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INTRODUCAO:

O termo integrina foi inicialmente proposto para enfatizar a funcdo destes receptores na
integracdo do citoesqueleto celular com os componentes da MEC (HYNES, 1987). Um
grande niimero destas proteinas ¢ estudado e consistem em duas subunidades sendo uma
denominada alpha(120 - 180 kDa) e a outra beta (90 - 110 kDa) ligadas nao
covalentemente. A combinacdo das subunidades gera receptores que podem interagir com
repertorio de ligantes da superficie celular, da MEC ou com proteinas soliveis. As
integrinas, aVB3, a2pl e seus ligantes, atualmente sdo alvos de estudos nos processo
angiogénico encontrados na inflamacdo e cancer. O estudo sobre antagonistas de integrinas
que participam do processo de desenvolvimento tumoral vém sendo uma das alternativas
promissoras no tratamento do cancer. Um alvo de estudo sdo os venenos de serpente que
apresentam uma diversidade de componentes bioativos, entre eles os fragmentos
conhecidos como desintegrina e desintegrinas-similes, derivados das SVMPs (snake
venom metalloproteinases) e descritos por antagonizarem as integrinas (McLane e cols,
2004; Minea e cols, 2005). Estes peptideos possuem uma sequéncia de aminoacidos,
“motif”, RGD ou KGD para desintegrinas e ECD para desintegrinas-similes. Essas
sequéncias sdo similares também a parte da estrutura primaria de componentes da matriz
extracelular (MEC) e por isso antagonizam a interacao entre MEC e integrinas, sendo desta
forma, a atuacdo das desintegrinas e desintegrinas-similes na inibicdo da agregacao,
adesdo, migracdo e proliferacao celular. Estudos mostram que a producao de desintegrinas-
similes recombinantes pode servir como ferramenta capaz de mostrar a relagdo entre
integrinas e componentes da MEC, esclarecendo os processos da sinalizagdo celular
dependente desta interagdo, como angiogénese e progressdo tumoral. A produgdo
recombinante da desintegrina-simile do veneno da serpente B. leucurus foi realizada para o
estudo do dominio que ndo é encontrada livre na natureza. Esta proteina, nomeada como
leucurogina, foi produzida, através de técnicas de recombinagdo génica, de segmentos
correspondentes apenas ao dominio desintegrina-simile da B. leucurus, pelo sistema
P.pastoris (Higuchi, 2009).

OBJETIVO:
Este projeto tem como propdsito a caracteriza¢do da atividade antiangiogénica in vivo da
leucurogina, utilizando modelo de matriz esponja.

METODOLOGIA:

-Quantificagcdo de proteina: As amostras da proteina de interesse foram analisadas pelos
métodos de Bradford, as amostras foram estimadas utilizando como padrdo soroalbumina
bovina (BSA) e logo analisadas por técnicas espectrofotometria. O método de Lowry e
cols, (1951) foi utilizado também para estimar a concentracdo protéica das amostras, cuja
concentragdo foi superior a 200pg/mL.



-Ensaios biologicos: A proteina recombinante purificada foi utilizada em testes in vivo
para determinacdo da atividade bioldgica. Foram utilizados camundongos Swiss machos
sadios, de peso em torno de 30 g, provenientes do biotério da UMC.

-Implante de esponja: Discos de esponja de poliéster poliuretano foram implantados no
dorso de camundongos machos de aproximadamente 2 meses de idade, com o objetivo de
causar uma infamacdo no tecido dos bichos para a realizagdes de ensaios bioldgicos e
verificagdo da atividade anti-angiogénica da proteina. Para isso foram aplicadas durante 15
dias de tratamento doses didrias da proteina recombinate, em diferentes concentragdes, em
grupos de camundongos e posteriormente feito a analise das esponjas.

-Dosagem de Hemoglobina: Apos os dias de tratamento com a proteina nos camundongos
para ensaios bioldgicos, os mesmos sdo submetidos ao sacrificio para a determinagdo e
dosagem de hemoglobina nas esponjas e verificagdo da acdo angiogenica da Leucurogina.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O material selecionado para os ensaios bioldgicos foi analisado em gel de poliacrilamida,
verificando o grau de pureza, foi realizado didlises de forma exaustiva, garantindo a
eliminagdo de sais e a concentragdo protéica foi estimada de forma a injetar quantidades
exatas de leucurogina nos animais durante o tratamento.

Para andlise da atividade da leucurogina foram utilizados animais controle (salina 0,9 %), e
também animais tratados com outra proteina recombinante, K1-3 desenvolvida pelo nosso
grupo de pesquisa e que ja foi descrita por apresentar atividade antiangiogénica. (Santos,
2010).

O tratamento para ambas as proteinas recombinantes ocorreu em quantidades didrias que
variaram de 1 a 20 pg de proteinas.

No experimento representado abaixo pela figura 1, utilizou-se lpg para as proteinas
recombinantes. Apesar da redugdo do nivel de hemoglobina apresentada nas esponjas dos
animais dos grupos de ambas as proteinas recombinantes, a diferenca ndo foi estatistica
quando comparado ao grupo controle (salina 0,9%).
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Figura 1: Referente ao tratamento realizado com dois tipos de proteinas recombinantes, comparando os
efeitos angiogenicos das mesmas.

Quando o experimento foi realizado aumentando a quantidade da proteina utilizada foi
possivel obter resultados com diferencas significativas para o tratamento com leucurogina.
Apos o tratamento foi verificado o nivel de hemoglobina das esponjas e com isso pode-se
observar que a proteina de interesse deste projeto, atuou com um satisfatorio resultado para



a diminui¢do dos niveis angiogénico, com doses diarias de 1ug, 10pg, 25ug da proteina
injetada diariamente nos camundongos.
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Figura 2: Referente ao ensaio bioldgico para o teste de reducdo da atividade angiogénica em matrizes
esponjas, utilizando a proteina de interesse como método principal para a redugdo da atividade angiogénica e
comparagdo ao grupo controle utilizando salinas 0,9%.

Grupo Controle Grupo Tratado
(salina 0,9 %) Leucurogina 10pg.

Figura 3: Imagem das esponjas retiradas do tratamento referente a figura 2.

CONCLUSOES:

O Modelo de andlise da atividade antiangiogenica utilizado neste trabalho se mostrou
satisfatorio, por ser um método simples e ilustrativo. A proteina na dose de 10 e 25 ug
atuou bem como uma agente antiangiogénico no modelo citado.
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