apds 48 horas de exposi¢ao.
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Figura 10. Citotoxicidade celular ap6s exposi¢ao aos compostos. (A) 24 horas de exposicdo; (B) 48 horas

de exposi¢do. HUVEC, SC e K562 foram expostas a C: controle de células expostas apenas ao tampao de

adesdo; LPS: lipopolissacarideo bacteriano; PMA: acetato miristato de forbol; DB: desintegrina DisBa-

01; M-DB: micela contendo a desintegrina; M-C: micela controle. One-way ANOVA e teste Tukey-

Kramer: *p<0,05; **p<0,01.
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4.7. Inibicao da adesao celular

Como observado na Figura 11A, parece que a desintegrina, em sua forma livre
ou incorporada em micelas, em todas as concentragdes testadas, altera
significativamente a adesdo celular da linhagem HUVEC a vitronectina (p<0,001).
Entretanto, M-C também afeta de forma importante a adesdo celular (p<0,001), de
modo que os resultados obtidos para M-DB poderiam ser devido a atuagdo da
desintegrina em si ou a presenga dos componentes da micela, ou a ambos os fatores
simultaneamente. E interessante notar, ainda, que os resultados obtidos para a redugio
de adesdo ndo indicam, majoritariamente, uma perda de viabilidade causada pela
desintegrina ou pelos componentes da micela diretamente nas células, ja que foi
observado anteriormente que a desintegrina livre e as micelas nao alteram
significativamente a viabilidade das células HUVEC em uma placa de cultura nao
sensibilizada em 24 horas (Item 4.6).

Por outro lado, as células SC apresentam uma redugdo da adesdo celular frente
apenas a menor concentragao testada de M-C quando expostas a vitronectina (p<0,05,
Figura 11A), e as maiores concentracdes testadas de M-DB e M-C quando expostas a
fibronectina (p<0,01, Figura 11B), indicando que possivelmente a presenga dos lipideos
e surfactante possam impactar a adesdo. Similarmente, pode ser notado também no teste
de viabilidade celular (Item 4.6), que este se apresenta alterado frente a M-DB.

As células K562 nao sofrem perda de adesdo importante frente & desintegrina
(p>0,05, Figura 11B), como era esperado, e também ndo parecem sofrer alteracdes de
adesdo devido a presenga das micelas (p>0,05).

Para averiguar a possibilidade da atuacdo da desintegrina em receptores
celulares especificos, no caso das linhagens HUVEC e SC, em avp3, foi utilizado um

anticorpo comercial competidor (anti-CD51/61). Observando a Figura 12, nota-se
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claramente que a presenca dos anticorpos competidores gera pouca perda de adesdo
(p>0,05). Parece que as células HUVEC e SC podem se aderir a vitronectina por outros
receptores ou que tais anticorpos ndo sdo tdo efetivos em sua atuagdo competitiva na
situacdo testada. Ainda, para as células HUVEC, a presenca da desintegrina livre a 10
uM simultaneamente aos anticorpos anti-CD51/61 a 20 ug/mL ou do isotipo controle
IgGlx a 40 pug/mL (p<0,001 quando comparado o teste ao controle nestas situacoes
citadas) geram resultados similares de perda de adesdo em relagdo aqueles observados
frente apenas a desintegrina, sem diferencas entre eles (p>0,05). O mesmo ocorre com a
linhagem SC, que ndo apresenta nenhuma alteragdo no perfil de adesdo quando DisBa-
01 esta livre na presenca ou auséncia do anti-CD51/61, enfatizando novamente a pouca
efetividade do anticorpo competidor neste cenario. Mais estudos serdo necessarios para
se observar o motivo da pouca atuag¢ao do anticorpo competidor.

Em todas as situagoes, a desintegrina DisBa-01 influenciou de forma importante
a adesao celular da linhagem HUVEC a vitronectina. Este resultado era esperado visto
que a inibicao de adesdo para algumas linhagens celulares portando a integrina avp3 ja
era relatada anteriormente (RAMOS et al., 2008) e as cé¢lulas HUVEC possuem grande
quantidade desta integrina em sua superficie, sendo considerada um modelo de estudo
em relacdo a isto (TEKLEMARIAM et al., 2011). As células K562 sdo conhecidas por
ndo possuirem a integrina avB3 (GENTILUCCI et al., 2010) e supostamente sequer sao
capazes de expressar a subunidade 3, exceto em situacdes peculiares (JARVINEN et
al., 1993), subunidade esta a qual a desintegrina DisBa-01 se liga (RAMOS et al.,
2008). Desta forma, a auséncia de inibicdo de adesdo neste caso era esperada e utilizada
como um controle de especificidade.

A linhagem SC difere das anteriores por ndo possuir muitos estudos a seu

respeito. Esta linhagem ¢ considerada similar a monocitos/macréfagos humanos, tendo
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sido obtida de mondcitos normais e entdo imortalizados (YAMAMOTO et al., 2007).
Em situagodes fisioldgicas, os mondcitos e macréfagos e algumas células derivadas da
medula 6ssea sdo provavelmente as unicas células do organismo capazes de expressar a
integrina avB3, mas o fazem em quantidade pouco notavel (DESGROSELLIER &
CHERESH, 2010). Pelo resultado obtido, pode-se supor que a adesdo celular nido esta
sendo feita somente através da integrina avPB3 e outros componentes celulares podem
estar influenciando esta adesdo. Estes dados sdo bastante promissores ja que
demonstram que a desintegrina DisBa-01 poderia ser utilizada futuramente na terapia
anticancer com certa seletividade para células tumorais que possuam a integrina avf33,

possivelmente sem influenciar drasticamente as células da medula dssea.
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Figura 11. Inibi¢do da adesdo celular frente a DisBa-01 livre ou incorporada em micelas. As células

HUVEC e SC foram expostas aos compostos e posteriormente a vitronectina, enquanto as células K562 e

SC foram expostas aos compostos e posteriormente a fibronectina, exceto no controle de BSA. BSA:

soroalbumina bovina a 1%, utilizado como “coating” na placa de cultura, C: controle de células expostas

apenas ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 livre; M-DB: micela contendo a desintegrina;

M-C: micela controle. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 12. Inibicdo da adesdo celular frente a anticorpo anti-CD51/61. As células HUVEC ou SC foram
expostas aos compostos € posteriormente expostas a placas de cultura contendo “coating” de vitronectina,
exceto em BSA. BSA: soroalbumina bovina a 1%, utilizada como controle de adesdo; C: controle de
células expostas apenas ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 a 10 uM; CD51/61: anticorpo
anti-CD51/61 a 20 mg/mL ou na concentragdo indicada; IgGlxk: isotipo controle do tipo IgGlk a 40
mg/mL ou na concentracdo indicada. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: *p<0,05; **p<0,01;

*#%p<0,001.
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4.8. Descolamento celular

Como observado na Figura 13A, as células HUVEC ou SC ndo sofreram
influéncia na perda de adesdo gerada pela desintegrina livre ou incorporada em micelas
(p>0,05) apds ja estarem firmemente aderidas a matriz extracelular. Em relagdo a
fibronectina (Figura 13B), as linhagens K562 ou SC também nao responderam a
desintegrina em nenhuma condi¢do experimental (p>0,05), como era esperado.

A parte, foram utilizados anticorpos competidores anti-CD51/61 na cultura
celular de células HUVEC ou SC que estavam aderidas a vitronectina (Figura 14), e ndao
foi observada nenhuma resposta (p>0,05). Estes resultados podem sugerir que, uma vez
aderida, a linhagem nao perde adesdo mediante os compostos testados.

Estes resultados poderiam ser supostos ja que a ligagao das células a vitronectina
ocupa o sitio ativo da integrina avfB3, tornando improvavel a unido entre DisBa-01 e
avPB3 na regido mais proxima a este sitio, onde foi pressuposta por Ramos e

colaboradores (2008).
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Figura 13. Descolamento celular em linhagens expostas a desintegrina recombinante DisBa-01. As

células HUVEC e SC foram expostas previamente a placas de cultura contendo “coating” de vitronectina,

enquanto as células K562 e SC foram expostas a placas com “coating” de fibronectina, exceto em BSA.

BSA: soroalbumina bovina a 1%, utilizada como controle de adeséio; C: controle de células expostas

apenas ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 livre; M-DB: micela contendo a desintegrina;

M-C: micela controle. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 14. Descolamento celular frente a anticorpo anti-CD51/61. As células HUVEC ou SC foram
expostas a placas de cultura contendo “coating” de vitronectina, exceto em BSA, e posteriormente
expostas aos compostos. BSA: soroalbumina bovina a 1%, utilizada como controle de adesdo; C: controle
de células expostas apenas ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 a 10 uM; CD51/61:
anticorpo anti-CD51/61 a 20 mg/mL ou na concentracdo indicada; IgG1x: isotipo controle do tipo IgGlk

a 40 mg/mL ou na concentragdo indicada. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: *p<0,05; **p<0,01.
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4.9. Anoikis
4.9.1. Viabilidade celular por MTT em células aderidas ou niao

Na linhagem de células HUVEC (Figura 15A), foi observado que a presenga de
DisBa-01 a 10 uM foi capaz de reduzir significativamente a formagdo de cristais de
formazana pelas células aderidas quando comparada as que foram expostas somente ao
tampao (p<0,001). Este resultado gera duas hipoteses: (1) a proteina poderia gerar morte
celular diretamente, o que ¢ improvavel tendo em vista a reduzida perda de viabilidade
em 24 horas de exposicao, observada anteriormente (Item 4.6), ou (2) esta pode causar
perda de adesdo ao substrato, como ja ¢ relatado (RAMOS et al., 2008) e também foi
observado para a linhagem HUVEC no presente estudo (Item 4.7). A literatura supde
que a perda de adesdo poderia entdo vir a acarretar morte celular (BUCHHEIT et al.,
2012). O presente resultado pode corroborar com esta ideia, visto que a presenca da
desintegrina pode inibir a adesdao celular das HUVEC, deixando uma pequena quantia
de c¢lulas aderidas vidveis, e existe também uma pequena quantia de células vidveis nao
aderidas, sem diferengas entre estes grupos (p>0,05), levando a crer que parte das
c¢lulas perderam a capacidade de metabolizar MTT.

Quando a desintegrina ¢ adicionada a cultura celular, a linhagem SC, frente a
vitronectina (Figura 15A) ou fibronectina (Figura 15B), demonstra altos indices de
células nao capazes de metabolizar o sal de MTT, tanto em relacdo as que se
mantiveram aderidas quanto as que ndo se mantiveram (p<0,001). Este resultado
poderia indicar que a perda de viabilidade celular para os mondcitos/macréfagos ndo se
deve somente a perda de adesdo, ja que € relatado que a desintegrina ndo ocasiona perda
de adesdo celular importante frente a fibronectina (PEDRETTI, 2009) e no presente
estudo a perda de adesdo da linhagem SC frente a fibronectina, ainda que existente, ndo

¢ significativa (Item 4.7).
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Na linhagem de células K562 (Figura 15B), o tratamento com a proteina DisBa-
01 na concentracdo de 10 uM resultou em reducgdo significativa das células aderentes
capazes de formar os cristais de formazana (p<0,001) em compara¢do ao tampao de
adesdo. Por ser esta uma linhagem celular com concentra¢do virtualmente nula de
integrina avp3 (GENTILUCCI et al., 2010), e por ter sido observado anteriormente que
a perda de viabilidade celular em uma placa ndo recoberta por fibronectina (Item 4.6) ou
a perda de adesdo frente a fibronectina (Item 4.7) ndao eram expressivas, este resultado ¢
inesperado. Observa-se também que a presenca da desintegrina gera altos niveis de
morte celular pressuposta independentemente se a populagdo celular se manteve aderida
(p<0,01 em relagcdo a populacao aderida exposta ao tampao) ou se perdeu esta adesdao
(p<0,01 comparada a populagao nao aderida exposta ao tampao).

Como se supde que a proteina DisBa-01 sé6 modifique significativamente a
adesao celular a vitronectina (RAMOS et al., 2008), apesar de que alguma influéncia de
adesdo a fibronectina possa existir em altas concentragdes, utilizando-se a proteina pelo
menos 10 vezes mais concentrada (PEDRETTI, 2009), e ainda tendo em vista os
resultados anteriormente obtidos (Itens 4.10 e 4.11), neste momento ndo podemos supor

o mecanismo desta possivel perda de viabilidade para K562.
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Figura 15. Viabilidade celular em células aderentes ou ndo expostas a DisBa-01. As células foram
expostas a desintegrina ou somente ao tampao, e entdo expostas a vitronectina (A) ou fibronectina (B). As
células aderentes foram analisadas a parte das células que perderam a adesdo (livre). Foi considerando
como 100% de viabilidade as células expostas ao tampdo e que permaneceram aderidas. C: controle de
células expostas somente ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 a 10 uM. One-way ANOVA e

teste Tukey-Kramer, comparado com o controle aderente: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.9.2. Apoptose em células aderidas e nao aderidas

O processo de morte celular conhecido como apoptose gera multiplas alteragdes
morfologicas. Entre elas, durante o processo de apoptose inicial, ha a externaliza¢ao de
fosfatidilserina, enquanto que no processo tardio, ha a quebra do DNA nuclear. Essas
modificacdes podem ser utilizadas como marcadores, sendo que a fosfatidilserina
externalizada pode ser detectada pela proteina anexina V, que acoplada ao fluorocromo
FITC, torna possivel a contagem celular em citdmetro de fluxo. J&4 os fragmentos de
DNA podem ser identificados por marcagdo das terminagdes 3°-OH livres, através da
incorporagdo de nucleotideos modificados (marcados com  fluoresceina)
(WLODKOWIC et al., 2011).

Como pode ser observado nos experimentos com anexina V (Figura 16), ndo
parece haver apoptose importante neste modelo para nenhuma das linhagens (p>0,05).
Entretanto, quando a apoptose foi detectada com Apo-Direct (Figura 17), observa-se um
aumento significativo de células HUVEC apoptoéticas quando as células foram expostas
a desintegrina DisBa-01 e ndo conseguiram se manter aderidas a vitronectina (p<0,05).
Este resultado coincide com informagdes da literatura de que a perda de adesdo parece
levar a apoptose (BUCHHEIT et al., 2012). Este resultado ¢ facilmente correlacionado
com a perda da capacidade de metabolizar MTT pelas células HUVEC expostas a
DisBa-01 que perderam a adesdo. E interessante notar também que tal resultado ndo foi
observado para a linhagem SC ou K562 e, também, que estas células foram menos
responsivas a DisBa-01 quanto a citotoxicidade celular (Item 4.6) e a perda de adesdo
(Item 4.7), demonstrando a especificidade da desintegrina frente a células que
expressam maiores quantidades de integrina avf33.

A apoptose em si pode ser bem complicada de identificar e existem numerosas

técnicas para a andlise da morte celular programada, muitas vezes gerando resultados
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contraditorios (WLODKOWIC et al., 2011), principalmente se objetivo for detectar e
diferenciar a morte por necrose, detectavel por iodeto de propidio (RIEGER et al.,
2010). A anoikis se torna ainda mais complexa, visto que envolve as vias intrinsecas e
extrinsecas da apoptose dependente de caspase, um mecanismo finamente regulado e
que se modula com o tempo ¢ a evolucdo da célula para a morte (VACHON, 2011). Por
estes motivos, o0 Comité de Nomenclatura de Morte Celular (Nomenclature Committee
on Cell Death) preconiza que um autor ndo assegure claramente sobre a morte ou a
apoptose (publicacao oficial: KROEMER et al., 2009).

Apesar da anoikis ser considerada uma forma de apoptose celular (KROEMER
et al., 2009), e nao ser facilmente detectavel, soma-se a isso que dados mais recentes
indicam que outras formas de morte celular podem ocorrer quando uma célula perde
adesdo de seu substrato: necrose, principalmente por acimulo de radicais livres;
autofagia induzida por perda de adesdo; necroptose, que ¢ uma “necrose programada”,
com ativagao de diversas vias de sinalizagdo celulares especificas; e entose, com a
absor¢ao das células ndo aderidas por outras células (BUCHHEIT et al., 2012).

Nao obstante, células imortalizadas e de origem neopldsica podem apresentar
resisténcia a anoikis. E conhecido que tumores s6lidos bem sucedidos podem apresentar
mecanismos intracelulares de resisténcia a anoikis (OKAYAMA, 2012), que sdo
fundamentais para a formagao de metastases (TADDEI et al., 2011), e por causa disso

0s mecanismos de resisténcia a anoikis tem sido mais estudados atualmente.
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Figura 16. Deteccdo de fosfatidilserina externalizada na membrana plasmatica por anexina V. As células
foram expostas a desintegrina DisBa-01 ou somente ao tampao, ¢ entdo deixadas aderir a vitronectina (A)
ou fibronectina (B). As células aderentes foram analisadas a parte das células que perderam a adesdo
(livre). Foi considerando como 100% de viabilidade as células expostas ao tampdo e que permaneceram
aderidas. C: controle de células expostas somente ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 a 10

pM. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: sem diferengas entre os grupos.
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Figura 17. Detecco de terminac¢des 3°-OH livres por reagente Apo-Direct. As células foram expostas a
desintegrina DisBa-01 ou somente ao tampdo, ¢ entdo deixadas aderir a vitronectina (A) ou fibronectina
(B). As células aderentes foram analisadas a parte das células que perderam a adesdo (livre). Foi
considerando como 100% de viabilidade as células expostas ao tampdo e que permaneceram aderidas. C:
controle de células expostas somente ao tampao de adesdo; DB: desintegrina DisBa-01 a 10 pM. One-

way ANOVA e teste Tukey-Kramer: sem diferencas entre os grupos.

86



4.10. Quantificacio de mediadores apos a adesao celular

Como observado na Figura 18A, a produ¢ao de VEGF-A ¢ mais notavel para as
cé¢lulas HUVEC, sendo praticamente inexistente para as células K562 e SC. A adesao
das células HUVEC a vitronectina ndo modificou a producao de VEGF-A em relagdo ao
BSA (p>0,05). A IL-8 (Figura 18B) apresenta um perfil bastante similar de producao,
com maior produg¢do pelas HUVEC, mas sem diferencas causadas pela adesdo a
vitronectina (p>0,05). A citocina TGF-f (Figura 18C), ao contrario das demais,
apresenta-se elevada na cultura celular de todas as linhagens, mas esta produgao
também parece independer de adesdo (p>0,05 para todas as comparagdes). Os
mediadores TNF-a, IL-12 e IL-10 ndo foram produzidos em quantias detectaveis para
nenhuma linhagem celular neste ensaio (dados ndo mostrados).

Concordando com estes resultados, ¢ sugerido que, apds a ligagdo de células a
matriz extracelular, a liberagdo de VEGF-A pode nao ocorrer por células competentes a
produzi-lo. Entretanto, pode haver uma ativagdo de sinaliza¢do celular downstream ao
VEGF, com a ativagdo da molécula FAK e da via intracelular que seria normalmente
ativada pela ligacdo de VEGF ao seu receptor. Esta via culmina, entre outras fungoes,
com um aumento da expressdao de receptores para VEGF. Assim sendo, a ativagcdo da
angiogénese ndo parece ocorrer apenas pela ligacdo de células a matriz extracelular,
mas por esta ligagdo em conjunto a captacdo de fatores soluveis ja presentes no
microambiente (WARY et al., 2012).

Além disso, relatos sugerem que linhagens celulares podem apresentar
concentragdes crescentes de IL-8 quando as células se aderem a matriz extracelular,
principalmente em relagdo a fibronectina (LOWRIE et al., 2004), e também existem
relatos de que macrofagos podem produzir mais mRNA de TNF-a ou IL-8 quando a

integrina avfp3 ¢ estimulada com vitronectina ou anticorpos (ANTONOV et al., 2011),
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apesar de que o aumento na quantidade de mRNA citoplasmatico ndo implica
necessariamente em aumento na expressao dos mediadores em si. Estes dados da
literatura ndo puderam ser correlacionados com o presente trabalho, nem quando SC ou
K562 foram expostas a fibronectina, nem quando HUVEC e os mondécitos/macréfagos
SC foram expostos a vitronectina.

Por outro lado, € interessante notar a alta produgao de TGF-f3 por estas linhagens
celulares. Apesar de ndo ter havido alteragdo na producao deste mediador apos a adesao
celular, o TGF-B ¢ conhecido por ser um indutor da transformacdo epitelial-
mesenquimal, fundamental ao desenvolvimento de metéastases no cancer, muitas vezes
sendo produzido pela propria célula alvo. Entre suas fungdes, ele coordena e ativa
diversas vias de sinalizagdo implicadas na resisténcia a anoikis, além de induzir
migragdo, invasao e o crescimento independente de ancoragem (KIM et al., 2012). Em
parte, esta producao de TGF-B poderia explicar parcialmente a aparente auséncia de
apoptose apos perda de adesdo para as células SC e K562, tendo sido notada apenas

para as HUVEC frente a desintegrina recombinante DisBa-01 (Item 4.9.2).
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Figura 18. Producdo de mediadores celulares apds adesdo. As células HUVEC, SC e K562 foram

deixadas aderir por 24 hrs a BSA (controle), vitronectina (vitro) ou fibronectina (fibro), entdio VEGF-A,

IL-8 e TGF-B foram dosados no sobrenadante de cultura. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: ndo

ha diferengas entre os grupos.
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4.16. Quantificacio de mediadores apos exposicdo a desintegrina

Como observado na Figura 19, a presenca de VEGF-A no sobrenadante de
cultura da linhagem HUVEC ¢ notdvel, mesmo na auséncia de estimulo (controle, C).
Entretanto, a producdo deste mediador ndo se modifica de forma importante frente aos
estimulos testados (p>0,05 em todas as comparacdes). Em relacdo as células SC,
observou-se que estas parecem produzir menos VEGF-A espontaneamente em
comparacao as outras duas linhagens estudadas (p<0,05), mas esta producdo pode ser
elevada frente a estimulos especificos, como o PMA (p<0,05) e a desintegrina DisBa-01
livre (p<0,01). Este resultado € pouco interessante, pois a producao demasiada de VEGF
esta relacionada a progressao tumoral, angiogénese, imunossupressao local e formacao
de metastases (SITOHY et al., 2012). Na Figura 19 também ¢ possivel observar que a
producdo de VEGF-A pelas células K562 ocorre mesmo na auséncia de estimulos
(controle, C), de forma similar as células HUVEC, e esta produgdo nao foi alterada
frente a desintegrina livre ou incorporada em micelas (p>0,05), como esperado.

Além da producao de VEGF-A na cultura de mondcitos/macréfagos observada
aqui, a literatura mostra que DisBa-01 parece ser capaz de elevar a producdo deste
mediador em cultura de fibroblastos humanos, mesmo quando utilizada em
concentragdes menores, ainda que ela diminua a quantidade de mRNA para os
receptores 1 ¢ 2 de VEGF neste modelo (MONTENEGRO et al., 2012). E interessante
mencionar que a integrina avf3 em seu dominio intracelular interage com a cauda dos
receptores de VEGF, ampliando ambos os sinais derivados da integrina e do receptor do
fator de crescimento, o que termina por gerar uma amplificacdo de sinais pro-
angiogénicos. Esta intera¢do entre os receptores pode ser rompida por TGF-f, mas ¢é
estimulada por VEGF-A (NAM et al,, 2012). Estes dados por si so ja indicam que a

ligacdo da desintegrina DisBa-01 a integrina avfB3 leva a diferentes resultados quando
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comparada com a ligagdo da vitronectina a esta integrina. Portanto, dependendo das
caracteristicas que se deseje obter, a desintegrina DisBa-01 poderia ser utilizada para
modular as fungdes de avp3.

E bastante clara a alta produgdo de IL-8 pelas células HUVEC (Figura 20),
apesar de que esta producdo se manteve constante em todas as situacdes analisadas
(p>0,05). Por outro lado, a linhagem SC e K562 apresentam quantidades mais baixas de
IL-8, o que era esperado tendo em vista a reduzida producdo desta citocina em outra
situacdo experimental (Item 4.10). Pode-se notar que as células SC podem ser capazes
de aumentar até 4 vezes a quantidade de IL-8 produzida frente ao estimulo ideal, como
o PMA (p<0,001 quando comparada ao controle), mas a desintegrina alvo deste estudo
nao ¢ capaz de modificar esta producao (p>0,05).

A IL-8 ¢ uma citocina relacionada a angiogénese, produzida especialmente por
macréfagos e neutrofilos, que, dentre outras fungdes, ¢ quimiotatica para neutrofilos e
macrdfagos e exacerba a inflamagao local. Esta usualmente ligada a progressao tumoral
e metastase, tendo algumas fungdes reconhecidas na angiogénese (YANG et al., 2011).
Deste modo, o fato da desintegrina livre ou incorporada em micelas ndo gerar um
aumento na produgdo deste mediador pode ser interessante para um futuro uso

quimioterapico.
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Figura 19. Producdo de VEGF-A apds exposicdo a desintegrina recombinante DisBa-01 livre ou
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Figura 20. Producao de IL-8 apods exposi¢@o a desintegrina recombinante DisBa-01 livre ou incorporada
em micelas. C: controle de células expostas apenas ao tampao de adesdo; LPS: lipopolissacarideo
bacteriano; PMA: acetato miristato de forbol; DB: desintegrina DisBa-01; M-DB: micela contendo a

desintegrina; M-C: micela controle. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer: ***p<0,001.
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As células HUVEC apresentam uma maior produ¢do de TGF-B (Figura 21)
quando expostas a desintegrina DisBa-01 livre a 10 uM (p<0,05), e uma produgdo
elevada, ainda que ndo significativa, frente a desintegrina a 5 uM (p>0,05). As células
SC também apresentam uma maior producao frente a M-DB em todas as concentragdes
testadas (p<0,05), mas esta produ¢do pode ou ndo ter sido influenciada pela desintegrina
j& que os niveis de TGF-B também estdo elevados frente a M-C (p<0,01). As células
K562 apresentaram uma consideravel produgdao de TGF-fB, o que era esperado baseado
no teste de producdo de mediadores apds adesdo (Item 4.10), mas esta producdo se
manteve estavel em todos os grupos (p>0,05).

Apesar de suas funcdes de estimular a transformacdo epitelial-mesenquimal,
associada a progressdo tumoral ¢ a resisténcia a anoikis (KIM et al., 2012), o TGF-p
estimula a proteina transmembrana TGFBIp/big-h3, presente em uma variedade de
células humanas, a produzir peptideos contendo RGD capazes de induzir apoptose,
inibir a angiogénese e a migracdo de células endoteliais que possuam a integrina avf33.
Além disto, a proteina TGFBIp/big-h3, quando estimulada por TGF-B, ¢ capaz de
interagir diretamente com a cauda citoplasmatica da integrina avB3 quando esta se une a
cauda do receptor de VEGF 2, impedindo a transdugdo de sinal, diminuindo a
angiogénese e estimulando a adesdao celular (NAM et al., 2012). Estas funcdes
paradoxais do TGF-B sdo finamente reguladas no organismo em situagdo fisiologica.
Entretanto, frente ao desequilibrio que pode ocorrer na produgao deste mediador durante
a carcinogénese e a progressao tumoral (KIM et al., 2012), o uso de DisBa-01 deve ser
analisado quanto ao seu potencial beneficio ou maleficio.

As células K562 e SC nao apresentaram produgdo detectavel de TNF-a (dados
ndo mostrados), enquanto as cé¢lulas HUVEC (Figura 22) apresentaram uma producao

notavel frente ao PMA (p<0,01), mas ndo a desintegrina DisBa-01 livre (p>0,05). Nao
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obstante, a producdo deste mediador fica significativamente abaixo do controle para M-
DB e M-C em todas as concentragdes testadas (p<0,05 para todos os testes comparados
ao controle; p>0,05 entre os testes). Correlacionado a isto, ainda que a perda de
viabilidade celular para as HUVEC nao fosse importante durante as primeiras 24 horas,
ela se torna importante apds 48 horas quando as células foram expostas a M-DB ou M-
C (Item 4.6), sendo possivel que isto tenha prejudicado a producao de TNF-a observada
para estas preparagcdes mesmo antes de decorridas as 48 horas.

A citocina TNF-a foi identificada e nomeada a partir da sua intrinseca
capacidade de estimular necrose em tumores (CARSWELL et al., 1975). Atualmente,
entretanto, varios mecanismos pro-tumorais foram identificados, tendo fungdes
conhecidas no crescimento tumoral, invasdo e metastase. Estes mecanismos sdo
desencadeados a partir da ativagdo dos receptores de TNF expressos em células
endoteliais (TNF-R1) e em células imunes (TNF-R2), tendo sido observado um maior
desenvolvimento tumoral devido a ativagdo de TNF-R1 do que de TNF-R2 (BAAY et
al., 2011). A producao constitutiva de TNF-a no microambiente tumoral ¢ uma
caracteristica encontrada em muitos canceres, derivada de diversos tipos celulares,
incluindo células endoteliais, fibroblastos e células imunes infiltradas, além das proprias
células tumorais. Esta citocina aumenta a migracdo e a metastase através da ativagdo do
fator de transcricdo NF-«xB, e sua presenca na regido tumoral estd correlacionada a um
pior prognodstico (HAO et al., 2012). Devido as suas caracteristicas predominantemente
pro-tumorais, € interessante que a DisBa-01 ndo provoque a producdo deste mediador,
principalmente nas células endoteliais HUVEC e nas células monociticas/macrofagicas
SC.

A angiogénese ¢ um processo multifatorial e esta intimamente relacionado ao

crescimento tumoral e a forma¢do de metastases, mas, por outro lado, ela esta reduzida
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em outras patologias, como na falha de cicatrizacdo associada ao diabetes. Os
mediadores produzidos por células sob estresse ajudam a iniciar um processo
inflamatério e a modificar os tecidos, expandindo os capilares sanguineos (WEISS &
CHERESH, 2011; LOKMIC et al., 2012).

Células inflamatorias, endoteliais e tumorais podem modular a angiogénese
através de sua capacidade de produzir mediadores soliveis. Dentre estes, VEGF-A, IL-
8, TGF-B e TNF-a apresentam papé€is as vezes controversos neste cendrio complexo.
Enquanto o TGF- ¢ capaz de estimular os macréfagos para um perfil M2, que estimula
a angiogénese, e capaz de modificar a matriz extracelular, o VEGF-A aumenta a
proliferagdo das células endoteliais e também atua no remodelamento da matriz. Como
uma regulacdo positiva, o TGF-B leva ao aumento da producdo de VEGF-A
(BARRIENTOS et al., 2008; MIYAZONO et al., 2012).

O TNF-a surge neste ambiente sendo produzido pelos macrofagos e pelas
células tumorais, principalmente. Em baixos niveis, esta citocina provoca a cicatrizacao
indiretamente, ao estimular a producdo de VEGF-A, e atua estimulando a capacidade
invasiva de células tumorais. Entretanto, em niveis mais altos, ele ¢ capaz de inibir a
sintese de matriz extracelular e aumentar a sua degradacdo, podendo ter um impacto
negativo na angiogénese ¢ no crescimento tumoral (BARRIENTOS et al., 2008;
GERMANO et al., 2008).

Foi observado aqui que a desintegrina DisBa-01 parece modificar a produgdo de
mediadores, atuando mais fortemente em células endoteliais como a HUVEC, sendo
provavelmente capaz de modular a angiogénese tecidual em um ambiente ja
desequilibrado, como no caso do cancer. Caso venha ser utilizada como um tratamento
quimioterapico adjuvante, pelas suas conhecidas caracteristicas de reduzir a adesdo

celular (RAMOS et al., 2008) e diminuir a produ¢do de mRNA para os receptores 1 e 2
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de VEGF (MONTENEGRO et al., 2012), os riscos potenciais para cada paciente devem
ser avaliados individualmente.

Nao obstante, até o momento, as células K562 ndo demonstraram resposta
significativa a desintegrina DisBa-01, nem produzindo mediadores, nem em relacio a
viabilidade celular, anoikis ou perda de adesdo. Este dado pode reafirmar a
especificidade da DisBa-01 em afetar apenas células que expressam a integrina avp3, o
que seria interessante para um futuro uso clinico.

As citocinas IL-10 e IL-12, por sua vez, sao consideradas parte do suporte onde
se constroi e identifica uma resposta imune derivada de macrofagos. A IL-12 em geral
se correlaciona a uma imunidade celular, aguda, “efetiva”, produzida pelos antigamente
denominados macrofagos classicamente ativados, mais conhecidos atualmente como
M1; enquanto a IL-10 esta associada a imunidade mais cronica, de reparo tecidual e até
imunossupressao, produzida pelos macréfagos alternativamente ativados, os M2 (HAO
et al., 2012). Por suas caracteristicas tipicas, estas citocinas foram escolhidas para se
observar se haveria uma ativagao das células SC, e qual seria esta ativagdao. No presente
estudo, as células SC apresentaram uma producao virtualmente nula destes mediadores
(dados nao mostrados), tanto frente a todos os compostos testados, inclusive LPS e
PMA, quanto frente a adesdao celular a vitronectina ou fibronectina (Item 4.10). Até o
momento, ndo sabemos se tais células sao capazes de produzir IL-10 ou IL-12, ainda
que sejam reconhecidamente capazes de liberar IL-6 e IL-1B quando estimuladas com

endotoxinas ou com IFN-y (YAMAMOTO et al., 2007).
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Figura 21. Producdo de TGF-B apos exposicdo a desintegrina recombinante DisBa-01 livre ou

incorporada em micelas. C: controle de células expostas apenas ao tampdo de adesdo; LPS:

lipopolissacarideo bacteriano; PMA: acetato miristato de forbol; DB: desintegrina DisBa-01; M-DB:

micela contendo a desintegrina; M-C: micela controle. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer:

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 22. Produgdo de TNF-a apds exposicdo a desintegrina recombinante DisBa-01 livre ou

incorporada em micelas. C: controle de células expostas apenas ao tampdo de adesdo; LPS:

lipopolissacarideo bacteriano, PMA: acetato miristato de forbol, DB: desintegrina DisBa-01; M-DB:

micela contendo a desintegrina; M-C: micela controle. One-way ANOVA e teste Tukey-Kramer:

#p<0,05; **p<0,01.
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As células HUVEC e K562 nao apresentaram producdo destes mediadores sob
nenhum estimulo testado, nem diante de LPS ou PMA em diversas concentragdes,
sendo que estas linhagens podem ndo ser capazes de produzi-los. Este resultado era
esperado para a linhagem HUVEC, devido a sua origem endotelial, mas havia duvida
quanto ao resultado para a linhagem K562, por ter origem leucémica, ainda que bastante
indiferenciada. E relatado desde 1998, pelo menos, que as células HUVEC néo parecem
ser capazes de produzir o RNA mensageiro para a IL-12 espontaneamente nem sob
estimulos especificos (NILSEN et al., 1998), mas ndo parecem haver relatos sobre a IL-
10 nesta linhagem. Entretanto, para a linhagem K562, ha evidéncia de que estas células
sdo capazes de expressar 0 mRNA da IL-10 apés entrar em contato com IFN-y
(SHNYREVA et al,, 2010), apesar de nao termos detectado nenhuma produgdo deste
mediador nem mesmo frente ao PMA. Nao parece haver relato sobre a produgao de IL-
12 por células K562.

Apesar de ndo ter sido observada aqui, uma producao de IL-12 poderia ser
benéfica ao hospedeiro portador de tumor maligno. E conhecido que a IL-12
desempenha um papel importante na resposta anticancer ao facilitar o desenvolvimento
de uma resposta imune citotoxica promissora € por atuar promovendo diretamente a
destruigdo de células tumorais in vitro e in vivo. Além disto, esta citocina apresenta uma
interessante atividade antiangiogénica (YUZHALIN & KUTIKHIN, 2012).

A IL-10 ¢ uma molécula produzida principalmente por macréfagos e linfocitos,
e expressa propriedades anti-inflamatérias e fungdes imunossupressoras, podendo agir
desta forma estimulando o crescimento tumoral. Apesar disto, a IL-10 parece ser capaz
de modular a apoptose e suprimir a angiogénese. Apesar de seu efeito dubio, esta
citocina ¢ encontrada em maiores concentragdes em neoplasias mais avangadas

(GERMANO et al., 2008; NAUNDOREF et al., 2009). Sendo assim, ¢ particularmente
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favoravel que nenhuma das linhagens estudadas produza esta citocina nas condi¢des que
foram analisadas.

Ao longo do ultimo século, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-
se em um evidente problema de saide publica mundial, digno de grandes esfor¢os
cientificos para trata-lo. Entretanto, enquanto somos capazes de perceber a angiogénese
ou a metdstase como problemas a serem combatidos, ndo conseguimos facilmente
visualizar o quadro de perto e observar cada célula realmente participante do processo,
com seus papéis dubios e desempenho irregular. Menos ainda, ndo conseguimos captar
com nosso conhecimento limitado cada molécula fundamental para a construgdo deste
grande sistema, cada uma delas, desde um pequeno RNA de interferéncia até uma
integrina dimérica na membrana, pode estar atuando de forma positiva ou negativa no
crescimento tumoral. Acreditamos nos possiveis beneficios que a desintegrina DisBa-01
trara por gerar forte inibicdo de adesao e, possivelmente, anoikis, podendo vir a reduzir
a formagao de metéstases. Por outro lado, estd além do alcance deste trabalho pesar os
possiveis maleficios, que poderdo ser causados pela alteragdo na produgdo de
mediadores e, talvez, incentivo a angiogénese, os quais provavelmente variardo

conforme o tipo de tumor e o organismo de cada individuo.
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5. CONCLUSOES

As micelas foram constituidas e caracterizadas. A desintegrina DisBa-01
internalizada ndo apresentou alteragdes conformacionais notaveis. As caracteristicas
fisicas e quimicas das micelas indicam que elas seriam possivelmente biocompativeis e
passiveis de apresentar uma boa biodistribuigado.

A citotoxicidade celular causada pela desintegrina livre foi mais notavel apenas
para células HUVEC e apenas apos 48 horas de exposicdo. Entretanto, a desintegrina
gera uma importante inibicdo de adesdo para HUVEC frente a vitronectina. Nao
obstante, DisBa-01 livre também induz a produgdao de VEGF-A pelas células SC e de
TGF-p pelas células HUVEC.

As células HUVEC foram mais responsivas ao tratamento com DisBa-01,
indicando a especificidade de atuagdo da desintegrina em relagdo a células contendo
niveis altos de integrina avp3. Além disso, a integrina avpB3 presente nas células
responde diferentemente quando estimulada por vitronectina ou por DisBa-01, de modo
que a desintegrina poderia vir a ser utilizada futuramente para modular as func¢des da

integrina.
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