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PROTEINAS DE FUSAO ENDOSTATINA-PEPTIDEOS COM ATIVIDADE
APOPTOTICA: EXPRESSAO E ESTUDO DE ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA

RESUMO

Endostatina € um dos inibidores de angiogénese mais estudados para o tratamento
de cancer. Tem mostrado inibir especificamente a proliferagéo de células endoteliais e ser
um potente inibidor de angiogénese e crescimento tumoral. Com o intuito de aumentar sua
eficiéncia terapéutica, fundimos a endostatina a peptideos indutores de apoptose obtendo
proteinas de fusdo compostas de dois dominios funcionais: o primeiro dominio composto
pela endostatina, que apresenta especificidade pelas células endoteliais ativadas, utilizado
para dirigir a proteina de fusdo e permitir sua internalizagdo pelas células ativadas, e como
segundo dominio, um peptideo indutor de morte celular programada (Bax ou Bak),
possivelmente téxico somente quando internalizado, por proporcionar a liberacdo de
citocromo C e desencadear a cadeia de eventos que culminam em apoptose celular. Foram
desenhadas trés proteinas de fusdo, duas delas cujos dominios pré-apoptéticos sdo
peptideos derivados das proteinas Bax ou Bak fundidos no C-terminal da endostatina (endo-
bax e endo-bak) e uma terceira proteina de fusdo na qual a a-hélice da endostatina foi
trocada pela a-hélice do peptideo Bax (EBE). As proteinas de fusdo foram expressas como
agregados protéicos em corpos de inclusdo produzidos em E. coli e renaturadas com
sucesso valendo-se da aplicagdo de altas pressées. O enovelamento destas proteinas foi
comprovado por analises espectroscopicas de CD e fluorescéncia intrinseca, evidenciando
que as proteinas de fusdo endo-Bax e endo-Bak possuem estrutura secundaria e terciaria
semelhantes a da endostatina selvagem, enquanto a proteina de fusdo EBE apresentou
estrutura diversa. Tanto a endostatina quanto as trés proteinas de fusdao foram
eficientemente internalizadas pelas células de origem endotelial (C-PAE), o mesmo nio
ocorrendo quando células de origem ndo endotelial (NIH 3T3) foram tratadas com as
mesmas proteinas, comprovando a especificidade das proteinas de fusdo pelas células
endoteliais ativadas. Demonstramos que as proteinas de fusdo apresentando o peptideo pro-
apoptotico Bax (endo-Bax e EBE) possuem maior atividade de indugéo de morte de células
de origem endotelial por apoptose do que a endostatina nativa. Este pode ser um caminho
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com especificidade para o endotélio

tumoral e com agao apoptética aperfeicoada com relagdo a endostatina.



FUSION PROTEINS ENDOSTATIN-PEPTIDES WITH APOPTOTIC ACTIVITY:
ESPRESSION AND STUDY OF ANTIANGIOGENIC ACTIVITY

ABSTRACT

Endostatin. one of the most studied angiogenesis inhibitors for cancer treatment, was
shown to specifically inhibit the pronieiciion of endothelial cells and to be a potent
angiogenesis and tumor growth inhibitor. In order to increase it's therapeutic efficiency,
endostatin was fused to pro-apoptotic peptides aiming to obtain fusion proteins composed of
two functional domains: the first domain composed by endostatin, which presents specificity
for the endothelial cells, used to drive the fusion protein and to allow its internalization by the
activated cells, and as second domain, a peptide inductor of programmed cellular death (Bax
or Bak), toxic only when internalized, by fostering citochrome-C release and initiating the
chain of events that culminate in cellular apoptosis. Three fusion proteins were designed, at
two of them the pro-apoptotic domains (BH3) derived from Bax or Bak were fused to the C-
terminal of endostatin (endo-Bax and endo-Bak, respectively). The third fusion protein was
obtained by substitution of endostatin’s a-helix for the a-helix of the Bax BH3 peptide (EBE).
The fusion proteins were expressed as aggregated proteins in inclusion bodies produced in
E. coli and the refolding was obtained with success by the application of high pressures. The
coiling of the proteins was proven by the spectroscopic analysis of circular dichroism and
intrinsic fluorescence emitted by Trp. The fusion proteins endo-Bax and endo-Bak hold
secondary and tertiary structures similar to wild-type endostatin, while EBE presented a
diverse structure. Endostatin and the three hybrid proteins were efficiently internalized by
endothelial cels (C-PAE), but not by non-endothelial cells (NIH 3T3 fibroblasts), proving the
specificity of the four proteins by activated endothelial cells. Finally, we demonstrated that the
presence of the pro-apoptotic peptide bax fused to endostatin potentializated the activity of
this protein. Endo-bax and EBE showed higher activity of endothelial cell death induction by
apoptosis than wild-type endostatin. This can be a new approach to the development of

therapeutic agents with specificity for tumoral endothelium with improved apoptotic action.
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1. INTRODUGAO

1.1._Angiogénese

A angiogénese €& o processo de formag&o de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes. Normalmente ocorre durante o desenvolvimento
embrionario e na vida adulta é necessaria em alguns eventos fisioldgicos, como a
cicatrizag@o de feridas (HANAHAN; FOLKMAN, 1996).

O controle da angiogénese é feito por um fino balango entre moléculas pro-
angiogénicas e anti-angiogénicas. Quando os mecanismos de controle falham, a
angiogénese, seja excessiva ou deficiente torna-se patoldgica. Durante a progressao
tumoral este balango é alterado favorecendo os eventos pré-angiogénicos que levam
ao crescimento de novos vasos os quais sustentam o crescimento tumoral (SHWEIKI
et al., 1992; BERGERS; BENJAMIN, 2003; XU; YIN et al., 2008). A angiogénese
tumoral € diferente da angiogénese fisiologica apresentando uma estrutura vascular
aberrante, fluxo sanguineo anormal, incremento da permeabilidade, e maturacao
demorada (BERGERS; BENJAMIN, 2003).

A hipdtese que o crescimento de tumores e metastases sdo dependentes de
angiogénese foi proposta pela primeira vez por Folkman em 1971. Esta hipotese é
bem aceita e comprovada por extensas evidencias experimentais, sendo que a
angiogénese tumoral emerge como um alvo importante na
terapia do cancer (ABDOLLAHI et al., 2005; XU; YIN et al., 2008).

Em um estagio pré-vascular um tumor sélido raramente cresce mais do que 2

a 3 mm e pode conter alguns milhdes de células. As células de tumores pré-
vasculares podem proliferar tdo rapidamente quanto aquelas de um tumor em
expansao, no entanto, a taxa de crescimento de células em tumores sem
neovascularizagéo fica em equilibrio com a sua taxa de mortalidade. Uma vez que o
1



tumor se torna vascularizado, ele cresce exponencialmente. A infiltragdo de novos
vasos sanguineos supre as células tumorais de oxigénio e nutrientes e remove os
produtos de seu metabolismo (FOLKMAN, 1995).

O aumento da populagdo celular tumoral é precedido pela proliferagao de
novos capilares nas proximidade do tumor. A angiogénese pode facilitar a formagéo
de metastases aumentando a saida de células tumorais do sitio primario e sua
entrada na circulagédo sanguinea através destes capilares, que sao mais permeaveis
do que os vasos maduros normais (DVORAK et al., 1995: HANAHAN; FOLKMAN,
1996; JOHN et al., 1999).

As células tumorais presentes num tumor primario produzem e liberam fatores
angiogénicos nos tecidos préximos ao tumor. Estes fatores se ligam a receptores
celulares especificos encontrados nas superficies das células endoteliais e em
consequéncia, formam novos vasos sanguineos que vao levar nutrientes e oxigénio
para o tumor. Geralmente a migracéo celular ocorre em dire¢do ao local de origem
das moléculas angiogénicas e as formacbes destes vasos sdo remodeladas
progressivamente para suprir as necessidades fisiologicas locais (CARMELIET,
2000).

A angiogénese tumoral e caracterizada pela liberacdo de fatores de
crescimento pré-angiogénicos no microambiente tumoral, pelo tumor ou por células
inflamatdrias em resposta a varios estimulos: secregdo de fatores de crescimento,
hipoxia, estress mecanico, liberagdo de proteinas inflamatérias, e alteracoes
genéticas tais como ativagdo de oncogenes e inativagdo de genes supressores
tumorais (FOLKMAN, 2003). Os fatores pré-angiogénicos mais conhecidos sdo o
fator de crescimento de fibroblastos (forma acida ou aF GF e forma basica ou bFGF)
(HORI et al., 1991; KANDEL et al., 1991; NGUYEN et al., 1994) e o fator de
crescimento de célula endotelial (VEGF) (KIM et al., 1993; BOOCOCK et al., 1995),
0s quais apresentam agdo mitogénica sobre as células endoteliais. Tanto o VEGF
quanto bFGF apresentam expressdo aumentada em células de varios tipos de
tumores (KONG; CRYSTAL, 1998). A hipoxia das células tumorais leva a um



aumento de expressdo de VEGF (SHWEIKI et al., 1992). Estas duas familias de
fatores angiogénicos podem promover a neovascularizacdo de uma maneira
sinergistica (PEPPER et al.,, 1992). Entre outros reguladores positivos de
angiogénese estdo a angiotropina, angiogenina, o fator de crescimento epidérmico,
citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), fatores de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e proteinas da matriz tais como colageno
e as integrinas (RIBATTI et al., 2000).

Considerando o requerimento da angiogénese para o crescimento e
progressao tumoral, podemos assumir que a inibigdo da angiogénese poderia
prevenir a progressdo tumoral e de suas metastase. Varios inibidores de
angiogénese tém recebido particular atengdo por seu potencial terapéutico, assim
muitos deles tém sido desenvolvidos usando como alvo as células endoteliais

vasculares a fim de bloquear a angiogénese tumoral (O'REILLY et al., 1994).

Utilizar como alvo células que suprem o crescimento tumoral ao invés das
células tumorais em si € uma abordagem particularmente promissora, pois estas
células sdo geneticamente estaveis e, portanto menos aptas a sofrerem mutacdes
que as tornem capazes de desenvolver resisténcia as drogas. Este tipo de terapia
apresenta vantagens se comparada com a quimioterapia convencional como baixa
toxicidade e poucos efeitos colaterais, um amplo espectro de atividade e um reduzido

risco de desenvolvimento de resisténcia (BISACCHI et al., 2003).

Ate o momento varios inibidores da angiogenese tém sido desenvolvidos para
o tratamento de cancer entre eles inibidores indiretos da angiogénese que
geralmente inibem a atividade de fatores pro-angiogénicos ou a expressédo de
receptores pré-angiogénicos nas celulas endoteliais (MARGOLIN et al., 2001) e
inibidores diretos da angiogénese que previnem a proliferagao de células endoteliais
(O'REILLY et al., 1994; O'REILLY et al., 1997; GUTHEIL et al., 2000).

Inibidores endogenos da angiogénese sao definidos como proteinas ou

fragmentos de proteinas capazes de inibir a formagédo de vasos sanguineos. Pelo



menos 27 diferentes proteinas e pequenas moléculas foram descritas com a funcao
de atuar como inibidores de angiogénese (NYBERG et al., 2005: RIBATTI, 2009).

Entre os inibidores de angiogénese muito estudados podemos citar:
interferons, inibidores de metaloproteinases, angiostatina (fragmento proteolitico do
plasminogénio), trombospondina (fragmento protelitico derivado do colageno IX) e a
endostatina (fragmento proteolitico derivado do colageno XVIII) (GOOD et al., 1990;
O'REILLY et al., 1994; O'REILLY et al., 1997).

Agentes tém sido desenvolvidos para ter como alvo diferentes estagios da
angiogénese. Estes incluem drogas inibidoras da degradagao da matriz extracelular,
inibidores de metaloproteinases da matriz (MMPIs), tais como marimastate,
prinomastate, BMS27529, BAY12-9566, e neovastate que sao drogas que blogueiam
a sinalizagao das células endoteliais via o fator de crescimento de célula endotelial
vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR) incluindo rhuMAb VEGF, SU5416,
SU6668, ZD6474, CP547, 632 e ZD4190 (SRIDHAR; SHEPHERD, 2003).

Em 2005 a administragdo federal de alimentos e medicamentos (FDA)
aprovou o uso de inibidores de angiogenése para o tratamento do caAncer nos
estados Unidos e em 28 paises incluindo a unido europea (FOLKMAN, 2006). O
tratamento com estes inibidores é considerado a quarta modalidade de terapia contra
0 cancer. Até o momento, a administragdo de inibidores de angiogénese em testes
clinicos, assim como em varios modelos animais, tem mostrado resultados
promissores (KWON; LIBUTTI, 2006).

Dentre os inibidores endégenos de angiogénese mais promissores, para o
tratamento de tumores soélidos humanos pode-se ressaltar a endostatina um inibidor
de angiogénese grandemente investigado para o tratamento de cancer (KONG;
CRYSTAL, 1998; GASPARINI, 1999; CRISTOFANILLI et al., 2002; SRIDHAR;
SHEPHERD, 2003; TANDLE et al., 2004).



1.2. Endostatina

A endostatina, € um fragmento de 20 kDa da porgdo C-terminal do colageno
XVIll. Esta proteina descrita por O'Reilly e col. (1997) foi purificada do produto de
secregéo de uma linhagem celular murina de hemangioendotelioma e tem mostrado
ser um inibidor especifico de proliferagic e migragdo de células endoteliais e
angiogénese e crescimento tumoral (DHANABAL; VOLK et al., 1999; SAUTER et al.,
2000; HU et al., 2008).

Em 1998 Hohenester determinou sua estrutura cristalografica por raios-X e
cristalografia a 1.5 A. A endostatina é um fragmento de 184 aminoacidos dos quais
42% sao aminoacidos hidrofobicos e quatro sédo cisteinas que formam duas pontes
dissulfidicas Cys33 —Cys173 e Cys135-165. Sua estrutura esta composta
predominantemente de folhas-3, loops e também de duas a-hélices (Figura 1).

Figura 1: Representaco da estrutura da endostatina. As folhas-f§ estdo sequénciaimente
marcadas de A-P. As a-hélices estdo representadas em pink e as pontes dissuffidicas em
amarelo (Hohenester, 1998).



O grande interesse pela endostatina na area médica surgiu quando foi
verificada sua capacidade de inibir tumores de tecido sélido in vivo, suprimindo o
fendtipo angiogénico, afetando a formagéo de vasos sangiiineos e o crescimento de
tumores. Portanto esta proteina € um dos inibidores de angiogénese mais estudados
para o tratamento de cancer (LI et al., 2006). Trata-se por estes fatos de um agente
com importante potencial terapéutico por ser um potente inibidor de angiogénese e
crescimento tumoral (O'REILLY et al., 1997, BERGERS et al., 1999; REN et al.,
2003).

Endostatina possue um amplo espectro de agdo sobre diferentes tumores. O
tratamento com esta proteina (20 mg/kg/dia) levou a quase completa regresséo
(estado de microtumores) de diferentes modelos de tumores primarios (carcinoma
pulmonar de Lewis, fibrosarcoma T241, hemangioendotelioma EOMA e melanoma
B16F10) estabelecidos (O'REILLY et al., 1997). O crescimento de metastases de
tumor de pulmdo de Lewis, apés a remogdo do tumor primario, foi quase
completamente suprimido pela administracdo de endostatina enquanto nos
camundongos tratados com solugdo salina, as metastases desenvolveram-se
rapidamente (O'REILLY et al., 1997).

Em um trabalho relacionado, Boehm e col. (1997) mostraram que ciclos
repetitivos de endostatina administrados em camundongos portadores de tumores
subcutaneos de diferentes tipos celulares, ndo produziram resisténcia ao tratamento,
mesmo apods 6 ciclos repetitivos de tratamento com endostatina. Os tumores se
apresentaram em um estado de dorméncia prolongada ou permanecendo em um

estado microscopico latente, mesmo apos o término do tratamento.

A habilidade da endostatina em inibir a angiogénese também foi observada
em numerosos estudos in vivo. O tratamento com endostatina tem sido
correlacionado a inibigdo da angiogénese em modelos animais, sem efeito colateral,
toxicidade ou desenvolvimento de resisténcia a droga (BOEHM et al., 1997,
O'REILLY et al., 1997; PERLETTI et al., 2000; HU et al., 2008).



O tratamento de tumores e metastases utilizando a endostatina apresenta
algumas vantagens sobre a quimioterapia convencional: o endotélio vascular € um
alvo que pode ser facilmente atingido por agentes antiangiogénicos administrados
sistemicamente; a endostatina é altamente especifica para células endoteliais
ativadas e sob condigdes fisiologicamente normais. Com exceg¢do dos o6rgdos
reprodutores femininos, as células endoteliais ndo se dividem; a endostatina possui
baixa toxicidade; ndo causa resposta imunolégica por se tratar de uma proteina
enddgena e apresenta agao sobre diferentes tipos de tumores, pois sua atuagéao é

sobre o endotélio e ndo sobre as células tumorais.

A bioatividade da endostatina foi estudada extensivamente e é atribuida
preferentemente a receptores de superficie celular. Muitas proteinas como as
integrinas, tropomiosina, laminina e a metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) tém sido
indicadas como receptores com diferentes afinidades de ligacdo os quais medeiam
sua funcdo (JAVAHERIAN et al., 2002; KIM et al., 2002; SUDHAKAR et al., 2003).
No entanto recentemente Shi (SHI et al., 2007) reportou a nucleolina como sendo o
novo receptor da endostatina, presente preferencialmente nas células endoteliais
ativadas. Neste estudo Shi demostrou que a endostatina se liga com alta afinidade e
especificamente a nucleolina, presente na superficie celular. Quando a nucleolina é
bloqueada, a atividade antiangiogénica da endostatina é perdida, demostrando que a
nucleolina medeia a internalizagdo da endostatina. Assim esta proteina e
transportada até o nucleo das células endoteliais inibindo a fosforilagdo da

nucleolina, fator critico para a proliferagéo celular.

Dhanabal (1999) e Schichiri e Hirata (SHICHIRI; HIRATA, 2001)
demonstraram que a endostatina também atua reduzindo a expressdo das proteinas
pro-apoptéticas Bcel2 e Bcel-x. assim como fatores de crescimento associados,
levando ao incremento de 15-30 vezes na taxa de apoptose em células endoteliais.
Além disto induz a ativagdo da caspase-3, uma protease intracelular que inicia a
apoptose. Em ensaios in vivo a endostatina inibe a fosforilagdo de ERK-1 e 2 via
VEGF e bFGF (SIM et al., 2000), além de diminuir a produgdo de c-myc , uma
proteina necessdria para a migracdo de células endoteliais (SHICHIRI; HIRATA,
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2001), e a inibigdo da ciclina-D, levando a parada do G1 em células endoteliais
(HANAI et al., 2002).

Endostatina € o primeiro inibidor endégeno que entrou em testes clinicos.
InjecGes intravenosas de endostatina ndo mostraram toxicidade significante em
pacientes tratados por periodos prolongados (EDER et al., 2002;: HERBST et al.,
2002; ABDOLLAHI et al., 2004; KULKE et al., 2006), mostrando uma farmacocinética
linear na qual um incremento da dose resulta em um incremento proporcional de
biodisponibilidade no plasma (HERBST et al., 2002).

No entanto, existem algumas restrigdes importantes com relagdo ao uso da
endostatina para o tratamento antiangiogénico de tumores, uma delas é a
necessidade de administragdo de altas doses para obtencdo do efeito
antiangiogénico. Os trabalhos que utilizam a endostatina para tratamento e que
obtém regressdo de tumores solidos em modelos animais, utilizam a dose de 20
mg/Kg de camundongo por dia (BOEHM et al., 1997; O'REILLY et al., 1997; KISKER
et al., 2001). Para o homem esses valores corresponderiam a uma quantidade de
aproximadamente 1,4 g de endostatina por paciente por dia. Se utilizarmos como
referéncia as doses diarias utilizadas para o tratamento de nanismo com o horménio
de crescimento: da ordem de 35 ug/Kg/dia (por volta de 2,4 mg/dia), chegaremos a
conclusdo de que o tratamento de pacientes utilizando a endostatina é inviavel

devido a dificuldade de obtengao de quantidades suficientes desta proteina pura.

Estudos recentes demostraram que a agdo da endostatina ndo seria de uma
forma dose-dependente, mas sim como uma curva dose-resposta em forma de sino,
onde a eficacia do tratamento na diminui¢cdo do crescimento observa-se quando sdo
utilizadas doses intermediarias (CELIK et al., 2005) o que sugere que provavelmente
seja necessario o ajuste dos niveis de endostatina para obtengdo de inibigdo do

crescimento tumoral.

Foi demonstrado que a endostatina tem agdo sobre diferentes tipos de
linhagens celulares de origem endotelial, 0 mesmo ndo ocorrendo com células de
outras origens (O'REILLY et al., 1997; DHANABAL; VOLK et al., 1999; DIXELIUS et
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al., 2000). Dixelius (2000) e Zhou (ZHOU et al., 2005) demonstraram que a
endostatina € internalizada rapidamente por células endoteliais, mas nao por células
de origem nao endotelial.

Ndo podemos deixar de lembrar a importancia da especificidade da
endostatina pelas células endoteliais ativadas. No caso de ocorréncia de
internalizacdo da endostatina com maior potencial apoptotico pelas células
endoteliais em estado quiescente, ocorreriam danos a vasculatura existente. Existem
indicagbes de que esta especificidade existe. Foi demonstrada auséncia ou
diminuicdo do efeito da endostatina sobre as células endoteliais em estado
quiescente. A agdo da endostatina sobre as células endoteliais aparentemente
mimetiza sua agéo in vivo, ou seja, a endostatina é seletiva para a vasculatura
tumoral aonde existe angiogénese (DHANABAL; VOLK et al., 1999: DIXELIUS et al.,
2000).

1.3. Peptideos contendo dominio BH3 de proteinas pré-apoptoéticas

Apoptose, ou morte celular programada, é um processo essencial para a
manutengao do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar
células supérfluas ou defeituosas. Muitas sdo as moléculas envolvidas no controle
das vias de ativagdo de apoptose, dentre estas, as proteinas anti-apoptoticas e pro-

apoptoticas, além das caspases.

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles:
ligagéo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiagao
ionizante, danos no DNA, choque térmico, deprivacdo de fatores de crescimento,
baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio
(HENGARTNER, 2000). A ativagéo de apoptose pode ser iniciada de duas diferentes

maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial).



A primeira é conhecida como via extrinseca, devido ao fato de ser estimulada
por fatores extracelulares, os quais se ligam aos membros de uma familia de
proteinas presentes na superficie celular, denominada receptores de morte. Esta via
€ desencadeada pela ligagéo de ligantes especificos a um grupo de receptores de
membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF).
Esta ligagdo é capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et al., 1999).
Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio extracelular rico em
cisteina, o qual permite que eles reconhegam seus ligantes. Tal fato resulta na
trimerizag&@o e consequente ativagdo dos receptores de morte especificos (Figura 2).
A sinalizagéo a seguir € mediada pela porgao citoplasméatica desses receptores que
contem uma sequéncia de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte" sendo, por
isso, chamados de "receptores de morte celular" (NAISMITH; SPRANG, 1998).
Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, os seus
dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/MORT-1.
Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8 que ira ativar a
caspase-3, desencadeando assim a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001).

Figura 2: Via extrinseca da ativagéo da apoptose (Grivicich, 2007)

DD=dominio de morte; DED=efetor do dominio de morte
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A segunda, denominada via intrinseca, é ativada por estresse intracelular ou
extracelular como a deprivagéo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipéxia ou
ativagéo de oncogenes. Os sinais que s&o transduzidos em resposta a estes insultos
convergem principalmente para a mitocéndria (HENGARTNER, 2000). Inimeros
estudos sobre apoptose apontam a mitocéndria como o principal mediador desse tipo
de morte. Essa organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a
permeabilizagdo mitocondrial e conseqliente liberagdo de moléculas pré-apoptéticas
nela presentes (DESAGHER; MARTINOU, 2000) (Figura 3).

Procaspess o 8

> Apoptose

Figura 3: Via Intrinseca da ativagao da apoptose (Grivicich, 2007).

Apaf-1=fator de ativagdo de protease associada & apoptose 1

Bcl-2 e proteinas relacionadas sdo uma familia de moléculas que regulam a
apoptose (ADAMS; CORY, 1998; CHAO; KORSMEYER, 1998; REED, 2000;
HARADA; GRANT, 2003; PETROS et al, 2004; FENNELL; CHACKO, 2008). O
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desajuste de varias proteinas desta familia esta implicado em diversas condigbes
patologicas. Niveis de expresséo elevados de Bcl-2 s@o encontrados em uma ampla
variedade de canceres humanos (FERNANDEZ et al., 2002), mediando uma maior
resisténcia das células a apoptose e maior resisténcia a quimio e radioterapias.

Foram descritas varias proteinas relacionadas & Bcl-2. Enquanto algumas séo
anti-apoptéticas como a Bcl-2, Bel-x, Bcl-W, Mcl-1, A-1, entre outras, alguns dos
membros desta familia, que incluem Bax, Bak, Bcl-xg, Bok/Mid, Bak, Bik, Bid, Bim,
Hrk e Blk apresentam fungdes biolégicas opostas, promovendo a apoptose celular.
(ADAMS; CORY, 1998; KELEKAR; THOMPSON, 1998; REED, 2000; CHAN; YU,
2004; FLETCHER; HUANG, 2008).

Sao caracteristicas desta familia de proteinas a habilidade dos seus membros
de interagir entre si formando heterodimeros e homodimeros e dividir homologia em
uma das quatro regides designadas de regides de homologia a Bcl-2 (BH): dominios
BH1, BH2, BH3 e BH4 (Figura 4).

Familia de proteinas Bel-2

PUMA

NOXA

Figura 4. Dominios BH1 presentes na familia de proteinas Bcl-2 (Taylor, 2008).
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Enquanto todas as quatro regides estdo presentes em algumas das proteinas,
incluindo Bcl-2 e Bel-x,, outras ndo apresentam um ou mais desses dominios. As
proteinas que atuam como inibidoras de apoptose apresentam no minimo trés
dominios BH1, BH2 e BH3, bem como um dominio trans-membrana. O BH3 das
proteinas pré-apoptéticas da familia da Bcl-2 se apresenta como o dominio minimo
requerido para a indugdo de apoptose (ADAMS; CORY, 1998; GROSS ef al., 1999;
HUANG; STRASSER, 2000: BORNER, 2003; CHAN; YU, 2004; FENNELL:
CHACKO, 2008). Peptideos (16 a 33 amino4cidos) baseados na regido minima do
dominio BH3 de proteinas pré-apoptéticas (Bax, Bad, Bid, Bak) se apresentaram
como potentes indutores de morte celular programada, por meio de desestabilizagao
da membrana mitocondrial, liberagdo de citocromo C da mitocéndria e ativagéo da
cascata de caspases, culminando em apoptose celular (COSULICH et al., 1997b;
FINNEGAN et al., 2001; POLSTER et al., 2001; LA VIEIRA et al., 2002; SHANGARY:
JOHNSON, 2002; HARADA: GRANT, 2003; LI et al., 2007). Este efeito foi mais
estudado em células cancerosas e pode ser verificado, inclusive em células,
expressando altos niveis das proteinas apresentando efeito protetor: Bcl-2 e Bel-x,,
mas se mostra bem mais evidente nas células em que a expressdo das proteinas
protetoras néo estd aumentada (FINNEGAN et al., 2001; LA VIEIRA et al., 2002:
SHANGARY; JOHNSON, 2002), como no caso das células endoteliais ativadas.

Entre as proteinas pré-apoptéticas mais estudadas, estio Bax e Bak.
Enquanto Bak reside constitutivamente na membrana externa da mitocondria e no
reticulo endoplasmatico de células sadias, Bax reside prodominantemente no citosol.
Quando recebem um estimulo apoptdtico oligomerizam iniciando uma mudanca
conformacional formando homodimeros e heterodimeros na superficie da
mitocondria mediando a liberagdo do citocromo-c do espaco da inter-membrana para
O citosol, desta maneira ativando a caspase-3 e iniciando a cascata apoptética
(ZONG et al., 2003).

Células que ndo possuem Bax e Bak, mesmo com superexpressao de
ativadores de apoptose, ndo entram em apoptose (SCORRANO; KORSMEYER,
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2003), o que demonstra que essas proteinas sdo importantes para desencadear os
eventos que resultam em morte celular.

Sequéncias que consistem somente do dominio BH3 de Bax e Bak tem
mostrado ser eficientes para induzir apoptose (CHITTENDEN; FLEMINGTON et al.,
1995; HAN et al., 1996; ZHOU et al., 2000). Estudos utilizando peptideos de fusao
possuindo o dominio BH3 fundido a sequéncias que promovam sua internalizagéo
levaram a perda da viabilidade celular. No entanto, sua agéo ndo é especifica sobre
células tumorais, induzindo também apoptose quando internalizada por células
sadias (HOLINGER et al., 1999).

Tendo conhecimento destas propriedades, no presente estudo combinamos a
acao especifica da endostatina: internalizacao, efeito inbitorio e antiproliferativo sobre
células endoteliais, com a atividade apoptética do dominio BH3. Assim, sequéncias
que correspondem aos dominios BH3 das proteinas pré-apoptéticas Bax e Bak, por
se tratarem de potentes indutores de apoptose, induziriam a morte celular se
adequadamente internalizados nas células endoteliais ativadas por meio de fusdo
com a endostatina. As proteinas de fusao teriam as vantagens da endostatina, ou
seja, com acgéo antiangiogénica especifica para as células endoteliais ativadas, mas
com propriedades apoptéticas potencializadas de modo que ndo sejam necessarios
niveis permanentemente altos de endostatina na circulagdo para obtengdo de

regressao de tumores.
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2. OBJETIVOS

1) Realizar estudos de modelagem molecular de proteinas de fusao
contendo o dominio endostatina e o dominio pro-apoptético das proteinas
Bax e Bak da familia Bcl-2.

2) Construir plasmideos para expressdo em Escherichia coli de
endostatina e 3 proteinas de fusdo contendo o dominio endostatina e um
dominio pré-apoptotico.

3) Realizar a expressio em Escherichia coli, renaturacéo e
purificagdo destas proteinas.

4) Realizar estudo da atividade apoptotica das proteinas de fusio
em células de origem endotelial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

Equipamentos e acessoérios principais

-Aparelho Mili-Q-plus, purificador de agua, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.
-Autoclave, Kavoklave I, Blackburn, Inglaterra.

-Banho-maria, modelo 100, Fanem, S&o Paulo, Brasil.

-Balanga analitica, modelo AW 220, Shimadzu, Japéo.

-Centrifuga refrigerada automatica, modelo 5818, Eppendorf, Alemanha.
-Citometro de fluxo FACScalibur, Bencton-Dickinson, San Jose, CA, E.U.A.
-Eletroporador, modelo II, Invitrogen, San Diego, CA, E.U.A.

-Estufa de cultura de células, modelo 3158, Farma Scientific, Ohio, E.U.A.
-Espectofotémetro, Ultrospec Ill, Pharmacia Fine Chemicals, Suécia.

- Espectropolarimetro Jasco-J810, Jasco Corporation, Japéo.

-Fluxo laminar modelo 2256, TROX, Curitiba, Brasil.

-Freezer -80 °C, modelo NV-65126, Nuaire, Japao.

-Fluorimetro F-4500 (Hitachi), Tékio, Japéo.

-Incubadora refrigerada com agitagdo, modelo TE421, Tecnal, Brasil.
-Leitor de ELISA, modelo MR 4000, Dynatech Biotech, E.U.A.

-Microscépio invertido Nikon, modelo TMS, Japéo.

-Microscopio de fluorescéncia Card Zeiss, Goéttingen, Alemanha.
-Microscopio eletronico de varredura Phillips, modelo XL30, Holanda.
-Sistema de estocagem de criotubos em nitrogénio liquido, Thermolyne,
Dubuque, IA, E.U.A.

-Sistema de eletroforese vertical, modelo SE250, Hoefer, Pharmacia Biotech,
San Francisco, CA, E.U.A.
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-Sistema de eletroforese horizontal, modelo EPS 500/400, Pharmacia Fine
Chemicals, Suécia.

-Sistema de alta presséo, HiP, Pennsylvania, E.U.A.

-Sistema FPLC (“Fast Protein Liquid Chromatography”) Pharmacia Fine
Chemicals, Suécia.

-Transiluminador modelo Macrouve, Hoefer, San Francisco, E.U.A.

-Termociclador Perkin Elmer.

Reagentes principais utilizados em procedimentos de Biologia Molecular

-Agarose, Gibco-BRL, Grand Island, NY, E.U.A.

-Ampicilina sédica, Bayer, Sao Paulo, Brasil.

-Kanamicina, Sigma Chemical, Steinheim, Alemanha.

-Agar-agar purificado para bacteriologia, Merck, Sdo Paulo, Brasil.
-Bacto-triptona, Difco, Sdo Paulo, Brasil.

-Cloroférmio p.a.Merck, Sdo Paulo, Brasil.

-Enzimas de restrigéo, e tampédes respectivos da Promega, Madison, E.U.A.
-Extrato de levedura para microbiologia, Difco, Sdo Paulo, Brasil.
-Fragmento Klenow da DNA polimerase |, Amersham Pharmacia, Biotech.
-Marcador de tamanho de pares de bases: DNA Lambda digerido com Eco RI,
Hind 11, Sigma Chemical, Steinheim, Alemanha.

Vetores plasmidicos

-PETHK, N° 63404, ATCC, Manassas, VA, E.U.A.
-PET20b, N° Cat. 69739-3, Novagen, Madison, EUA.
-pET28a, N° Cat. 69739-3, (66864-3), Novagen, Madison, EUA.
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Linhagens celulares

-Ceélulas C-PAE (linhagem celular vascular de artéria de bezerro) foram
adquiridas da ATCC (Americam Type Tissue Collection),Manassas, VA,
E.U.A. (CCL-209).

-Células NIH 373, CRL-1658, foram adquiridas da ATCC (Americam Type
Tissue Collection), Manassas, VA, E.U.A.

Reagentes utilizados na cultura celular

-Antibiéticos e antimicéticos, Gibco-BRL, Life technologies, Grand Island, NY,
E.U.A.

-Bicarbonato de sodio, Gibco-BRL, Gathersburg, MD, E.U.A.

-Dimetilssulféxido (DMSO), MERCK, Sao Paulo.

-HEPES, Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.

-Meio minimo essencial Eagle's (E-MEM), Cuiltilab, Campinas, Sao Paulo,
Brasil.

--Soro fetal bovino (SFB) Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.

-Tripsina, SIGMA, St. Louis, MO, E.U.A.

3.1.6. Outros

-Anticorpo  policlonal anti-endostatina murina, Chemicon, Temecula, CA,
E.U.A.

-Anticorpo anti-caspase 3, 610323, BD tranduction Laboratories

-Cepa DHb5a.: supE44A lacU169 ($80lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96
thi-1 relA1.

-Cepa HB2151: nalr thi-1 ara A(lac-proAB) [F' proAB laclgZA M15

-Cepa BL21pLys: F—, ompT, hsdSg(rg-, mg-), dcm, gal, A(DE3), pLysS (Cm")
-Colunas HiTrap Heparin HP (GE Healthcare).
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-Fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), RD Systems,
Minneapolis, MN, E.U.A.

-Kit para purificagdo de DNA, Qiagen, Hilden, Alemanha.

-Kit para biotinilizagdo de proteinas, NZ-link, Pierce.

-Material plastico estéril para cultura celular, Corning Costar Corp.,
Cambridge, MA, E.U.A.

-Marcador de massa molecular de proteinas, RPN 755, Amersham Life
Science.

-Membrana de PVDF, Bio-RAD, Hercules, CA, E.U.A..

-Estreptavidina conjugada com Alexa 488, S11223, Invitrogen, Eugene,
oregon, E.U.A.
—MTS:3-(dimeti!tiazol-2—il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofeni|)-2H-

tetrazolium. Promega.
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3.2 METODOS

3.2.1. Estudo de modelagem molecular das proteinas de fusio

A modelagem molecular por homologia é o principal método
computacional utilizado para predizer estruturas terciarias de proteinas. A
busca e selegdo dos moldes da endostatina (1KOE) e das sequéncias dos
dominios BH3 dos peptideos pré-apoptéticos Bax e Bak foram realizadas
utilizando o banco de dados de estruturas terciarias de proteinas Protein Data
Bank (PDB - (BERMAN et al., 2000). O alinhamento da sequéncia da
endostatina com a sequéncia das proteinas a serem modeladas foi realizada
utilizando algoritmos de alinhamento do programa BLASTP (BOURNE e
WEISSIG, 2003). A modelagem foi realizada utilizando o programa
MODELLER (SANCHEZ; SALI, 1997). Este programa realiza a modelagem
por homologia de estruturas de proteinas por satisfacdo de restricbes
espaciais. O programa constréi a estrutura tridimensional das proteinas
baseado nas coordenadas tridimensionais do molde. No presente estudo
utilizou-se a versao 9v4 do programa.

Métodos de analise dos modelos

Os modelos podem ser avaliados como um todo, bem como por regides
individuais. Como a qualidade do modelo depende em grande parte do molde
utilizado, é preciso que este tenha sido obtido em alta resolugdo (< 2 A )e com
um fator-R satisfatério (< 20%). A qualidade do modelo construido sera

proporcional a qualidade da estrutura tridimensional utilizada como molde
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(SANCHEZ; SALI, 1997). Os programas utilizados para a analise foram
Procheck e Verify 3D.

O programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) analisa a geometria
global da estrutura ou cada residuo individualmente, utilizando parametros
estereoquimicos derivados de estruturas de alta resolugdo ou bem refinadas
(MORRIS et al., 1992), que constituem sua base de dados. Trata-se de um
programa pertencente ao pacote CCP4 (Collaborative Computational Project

- No 4) utilizado para verificar a qualidade estereoquimica de proteinas.

Os parametros usados sdo aqueles descritos por Morris et al. (1992).
Estes parédmetros utilizados como informagdes estereoquimicas checadas
pelo programa s&o: ligagdes covalentes, planaridade de grupos planares
(aromaticos, ligagbes peptidicas, etc.) angulos diédricos, quiralidade,
interagbes néo covalentes, ligagdes de hidrogénio da cadeia principal e pontes
de dissulfeto.

O Verify 3D (BOWIE et al, 1991; LUTHY et al, 1992) mede a
compatibilidade entre a sequéncia de aminoacidos de uma proteina e o

modelo da sua estrutura tridimensional, usando um perfil 3D.

Fazendo-se uso das ferramentas anteriormente citadas foram feitas as

modelagens das seguintes proteinas de fusao:

1. Endo-Bax: Fusdo N-terminal de uma cauda 6(His) ao dominio
endostatina seguido de um espagador 2 (Gly) em fusdo C-terminal
com o dominio BH3 da proteina apoptotica Bax.

2. Endo-Bak: 6His-endostatina Endo-Bax-Gly-Gly-dominio BH3 da
proteina apoptotica.

3. EBE: Fuséo N-terminal de uma cauda 6x(His) ao dominio endostatina
cuja a-hélice 1 foi substituida pelo peptideo de 17 aa formador de a-

hélice do dominio BH3 da proteina apoptotica Bax.
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Na figura 5 estdo representados os afinhamentos das proteinas de

fusdo onde aparecem as seguintes sequéncias em destaque:

= Em vermeiho: seis histidinas

= Em laranja: aminoacidos da 1% a-hélice da endostatina
* Em marrom: Gly-Gly

* FEm azul: aminoacidos da g-hélice do BH3 do Bax {156 aminoacidos

importantes para a atividade apoptética)

= Em litds: dominio BH3 (16 aminoacidos importantes para a atividade

apoptotica) da proteina Bak
= Em rosa: cisteina da 1? a-hélice

= Sublinhados: argininas importantes para a ligacdo da endostatina ao

heparan sulfato

= Em verde: os primeiros e ditimos aminodcidos desordenados da

endostatina que nao formam estrutura cristalografica

Endo
Endo-Bax
Endo=Bak
EBE

Endo
Endo-Bax
Endo-Bak
EBE

Endo
Endo-Bax
Endo~=Bak
EBE

Endo
Endo-Bax
Endo=Bak
EBE

Endo
Endo-Bax
Endo-Bak
EBE

51

GTFRAFLSSR
GTFRAFLSSR
GTFRAFLSSR
GTFRAFLSSR

101

LOPGARIFSE
LOPGARIFSF
LOPGARIFSTE
LOPGARIFSF
151

GATGQASSLL
GATGQASSLL

GATGQASSLL
GATGQASSLL

LODLYSIVRR
LODLYSIVRR
LODLYSIVRR
LODLYSIVRR

DGROVLEHPA
DGRDVLRHPA
DGROVLEHPA
DGRDVLRHPA

SGRLLEQKAA
SGRLLEQKAA
SGRLLEQKAA
SGRLLEQKAA

ALNTPLSGGM
ALNTPLSGGM
ALNTPL3GGM
ALNTPLSGGM

ADRGSVPIVN
ADRGSVPIVN
ADRGSVPIVN
ADRGSVPIVN

WEPOKSVWHGS
WPQKSVWHGS
WEQKEVWHGS
WPQKSVWHGS

SCHNSYIVLC
SCHNSYIVLC
SCHNSYIVLC
SCHNSYIVLC

50
VGLS
VGLS
VGLS
LKRIGDELDS

LKDEVLSPSW
LKDEVLSPSW
LKDEVLSPSW
LKDEVLSPSW

DPSGRRLMES
DPSGRRLMES
DPSGRRLMES
DPSGRRLMES

IENSFMTSFS K

IENSFM
IENSFMTS
IENSFMTSFS

100
DSLFSGSQGO
DSLESGSQGQ
DSLFSGSOGO
DSLFSGSQGQ

150
YCETWRTETT
YCETWRTETT
YCETWRTETT
YCETWRTETT

Figura 5: Alinhamento miitiplo entre a sequéncia primaria da endostatina com as
sequéncias das proteinas de fusdo (endo-Bax, endo-Bak e EBE).



3.2.2. Construcido dos vetores de expressao

3.2.2.1. Amplificacio e clonagem do gene da endostatina

O gene da endostatina murina presente no vetor pETKH1 (ATCC
n°63404), ja possuindo os 6 codons para expressdo da cauda de poli-
histidinas, foi amplificado, utilizando-se a técnica de PCR, incluindo-se nas
extremidades os sitios para as enzimas de restricdo Ncol e EcoRl, a5 e a
3’ do gene, respectivamente. O iniciador “sense” foi desenhado de modo a
que o gene da endostatina quando clonado no vetor PET20b (Novagen,
Madison, EUA) entrasse em fase de leitura apos a sequéncia codificante

para o peptideo sinal pelB. Os “primers” utilizados para esta reacgao foram:

Sense:
5" GTT CCA TGG CTC ACC ATC ACC ACC AC 3

Antisense:

5" GTT GAA TTC TAT TTG GAG AAA GAG GT 3'

A amplificagdo por PCR foi realizada em Termociclador (Perkin
Elmer ou MJ Research) empregando-se um volume final de 25 uL
constituido de 100 pmol de cada “primer”, 750 ng de DNA molde, 10 mM
de dNTPs, 1 unidade (U) da polimerase (Tag-polimerase) e 50 mM de
MgCl; .

As condigdes de amplificagdo compreenderam uma desnaturacdo
inicial de 92°C, hibridagdo com os “primers” a 58,2 °C e extensdo dos
‘primers” a 72 °C. Foram realizados 30 ciclos e a reacao foi interrompida

por resfriamento a 4 °C.

23



A andlise dos DNAs amplificados por PCR foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida este DNA amplificado foi
aplicado a um gel de agarose a 1% contendo 1 % de brometo de etidio.
Apoés a corrida eletroforética a banda de aproximadamente 550 pares de
bases foi visualizada em transiluminador de luz ultravioleta, cortada e
retirada do gel. Este DNA foi purificado utilizando-se o kit para purificagao
de fragmentos de DNA (QIAGEN) e em seguida digerido com as enzimas
de restricdo Ncol e EcoRl. O gene da endostatina foi clonado no vetor
PET20b+ (Novagen), digerido com as mesmas enzimas de restrigdo. A
reacdo de ligagdo entre o gene da endostatina e o vetor plasmidial
PET20b+ foi realizada empregando-se T4DNA-ligase (6 U) e o respectivo
tampdo de ligagdo, utilizando-se 100 ng de DNA, 30 ng do vetor
linearizado, ATP 10 mM em 10 L de reagao total. A reagdo foi incubada

durante 16 horas a 4 °C.

O produto de ligagdo foi utilizado para transformacgao de células
competentes HB2151. DNAs plasmidicos de colénias isoladas foram
purificados e a presenga do gene da endostatina foi confirmada por analise
de restricdo. Este vetor foi denominado PET20-endo e foi utilizado para

realizar a mutagénese sitio-especifica.

3.2.2.2. Mutagénese sitio-especifica para obtencao das proteinas de

fusao

Foram realizados procedimentos de mutagénese sitio especifica
para introdugdo de codons correspondentes aos peptideos apoptéticos
Bak ou Bax apos o gene da endostatina no vetor. A construgao do terceiro
vetor foi realizada pela troca dos nucleotideos correspondentes a primeira

a-hélice do gene da endostatina pela a-hélice do peptideo Bax .
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Obtencédo de DNA fagemidico de fita simples do vetor pET20-endo na
cepa RZ1032(dut” e ungq)

Para o procedimento de mutagénese sitio-especifica utilizou-se o
DNA de fita simples do vetor pET20-endo. Este DNA foi produzido
fazendo-se a transformagédo de uma cepa de E. coli contendo o epissomo
F’" e o gendtipo dut” e ung (RZ1032). A preparagao do DNA fagemidico de
fita simples foi realizada transferindo-se uma colénia de E. coli RZ1032
recém transformada com o plasmideo pET20-endo para um tubo estéril
contendo 1,5 mL de meio YT com 100 Mg/uL ampicilina e deixou-se crescer
sob agitagdo a 37°C até que a densidade Optica a 600 nm atingisse 0,2.
Adicionaram-se entéo 10 pLde um estoque de fago auxiliar R408 contendo
aproximadamente 10" unidades formadoras de placa/mL. As culturas
foram deixadas sob agitagdo a 37°C por 5 a 6 horas, decantando-se em
seguida o material em microcentrifuga a 12000rpm por 5 minutos.
Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo estéril e adicionaram-se
200 pL de uma solugao de polietilenoglicol (PEG) 8000 a 20% e NaCl 2,5M
agitando-se e deixando-se 15 minutos a temperatura ambiente. O DNA
fagico foi centrifugado por 5 minutos em microcentrifuga (12000rpm). O
precipitado foi ressuspenso em 100 pL de TE, sendo extraido com 50uLde
fenol tamponado. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e
adicionaram-se 9 L de acetato de sodio 3M (pH5,5) e 300uLde etanol. O
tubo foi incubado por 15 minutos a -20°C para a precipitagdo do DNA e em
seguida foi centrifugado em microcentrifuga a 12000 g por 15 minutos,
retirando-se o sobrenadante. O precipitado foi lavado com etanol a 70% e
seco. O DNA de fita simples foi entdo ressuspenso em 25 uL de TE,
quantificado apos eletroforese em gel de agarose a 0,6% e estocado a —
20°C.

Os oligonucleotideos, desenhados como sequéncia complementar,
invertida da fita simples do DNA molde (pET20-endo), utilizados para os

procedimentos de mutagénese sitio-dirigida foram os seguintes:
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ENDO-EAX (92 bases)

§'TCGACGGAGCTCGAATTCTAAGAGTCCAGTTCGTCACCGATACGTT
TCAGGCATTCAGACAGTTTTTTACCACCTTTGGAGAAAGAGGTCAT &

Sequéncias complementares ao cDNA de fita simples:

™ Cinza r_:..‘\._% ~ia r-f .—i—. of f-1.A.;;i,_ﬂ!;—.q

¢ \Violeta: sequenma do vetor pET20
L J
Sequéncias introduzidas:

* Verde: dois residuos de glicina
- A1l Aominin o BHZ do BAX

s Preto: oodonatop

ENDO-BAK (92 bases)

§'TCGACGGAGCTCGAATTCTAACGGTTGATGTCGTCACCGATGATA
GCCAGCTGACGACCAACCTGACCACCACCTTTGGAGAAAGAGGTC
AT 3

Sequéncias complementares ao cDNA de fita simples:

. ."\H-‘—.— -.A.;l ia do gene dz wddoatating

. Voleta sequenCia do vetor pET20
L ]

Sequéncias introduzidas:
* Verde: dois residuos de glicina

e Azul escuro: dominio BH3 do BAX
e Preto: codon stop

EBE (87 bases)

S'AGGAAAGCCCGGAAGG"FGCCAGAGTCCAGTTCGTCACCGATAC
GTTTCAGGCATTCAGACAGTTTTTTACGGATACCACGCATGCCT &

Sequéncia complementar

. Cinza: gene da endostatina
Sequéncia introduzida:

® Azui: dominio BH3 do BAX
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Para a reagdo de mutagénese sitio-especifica seguiu-se o protocolo
descrito por Kunkel (KUNKEL, 1985). O anelamento dos oligonucleotideos
ao DNA molde foi feito com 5 pL (1pmol) de DNA de fita simples contendo
residuos uracila, 1 pL do oligonucleotideo fosforilado (5pmoles), 1 uL de
tampé&o de anelamento e 3 plLde 4gua destilada. Incubou-se a reagédo a 55°C
por 5 minutos e deixou-se esfriar a temperatura ambiente por 10 minutos. O
molde de DNA foi copiado apés a adicdo dos seguintes reagentes: 4uL de
uma solugdo contendo 2,5mM de cada um dos 4 nucleotideos em TE, 1 pL
de tampéo de ligase 10x concentrado, 1 HL de ATP 10mM, 2 pL de 4gua
destilada, 1 unidade de DNA polimerase (fragmento de Klenow) e 1 unidade
de T4 DNA ligase. A mistura de reagao foi incubada por duas horas a
temperatura ambiente sendo que 5 pL desta mistura foram utilizados para a
transformagdo de bactérias E. coli da cepa HB 2151 (dut® ung®)

competentes.

Foram realizadas as purificagées do DNA plasmidico de varios clones.
A selecgéo de clones apresentando as mutagdes desejadas foi primeiramente
realizada por andlise de restrigdo utilizando-se as enzimas Ncol e Pstl para
os clones de endostatina-BH3 de Bax (pET20 endo-Bax) e endostatina-BH3
de Bak (pET20 endo-Bak), os quais deveriam apresentar fragmento com 55
pares de bases a mais do que o DNA utilizado como molde. A pré-selegao
de clones de plasmideos, no qual a a-hélice de endostatina foi trocada pela
a-hélice do Bax (pET20 EBE), (os quais ndo deveriam apresentar alteragdo
de tamanho) foi realizada por analise de restricdo utilizando-se a enzima de
restricdo Mva1269I (ou Bsml) presente somente na sequéncia de cDNA que
codifica para a a-hélice de Bax. Os plasmideos que apresentaram digestao
por esta enzima, foram selecionados. Os plasmideos pré-selecionados
foram enviados para sequénciamento, utilizando como iniciadores tanto a
sequéncia de DNA do promotor de T7 como também o primer “T7
terminator”. Os sequénciamentos foram realizados no Centro de Estudos do

Genoma Humano (USP).
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3.2.2.3. Subclonagem dos cassetes de expressio: endostatina, endo-
Bak, endo-Bax e EBE no vetor pET28

Os fragmentos de DNA correspondentes aos cDNAs das 4 proteinas
presentes no vetor plasmidico de expressdo pET20 foram digeridos com as
enzimas de restricdo Ncol e EcoRl. A reagao foi realizada empregando-se
20 pg de cada vetor, 10 U das respectivas enzimas incubadas por 2 horas a
37 °C em tampéo adequado e a seguir inativadas a 80 °C. Os fragmentos
obtidos foram separados realizando uma corrida eletroforetica em gel de

agarose 1 % e purificados utilizando o Kit de purificacdo de fragmentos de
DNA (QIAGEN).

As ligagdes dos fragmentos de DNA de interesse ao plasmideo pET28
foram feitas em 10 pL de reagdo contendo uma mistura do inserto com o
vetor linearizado, mantendo uma proporgdo de 150 ng de inserto para 30 ng
de vetor, 10 mM de ATP, 3U de T, DNA ligase em tampéo apropriado. As
reacoes de ligagdo foram incubadas por 4 horas a 20 °C e a seguir
transformadas nas células competentes £ coli DH5q para propagagao

plasmidial.

Os vetores denominados pET28-endo, pET28-endo-Bak, pET28-
endo-Bax e pET28-EBE foram selecionados por analise de restricdo e
transformados em bactérias E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3)pLys para

expressao.
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3.2.3. Expressdo das proteinas de fusio e isolamento dos agregados

protéicos (corpos de incluséo)

Bactérias E. coli BL-21 (DE3) pLys S competentes foram transformadas
com os vetores e plaqueadas em agar LB contendo kanamicina (30pg/mL).
Colbnias recém transformadas foram semeadas em 250 mL de meio rico
2HKSII (JENSEN; CARLSEN, 1990) (20 g de triptona /L, 10 g de extrato de
leveduras /L, 4 g de casaminoécidos /L, 0,8 g de MgSO;, /L, 0,08 g de CaCl,/L
3,1 g K2SO4 /L e 380 pLde solugao tragos de metais/L), contendo kanamicina
e cultivadas a 37°C sob agitagdo até que a densidade Optica a 600 nm
atingisse 3.0 quando ent&o se adicionou IPTG (concentragao final de 0,5mM).
O cultivo foi mantido nas mesmas condigdes por mais 16 horas, medindo-se
novamente as densidades 6pticas (600nm) ao final deste periodo. Volumes de
amostras correspondentes a 0,1 de densidade 6ptica (Asoo nm) foram
congelados e posteriormente aplicadas em gel de SDS-PAGE, o qual foi
seguido de coloragdo do gel ou transferéncia das proteinas para membranas
para imunoblotting. Os meios de cultura foram centrifugados a 2500 x g por 10
minutos a 4°C, os sobrenadantes foram descartados e os precipitados
contendo as proteinas de interesse foram processados. A fracao insollvel,
contendo os corpos de inclusdo, foi ressuspendida em 50 mL de tampao
contendo 100 mM Tris-HCI pH 7.5 e 5 mM EDTA, seguida pela adicao de
lisozima em concentragdo final de 50 pg/mL e incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos. A suspenséao foi sonicada na presenca de 0.1% de
deoxicolato de sédio, seguida por centrifugagdo a 8000x g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado, e a fragéo insollvel foi ressuspensa em
0,05M Tris-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA contendo 0,1 % de deoxicolato de sodio.
O procedimento de centrifugacéo e ressuspencao foi repetido duas vezes e o
precipitado resultante foi dissolvido em 15 mL de 0,05mM Tris-HCI pH 7,5, 100
mM NaCl, 3 M de uréia e centrifugada 8000 x g for 10 min at 4°C. As lavagens

com uréia foram repetidas 5 vezes, o precipitado resultante da dltima
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centrifugacéo foi lavado duas vezes com 0.05 M Tris-HCI pH 7.5, e
ressuspensas no mesmo tampao.

3.2.4. Renaturacao de agregados de endostatina e mutantes

Inicialmente foi seguido o protocolo descrito na literatura para
renaturagdo de endostatina (HUANG et al., 2001). Este método se mostrou
pouco reprodutivel resultando geralmente em proteinas agregadas. Na
tentativa de obter proteinas estaveis que apresentassem uma conformacéo
correta desenvolvemos uma nova metodologia que se baseia na utilizagao de

altas pressées hidrostaticas para solubilizar e renaturar proteinas agregadas.

3.2.4.1.Renaturacéo utilizando altas pressées hidrostaticas

Os corpusculos de inclusdo das proteinas recombinantes foram
ressuspensos em tampao de renaturagdo (50mM Tris HCI pH 7.5, 1mM
EDTA) contendo diferentes concentragdes do agente denaturante GdnHCI
(0-6M) com a presenga ou auséncia do par oxidante/redutor, (GSH/GSSG).
Foram testadas variagdes da razdo molar deste par redox com uma
concentragéo final de 10mM. As suspensdes foram colocadas em sacos
plasticos, os quais foram selados, introduzidos em outro plastico maior o
qual foi selado a vacuo e entdo colocado em um vaso de pressao contendo
uma mistura de dleo e agua como fluido de transmissdo. Foi aplicada uma
pressdo de 30000 psi por 16 horas. Apés despressurizagdo lenta
(aproximadamente 20 minutos) as amostras foram centrifugadas a 12000 g
por 15 minutos para separar os agregados insoltveis da fragcdo soluvel. A
fragcéo soluvel foi entdo dialisada contra tampao Tris HCl 50mM pH 7.5 a
fim de retirar o reagente GdnHCI, novamente centrifugada nas mesmas

condigdes e logo estocada a -20°C.
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3.24.2 Utilizacdo de pressdes decrescentes na renaturacao da

endostatina e seus mutantes

Com o intuito de otimizar o processo de renaturagdo foram
aplicados diferentes esquemas de despressurizagdo. Foi seguindo o
mesmo  protocolo descrito anteriormente mas desta vez a
despressurizagéo foi realizada em forma decrescente diminuindo 5000 psi
de pressdo a cada 30 minutos até atingir pressdo atmosférica. Este
esquema de despressurizagdo foi aplicado a todas as proteinas. Apds
despressurizagdo as amostras foram centrifugadas, dialisadas e a seguir

foram analizadas e purificadas.

3.4.2.3. Andlise morfolégica dos agregados protéicos tratados com

altas pressdes utilizando Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Mudangas na morfologia dos corpos de inclusdo de endostatina e
das proteinas de fusdo antes e ap6s serem submetidos ao processo de
renaturagdo utilizando altas pressées foi avaliada por MEV. Amostras
insoluveis (corpos de inclusdo, proteinas que permaneceram insolluveis
apos pressurizagdo e proteinas que precipitaram durante a dialise) foram
lavados com agua milli-Q. Foram aplicados 50 uL em porta-amostras e
secados em dessecador por 16 horas. Apbs secagem as amostras
receberam um banho de ouro e foram entéo visualizadas e fotografadas

em microscopio eletrénico de varredura Phillips 515 operando a 15 kV.

3.2.5. Purificacéo da endostatina e dos mutantes

Apés dialise as proteinas endostatina as proteinas de fusdo

renaturadas foram aplicadas em coluna HiTrap Heparin HP (GE Healthcare)

31



contendo 1 mL de resina pré lavada com tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 e
pré equilibrada com 5 volumes de coluna em tamp&o Tris HCI 50 mM pH 7.5.
A coluna foi lavada com 10 mL de tamp&o de equilibrio e as proteinas foram
eluidas usando um gradiente de NaCl (0-1M). As purificagbes foram
realizadas aplicando um fluxo de 1mL por minuto. As fragdes foram coletadas
em coletor automatico do sistema FPLC (“Fast Protein Liquid
Chromatography”) com determinagdo continua da absorvancia em
comprimento de onda de 280 nm. As fragdes que continham os picos
principais foram coletadas e didlisadas contra tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5

para realizar a retirada do NaCl das amostras purificadas.

3.2.6. Caracterizacdo das proteinas renaturadas

3.2.6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A analise da expresséo, purificagdo e renaturagdo das proteinas foi
realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15 %
seguindo protocolo descrito por LaemLi (1970). As amostras foram aplicadas
sob condigbes redutoras ou ndo redutoras na presenca de tampao de
amostra e aquecidas por 5 minutos a 95 °C. A corrida eletroforética foi
realizada a 80 volts por 3 horas. Junto com as amostras também foi aplicado
um marcador de massa molecular (GE Healthcare) para uso como padrao
de massa das proteinas analisadas. Para coloragéao, o gel foi imerso em uma
solugéo contendo 0,25% de “Comassie blue G” e 10% de acido acético por 2
horas. A seguir o gel foi descorado em uma solugéo com 8% de acido glacial
acetico, sendo realizadas trocas sucessivas até a visualizagdo das bandas

correspondentes as proteinas de interesse.
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3.2.6.2. Western Blot

Para Westen Blot as amostras foram submetidas a SDS-PAGE (15%)
€ em seguida transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A
transferéncia das proteinas foi realizada por eletroeluigdo do seguinte modo:
colocaram-se 8 folhas de papel filtro pré-umedecido em tampdo de
transferéncia (0,3% glicina, 0,6% Tris-base, 0,04% SDS, 20% metanol) e em
seguida, do polo positivo para o polo negativo, colocaram-se a membrana de
nitrocelulose, o gel e mais 8 folhas de papel filtro pré-umedecidas. A corrente
foi fixada de acordo com a area de gel (0,85mA por cm?) para a transferéncia
total das proteinas, realizada por 1 hora. A membrana foi lavada com
tampéao fosfato-salina (PBS) contendo 5% de leite em pé desnatado e
liofilizado (Molico, S&o Paulo, Brasil) e entdo foi incubada por 10 horas com
0 anticorpo policlonal anti-endostatina (Chemicon, Temecula, CA, US.A)
diluido 150 vezes em PBS contendo 5% de leite em pé desnatado. As
reagoes foram detectadas pela incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase por uma hora. Foi utilizado o sistema de deteccgao
ECL seguindo-se as instrugdes do fabricante (GE Healthcare) e a seguir as
membranas foram expostas a filmes de radiografia, os quais foram
revelados.

3.2.6.3. Dosagem de proteinas

A determinagao do contetdo proteico foi realizada utilizando o método
padronizado por Bradford (1976), cuja reagdo baseia-se na capacidade das
proteinas interferir com a absorvancia do corante “Coomassie Brilliant Blue”
G250 (GE Healthcare) em meio altamente acido, resultando em modificagao

proporcional de cor, detectavel em 595 nm.
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Foi elaborada uma curva padrdgo com 0,0312 mg/mL a 1mg/mL de
albumina humana (SIGMA-ALDRICH) em tamp&o Tris 50 mM. Como branco
se utilizou o tampédo Tris 50 mM. As densidades Opticas foram obtidas em
espectrofotdmetro utilizando um comprimento de onda de 595 nm. Os dados
obtidos com as solugdes padrdo de albumina possibilitaram a obtengdo de
uma reta com fungéo linear: Y=Ax+B, sendo Y = absorvancia a 595 nm, Xx=

concentracao protéica, A = coeficiente angular da reta e B = constante da
reta.

3.2.6.4. Analises espectroscopicas das proteinas renaturadas

3.2.6.4.1. Espectroscopia de Dicrosimo Circular (CD)

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados
utilizando o espectropolarimetro Jasco-J810 equipado com um sistema de
banho-maria liquido com controle de temperatura. Os espectros de
dicroismo circular no UV distante (260-190 nm) foram adquiridos utilizando-
se uma cubeta de quartzo de 0.1 cm de caminho 6ptico. Os espectros de
CD foram obtidos empregando-se médias de cinco varreduras. A estrutura
secundaria das proteinas obtidas pelo CD foi calculada utilizando o
programa K2D (http://www.embl-heidelberg.de/ andrade/k2d).

3.2.6.4.2 Espectroscopia de Emissio de Fluorescéncia

Os estudos de emissé&o intrinseca de fluorescéncia da endostatina e
das proteinas de fusdo foram realizados no espectrémetro de fluorescéncia
F-4500 (Hitachi), utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho 6ptico. As amostras foram excitadas a 288 nm e a emissdo da

fluorescéncia foi monitorada no intervalo de 300-400 nm.
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3.2.7 Andlise de atividade da endostatina e das proteinas de fusdo

3.2.71 Anadlise da internalizacdo de endostatina e das proteinas e

mutantes por Western Blot

Células endoteliais C-PAE (5 x 10*) foram semeadas em placas de
12 pogos. As células foram mantidas a 37°C, em incubadora umidificada
de CO,, em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Apds 24 horas o meio de cultura foi trocado por meio com 2% de soro fetal
bovino + 10ng/mL de bFGF e adicionou-se endostatina ou as proteinas de
fusdo (10pg/mL), incubando-se em diferentes tempos: 0, 30, 90 e 180
minutos. Cada pogo foi lavado 3 vezes com PBS e a seguir as células
foram lisadas pela adigdo de tampdo de amostra para SDS-PAGE e
incubagdo a 60°C por 5 minutos. As amostras foram coletadas, fervidas e
tratadas como usualmente para aplicagdo em SDS-PAGE. Apés a corrida
eletroforética, as proteinas do gel foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. O Western blotting foi realizado utilizando-se anticorpo anti-
endostatina e 2° anticorpo anti-IgG de coelho ligado a peroxidase. As
reagoes foram detectadas utilizando-se quimioluminescéncia (kit ECL da
GE) e exposicdo das membranas a filmes de raios-X que foram
posteriormente revelados.

3.2.7.2 Analise da internalizacdo de endostatina e mutantes por

imunofluorescéncia

Endostatina e seus mutantes foram biotinilados com sulfo-NHS-LC-
Biotin da EZ-Link utilizando um kit de biotinilizagéo conforme instrugdes do
fabricante (Pierce) e entdo dialisados contra tampao fosfato para retirada

do excesso de biotina.
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Ceélulas CPA-E (5 x 10%) foram semeadas em laminulas de
2,5x2,5 cm, colocadas em placas de 6 pogos e mantidas em meio
minimo essencial “Eagle’s”’ (EMEM) suplementado com 2% soro fetal
bovino, 50 U/mL penicilina, 50 Mg/mL estreptomicina e 2 mM L-glutamina
e incubadas em ambiente umido a 37°C, na presenca de 5% CO,. Apos
24 horas de incubacdo o meio foi trocado e as células foram incubadas
por 12 horas com meio EMEM fresco contendo 2% soro fetal bovino e
bFGF (5 ng/mL) e entdo foram adicionados endostatina ou os mutantes
biotinilados (10 pg/mL). Como controle negativo foi realizado o mesmo

ensaio com a linhagem celular murina nao endotelial NIH 3T3.

Apos incubacdo o meio de cultura foi retirado e as laminulas com
as células aderidas foram lavadas por trés vezes com tampao fosfato
(PBS) e logo permeabilizadas e fixadas pela adicdo de 800 uL de
metanol gelado e incubag&o por 6 minutos. As laminulas foram retiradas
da placa de cultura e lavadas duas vezes com PBS e logo incubadas por
40 minutos com PBS contendo 1% de BSA. A seguir as laminulas foram
incubadas com Alexa 488 conjugado com estreptavidina (Invitrogen) por
45 minutos. A células foram lavadas cinco vezes com PBS e entdo foi
adicionado  Vectashield, composto que contem DAPI, reagente que
permite a visualizagdo do nucleo celular. As laminulas foram fixadas em
um porta-amostra, incubadas por duas horas a 4 °C e analisadas e

fotografadas em microscopio de imunofluorescéncia.
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3.2.7.3. Ensaio de viabilidade celular

O teste de viabilidade celular é um método colorimétrico no qual se
utiliza um composto tetrazélico (3-(dimetiItiazol—2-iI)-5-(3~carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium, sal inerte, MTS) e um reagente acoplador de
elétrons (metassulfato de fenazida, PMS) (CORY et al., 1991). O MTS &
bioreduzido pelas células ao produto formazan que é solivel no meio de
cultura. A conversdo do MTS em formazan solavel & executada pela enzima
desidrogenase, encontrada em células metabolicamente ativas e pode ser
medida diretamente de placas de 96 pogos sem adigdo de outros reagentes.
A absorvancia a 490 nm, que corresponde a quantidade de formazan
formado, é diretamente proporcional ao numero de células viaveis em
cultura.

A linhagem celular C-PAE (célula endotelial de artéria do pulméo de
bezerro), foi adquirida da ATCC (CCL-209) (Manassas, VA) e foi utilizada
para testar a habilidade da endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE em inibir
a proliferagdo de células endoteliais . As células foram mantidas em meio

1.

minimo essencial “Eagle’s (EMEM) suplementado com 20% soro fetal
bovino, 50 U/mL penicilina, 50 Mg/mL estreptomicina e 2 mM L-glutamina e
incubadas em ambiente Umido a 37°C, na presenga de 5% CO,. As
incubagdes foram realizadas em placas de 96-pogos com um volume final de
100 puL/pogo de EMEM contendo 2% soro fetal bovino, com concentragdes
iniciais de células de 5 x 10° células/pogo. Apods 24 horas de incubagdo o
meio foi trocado por 90 uLde EMEM fresco contendo 2% soro fetal bovino e
9 ng/mL de bFGF (fator basico de crescimento de fibroblastos) e entdo foram
adicionados 10 pL das proteinas purificadas, em diferentes diluigdes. Como
controle foi utilizado o mesmo volume de Tris 50 mM. Cada amostra foi
analisada em triplicata. As placas foram colocadas em incubadora Umida
com 5% de CO; por 72 horas a 37°C. A viabilidade celular foi determinada
pela adi¢do de 20 pLde uma solugdo de 20 MTS: 1 PMS a cada poco € a
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placa foi incubada por mais 2 horas. As leituras de absorvancia, com filtro de
495 nm, foram feitos em uma leitora de ELISA (espectrofotdmetro para

placas de 96 pogos).

3.2.8. Analise de apoptose

3.2.8.1 Citometria de fluxo

A apoptose foi avaliada apés tratamento das células endoteliais com
endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE. Foram utilizadas células bovinas
C-PAE semeadas em placas de 6 pogos (1,5 x 10° células/pogo) em meio
EMEM com 20% de soro fetal bovino. Apds 24 horas o meio foi trocado por
1 mL de meio com 2% de soro fetal bovino, 20 ng/mL de bFGF e 20ug/mL
de endostatina, endo-Bak, endo-Bax ou EBE. Apds 16 horas as células
ndo aderentes foram coletadas das placas contendo células tratadas e os
seus controles correspondentes, em seguida os pogos foram tripsinizados
e as células aderentes foram adicionadas as ja coletadas. As suspensoes
contendo todas as células de cada pogo foram centrifugadas (240 x g por 5
minutos) e as células foram incubadas por 1 hora (4°C) com 300 ulL de
solugdo de iodeto de propidio em tampdo HFS (50ug/mL de iodeto de
propidio - PI, 0.1% Triton X-100 e 0,1% de citrato de sédio) para marcagao.
As amostras foram analisadas por citometria de fluxo (FACScalibur,

Bencton-Dickinson).

3.2.8.2. Ensaio de ativacdo de caspase-3

A caspase 3 & uma protease intracelular ativada durante a

apoptose. A atividade apoptética da endostatina e seus mutantes foi
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avaliada pela ativagdo desta caspase. Foram semeadas 4x 10° células C-
PAE em meio EMEM com 20% de soro fetal bovino. Apos 24 horas o meio
foi trocado por meio com 2% de soro fetal bovino, 20 ng/mL de bFGF e
20pg/mL de endostatina, endo-Bak, endo-Bax ou EBE. Apo6s 24 horas as
placas contendo células tratadas e os seus controles correspondentes
foram tripsinizadas, as células aderentes ou ndo foram coletadas e
centrifugadas (240 x g por 5 minutos), ressuspendidas em 100 plL de
tampéo de amostra, fervidas e aplicadas em gel de SDS-PAGE, em
seguida transferidas seguindo o mesmo processo do item 3.2.7.1 utilizando

0 anticorpo primario anti caspase-3.
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4. RESULTADOS

4.1 Modelagem molecular das Pproteinas de fusdo endostatina-BH3 das
eculs ——=_115a0 endostatina-BH3 das
proteinas apoptéticas:

Foram gerados 1000 modelos de cada proteina e a escolha do melhor modelo
foi baseada na qualidade estereoquimica utilizando o programa PROCHECK
(LASKOWSKI et al. 1993), e a fungdo objetiva do MODELLER (SALI; BLUNDELL,
1993). As imagens da estrutura tridimensional dos modelos foram geradas a partir do
programa PyMOL (DELANO, 2002 -http://www.pymol.org). Todos os modelos criados
apresentam boa qualidade estereoquimica sendo considerados modelos confiaveis.

a) Modelagem da _Endostatina-GG-BH3 do Bax e Endostatina-GG-BH3 do
Bak

Para a modelagem da endostatina-GG-BH3, contendo os peptideos com 16
residuos de aminoacidos, que sdo os dominios minimos com atividade apoptotica
das proteinas Bax e Bak (que apresentam estruturas similares entre si), foram
utilizadas como modelo as estruturas em solugéo das proteinas pro-apoptéticas Bax
e Bak humanas (SUZUKI et al., 2000). Na modelagem do peptideo responsavel pela
atividade proé-apoptética de Bax com 16 aminoacidos (SATTLER et al., 1997) foi
utilizado um fragmento correspondente a a-hélice 2 e parte da a-hélice 3 do BH3 do

Bax .
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Foi utilizado como modelo da endostatina o dominio endostatina murina do
fragmento C-Terminal de 184 residuos da cadeia o1 do Colageno XVill (1KOE)
(HOHENESTER et al., 1998) (Figura 6). O dominio da endostatina murina
compreende o residuo Gin138 até Phe309 do colageno XVill ou Gin 7 até Phe179 da
endostatina. Os primeiros 10 e os Ultimos 6 residuos ndo s&o visiveis no modeio
cristalografico provavelmente por estarem desordenados.

1 ? F 4

v

Figura 6: Modelo tedrico (1KOE) da estrutura tridimensional da proteina endostatina
mostrando as a-hélices representadas em azul turquesa, as folhas-B representadas em lilas e
as pontes dissulfidicas representadas em laranja. Este modelo foi gerado a partir do programa
PyMOL (DELANO, 2002).

Os modelos tridimensionais hipotéticos gerados por dinamica molecular
mostram os peptideos Bax ou Bak como sequéncias sem conformagéo presentes no
fragmento C-terminal da endostatina (Figura 7). A endostatina possui 4 residuos de
cisteina (entre as cisteinas C33-C173 e C135-C165). O peptideo com 16
aminoacidos de Bax, por sua vez, possui uma cisteina na sexta posi¢cao. Na
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construgdo da proteina endostatina-GG-BH3 do Bax (endo-Bax), a cisteina do
fragmento de Bax poderia ter sido trocada por outro aminoacido similar que n&o
formasse ponte dissulfidica (ex: serina). Foi considerado, no entanto, que devido ao
fato da cisteina estar presente na porgdo C-terminal da proteina provavelmente
quando este aminoacido estivesse sendo adicionado a molécula durante a sintese da
proteina, as duas pontes dissulfidicas anteriores ja estariam formadas e por isso a
cisteina permaneceu na posigéo original.

O modelo gerado para a proteina de fusdo Endo-Bak (Figura 7B) mostrou uma
molécula com muitas mudangas na sua estrutura secundaria com uma diminuicdo de
a-hélice, auséncia de folhas-, sem formagéo de pontes dissulfidicas e aumento de
regibes sem estrutura (random coil), evidenciando que a presenca do peptideo Bak
afetou significativamente a conformagéo desta proteina de fusdo no modelo gerado.

Figura 7: Modelos hipotéticos das estruturas mais estaveis das proteinas de fuséo gerados
apos dinamica molecular A, endostatina-GG-BH3 do Bax e B, endostatina-GG-BH3 do Bak.
Em roxo esta representado o peptideo Bax e em rosa o peptideo Bak. Em lilas estio
representadas as folhas-B e em azul turquesa a a-hélice. Estes modelos foram gerados
utilizando-se o programa PyMOL (DELANO, 2002).

42



b)_ Endostatina na qual a primeira o-hélice foi trocada pela a-hélice do BH3 do

Bax

Nesta proteina mutante a a-hélice da endostatina (com 14 aa) foi substituida
pelo fragmento de Bax com 16 residuos (Figuras 8 e 9) (SATTLER et al., 1997),
1997). Neste modelo a cisteina na posicdo 6 do fragmento de a-hélice de Bax foi
mantida na mesma posigao (8° posigao da w-hélice da endostatina) em que fica a
Cisteina 33 do dominio endostatina para formar uma ponte dissulfeto com a Cisteina
173. Consideramos que a ponte dissulfidica poderia dar estabilidade no caso da
primeira a-hélice da endostatina ser trocada pela a-hélice do domino BH3 do Bax.

Foram retirados os 4 residuos depois da a-hélice da endostatina para que a a-hélice
da Bax pudesse se encaixar nessa posigao.
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Comparando-se os modelos das figuras 6 (endostatina) e 9 (endostatina na
qual a a-hélice foi trocada pela a-hélice do BH3 de Bax -EBE) pode-se observar que
as pontes dissulfeto e a estrutura secundaria da a-hélice foram mantidas no modelo
da proteina de fusdo. Além disso, houve pouca mudanga na estrutura da molécula
com a troca de a-hélices. Pode-se também verificar que neste modelo esta a-hélice
fica bastante exposta, o que pode favorecer a atividade apoptética do BH3 do Bax.

Figura 9: Proteina de fusBo em que a a-hélice da endostatina foi trocada pela a-hélice do
peptideo do Bax (EBE). Em roxo esta representado o segmento correspondente ao

de Bax com 16 residuos, inserido na estrutura da endostatina. Os dois residuos
remanescentes da 2* o-hélice da endostatina e as outras a-hélices séo indicados em azul

turquesa.



Pela andlise da estrutura gerada pelo programa Molegro podemos visualizar a
distribuicdo das regides hidrofébicas, hidrofilicas e neutras da superficie das
proteinas modeladas. Na figura 10 estdo representadas a distribuicio de
hidrofobicidade das quatro proteinas, endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE.
Observam-se modificagtes na disposigdo das regides hidrofébicas das proteinas de
fuséo se comparadas com a proteina nativa, endostatina.

Figura 10. Diagramas de hidrofobicidade das proteinas modeladas, endostatina, endo-Bax,

endo-Bak e EBE gerados pelo programa Molegro. Representadas em verde as regides
hidrofébicas, em laranja as regides hidrofilicas e em branco as regides neutras.
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d) Analise da distribuic&o eletrostatica da endostatina e das proteinas de fusdo

Na figura 11 podemos observar as regides carregadas na superficie das
proteinas modeladas. A previsdo das cargas, representadas nesta figura, também foi
realizada pelo programa Molegro. Em azul estdo representadas as regides
carregadas positivamente, em vermelho as regides carregadas negativamente e em
branco estao representadas as regides neutras. Observam-se poucas mudancgas na
distribuicdo de cargas das proteinas mutadas se comparadas com a endostatina
nativa pela analise de dinamica molecular, o que indica estabilidade destas
proteinas.

Endostatina Endo-Bax

EBE Endo-Bak

Figura 11. Diagrama das superficies eletrostaticas das proteinas modeladas, endostatina,
endo-Bax, endo-Bak e EBE gerado pelo programa Molegro. Representadas em azul as
regides carregadas positivamente, em vermelho as regiées carregadas negativamente e em
branco as regiées neutras
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4.2 Construcdo dos vetores de expressao de endostatina e das proteinas de

fusao

Os DNAs correspondentes aos cassetes de expressao das 4 proteinas foram
clonados no vetor pET20 e foram obtidos plasmideos transformados com os
respectivos genes: pET-endo, pET20-endo-Bax, PET20-endo-Bak, e pET20-EBE. A
introdugéo das sequéncias desejadas por mutagénese sitio dirigida nas construgées
foram confirmadas pela clivagem desses plasmideos com enzimas que flanqueiam o
gene da endostatina e dos mutantes (endo-Bax, endo-Bak e EBE) e também por
sequénciamento.

Os vetores de expressido PET20, contendo sequéncias codificantes para um
peptideo sinal, seguido da sequéncia de cada uma das 4 proteinas de fuséo, foram
transformados nas células BL21(DE3) e feitas cultura e ativacdo destas células. No
entanto, niveis muito baixos de endostatina e dos 3 mutantes foram obtidos no
espaco periplasmatico dessas bactérias, somente visiveis por Western-blot do
choque osmético das bactérias ativadas (dados ndo mostrados). Por isso, os DNAs
das 4 proteinas foram subclonados no vetor PET28, o qual ndo possui a sequéncia
codificante para peptideo sinal e, portanto, as proteinas expressas em E coli
transformadas com essas novas construgdes deveriam ser produzidas e estocadas
no citoplasma das bactérias hospedeiras.

A andlise dos clones positivos digeridos com as enzimas de restricdo Ncol e
Hindlll para as trés construgdes PET28-endo, pET28-endo-Bax e pET28-endo-Bak
estdo apresentados na figuras 12A, 13B e 14D, confirmando a eficiéncia da
clonagem. Para a construgdo pET28-EBE foi realizada outra estratégia de analise
desta vez utilizando enzimas que gerariam trés fragmentos no caso da presenca da
sequéncia de Bax (Figura 12 C). A presenca de trés bandas confirmou a eficiéncia da

clonagem.
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pET28-Endo PET28-Endo-Bax
A 1 2 3 4 5 B 1 2

5246 ph 5246 pb

656 pb
602 pb -

pET28-Endo-Bax-Endo pET28-Endo-Bak
9 2 3 4 D 1 2 3

4137 pb
' 5246 pb

1853 pb

671 ph
480 pb

Figura 12: Selegdo por tamanho de clones positivos para as quatro contrugdes; A: Clones
digeridos com as enzimas Ncol e Hind Ill. Coluna 1: pET28: Colunas 2.3.4 e 5: clones
positivos para pET28-Endo apresentando um fragmento de 5246 pb correspondente ao vetor
e um fragmento menor de 602 pb correspondente ao cDNA da endostatina. B: Clones
digeridos com as enzimas Nco/ e Hind 1ll Coluna 1: pET28; Coluna 2,: clone positivo para
PET28-Endo-Bax apresentando um fragmento de 5246 pb correspondente ao vetor e um
fragmento menor de 656 pb correspondente ao cDNA da endostatina juntamente com Bax. C:
Clones digeridos com as enzimas Bsml e Hind Ill Coluna 1: pET28; Colunas 2,3.4 e 5: clones
positivos para pET28-EBE apresentando tres fragmentos 4137 pb, 1853 pb e 480 pb. D:
Clones digeridos com as enzimas Bglll e Hind Il Coluna 1: pET28; Coluna 2: clone positivo
para pET28-Endo-Bak apresentando um fragmento de 5246 pb correspondente ao vetor e um
fragmento menor de 671 pb correspondente ao cDNA da endostatina e do Bak.

ApOs selegéo dos clones positivos para cada construgéo foi feita outra analise

de restricdo com todos os transformantes apresentando fragmentos de DNA com o

numero esperado de bases (Figura 13).
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6557 pb

2322 pb

Figura 13: Andlise de restricdo dos clones positivos para a reagdo de ligagdo entre o
vetor pET28 e os insertos: endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE. Os plasmideos
foram digeridos com as enzimas Hind Ill e Bgl Il. Coluna 1: Marcador de tamanho
molecular em pares de bases; coluna 2: pET28; coluna 3: pET28-endo; coluna 4: pET28-
endo-Bax, coluna 5: pET28-endo-Bak e coluna 6: pET28-EBE.

4.3 Expressdo da endostatina e das proteinas de fusao

Foram obtidos bons niveis de expressdo de endostatina e das proteinas de
fus&o obtidas apds indugéo do promotor T7 presente no vetor pET28, pela adigao de
IPTG as bactérias hospedeiras. A utilizagdo do meio rico 2HKSII no lugar do meio LB
(Luria Bertani), o qual é mais comumente utilizado na expressao de proteinas, nos
permitiu otimizar os niveis de expressdo das proteinas recombinantes, diminuindo
relativamente a presencga de contaminantes provenientes da bactéria (Figura 14). O
meio 2HKSII € um meio rico utilizado para a produgéo de altos niveis de massa de E.
coli (DE OLIVEIRA et al., 1999). As lavagens da fragdo insoltvel (corpos de
incluséo) foram realizadas para a retirada de lipoproteinas e outras proteinas
expressas pela bactéria. Este protocolo mostrou-se eficiente na obtencdo de

corpusculos de inclusdo mais puros permitindo a retirada de contaminantes que
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poderiam dificultar o processo de renaturag&o. Na mesma figura pode ser observada
também a diferenga nas massas moleculares da endostatina e das proteinas de
fus@o. A substituicdo da a-hélice da endostatina (Figura 14, colunas 2 e 6) pela a-
hélice do Bax (colunas 5 e 9) ndo levou a uma alteragéo significativa na massa
molecular desta proteina. No entanto, as massas moleculares das proteinas
mutantes endo-Bax e endo-Bak se apresentaram levemente maiores devido a fusdo
no C-terminal da endostatina dos peptideos pré-apoptéticos Bax ou Bak (colunas 3, 4
e 7, 8; respectivamente).

66.0 kDa
45.0 kDa

30.0 kDa

1

20.0 kDa

144 kDa

Figura 14: Analise por SDS-PAGE (15%) da expressdo e pureza de corpos de inclusdo de
endostatina e das proteinas de fus&o, apés diferentes etapas de lavagem. Foram aplicadas
amostras correspondentes a 0,1 unidades dpticas (Agy nm). Coluna 1, Padrdo de massa
molecular. Colunas 2, 3, 4 e 5: expressdo de endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE,
respectivamente. Colunas 6, 7, 8, 9: corpos de inclusdo ap6s lavagens, endostatina, endo-

Bax, endo-Bak e EBE, respectivamente.
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4.4 Renaturacdo de agregados _brotéicos de endostatina e proteinas de fusio

utilizando altas pressées hidrostaticas

A renaturagdo de endostatina produzida em E. coli foi um desafio. Métodos
tradicionais foram testados resultando em agregagao das 4 proteinas apds remogao
do agente desnaturante (YOU et al., 1999; MARSHALL, 2002). Na tentativa de obter
proteinas com um correto enovelamento fizemos uso de uma nova metodologia na
qual se faz uso de altas pressées hidrostaticas para solubilizar e renaturar proteinas

agregadas em corpos de inclusao.

A pressdo & um parametro fisico que modula interagdes proteina-solvente por
meio de alteragdes de volume. A diferenga de energia livre de Gibbs (AG) entre dois
estados protéicos é igual a diferenga no volume parcial molar entre os respectivos
estados (SILVA, 1993). Altas pressées hidrostaticas deslocam o equilibrio para
estados com menor volume. Por conseguinte, termodinamicamente as altas
pressbes favorecem a conformagéo protéica com menor volume. Proteinas com
fragdes grandes de cavidades nio expostas a agua sdo, portanto, altamente
sensiveis a pressao. As proteinas agregadas possuem maior volume do que quando
na conformagédo nativa devido a presenga de cavidades intermoleculares nao
expostas a agua. Consequentemente o tratamento sob pressao modula a
dissociagdo de agregados. Pressdes hidrostaticas da ordem de 200 a 300MPa
desagregam proteinas, desfavorecendo interagdes hidrofdbicas e eletrostaticas inter
moleculares. Fizemos uso de esta técnica para renaturar as proteinas recombinates,
endostatina e proteinas de fusdo. Inicialmente foram feitas todas as padronizagées
para os corpos de inclusdo da proteina endostatina e depois essas mesmas
condigbes foram aplicadas para as proteinas de fusdo. Foram testados diferentes
parametros: concentragdo de agente desnaturante, concentragdo e proporgao do par
redox (GSH/GSSG) no tampé&o de renaturagdo. As amostras foram pressurizadas em
200MPa (30000 psi) durante 16 horas. Na figura 15 podemos visualizar bandas de
aproximadamente 20 kDa correspondentes ao monémero da endostatina soltvel por
pressurizagdo em tampao contendo 1.5 M de GdnHCI e diferentes razdes do par
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redox GSH/GSSG com um total de 1 mM. As proporgoes de 2:1, 1:1 e 2:1 do par
redox se mostraram mais eficientes para obtengdo de endostatina soltivel quando
comparadas com as condiges: auséncia do par redox ou utilizando-se outras
proporgdes desses reagentes.
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Figura 15:. Efeito de diferentes propor¢des de GSH:GSSG na solubilizagdo de corpos de
inclusao (IBs) de endostatina submetidas a altas pressdes hidrostaticas, os IBs foram
ressuspensos em tampéo de renaturagdo contendo 1,5 M de GndHCI e diferentes proporgoes
de GSH e GSSG com uma concentragdo molar total de 1 mM. Coluna 1: padréo de massa
molecular. Colunas 2-7: amostras submetidas a altas pressées hidrostaticas (30000 psi) por 16
horas. Coluna, 8-13: amostras mantidas a pressdo atmosférica. Coluna 2 e 8, amostras sem
GHS/GSSG. Coluna, 3 e 9: GSH:GSSG=4:1. Colunas 4 e 10: GSH-GSSG=2:1, Coluna 5 e 11:
GSH:GSSG=1:1. Coluna 6 e 12: GSH e GSSG=1:2. Coluna 7 e 13: GSH:GSSG=1:4.

No processo de renaturagdo sob pressdo a otimizagdo da proporgao e
concentragao apropriadas dos reagentes oxidante e redutor foi essencial para a
obteng&o de endostatina renaturada. Quando a concentragdo molar do par redox foi
variada observou-se um melhor rendimento de renaturagéo nas concentragdes total
de 0.5, 1 e 2.5 mM de glutationas oxidada e reduzida. Nas outras condigdes foram
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observadas niveis menores de rendimento de endostatina soluvel e renaturada
(Figura 16).
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Figura 16: Diferentes concentragdes do par redox (GSH/GSSG) mantendo a proporgao
de 1:1. Coluna 1: Padrdo de massa molecular. Colunas 2 e 8 amostras sem
GSH/GSSG. Colunas 3 e 9 GSH/GSSG=0.5 mM. Colunas 4 e 10: GSH/GSSG=1mM.
Colunas 5 e 11: GSH/GSSG=2.5 mM. Coluna 6 e 12: GSH/GSSG=5 mM. Colunas 7 e
13: GSH:GSSG=10 mM.

A fim de encontrarmos a melhor condigdo de renaturagdo sob pressdo e
melhorar os niveis de rendimento de endostatina nativa foi feito um estudo de
diferentes concentragdes de GdnHCI (Figura 17), mantendo as condi¢cdes de par
redox (1:1 de GSH/GSSG) ja padronizadas anteriormente. Na auséncia de GdnHClI
0s corpos de inclusdo de endostatina ndo solubilizaram, mas ao incrementar a
concentragdo de GdnHCI até 2M podemos observar o incremento de intensidade
das bandas correspondentes a endostatina nativa. Em concentracdes desnaturantes
de GndHCI (6 M) a intensidade da banda correspondente a endostatina é fraca,
indicando que a proteina foi solubilizada mas ndo renaturada corretamente,
reagregando durante o processo de didlise. Amostras mantidas em pressédo

atmosférica, apresentaram baixos niveis de solubilizagdo em todas as concentragdes
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de GdnHCI. No entanto sob altas pressées hidrostaticas (30000 psi), os agregados

protéicos de endostatina dissolveram com concentragées ndo desnaturantes de
GdnHCI (1-2M).

10 11 12 13 14 15

Figura 17. Efeito da molaridade de GndHCI na solubilizagdo e renaturagdo de IBs de
endostatina. Coluna 1: padrdo de massa molecular. Colunas 2-8: amostras submetidas a altas
pressGes hidrostaticas (30000 psi) por 16 horas. Colunas 6-13, amostras mantidas a presséo
atmosférica. Colunas 2 e 9 amostras sem GdnHCI. Colunas 3 e 10: 5 M GdnHCI. Colunas 4 e
11: 0.756 M GdnHCI. Colunas 5 e 12: 1M GdnHCI. Colunas 6 e 13: 1.5 M GdnHCI. Colunas 7 e
14: 2M GdnHCI. Colunas 8 e 15: 6M GdnHCI.

Os parémetros de renaturagéo sob pressédo ja padronizados para endostatina
foram aplicados para as proteinas de fus&o, endo-Bax, endo-Bak e EBE, obtendo-se
bons resultados de renaturagdo das proteinas mutantes como se observa na Figura
18. Pela analise do gel de eletroforese as proteinas se encontram puras, pois ndo se
podem observar bandas que ndo sejam as proteinas endostatina e os mutantes ou
seus dimeros, no caso da endo-Bax (coluna 3), o que indica que, se existem
contaminagdes por proteinas de E. coli, elas s&o pequenas.
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O rendimento final de renaturagdo a partir de agregados em corpos de
inclusao, foi de 30 % de endostatina soluvel renaturada a partir de proteina agregada
nos corpos de incluséo.
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Figura 18: Andlise da renaturagdo de agregados protéicos de endostatina e mutantes
aplicando altas pressdes hidrostaticas (30000 psi). O tampé&o de renaturagéo para todas as
amostras foi 50mM Tris HCI pH 7.5, 1mM EDTA, 1,5 M GdnHCI, 1mM GSH/GSSG. Coluna

1: Padr@o de massa molecular. Coluna 2: Endostatina. Coluna 3: endo-Bax. Coluna 4- endo-
Bak e Coluna 5: EBE.

4.41 Renaturacdo da endostatina e seus mutantes aplicando pressodes
decrescentes

Na figura 19 podemos observar que a despressurizagdo em degraus de
pressdo (5000psi a cada 30 minutos) das amostras de suspensdo de corpos de
incluséo foi eficaz para elevar os niveis de obtengéo das proteinas, aumentando
0 nivel de recuperacdo de todas as proteinas renaturadas. Bandas com

intensidades maiores podem ser observadas quando pressdes decrescentes
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foram utilizadas na renaturagdo de todas as quatro proteinas. Este esquema de

despressuzagéo permitiu otimizar a renaturagdo da endostatina e mutantes.

A Endostatina B Endo-Bax
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Figura 19. Efeito da aplicagédo de pressdes decrescentes na renaturacdo da endostatina,
endo-Bax, endo-Bak e EBE, A, B, C e D respectivamente. Coluna 1: padrdo de massa
molecular, Coluna 2: Amostras submetidas a uma presséo inicial de 35000 psi mantida por
30 minutos e entéo a despressurizacao foi realizada cada 30 minutos abaixando 5000 psi

ate atingir a pressédo atmosférica. Coluna 3: amostras submetidas a 35000 psi por 16 horas
e despressurizagdo direta.
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4.4.2.Analise_morfolégica dos agregados protéicos tratados com altas
pressdes utilizando Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma importante
ferramenta para estudo de caracteres morfolégicos. Imagens de corpos de
inclus@o de endostatina antes e apds da aplicagdo de altas pressdes para sua
renaturagéo podem ser observados na Figura 20. As micrografias nos permitem
visualizar mudangas na morfologia dos agregados protéicos antes e apos
aplicagdo de pressdo sobre a desagregagdo dos corpos de inclusdo da
endostatina. Observamos que a quantidade de corpos de inclusdo é diminuida
apés agdo da pressdo o que evidencia a solubilizagédo dos corpos de inclusdo
pela agdo da pressdo. Apés didlise pode se observar a presenca de uma
quantidade menor de agregados protéicos com uma morfologia totalmente
diferente se comparados com os corpos de inclusdo, esses agregados sao
provavelmente proteinas que ndo se enovelaram corretamente e que agregaram

e precipitaram apoés retirada dos agentes caotrépicos e solubilizadores, durante a

dialise.

Figura 20. Micrografias de corpusculos de incluséo antes e apds serem submetidos a renaturagao
sob pressdo. A: Corpos de inclusdo de endostatina. B: Agregados insollveis apés pressurizagao.

C: Fragao insoluvel apos dialise.
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4.5 Purificacdo e caracterizacio de endostatina e proteinas de fuséo

A ligagdo de endostatina & heparina e a purificagdo desta proteina em resina
de afinidade, pela ligagdo & heparina foi ja descrita (HOHENESTER et al., 1998). A
endostatina e os hibridos foram purificados em resina de heparina, sendo obtidos bons
rendimentos e grau de purificagdo, como pode ser observado na Figura 21, e
evidenciado pela presenga de bandas referentes as proteinas recombinantes,

endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE, com as massas moleculares esperadas
(Figura 21, A, B, Ce D).

A Endostatina B

Endo-BAX
T 3 <4 - ] 7 8 2 3 4 & 8 7 % 0 1n

6.0kDa| 66.0 kDa | s

400kDa|

30.0 kDa | 40.0 kDa P
30.0 kDa |+

B D e — i

14.4kDa | . —
T ’ m * . it
14.4kDa |-

5 Endo-BAK D FBE

1 2 3 @ 8 6 7 8 0 10 1.2 3 4 58 6 7 8 0

66.0 kDa | ...

66.0 kDa | ~
40.0 kDa

40.0 kDa

30.0 kDa | 0.0 KDa |

y 20.1 kDa e

14.4 kDa S

144 kDa |

Figura 21. Andlise de proteinas renaturadas sob press&o purificados utilizando uma coluna de
heparina. A. Endostatina. B, endo-Bax, C, endo-Bak. D, EBE. Coluna 1, Padrdo de peso

molecular. Coluna 2, amostras antes da purificagéo. Colunas 6-8, proteinas purificadas eluidas
com 0.5 M de NaCl.
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Todas as proteinas foram analisadas por Western blot apos renaturacgdo
frente ao anticorpo anti-endostatina. Na figura 22 observam-se bandas
correspondentes a endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE, com as respectivas
diferencas nos tamanhos visualizados na andlise por PAGE, confirmando sua
ligagéo ao anticorpo especifico.

20 kDa |

Figura 22: Western blot das proteinas recombinantes soltveis. Coluna 1: endostatina;
coluna 2: endo-Bax; coluna 3: endo-Bak; coluna 4: EBE.

4.6 Analises espectroscépicas

4.6.1 Espectroscopia de Dicrosimo Circular (CD)

A espectroscopia de CD é uma ferramenta muito utilizada no estudo da
estrutura secundaria de proteinas. Por este método também é possivel verificar
mudangas conformacionais, alteragdes ocorridas em fungdo da temperatura, de

pH, forga ibnica e monitorar fendbmenos de desnaturagdo e renaturagéo
(PELTON; MCLEAN, 2000).

Experimentos de andlise de CD foram empregados para avaliar a estrutura

secundaria da endostatina e das proteinas de fusdo. Como controle positivo foi
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utilizada a endostatina nativa produzida em CHO (Células de ovario de Hamster
Chinés) (Figura 23). Os espectros de CD a 20 °C das proteinas endostatina,
endo-Bax, endo-Bak e o controle positivo exibem um pico negativo a 205 nm.
Tanto a endostatina quanto as proteinas de fusio (endo-Bax e endo-Bak)
apresentam um perfil idéntico ao da endostatina nativa com um contetdo de 7 %
de a-hélice, 51 % de folhas-B e 42% de estrutura desordenada (random coil)
analisados pelo programa K2D. Esses dados estdo de acordo com a estrutura
secundaria reportada para a endostatina, confirmando que as proteinas
analisadas possuem estrutura secundaria (WU et al., 2004; HE et al., 2005),
evidenciando que o processo de renaturagdo utilizando altas pressbes
hidrostaticas levou a renaturagdo com obtengdo de proteinas com estrutura
secundaria nativa.

A proteina de fusdo EBE apresentou um perfil de CD diferente se
comparado com as outras proteinas com um aumento do contetdo de a-hélice
(11%) diminuicdo de folhas-B (36 %) e aumento da porcentagem de estrutura
desordenada (53 %).

g- — Endostatina nativa (CHO)
—— Endostatina
! 44 Endo-Bax
i\ .
K T T = T —— Endo-Bax-endo
§ 1% 20 T 255
_6-1
Comprimento de Onda (nm)

Figura 23. Sobreposicéo dos espectros de dicroismo circular de endostatina nativa (produzida
em CHO) e das proteinas renaturadas utilizando altas presses: endostatina, endo-Bax, endo-
Bak e EBE.
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4.6.2 Espectroscopia de Emissio de Fluorescéncia

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia é muito utilizada para
caracterizar macromoléculas biolégicas e verificar mudangas conformacionais de
proteinas que contém fluorescéntes naturais (fluorérofos) como triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) (LAKOWICZ, 1983). A endostatina possui 4
residuos de triptofano distribuidos na sua estrutura (HOHENESTER et al., 1998),
0 que torna a fluorescéncia intrinseca um bom marcador de modificagdes da sua
estrutura terciaria.

O espectro de fluorescéncia da endostatina nativa produzida em células
CHO mostrou uma emissdo maxima a 318 nm quando excitada a 288 nm (Figura
24). As proteinas renaturadas: endostatina, endo-Bax e endo-Bak apresentaram
espectros semelhantes a da proteina nativa. Esses dados estdo de acordo com
0s espectros para endostatina nativa relatados na literatura (ZHOU et al., 2005).
No entanto, para a EBE um espectro diferente foi observado apresentado uma
emissdo maxima a 345 nm, o que confirma que esta proteina possui uma

estrutura diferente das outras, provavelmente com os triptofanos mais expostos.
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Figura 24. Espectro de emissdo de fluorescéncia de endostatina nativa produzida em células
CHO e das proteinas renaturadas sob press&o, endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE.

Segundo a literatura (DIXELIUS et al., 2000; MACDONALD et al., 2001), a
endostatina é especificamente internalizada pelas células endoteliais e é co-
localizada com a tropomiosina, nos microfilamentos das células endoteliais. Com

a finalidade de determinarmos se as proteinas mutantes também seriam
internalizadas, células endoteliais (C-PAE) foram incubadas com 10ug/mL de
endostatina ou das proteinas mutantes em diferentes tempos. Em um primeiro
experimento utilizamos somente a endostatina, que foi internalizada aos 15
minutos, aumentando sua internalizagdo conforme o tempo foi incrementado,
sendo maior aos 90 minutos (dados ndo mostrados). Conforme se pode verificar
na figura 25 houve internalizagdo da endostatina e também das proteinas de
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fusédo ap6s 30 minutos de incubaggo. As proteinas continuaram presentes nas
células endoteliais mesmo ap6s 3 horas de incubacdo. Endo-Bak e EBE
internalizaram em menor grau nos tempos iniciais de internalizagdo se
comparadas com a endostatina e endo-Bax.

EBE Endo-Bak Endo-Bax Endostatina

S S o ——

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

20 kDa

Figura 25: Western blot das proteinas recombinantes endostatina e proteinas de fusdo
internalizadas pela linhagem endotelial C-PAE ap6s diferentes tempos de incubagédo com e sem
10 pg/ mL das respectivas proteinas. Coluna 1, 2, 3: Celulas tratadas com EBE por 30, 90 e 180
minutos, respectivamente. Coluna 4, 5, 6: Células tratadas com endo-Bak por 30, 90, 180
minutos respectivamente; Coluna 7, 8, 9: Células tratadas com endo-Bax por 30, 90, 180
minutos, respectivamente, Coluna 10, 11, 12: Células tratadas com endostatina por 30, 90, 180

minutos, respectivamente; Coluna 13: Células mantidas por 3 horas sem a adigéo das proteinas
recombinantes.

4.7.2. Internalizacéo avaliada por imunofluorescéncia

Para determinar o padrdo de internalizacdo da endostatina e das
proteinas de fusdo, células C-PAE foram incubadas por um periodo de uma
hora com 10ug,/mL das respectivas proteinas biotiniladas. A associagao destas
proteinas as células C-PAE foi detectada. Como observado na figura 26, apos
uma hora de incubagdo todas as proteinas se distribuiram pelas células,
incluindo os nucleos. No entanto este comportamento ndo foi observado
quando ceélulas de origem nado endotelial NIH 3T3 (Figura 27) foram tratadas
nas mesmas condigbes, demonstrando a auséncia de especificidade da

endostatina e das proteinas de fusdo sobre células de origem néo endotelial.
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Figura 26. Internalizacdo de endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE pela linhagem
endotelial C-PAE. Células C-PAE foram incubados por uma hora com 10 ug/mL de
cada uma das 4 proteinas. A ligacéo foi detectada utilizando alexa 488 conjugada com
estreptavidina. Amostras foram analisadas em microscépio (barra 10 uM). A, B, C e D,
celulas C-PAE incubadas com endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE,
respectivamente.
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Figura 27. Auséncia de internalizagdo de endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE por
fibroblastos murinos NIH 3T3. Células NIH 3T3 foram incubados por uma hora com 10
Hg /mL de cada uma das 4 proteinas. A ligacéo foi detectada utilizando alexa 488
conjugada com estreptavidina. Amostras foram analisadas em microscoépio (barra 10
uM). A, B, C e D, células NIH 3T3 incubadas com endostatina, endo-Bax, endo-Bak e
EBE, respectivamente (barra 10 uM).
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4.7.3. Ensaio de viabilidade celular de celulas endoteliais

A habilidade da endostatina e dos seus mutantes, endo-Bax, endo-Bak e
EBE em diminuir a viabilidade de células endoteliais de puimao de bezerro (C-
PAE) sao mostrados na Figura 28. Tanto a endo-Bax quanto a EBE mostraram
maior atividade sobre a viabilidade das células endoteliais (com redugées de 50 e
34,2 %, respectivamente) do que a endostatina e endo-Bak (ambas com reducéo
de 23,9 %). Estes resultados indicam que a presenca do peptideo pré-apoptético

Bax nas duas proteinas de fus@o potencializou a atividade da endostatina sobre
as células endoteliais.
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Figura 28: Ensaio de viabilidade celular (MTS). Efeito do tratamento com endostatina, endo-
Bax, endo-Bak ou EBE, na viabilidade de células endoteliais de puiméo de bezerro (C-PAE).
5000 células foram incubadas por 72 horas com as respectivas proteinas. Teste realizado em

triplicata.
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4.8.1. Analise por citometria de fluxo

Células de origem endotelial (C-PAE) tratadas por 16 horas com 20
pg/mL de cada proteina apresentaram um maior grau de apoptose na presenca
das proteinas de fusdo se comparada com a endostatina nativa. Na figura 29
podemos observar que endo-Bax e EBE induzem maior grau de morte celular
(63,9 £ 50 %, 61,0 £ 25 %) se comparadas com a morte celular induzida pela
endostatina nativa (356 + 2,8%). A proteina endo-Bak apresentou um efeito
mais similar ao da endostatina sobre as células endoteliais (44,4 + 0,9 %).

Estas proteinas foram também testadas com fibroblastos murinos NIH
3T3 (células de origem nao endotelial) ndo sendo observada morte celular
significativa (3 +2 %), confirmando a especificidade da endostatina sobre
linhagens endoteliais (DIXELIUS et al., 2000).
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Figura 29: Efeito do tratamento com endostatina, endo-Bax, endo-Bak ou EBE, na apoptose
de células endoteliais de origem bovina (C-PAE). 1.5x10° células foram incubadas por 16
horas com 20 pg das respectivas proteinas. A analise foi feita por citometria de fluxo apos
incorporacao de iodeto de propidio em tampéo HFS. Teste realizado em triplicata.
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4.8.2 Ensaio de ativacédo de caspase-3

A analise por western blot mostrou a presenga de caspase-3 ativada
apos 16 horas de incubagdo com 20 pg/mL de endostatina e das proteinas
mutantes, demonstrado pela visualizagdo de bandas correspondentes 2
caspase-3 apés incubagdo com um anticorpo especifico contra esta proteina.
Tanto a endostatina nativa quanto as proteinas mutantes (endo-Bax, endo-Bak
e EBE) ativaram a caspase-3. N&o se observou diferenca significativa nos niveis
de ativagdo da caspase-3 entre as proteinas endostatina, endo- Bax e Endo-
Bak, no entanto o tratamento com EBE levou & formagdo de uma banda com
uma intensidade ligeramente maior se comparada com as outras, como pode
ser observado na figura 30 (Coluna 5). Observa-se também a presenca de
bandas que correspondem a pro-caspase-3, forma inativa da caspase-3
também presente em células sadias, como pode ser verificado pela presenga
desta banda em células que ndo receberam tratamento (coluna1 da Figura 30).
Podemos afirmar que todas as proteinas foram capazes de ativar a caspase-3,
enzima importante para desencadeiar os eventos que culminam em apoptose,
no entanto a proteina de fusdo aparentemente EBE foi mais eficiente em ativar
a caspase-3 se comparada com as outras proteinas evidenciando a capacidade
desta proteina de fusdo em induzir um maior grau apoptose em células de

origem endotelial.

Pro-caspase 3

[j -actina

caspase 3

Figura 30: Andlise por western blot dos niveis de ativagdo da caspase-3 das células C-PAE
tratadas com 20 ugmL de endostatina ou das proteinas mutantes (endo-Bax, endo-Bak e
EBE). Coluna 1. sem tratamento, Coluna 2. tratadas com endostatina, Coluna 3. tratadas
com Endo-Bax, Coluna 4. tratadas com Endo-Bak e Coluna 5. tratadas com EBE. Como
controle do ensaio foi utilizada B-actina.
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5. DISCUSSAO

A supressdo da angiogénese tem provado ser uma eficiente estrategia que
leva a regressao tumoral. Assim, inibidores de angiogénese sdo considerados uma
nova classe de agentes antitumorais que se caracterizam por apresentar baixa
toxicidade e resisténcia a drogas, inibindo o crescimento tumoral pelo blogueio da
formag&o de novos vasos sanguineos, os quais provéem oxigénio e nutrientes que
permitem o crescimento tumoral (KERBEL; FOLKMAN, 2002; FOLKMAN, 2004).

A endostatina € um dos inibidores de angiogénese mais estudado e testado
em mdultiplos testes clinicos. Sua atividade anti-tumoral é atribuida a sua
especificidade em inibir a proliferagdo de células endoteliais, agindo pela inibicdo
indireta do crescimento tumoral (FOLKMAN, 2006). Apesar das vantagens do
tratamento com esta proteina, existem restricdes enquanto ao seu uso: meia vida
curta (duas horas), a necessidade de uma administragdo continua para o tratamento
ser eficiente (10-100mg/m?dia), além de dificuldades na renaturagao e obtencgao de
quantidades suficientes de endostatina solvel e corretamente enovelada. Somente
1-2 % de endostatina ativa sdo obtidas utilizando métodos convencionais de
renaturagé@o, quantidade insuficiente para testar sua atividade antiangiogénica e
antitumoral in vivo (O'REILLY et al., 1997).

A indugdo de apoptose tem sido um dos mecanismos mais testados para o
desenvolvimento de novas terapias contra o cancer (MANSAT et al., 1997; MICHAEL
et al., 1997; DEVIREDDY et al., 2001; GELLER et al., 2001; LEHMANN et al., 2001).
Estudos demonstraram que peptideos pertencentes a familia Bcl-2, familia de
proteinas que desempenha um papel importante na regulagdo da morte celular por
apoptose induzida por uma grande variedade de estimulos, sdo eficientes em
promover apoptose (COLOMBEL et al., 1993; KRAJEWSKI et al., 1997). Esses
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peptideos consistem de regides minimas correspondentes ao dominio BH3,
denominado dominio de morte ou dominio minimo necessario para induzir apoptose.
Peptideos sintéticos compostos de sequéncias curtas (16 aminoacidos) que
correspondem ao dominio BH3 das proteinas pro-apoptéticas Bax e Bak, tém
provado ser potentes indutores de apoptose desencadeando a ativagédo de caspases
€ O processo que envolve a liberagdo de citocromo C e culmina em morte celular
programada (CHITTENDEN; HARRINGTON et al, 1995: ZHA et al., 1996;
COSULICH et al., 1997a; SATTLER et al., 1997; KELEKAR: THOMPSON, 1998a;
MOREAU et al., 2003).

Han e Chittenden demostraram que regides correspondentes ao dominio BH3
de proteinas pro-apoptéticas Bax (HAN et al., 1996) e Bak (CHITTENDEN:
HARRINGTON et al., 1995) mostraram ser suficientes para induzir apoptose (ZHOU
et al., 2000). Embora tal abordagem tenha sido utilizada para induzir apoptose de
células tumorais, sua aplicagdo terapéutica in vivo ndo seria factivel pois esses
peptideos n&o possuem especificidade por células tumorais e também podem ser
internalizados inclusive por células ndo tumorais (FINNEGAN et al., 2001). Para que
esses peptideos tenham especificidade celular é necessario que estejam fundidos a

sequéncias que permitam sua internalizagdo (MYC et al., 2007).

Assim, foi interesse principal do presente estudo usar as propriedades da
endostatina e aumentar sua eficiéncia terapéutica, fundido a peptideos indutores de
apoptose que pertengam ao dominio BH3 das proteinas pro-apoptoéticas Bax e Bak,
obtendo-se proteinas de fusdo compostas de dois dominios funcionais: o primeiro
dominio composto pela endostatina, que apresenta especificidade pelas células
endoteliais ativadas, utilizado para dirigir a proteina de fusdo e permitir sua
internalizagdo pelas células ativadas, e um segundo dominio, composto de um

peptideo indutor de apoptose (Bax ou Bak) téxico somente quando internalizado.

Modelos tridimensionais hipotéticos de trés proteinas de fusdo, gerados
utilizando o programa MODELLER (SANCHEZ et al., 2000), mostram proteinas, duas

consistem da fusdo de dominios pro-apoptéticos das proteinas Bax e Bak (16
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aminoacidos) fundidos no C-terminal da endostatina e uma terceira na qual a a-
hélice da endostatina foi trocada pela a-hélice do peptideo Bax. Estas proteinas

foram denominadas de endo-Bax, endo-Bak e EBE, respectivamente.

Analises de dinamica molecular nos permitiram simular o comportamento e
avaliar a estabilidade das proteinas de fusdo em meio aquoso. Otimizagées
estruturais foram realizadas por métodos de minimizagé@o de energia disponibilizadas
no pacote GROMACS (www. GROMACS.org) (DELANO, 2002).

Os modelos hipotéticos das proteinas de fusdo endo-Bax e endo-Bak gerados
por dinamica molecular mostram aos peptideos Bax e Bak como sequéncias sem
conformagéo, esta caracteristica ja foi observada em outros estudos. Chittenden e
colaboradores (1995) observaram que o peptideo Bak nzo apresenta estrutura em
solugdo, no entanto este peptideo forma uma o-hélice quando complexada a
proteina Bcl-x.. O mesmo pode ser aplicado para o peptideo Bax, que tambem muda
de conformagao expondo seu dominio de morte quando se liga a Bcl-x (SUZUKI et
al., 2000). Foram observadas diferengas entre os modelos de Endo-Bax e endo-Bak.
Enquanto o primeiro apresenta uma estrutura semelhante a endostatina nativa, com
formag&o de a-hélice, folhas-B e formagao de pontes dissulfidicas, o segundo modelo
teve sua estrutura grandemente afetada com o aumento de porcentagem de regides
sem conformacgé&o, diminuigdo de sua estrutura secundaria e auséncia de formacgéao
de pontes dissulfidicas. Estas mudancas poderiam afetar a estabilidade e
manutencao de estrutura terciaria, essenciais para desempenhar sua fungao
fisiologica (MORBIDELLI et al., 2003; ZHOU et al., 2005; HE et al., 2006: XU: TAN et
al., 2008).

Um estudo mais criterioso foi realizado para a criagdo da proteina mutante
EBE na qual se substituiu a a-hélice, presente na endostatina, pela a-hélice do Bax.
Estudos da estrutura da endostatina por cristalografia (HOHENESTER et al., 1998)
mostram que esta proteina forma uma ponte dissulfidica entre as cisteinas 33 e 173
conectando a a-hélice maior com uma folha-B central. Mutagdes, nas quais estas

cisteinas foram substituidas por residuos que nao formam pontes dissulfidicas,
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levam a perda de toda a estrutura terciaria e da maioria de seus efeitos inibitorios
como migragéo e proliferagdo em células endoteliais humanas (ZHOU et al., 2005;
HE et al., 2006). Sabendo da importancia da formacéo de pontes dissulfidicas para
manter a estabilidade e fungdo da endostatina, foi realizada a troca de a-hélice da
endostatina pela o-hélice do Bax de tal modo que fosse mantida a cisteina na
posicao 33 para que pudesse formar a ponte dissulfidica com a cisteina 173. A a-
hélice do peptideo Bax apresenta uma cisteina na posi¢céo 6. Na proteina mutante
EBE esta cisteina foi colocada na mesma posicdo da cisteina 33 presente na
endostatina e para que a a-hélice do Bax coubesse nessa posigdo foi necessario
retirar 4 residuos da o- hélice da endostatina. No modelo de EBE, gerado por
dindmica molecular,a a-hélice foi formada e a ponte dissulfidica foi mantida, o que
nos permite inferir que em solugdo, apds as trocas de a-hélices esta proteina

apresentaria poucas mudangas se comparada com a endostatina nativa.

De acordo com Sasaki (SASAKI et al., 1999) as argininas R25, R28, R54 e
R140 da endostatina murina sdo importantes para a ligagao a heparina e ao heparan
sulfato, podendo apresentar papel importante para sua atividade antiangiogénica. Foi
demonstrado que as argininas R69 e R70 também sio importantes para a atividade
antiangiogénica da endostatina. Olsson e cols. (OLSSON et al., 2004) testaram um
peptideo contendo sequéncias da endostatina onde estio presentes estas argininas.
Este peptideo mostrou-se eficiente em inibir angiogénese e reduzir a vascularizagio
tumoral. Todas essas argininas foram mantidas nas trés proteinas de fusdo. Cho e
cols. (CHO et al., 2004) fizeram uma endostatina recombinante mutante sem os
primeiros 31 aminoacidos da endostatina inclusive até o 6° da 1% a-hélice e também
sem os ultimos 44 amino&cidos. Este mutante apresentou atividade bioldégica maior
tanto in vitro, quanto in vivo do que a endostatina nativa, indicando que os seis
primeiros aminodacidos da a-hélice ndo sdo fundamentais para a atividade bioldgica

da endostatina.

A hidrofobicidade é um fator muito importante na estabilidade de uma proteina

e tem um papel relevante no seu enovelamento. Proteinas com uma conformacéo
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nativa apresentam menor superficie de exposi¢ao ao solvente, requerendo menos
energia livre para sua hidratagdo. Esta energia requerida vem das interagdes
hidrofébicas entre grupamentos apolares de aminodacidos, os quais no estado
desenovelado estes grupamentos estio expostos ao solvente apresentado maior
superficie de exposigao ao solvente (TIMASHEFF, 2002) .

A endostatina € uma proteina globular composta de 184 aminoacidos, dos
quais, 42% sao residuos hidrofébicos (HOHENESTER et al.,, 1998). Proteinas
globulares se caracterizam pela localizagéo de residuos hidrofobicos no interior da
proteina enquanto os residuos polares ou carregados se situam na superficie da
proteina. Diagramas de hidrofobicidade e superficie eletrostatica das proteinas de

fusdo e da endostatina nativa foram gerados utilizando o programa Molegro

(http://www.molegro.com). Este programa colore a proteina dependendo de sua
caracteristica hidrofobica (verde), hidrofilica (laranja) e neutra (branca). Utilizando
essa ferramenta percebe-se que a distribuigo das regides hidrofébicas, hidrofilicas e
neutras, nos modelos das proteinas de fusdo (endo-Bax, endo-Bak e EBE) nao
mostraram modificagdes significativas se comparadas com a superficie da
endostatina nativa o que nos da um indicativo da similaridade entre a endostatina e

as proteinas de fusao e também da estabilidade dessas proteinas hibridas.

Andlises da superficie eletrostatica apés dindmica molecular foram realizadas
para verificar possiveis modificagbes na disposigao de cargas apos fusdo dos
peptideos Bax ou Bak no C-terminal da endostatina ou apos troca das a-hélices da
endostatina pela do Bax. Endostatina apresenta um grande numero de residuos
basicos, na sua superficie, particularmente argininas. 11 das 15 argininas se
caracterizam por se agrupar e servir como sitio de ligagdo ao heparan sulfato. Além
disso, sua disposigdo na superficie da proteina e seu alto grau de conservagéao
sugerem uma importante fungdo (HOHENESTER et al., 1998; SASAKI et al., 1998).
Foi demonstrado que mutagdes nas argininas que se apresentam como sitios
primarios ou secundérios de ligagdo a heparina, diminuiram a atividade
antiangiogénica permitindo a sinalizagdo de fatores de crescimento realizada pelo
heparan sulfato, indicando sua importancia para a atividade da endostatina
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(OLSSON et al., 2004). Poucas mudangas sdo observadas na disposi¢do de cargas
entre os modelos obtidos dos mutantes (endo-Bax, endo-Bak e EBE) quando
comparados com a superficie eletrostatica da endostatina. Esses dados nos
permitem acreditar que a fusdo de maneira geral ndo afetou o perfil eletrostatico,

mantendo as propriedades e caracteristicas estruturais da endostatina nativa.

Construgdes de plasmideos para expressao periplasmatica das 4 proteinas
foram realizadas. Fazendo uso de mutagénese sitio dirigida (KUNKEL, 1985),
obtivemos os plasmideos necessarios para expressao das proteinas de fusdo, endo-
Bax, endo-Bak e EBE, confirmados pelo sequenciamento. Entretanto nido se
alcangou sucesso na obtencéo de quantidades razoaveis das proteinas soltiveis no
periplasma. Portanto realizamos uma subclonagem dos genes, desta vez para a
expressao citoplasmatica como corplsculos de inclusdo utilizando 0 vetor pET28.
Empregando este vetor, bons niveis de expressao da endostatina e das proteinas de
fusdo foram alcangados. A substituigdo do meio LB pelo meio enriquecido 2HKSI|
nos possibilitou obter altos niveis protéicos em um menor volume de meio de cultura
otimizando emprego de reagentes e facilitando seu processamento. Este meio de
cultura é geralmente utilizado em processos de fermentagdo com o intuito de
alcangar maiores niveis de densidade celular (DE OLIVEIRA et al., 1999).

Sabemos que em geral o correto enovelamento de uma proteina determina
sua fungdo. Além disso, uma correta formagao de pontes dissulfidicas sdo essenciais
para formagdo de uma adequada estrutura secundaria e terciaria (FU et al., 2009). A
renaturagao da endostatina bioativa a partir de corpos de inclusdo tem provado ser
um desafio (YOU et al., 1999; MARSHALL, 2002). A principal razdo é que durante o
processo de renaturagéo e apos remogao de agentes desnaturantes ou detergentes,
a endostatina agrega facilmente, obtendo-se somente 1 % de recuperagao de
proteina soltvel (O'REILLY et al., 1997).

Realizamos varias tentativas de renaturagcdo empregando metodologias
descritas na literatura (YOU et al., 1999; HUANG et al., 2001). Todas falharam na

obtengdo de proteinas com um correto enovelamento, pois geralmente estas
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agregavam continuamente durante a dialise, purificagdo ou congelamento e
descongelamento (dados ndo mostrados).

Estudos recentes tém mostrado que pressées hidrostaticas moderadas (30
000 psi) sdo uma alternativa atrativa as técnicas tradicionais de desnaturagao e
diluigdo, tanto em termos de rendimentos quanto de simplicidade no processo e
potencial para aumentar rendimentos de proteinas com conformagdo nativa e
atividade biolégica a partir de agregados (GOROVITS: HOROWITZ, 1998; FOGUEL
et al, 1999; ST JOHN et al., 1999; ST JOHN et al., 2001: ST JOHN et al., 2002;
LEFEBVRE et al., 2004; KIM et al., 2006).

Utilizando esta técnica, padronizamos pardmetros importantes para o
enovelamento correto da endostatina. Como descrito na literatura a endostatina
apresenta 4 cisteinas as quais formam duas pontes dissulfidicas importantes para a
manutencao da sua estrutura (JOHN; FORSSMANN, 2001: MORBIDELL| ef al.,
2003; ZHOU et al., 2005; HE et al., 2006). No entanto, sabemos que a alta presséo
nao quebra pontes dissulfidicas. Nesses casos, um par oxido-redutor pode ser
incluido nas solugdes de pressurizagdo de modo a facilitar a quebra das ligacoes
dissulfidicas inter-moleculares e formagdo de pontes dissulfidicas nativas (ST JOHN
et al., 2002;) Apés a desagregagéo induzida por presséo, a formagao e quebra de
pontes dissulfidicas é necessaria para permitir a formagao de moléculas com as
menores energias livres (ST JOHN et al., 2002). Nossos dados confirmam que a
concentragao e proporgdo adequada do par redox (GSH/GSSG), mostraram-se
importantes no processo de renaturagdo da endostatina utilizando altas pressoes
hidrostaticas.

Pressdes hidrostaticas sdo capazes de desagregar proteinas, desfavorecendo
interagdes hidrofébicas e eletrostaticas inter moleculares. Em contraste, as pontes de
hidrogénio ndo sdo sensiveis & alta pressdo hidrostatica devido a desprezivel
mudancga de volume associada a quebra dessas pontes (RANDOLPH et al., 2002).
Agentes caotropicos como o GdnHClI e ureia foram descritos como Uteis para facilitar

a quebra das pontes de hidrogénio entre proteinas nos agregados. Isto foi
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evidenciado na renaturagdo da endostatina, onde a adigédo de concentragdes nao
desnaturantes de GdnHCI (1-2M) foi imprescindivel para favorecer a renaturagdo da

endostatina sob pressao.

As proteinas de fusdo apresentam as mesmas caracteristicas que a
endostatina, de tal forma que os mesmos parametros foram aplicados para sua
renaturagdo. Demonstramos neste estudo que a aplicagdo de altas pressoes
hidrostaticas foi eficiente para a renaturagdo da endostatina, endo-Bax, endo-Bak e
EBE.

A aplicagao de pressoes altas (30 Kpsi), seguida da aplicagdo de pressoes
intermedidrias decrescentes e mantidas durante tempos mais elevados se mostrou
eficiente na renaturagéo de corpos de inclusdo da “green fluorescent protein” (GFP),
favorecendo o seu enovelamento (dados do nosso grupo ainda nao publicados).
Demonstramos que o enovelamento das proteinas pode ser favorecido em condicoes
de presséo intermediaria (entre 35 Kpsi e pressdo atmosférica). Estes pardmetros
devem ser otimizados para cada proteina, pois teoricamente a pressdo a ser
aplicada deve depender do volume de cada proteina em seu estado de
enovelamento nativo.

Assim, verificamos a eficiéncia da aplicagéo de pressdes intermediarias na
renaturacao da endostatina e das proteinas de fusdo, confirmando que esta condigao

favorece a obtengéo de maiores niveis de proteinas com estrutura nativa.

A microscopia eletrénica de varredura nos permitiu visualizar a agédo da
pressao sobre os agregados protéicos de endostatina. As micrografias mostram a
diminuicdo da quantidade de agregados e mudang¢a de morfologia dos mesmos.
Essas imagens nos fornecem dados sobre os efeitos da aplicagdo de pressdo nos

agregados protéicos.

A endostatina apresenta alta afinidade pela heparina, esta caracteristica esta
relacionada com 11 argininas presentes na sua sequéncia e que sdo apontadas com

residuos que servem de sitios de ligagdo ao heparan sulfato (HOHENESTER et al.,
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1998; SASAKI et al., 1998). Nossos mutantes de endostatina mostraram grande
afinidade pela heparina o que facilitou sua purificagao e permitiu a obtencdo de
proteinas com alta pureza. No entanto, a proteina de fusdo EBE, mostrou uma
recuperagao menor se comparada com as outras proteinas de fusdo. Embora
apresente na sua sequéncia as argininas essenciais para permitir sua ligacdo a
heparina, a troca da a-hélice deve ter afetado sua estabilidade o que provavelmente

leva a agregacao e menor recuperagéo de proteina pura.

Técnicas espectroscopicas sdo muito empregadas para avaliar o correto
enovelamento de proteinas. Dicroismo circular € uma das técnicas empregadas para
avaliar a estrutura secundaria de proteinas. Diversos estudos se valeram desta
ferramenta para avaliar o correto enovelamento e mudancas na estrutura secundaria
da endostatina como mutagbes em regides importantes para a manutencao da
estrutura da endostatina, mudangas de pH e a agdo de agentes denaturantes que
permitam a perda da sua estrutura (LI et al., 2004; WU et al., 2004; ZHOU et al.,
2005; HE et al., 20086).

Os perfis dos espectros de CD confirmaram que as proteinas de fuséo (endo-
Bax e endo-Bak) apresentam uma estrutura secundaria bastante semelhante a da
endostatina nativa (7% de a-hélice, 51% de folhas-B, 42% de estrutura desordenada
(WU et al., 2004; ZHOU et al., 2005). Esses resultados ndo confirmam os dados
obtidos pela modelagem molecular, nos quais 0 modelo da endo-Bak aparece com
menor conformagédo. EBE nao apresentou o mesmo perfil de CD provavelmente

porque a troca de a-hélices afetou significativamente sua estrutura secundaria.

A emissdo de fluorescéncia do triptofano € um bom marcador para detectar
estrutura terciaria e mudangas ocasionadas quando condigdes desnaturantes sio
aplicadas (KAY; BALDWIN, 1996). A endostatina possui quatro triptofanos na sua
estrutura (HOHENESTER et al., 1998), o que torna a emissdo de fluorescéncia
intrinseca da endostatina, em comprimento de onda caracteristico do triptofano, um

bom marcador de estrutura terciaria.
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Zhou e cols (2005) reportaram que a emissdo maxima do triptofano da
endostatina nativa se apresenta em 320 nm. Estudos de emissio de fluorescéncia
mostraram que as proteinas de fusdo, endo-Bax e endo-Bak, apresentam um
espectro de emissado idéntico ao da endostatina nativa. No entanto, a proteina EBE
novamente mostrou uma estrutura diferente se comparada com a proteina nativa,
provavelmente os triptofanos se encontrem mais expostos o que se pode evidenciar
com uma emissao maxima em maior comprimento de onda, a 345 nm. Resultados
semelhantes foram observados em mutantes que carecem da formacgéo de pontes
dissulfidicas apresentando uma maxima emissdo em 340 nm perto do estado
completamente desnaturado da endostatina (350 nm). Esta proteina se apresenta

com estrutura terciaria diferente das outras trés.

A internalizagdo da endostatina por células de origem endotelial, e a auséncia
deste efeito por linhagens de origem néo endotelial, ja foi amplamente comprovada
por diferentes estudos. Dixelius (DIXELIUS et al., 2000) observou a rapida
internalizagdo da endostatina pelas células endotelias IBE na presenca de 10 pg/mL
da proteina. Zhou (2005) testou a habilidade da endostatina nativa e mutantes a
serem internalizados pela linhagem endotelial HMECs, mostrando que mudangas

que afetam a estabilidade da endostatina tem um efeito muito significativo na sua
capacidade de internalizago.

Nossos resultados mostram que tanto a endostatina como as proteinas de
fuséo endo-Bax, endo-bak e EBE foram internalizadas pela linhagem endotelial C-
PAE o mesmo n&o acontecendo com linhagens ndo endoteliais (fibroblastos NHI
3T3), comprovado pelo ensaio de imunofluorescéncia e demonstrando a
especificidade da endostatina e das proteinas de fusdo por celulas de origem
endotelial. E importante salientar que, apesar de ter sido demonstrada auséncia de
estrutura correta na proteina EBE, demonstramos que ela também foi internalizada
pelas células endoteliais. Variagbes no tempo de internalizagdo foram apreciadas
para cada proteina, fator provavelmente ocasionado pelas mutagdes, que de algum

modo afetaram o tempo de internalizagdo mas néo a capacidade de internalizacéo.
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Ensaios biolégicos evidenciaram que a fusdo da endostatina aos peptideos
pro-apoptéticos potencializou seu efeito antiproliferativo. Endo-bax e EBE mostraram
maior atividade sobre células de origem endotelial (50 e 34,2 %, respectivamente)
quando comparado com a endostatina (23,9 %). Apesar de as analises de dinamica
e modelagem da endo-Bak terem mostrado uma proteina com pouca estrutura e sem
formagéo de pontes dissulficas, esta proteina apresentou estrutura secundaria e
terciaria semelhante a endostatina nativa, comprovadas pela andlise por dicroismo
circular e por fluorescéncia intrinseca do triptofano. Provavelmente a agao desta
proteina se deva exclusivamente & agdo apoptética da endostatina e ndo do peptideo
de BH3 de Bak. Isto porque esta proteina ndo mostrou elevacdo do efeito
antiproliferativo (23, 9%) em relagéo a endostatina nativa.

A fusédo dos peptideos pro-apoptoticos potencializou a atividade apoptética da
endostatina. Nossos resultados confirmam esta afirmagdo. Ensaios de avaliacdo de
apoptose por citometria de fluxo mostram que endo-Bax e EBE se apresentaram
como melhores indutores de apoptose se comparados com a endostatina nativa (61,
63,9 e 35, %, respectivamente). Endo-Bak, novamente mostrou pouca diferenga de
atividade apoptoética se comparada com a atividade da endostatina (444 e 356 %

respectivamente).

Apesar de o ensaio de ativagdo de caspase-3 nédo ter mostrado uma diferenca
que evidenciasse um maior efeito apoptético das proteinas de fusdo se comparadas
com endostatina, este resultado é um indicativo que nossas proteinas sao capazes
de produzir a ativagdo da caspase-3 e desencadear os eventos celulares que

culminam em apoptose.

Diferentes estratégias tem sido estudadas com o intuito de compreender
melhor a atividade antiangiogénica da endostatina e definir as sequéncias que sdo
importantes e suficientes para sua atividade, relacionando sua estrutura a atividade

biolbgica. Substitugdes de argininas importantes atenuam atividade antiangiogénica
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da endostatina (CHO et al., 2004; OLSSON et al., 2004). Delegdes do C-terminal e
N-terminal da endostatina se mostraram que estas sequéncias nao sdo esséncias
para a atividade da endostatina (YAMAGUCHI et al., 1999: CHO et al., 2004).

Existem poucos trabalhos que fazem uso da interessante propriedade da
endostatina que ¢ a especificidade por células endoteliais para sua associagao a
outras sequéncias que possam potencializar sua atividade.

Yang e colaboradores (OU-YANG et al., 2006) produziram uma proteina de
fusdo composta da enzima citosina deaminase fundida & endostatina. Esta proteina
de fusdo apresentou maior atividade pela adicdo de um substrato especifico que
promove a agdo toxica da enzima citosina deaminase. Este mutante mostrou-se

eficiente em inibir a proliferacéo de células endoteliais pela indugdo de apoptose.

Beck e cols (BECK et al., 2003) combinaram a agao de um antagonista da
prolactina (G129R), que possui a habilidade de inibir a proliferacao de células de
cancer de pulmdo humano, com a atividade antiangiogénica da endostatina obtendo
a proteina de fusdo G129-endostatina. Esta proteina exibiu um maior efeito inibitério
sobre as células de origem endotelial HUVEC. Além disso, a aplicagao da G129-
endostatina aumentou a meia vida de camundongos apresentando tumores (cancer

de pulmé&o). Esta estratégia se mostrou eficiente para este tipo de linhagem tumoral.

Um estudo realizado por Ellerby (ELLERBY et al., 1999) mostrou que
peptideos sintéticos compostos por dominios que conferem afinidade por células
endoteliais fundidos com peptideos capazes de induzir morte celular foram

internalizados e se mostraram potentes indutores de apoptose.

No presente estudo, combinamos a agdo da endostatina: internalizacao e
efeito antiproliferativo sobre as células endoteliais, com atividade apoptética do
dominio BH3 da proteinas Bax e Bak obtendo proteinas de fusdo com um duplo

efeito terapéutico sobre células de origem endotelial potencializado. Nossos
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resultados comprovam que esta fusdo incrementou o efeito apoptético da
endostatina.

Outros estudos precisam ser realizados para desvendar o mecanismo exato
pelo qual as proteinas de fusdo exercem maior atividade apoptética. E possivel que o
incremento dos niveis do peptideo do Bax no interior da célula apds internalizagao
estimularia a sinalizagdo de Bax e outras proteinas apoptéticas intracelulares,
levando a dimerizagdo, oligomerizagdo e mudangas de conformagdo para
desencadear apoptose, tudo isto associado & redugdo de proteinas anti-apoptotica

ocasionada pela agdo da endostatina (DHANABAL; RAMCHANDRAN et al., 1999),
(SHICHIRI; HIRATA, 2001)

Moreau (2003) testou a atividade do peptideo que utilizamos em nosso estudo
(16 residuos do dominio BH3 do Bax) comprovando que esta molécula é capaz de
ocasionar apoptose somente na presenca de Bax intracelular. Sabemos que Bax na
sua conformag&o nativa é pobremente direcionado para a mitocondria e s6 adquire a
habilidade de interagir com esta organela em reposta a um estimulo (RUFFOLO et
al., 2000; CHENG et al., 2001; POLSTER et al., 2001). Assim, o peptideo de Bax
provavelmente atua como sensibilizador levando @ mudanga na conformagéo de Bax
intracelular, o qual expbe seu dominio de morte o que permite sua homodimerizagao
e leva a inibigdo de proteinas anti-apoptoticas como a BCL-x, ocasionando a
desestabilizagdo da membrana mitocondrial permitindo a liberacéo de citocromo-c e

desencadeando apoptose.

Diferentes estudos, que utilizam sequéncias que geralmente ndo apresentam
estrutura, tem comprovado que fragmentos de 10-27 aminoacidos correspondentes a
regides importantes para atividade da endostatina, apresentam-se suficientes para
manter sua atividade (WICKSTROM et al., 2004; BECKER et al., 2006). Embora EBE
ndo apresente todas as caracteristicas estruturais da endostatina nativa, foi
observado no presente estudo que ainda mantém as propriedades que lhe conferem
bioatividade sendo potencializada pela associagdo ao peptideo do Bax,

demonstrado pelos ensaios de internalizagao, viabilidade celular e apoptose celular.
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Isto pode ser explicado provavelmente pela manutengdo de regides importantes para
sua atividade.

Nossos resultados demonstram que a fusdo de sequéncias indutoras de morte
celular a endostatina, potencializa sua agéo antiangiogénica e é uma estratégia
muito promissora para o tratamento do céncer. Endostatina pode ser utilizada para
direcionar diferentes agentes indutores de apoptose, devido a sua especificidade por
células endoteliais, e ter um maior efeito antiangiogénico. Isto é particularmente
interessante ja que ndo seriam necessarios altos niveis de endostatina para a obter

de regresséo tumoral, tornando viavel sua utilizagdo em terapias.
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6. CONCLUSOES

As proteinas de fusdo; endostatina, endo-Bax, endo-Bak e EBE foram obtidas
com sucesso apds renaturagdo utilizando altas pressdes hidrostaticas, suas
identidades foram confirmadas por Western blot. O correto enovelamento foi
confimado por CD e Fluorescéncia. Endo-Bax e EBE apresentaram maior atividade
apoptotica sobre as células endoteliais quando comparado com o efeito do
tratamento de endostatina selvagem, evidenciado pelo maior grau de apoptose e

ativagdo da caspase-3 ap6s sua internalizacdo pela linhagem endotelial C-PAE.
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