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Abs- Absorbancia
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MDA- linhagem celular de adenocarcinoma de préstata humano
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MEC-componente de matriz extracelular
MF- MMPs isoladas da linhagem celular de fibroblastos
Hg- micrograma
mL- mililitro
MMLSO- MMP isoladas do liquido sinovial de pacientes com osteoartrite
MMCF7- MMP isoladas da linhagem celular de adenocarcinoma de mama
MMDA- MMP isoladas da linhagem celular de adenocarcinoma de préstata
MMP- metaloprotease de matriz
MT-MMP- metaloprotease de matriz com dominio transmembranar para ancoramento da proteina a
membrana
Nk- natural killer
NSAID- antiinflamatérios ndo-esteroidais
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SSC- parametro de granulosidade
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3T3- linhagem celular de fibroblastos murinos
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Natural resistance of marsupials against the toxic effects of venoms
is due to the presence of soluble neutralizing proteins in their sera. We
have isolated from opossum serum (Didelphis marsupialis) an acidic
glycoprotein with 43 kDa (DM43), with an effective inhibition action to
metalloproteinases snake venoms, by non-covalent complex formation
(Neves-Ferreira et al., 2000). In this study, we have been investigating the
effect of DM43 against MMPs involved in some pathologic processes, like
osteoarthritis and cancer.

In order to test if DM43 is a potential inhibitor of MMPs, we submitted
supernatants of stromal cells (3T3), adenocarcinoma cell line (prostate
and breast) and synovial fluid from osteoarthritis to an affinity column
coupled with DM43. Bound samples were analyzed on SDS-PAGE and
electrotransferred to a PVDF membrane, which was incubated with anti-
MMP2, anti-MMP3 or anti-MMP9 monoclonal antibodies. Positive staining
was obtained.

Enzymes were inhibited by ortophenantroline and DM43, using
fibronectin and casein as substrates.

Number of cells, cycle and cellular death were carried out on
fibroblasts (3T3) and adenocarcinoma (MDA and MCF7) with three doses
of DM43 (10, 250 e 1000ng/mL). Our results demonstrated a decrease on
3T3 and MCF7 numbers, using all these DM43 doses. Cell cycle analysis
demonstrated no differences in control and DM43 treated cells. The
decrease of celularity was promoted by the increase in cellular death by
an already unknown pathway. The cellular death on 3T3 and MCF7 was
increased 2 and 7x respectively, compared with the control. MDA cell line
was not affected by DM43 treatment.

Imunocytochemistry was carried out on 3T3 cells, which were
incubated with antibodies raised against ECM (laminin, fibronectin and
collagen 1V) followed by FITC-conjugated goat anti-rabbit for staining
procedure. DM43 in all doses used was able to increase the fibronectin
deposition leading to adhesion increase.

The inhibition of MMPs activities by DM43 can result on induction of
cellular death on stromal and tumoral cells, beyond the deposition of
MEC. These results suggest, the use of DM43, as a new candidate for
anti-cancer therapy, just like, for patients with osteoarthritis.



Nosso grupo jA vem ha muitos anos investigando a resisténcia
natural de animais a venenos de serpentes. Do soro do gamba (Didelphis
marsupialis) foi isolada e caracterizada uma glicoproteina acida de 43kDa
(DM43), capaz de inibir as atividades de metaloproteases encontradas
nos venenos por formacgao de complexos nao-covalentes (Neves-Ferreira
et al., 2000). No atual trabalho, procuramos avaliar se DM43 seria capaz
de inibir outras metaloproteases, como as MMPs, que estdo envolvidas
em diversos processos patolégicos, como a osteoartrite e cancer.

Utilizamos linhagens celulares normais (3T3-fibroblastos) e tumorais
(MDA-adenocarcinoma de prostata e MCF7-adenocarcinoma de mama) e
liquido sinovial de pacientes com osteoartrite, como fontes de MMPs. As
MMPs interagiram com DM43 acoplada a uma coluna de afinidade. Por
imunorevelacao foram identificadas como MMPs 2, 3 e 9. Em ensaios
utilizando a fibronectina e a caseina como substratos, DM43 mostrou-se
capaz de inibir a atividade proteolitica destas metaloproteases.

O numero de células, o ciclo e a morte celular foram analisadas
utilizando como tratamento DM43 em 3 diferentes doses (10, 250 e 1000
ng/mL). Nossos resultados demonstraram uma diminuicdo no namero de
fibroblastos e de células de adenocarcinoma de mama, utilizando as trés
doses de tratamento. A analise do ciclo celular ndo demonstrou alteracéo,
em relagcdo ao controle. Portanto, a diminuicdo de celularidade ocorreu
em consequéncia a inducdo de morte celular nestas linhagens, por via
ainda néo elucidada. O aumento da morte, em relacdo ao controle nao
tratado, foi de pelo menos 2x em fibroblastos e de quase 7x em
adenocarcinoma de mama (utilizando a maior dose de DM43). Além disto,
verificou-se a capacidade de DM43 inibir a degradacdo da matriz
extracelular produzida por estas enzimas, levando a um intenso deposito
de fibronectina, e por conseguinte, um grande aumento de adesao
celular.

Estes resultados indicam o uso potencial de DM43 na terapia anti-
tumoral, bem como, para pacientes com osteoartrite.



|.1- Metaloproteases

O termo metaloprotease compreende uma vasta gama de
peptidases classificadas em pelo menos 30 familias e agrupadas em 5
clas, de acordo com sua sequéncia consenso de ligacdo do metal
(normalmente o zinco). No sitio catalitico do cla MB o atomo de metal
liga-se a trés residuos de histidina: dois da sequiéncia de consenso de
ligacdo e o terceiro localizado seis residuos ap6s a segunda histidina
(HEXXHXXGXXH) (Perales e Domont, 2002).

No cla MB (Metzincinas) estéo localizadas as metaloproteases mais
importantes do ponto de vista médico. As SVMPs (Snake Venoms
Metalloproteinases) s&o metaloproteases de venenos de serpentes
responsaveis pelo efeito hemorragico dos venenos (Gomis-Rith, 2003),
as ADAMs e as MMPs estdo especialmente associadas ao cancer
humano e a diversos outros processos fisiologicos e patolégicos (De
Clerck, 2000).

ZINCINAS

TERMOLISINAS (CLA MA) METZINCINAS (CLA MB)

FAMILIA M10 FAMILIA M12

SERRALISINAS Q ASTACINAS REPROLISINAS

/‘I’\ /—I\

Esquema 1- Classificacdo das metaloproteases.
( SVMPs \>

ADAMs >

Modificado de Clarck et al., 2000.



Todas as metaloproteases séo sintetizadas como zimogénios, ou
seja, na forma de um precursor inativo. A ativacdo ocorre quando a
interacdo entre o atomo de metal do sitio ativo e a cisteina do dominio
pr6 é rompida, deixando o sitio ativo acessivel. Este mecanismo
conhecido como “cysteine switch” pode ocorrer por remocao proteolitica
do pro-peptideo, ou por remocao da cisteina por organomercuricos ou
agentes caotropicos, que deixam a enzima ativa, possibilitando a

clivagem do pro-peptideo autocataliticamente (Vu e Werb, 1998).

| .1a) Metal oproteases de venenos de serpentes - SVMPs

As metaloproteases de venenos de serpentes pertencem a familia
das Metzincinas, como mostra o diagrama do esquema (1), cujos
membros possuem caracteristicas comuns, como sua topologia
tridimensional, sua sequéncia de consenso de ligacdo do zinco e a
presenca de um residuo de metionina conservado, que forma a base de
seu sitio ativo (Nagase e Woessner, 1999).

As SVMPs, como todas as metaloproteases, sdo sintetizadas como
zimogénios e sofrem processamento proteolitico para gerar as formas
ativas (Tanjoni et al., 2003). Em 1994, estudos estruturais agruparam-nas
em 4 classes (PI-PIV), de acordo com a organizacdo das proteinas
maduras em dominios (Hite et al., 1994). Pl contém apenas o dominio
metaloprotease; os membros da classe PIl possuem um dominio
desintegrina, além do metaloprotease; PIIl possui tanto um dominio tipo-
desintegrina, quanto um dominio rico em cisteina, além do
metaloprotease e, finalmente, a classe PIV, com estrutura similar a classe

Plll e com um dominio adicional tipo-lectina (Mebs, 1998).



O dominio catalitico das SVMPs compartilha grande similaridade
funcional e estrutural com o dominio metaloprotease das MMPs (Blundel,
1994), conservando todos os residuos de ligacdo de zinco e a estrutura
tridimensional envolvida na catalise. A especificidade de substratos de
SVMPs também € similar as MMPs, envolvendo os componentes da
matriz extracelular (*MEC) localizados na membrana basal da
microvasculatura. A clivagem destas proteinas, com 0 consequente
enfraquecimento da estrutura capilar, constitui 0 mecanismo pelo qual as
SVMPs induzem hemorragia nas vitimas de envenenamento (Gutiérrez e
Rucavado, 2000). Apesar de algumas similaridades, as SVMPs possuem
identidade sequencial de apenas 15% com as metaloproteases de matriz
(MMPs) e de 30% com as metaloproteases com dominio desintegrina
simile (ADAMs) (Nagase e Woessner, 1999).

As SVMPs sdo as principais responsaveis pela hemorragia que
ocorre nos envenenamentos ofidicos. Estdo presentes em altas
concentracfes nos venenos de serpentes da familia Viperidae e,
recentemente, também foram identificadas (em menores propor¢des) em

venenos de alguns membros da familia Elapidae (Matsui et al., 2000).

'MEC- moléculas secretadas que sdo imobilizadas do lado externo das células. Auxiliam na adesfio

celular e transmitem sinais através da interagcdo com receptores de adesdo presentes na superfigi

e

celular. Subdividida em membrana basal e tecido conectivo intersticial.

A resisténcia natural de alguns animais aos envenenamentos por
serpentes datam de 1781, quando Abbé Felice Fontana, o fundador da
Toxinologia moderna, escreveu seu classico Traité sur le Venin de la
Vipere, que descrevia algumas das propriedades dos venenos, assim

como a resisténcia natural de alguns animais (Hawgood, 1995). Mais de



um século depois, em 1922, Phisalix, em seu livro Animaux Venimeux et
Venins relatou a resisténcia a venenos de serpentes, de um grande
namero de animais, entre eles peixes, invertebrados e mamiferos.
Interessantemente, ainda hoje, alguns destes animais sdo objeto de
estudos, assim como o0 porco-espinho (Erinaceus europaeus) (Omori-
Satoh et al., 2000); o mangusto (Herpestes edwardsii) (Qi et al., 1995) e o
gamba Sul-Americano (Didelphis marsupialis)(Neves-Ferreira et al.,
2002).

|.1b) Metal oproteases com dominio desintegrina simile - ADAMs

A subfamilia destas metaloproteases € constituida por cerca de 30
membros, que foram identificados em organismos como os nematédios
(Schizosaccharomyces pombe) até em humanos. S&o proteinas com
multidominios, que além de possuir um peptideo sinal, um pro-dominio e
um dominio tipo-metaloprotease, também possuem um dominio
desintegrina, uma regiao rica em cisteina, um dominio similar ao fator de
crescimento epidermal (EGF) e um dominio transmembranar, seguido por
uma cauda citoplasmatica (De Clerck, 2000). O dominio desintegrina
contém, na maioria dos casos, o motivo RGD (arginina, glicina e acido
aspartico), podendo ocorrer com modificacées (SSCD, TDE, ESE), estes
ligam-se as integrinas; o dominio transmembranar € responsavel pela
ancoragem destas metaloproteases na superficie celular; a funcdo do
dominio rico em cisteina ainda nao foi totalmente esclarecida, mas parece

estar relacionada a adeséo celular (De Clerck, 2000).



As ADAMs estao intimamente relacionadas a diversos processos da
adesdao celular e processamento proteolitico de importantes moléculas de
superficie celular (Tang, 2001). Ja foi descrito o papel essencial das
ADAMSs 1 e 2 durante a fertilizacdo (Blobel et al., 1992); também ja foi
demonstrada a participacdo da ADAM 12 na fusdo de mioblastos durante
o desenvolvimento muscular (Yagami-Hiromasa et al.,, 1995) e, nao
menos importante € a participagdo da ADAM17 (TACE) na liberacao
proteolitica de citocinas ancoradas por estruturas transmembranares a
superficie celular, como o TNF-a (Black et al., 1997).

As ADAMs também podem estar associadas a alguns quadros
patologicos envolvendo comprometimento inflamatério como a asma,
hipertrofia cardiaca, artrite reumatoide, osteoartrite e choque endotoxico.
Parecem também interagir com integrinas, sugerindo uma potencial
participacdo destas (integrinas) em processos de metastase de células
tumorais humanas, via adesao celular e atividade proteolitica (Gomis-
Ruth, 2003).

Mais recentemente, uma nova familia de proteinas relacionadas as
ADAMs foi identificada. Coletivamente conhecidas como ADAMTS,
possuem as mesmas caracteristicas de dominios protease, tipo-
desintegrina e rico em cisteina das ADAMs, porém possuem um motivo
adicional de trombospondina tipo | (TS). Além disto, ndo possuem o
dominio transmembranar e nem a cauda citoplasmatica, localizando-se
portanto livre na matriz extracelular. Ainda assim, tém a capacidade Unica
de ligar-se a matriz através do dominio TS (Tang, 2001); (De Clerck,
2000).



l.1c) Metaloproteases de matriz - MMPs

A subfamilia das MMPs é constituida por aproximadamente 26
membros encontrados principalmente em humanos, roedores e anfibios.
Estas metaloproteases séo zinco e cacio dependentes e coletivamente
tém a capacidade de degradar componentes da matriz extracelular
(MEC) e clivar proteinas sinalizadoras (Smith et al., 2002). Podem ser
classificadas em 5 subfamilias de acordo com a especificidade pelo
substrato, estrutura primaria e localizacéo celular: colagenases (MMP -
1, -8 e-13), gelatinases (MMP -2 e -9), estromelisinas (MMP -3 e -10),
tipo membranares (MT1 - 4 MMP ou MMP -14, -15,-16, -17, e MMP -
24, -25) e matrilisinas (MMP -7, -26) (Murphy et al., 2002).

As MMPs possuem 3 dominios estruturalmente bem preservados.
(1) dominio catalitico, que é responsavel pela hidrdlise do substrato; (2)
dominio amino-terminal, também conhecido como pro-peptideo,
composto por aproximadamente 80 aminoécidos responsaveis pelo
estado de laténcia das enzimas e (3) dominio carboxi-termina ou
dominio hemopexina, ainda de fun¢éo ndo totalmente esclarecida, mas
gue parece contribuir para a especificidade de substrato. AsMT-MMPs
possuem ainda um dominio transmembranar para ancoramento da
proteina a membrana. Em algumas MMPs, este dominio pode ter
func&o no processo de ativacéo daenzima (Klein et al., 2004).

As MM Ps s&o sintetizadas como enzimas latentes em granulos de

células inflamatorias, células tumorais, células estromais e endoteliais,



porém sdo freglentemente secretadas ou podem estar ancoradas a
superficie das células ou a outras proteinas da matriz extracelular. Sua
sintese € regulada por muitos fatores como citocinas inflamatérias,
fatores de crescimento, transformacao celular e estimulo fisico (Nagase
e Brew, 2002). A transcricdo geralmente ocorre em niveis muito
baixos, que s&0 rapidamente aumentados em Situacbes de
remodelamento, inflamag&o, trauma e cancer (Coussens et al., 2002).

Na fisiologia normal, as atividades da MMPs estédo associadas
com varios processos como a implantacdo de blastocistos,
desenvolvimento embrionédrio, crescimento de nervos, ciclo
endometrial, regressao uterina pos-parto, regressdo mamaria, ruptura de
membranas fetais, remodelamento de ossos, cura de feridas,
angiogénese, apoptose, entre outras (Woessner, 1998).

Os dois principais pontos de regulacdo das atividades das MM Ps
s80 a ativacdo de enzimas latentes (pro-MMPs) e sua inibicdo por
inibidores teciduais de metaloproteases (TIMPs), e€lou, o,-
macroglobulinas, inibidores menos especificos encontrados no plasma
humano. Geralmente, os TIMPs encontram-se em equilibrio com as
MMPs. Contudo, em alguns processos patol 6gicos, os niveis de MMPs
aparecem muito elevados, sem o concomitante aumento dos TIMPSs,

ocorrendo o desequilibrio da homeostase da MEC (Woessner, 2001).



A tabela abaixo, modificada de (Woessner, 1998), mostra as

MMPs identificadas até o0 momento, sua nomenclaiura e massas

moleculares.
MMP nome * Massa Molecular (latente/ativa) kDa
1 colagenase 1 52/42
2 gelatinase A 72/66
3 estromelisina 1 60/55/45*°/28*>
7 matrilisina 28/19
8 colagenase 2 85/64
9 gelatinase B 92/83/67**
10 estromelisina 2 52/44
11 estromelisina 3 51/46
12 elastase macréfago 52/20
13 colagenase 3 52/42
14 MMP tipo membranar 1 64/54
15 MMP tipo membranar 2 71/61
16 MMP tipo membranar 3 66/56
17 MMP tipo membranar 4 62/51
18 colagenase 4 53/42
19 sem nome 54/45
20 enamelisina 54/22
21 XMMP 70/53
22 CMMP 51/42**
MMP-C31**
MMP-H19**
MMP-Y 19*°
envelisina 63/48**
MMP do gréo de soja 31/19**
fragilisina 43/21*?

* Massas baseadas na sequiéncia cDNA sem o peptideo sinal.
*1 (Okada et al., 1992); *? (Woessner, 1998):; ** (Nagase, 1998).



| .2- Metaloproteases de matriz (MMPs) x doencas

Como ja vimos, as MMPs estéo envolvidas na regulacdo de
diversos processos fisiolégicos (Gomis-Rith, 2003). Contudo, a
expressdo exacerbada ou sua auséncia podem levar a inUmeras
patologias, como a destruicao de cartilagens na osteoartrite e artrite
reumatoide, aneurisma, infarto agudo do miocardio e cancer (Souza e
Line, 2002). As mais recentes descobertas mostram que as MMPs
estdo também relacionadas a ruptura da barreira hemato-encefdlica,
apoptose neural, deméncia associada ao HIV, ateroesclerose, esclerose
multipla e doenca de Alzheimer (Gomis-Riith, 2003).

Nesta tese vamos abordar duas enfermidades importantes do
ponto de vista de saide publica, e que até 0 momento ndo tém
perspectivas concretas de cura. Ambas tém a participacdo de MMPs em

todo curso da doenca.

| .2.a) Osteoartrite

A osteoartrite, antes conhecida como osteoartrose ou
simplesmente artrose, € a doenca articular mais comum em humanos.
Acomete cerca de 25% da populagdo com mais de 60 anos (Verzijl et
al., 2003). No Brasil, mais de 15 milhdes de pessoas sofrem desta
enfermidade (WWW.msd-brazil.com), que € caracterizada por

progressiva destruicdo das cartilagens da superficie de diartroses



(articulagbes que unem 0ssos longos) por enzimas que degradam a
matriz extracelular (Smith, 1999). Esta destruicdo da MEC compromete
os tecidos das articulagdes, 0ssos e até mesmo, ligamentos articulares e
tendBes, levando, em alguns casos, a completa perda de mobilidade
(Murphy et al., 2002).

Apesar da osteoartrite ser considerada uma doenca articular nao-
inflamatoria, ocorre na membrana sinovial uma excessiva expressao de
citocinas pro-inflamatorias produzidas pela sindvia inflamada,
condrécitos ativados ou por células inflamatérias infiltradas. Em
particular, ainterleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumora (TNF em
inglés)-a estdo predominantemente envolvidos na inicializagdo e
progressao da destruicdo da cartilagem articular, promovendo a sintese
e liberac&o de proteases (Fuchs et al., 2004).

Apesar da participacdo de proteases de vérias classes neste
processo, ja foi demonstrado que a maior parte das enzimas envolvidas
pertencem a familia das MMPs (Murphy et al., 2002). Alguns estudos
evidenciaram a superexpressao dos niveis de MMPs, tanto em model os
animais de osteoartrite, quanto na cartilagem e no liquido sinovia de
pacientes humanos com a doenca (Janusz et al., 2002). Dentre as
MMPs, as principais envolvidas séo MMP-1, MMP-3, MMP-8 e MMP-
13. A regulacao destas enzimas ndo € somente controlada por citocinas,
mas também pela ativacdo de seus precursores (pro-MMPs) pelas

proprias MMPs. Neste contexto, a MMP-3 é considerada a principal



ativadora destas formas, incluindo pro-MMP-1, pr6-MMP-8, pro-
MMP-9 e pro-MMP-13. A atividade das MMPs é altamente regulada
pelos TIMPs, porém, durante a patologia, 0 excessivo aumento das
MMPs ndo € compensado suficientemente pelo aumento da producéo
do inibidor (Fuchset al., 2004).

A terapéutica atual para pacientes com osteoartrite consiste no uso
de antiinflamatorios, que visam apenas a diminuicdo da dor e
minimizagdo da incapacidade motora. Em alguns pacientes sdo
administrados antiinflamatorios ndo-esteroidais (NSAIDs), que apesar
de trazer grande divio da dor, apresentam efeitos colaterais, que
incluem Ulceras géstricas, distUrbios renais e depressdo. Outros
pacientes sd0 medicados com corticOides, que sdo injetados
diretamente na cartilagem a fim de reduzir a inflamacdo. Mais
recentemente, uma nova classe de NSAIDs, conhecida como inibidores
da ciclooxigenase-2 (COX-2), foi descoberta e aprovada para uso em
pacientes com a doenca. Este inibidores agem blogueando a enzima
COX-2, que estimula a resposta inflamatdria, sem no entanto bloquear
a enzima COX-1, como ocorria com os tradicionais NSAIDs (Hinton
et al., 2002).

Ha estudos que visam a inibicdo ou bloqueio das MMPs para o
tratamento desta doenca. Alguns deles apontam como principal alvo
molecular a MMP-3, j& que é uma enzima que age sobre grande parte

das proteinas da MEC, além de possuir a capacidade de ativar outras



MMPs. Por ser superexpressa neste processo fisiopatoldgico € utilizada
inclusive com marcador da doenca (Lohmander et al., 1993). Até o
momento, nenhum estudo sistemético foi realizado utilizando

inibidores de MM Ps em doentes portadores desta doenca.

|.2.b) Cancer (neoplasias)

As neoplasias podem afetar todos 0s seres vivos da natureza, néo
sendo exclusivas do reino animal. Entre os animais, afetam tanto os
invertebrados quanto os vertebrados (Goldsby et al., 2002).

S8o proliferacbes locais de clones celulares atipicos, sem causa
aparente, de crescimento excessivo, progressivo e ilimitado,
incoordenado e autbnomo (ainda que se nutra as custas do organismo,
numa relacado tipicamente parasitaria), irreversivel (persistente mesmo
apos a cessacao dos estimulos que determinaram a alteracdo), e com
tendéncia a perda de diferenciacéo celular (Goldsby et al., 2002).

O descontrole da proliferacéo das células ocorre porque 0s genes
regulatérios passam a ndo atuar de forma adequada, seja por mutacoes
induzidas por fatores externos (fatores quimicos, fisicos ou biolgicos)
ou por mutagOes herdadas (fatores genéticos). Esta perda de controle
envolve a ativacdo de proto-oncogenes, a inativagdo de genes
supressores de tumores e alteracdes em genes que regulam a apoptose
(Goldshy et al., 2002).



Os proto-oncogenes sdo genes promotores do crescimento e da
diferenciacdo celular, controlando a divisdo celular de maneira
ordenada. Se um proto-oncogene sofre alguma alteracado estrutural
(mutacdo, rearranjo ou translocacdo) pode levar a formagéo de uma
proteina anormal ou acarretar ateragdes na regulacéo da expresséo de
uma proteina normal (producédo aumentada ou diminuida), passando a
ser um oncogene. O oncogene € um gene que, quando presente no
hospedeiro, pode levar a0 aparecimento do cancer (Goldsby et al.,
2002).

Os genes supressores de tumores ou antioncogenes “fream” o
processo de proliferacdo celular. A perda destes genes esta relacionada
ao aparecimento de tumores, mas, na verdade, sua funcéo é regular o
crescimento celular e ndo prevenir a formacéo de neoplasias, como
sugere o nome (Goldsby et al., 2002).

Alteracbes em genes que regulam a apoptose podem levar a
inibicdo da morte celular e portanto, a“imortalidade” da célula. O p53
é um dos genes responsaveis pela integridade do genoma. E ativado
pelo surgimento de DNA alterado, através de mecanismos ainda néo
totalmente elucidados. Sua ativacdo produz uma proteina que regula a
replicagéo do DNA, a proliferacdo celular e a morte celular (Goldsby et
al., 2002).

Apesar do sistema imune teoricamente ser capaz de reconhecer e
atacar as células tumorais, muitos individuos ainda morrem a cada ano

em consequUéncia de neoplasias. Isto ocorre porque as células tumorais



tém diversas formas de evadir a vigilancia deste sistema. As MMPs estao
envolvidas em alguns destes mecanismos de escape, como veremos a
sequir (Egeblad e Werb, 2002).

MMPs x resposta imune: Os componentes inflamatorios de
infiltrados tumorais incluem uma diversa populacdo de leucocitos
(macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, mastocitos), aém de citocinas,
mediadores solUveis, como TNF-a, interleucinas e interferons, serino-,
cisteino- e metaloproteases (Coussens e Werb, 2001). Linfocitos T
citotoxicos e células “natural killers’ (NKs em inglés) também estéo
presentes. A proliferacdo destes linfécitos e a conseguiente resposta
imunologica é regulada por sinalizacdo de citocinas e seu receptor
interleucina-2a. (IL-2Ra). As MMPs, principalmente a MMP-9, tém a
capacidade de clivar IL-2Ra, suprimindo a proliferacéo de linfocitos T
e causando imunosupressao (Sheu et al., 2001). Neutréfilos, mastécitos
e linfocitos T ativados também podem contribuir para malignidade
liberando proteases, fatores angiogénicos e quimiocinas (Coussens e
Werb, 2001).

As MMPs 2 e 9 também tém a capacidade de liberar (ativar) os
fatores transformadores de crescimento (TGF-f em inglés), um
importante inibidor da resposta de linfocito T contra tumores (Yu e
Stamenkovic, 2000); (Gorelik e Flavell, 2001).

As MMPs regulam outras respostas celulares com grande

relevancia na biologia do cancer, incluindo proliferacdo de células



tumorais, apoptose, migracao e invasao, bem como a regulacdo da
angiogénese (Egeblad e Werb, 2002).

MMPs x proliferacdo celular: Existem algumas causas
conhecidas da promocdo de proliferacdo de células tumorais por
MMPs. Elas podem agir degradando a MEC, tornando bioacessiveis
proteinas, como por exemplo, os fatores de crescimento (Maries et al.,
1999). Além disto, podem degradar componentes da MEC, expondo os
sitios que serdo reconhecidos por integrinas, regulando indiretamente
os sinais de proliferacéo (Agrez et al., 1994).

MMPs x angiogénese. A angiogénese € um processo de
formacdo de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. Ja €
conhecido que a angiogénese € um pré-requisito para o crescimento
tumoral (Klein et al., 2004). Um dos primeiros eventos da angiogénese
tumoral é a degradacdo de MEC por MMPs, que permite a migracéo
das células endoteliais e posterior proliferacdo, culminando na
formacéo de novos vasos. As MMPs, especialmente MMPs -2 e -9,
estéo envolvidas neste processo, principalmente por suas caracteristicas
de degradacdo (Nguyen et al., 2001).

Os proteoglicanos sulfatados que fazem parte da membrana basal
seqiestram fatores de crescimento pro-angiogénicos como os fatores
endoteliais do crescimento de veias e fatores de crescimento de
fibroblastos (VEGF e FGF). Estudos recentes demonstraram que

MMP-9 e MMP-2 (em menor proporcao) S80 essenciais para a



mobilizacdo de fatores sequestrados, dando inicio a angiogénese
tumoral. Ainda que a MMP-9 n&o tenha sido descrita por efetivamente
degradar os proteoglicanos, ela ja é bem conhecida pela degradacéo de
colédgeno 1V; esta capacidade pode propiciar a desorganizacdo da
membrana basal, levando a liberacdo dos fatores de crescimento
(Bergerset al., 2000).

As MMPs também regulam negativamente este processo ao
produzirem fragmentos que s&o inibidores da angiogénese. A clivagem
do plasminogénio pelas MMPs-2, -3, -7, -9 e —12 gera a angiostatina
(Dong et al., 1997); (Cornelius et al., 1998); as MMPs-3, -9,-12,-13 e —
20 geram a endostatina, fragmento C-terminal do colageno tipo XVIlI
(O'Rellly et al., 1997). Outros inibidores como a tunstatina, que sao
fragmentos de cadeias de colageno tipo 1V e os PEX, fragmentos néo-
cataliticos de MMP-2, também foram identificados como potentes
inibidores da angiogénese. O mecanismo de inibicdo da tunstatina
parece ser via reducdo da proliferagdo por apoptose de células
endotelials, enquanto a angiostatina e a endostatina inibem a migracao
destas células. O mecanismo das PEX anda ndo foi totamente
elucidado (Pfeifer et al., 2000).

Estudos in vivo com carcinomas humanos demonstraram que as
MMPs sdo predominantemente produzidas por células estromais e
células do sistema imune. Apos a degradacdo da matriz e a liberacéo

dos fatores como previamente descrito, a angiogénese € iniciada e o



tumor comeca a crescer, recrutando mais células do sistema imune,
fibroblastos e outras células estromais, que também produzem fatores

de crescimento (Coussens e Werb, 2001).

MMPs x apoptose: A apoptose € um fendmeno morfologico
caracterizado pela condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear e
diminuicdo celular. Este tipo de morte ocorre sem a perda da integridade
da membrana plasmatica, o que evita a resposta inflamatdria (Reed,
2002).

Muitas doencas de grande relevancia do ponto de vista médico
podem ser atribuidas direta ou indiretamente a alteracdes no processo
de apoptose. Desordens podem envolver o acumulo de céulas
(canceres, doencas auto-imunes, infeccOes persistentes e etc) ou perda
excessva de céulas (isguemias, doencas neurodegenerativas,
inflamac0es, osteoartrite e etc) (Reed, 2002).

As MMPs podem ter comportamento pro ou antiapoptotico. Ja e
conhecido que as MMPs -3, -7, -9 e -11 tém a capacidade de regular a
apoptose. MMP-7, por exemplo, libera FASL (mediador de apoptose
transmembranar do receptor de morte FAS) tornando-o sollvel e assim
induzindo a apoptose em células epiteliais. Por outro lado, animais
deficientes em MMP-7 (“knock-out” para MMP-7) apresentaram 67%
de reducéo no indice de apoptose comparada com aquela verificada em
animais normais, corroborando a participacédo de MMP-7 em morte
celular mediada por FASL (Powell et al., 1999). Ja MMP-11 suprime

apoptose de cdlulas tumorais, provavelmente liberando o fator de



crescimento de insulina (IGF em inglés) (Marfies et al., 1999). Este
mecanismo anda ndo foi totamente elucidado, ja que esta
metaloprotease, diferentemente das outras, ndo tem a capacidade de
degradar componentes classicos daMEC (Wu et al., 2001).

MMPs x metastase e invasdo. A metéstase tumora define
malignidade, e € a principal causa de morte por cancer. Durante a
metéstase, as células cancerigenas cruzam inumeras barreiras da MEC.
Em primeiro lugar, cruzam a “membrana basal epitelial e invadem o
estroma vizinho; depois entram nos vasos sanguineos ou linféticos,
estabelecendo uma nova colonia proliferativa (Egeblad e Werb, 2002).

A evidéncia experimenta da participacdo das MM Ps na metastase
velo com ensaios in vivo, onde a superexpressdo dos inibidores
endogenos, TIMPs, inibiu a invasdo e metastase, enquanto a
superexpressio de MMPs-2,-3,-13 e -14 promoveu a invasao (Ahonen
et al., 1998); (Deryugina et al., 1997). Em ensaios de metastase, 0
nimero de colbnias formadas nos pulmdes de camundongos foi
reduzido pela diminuicdo na expressso de MMP-9 em células
cancerigenas (Hua e Muschel, 1996).

De fato, as MMPs -2 e -9 sd0 as mais estudadas nos processos
neoplasicos. Muitos estudos demonstraram a relacéo entre 0 aumento
da expressdo destas duas metal oproteases e aumento de metéstase e do

estagio tumoral (Hanemaaijer et al., 2000). Estas metaloproteases



também sio consideradas as principais responsaveis pela penetracdo de

células cancerigenas através da membrana basal (Ala-Aho et al., 2002).

Zmembrana basal: E umfino e flexivel emaranhado que separa as células epiteliais do estroma. Constituida por colageno tipo

1V, fibronectina, vitronectina, laminina e proteogicanos. Sua composi¢ao é a mesma por todo o corpo.

No caso de melanomas, através de imuno-histoquimica foi
demonstrado que a MMP-9 é especidmente expressa durante a fase
inicial de crescimento horizontal do tumor, ja que esta enzima €
dificilmente encontrada em tumores espessos ou metastase. Ao
contrario, a MM P-2 aparece muito aumentada em amostras teciduais de
tumores de grande espessura, demonstrando uma correlagcédo entre a
expressdo de MMP-2 e a formagdo de metastase (Kurschat e Mauch,
2000).

Como ja vimos, outras metaloproteases também estéo envolvidas
em processos tumorais, como as ADAMSs, por exemplo, que tém sua
funcdo mais focada na regulacdo de sinais de crescimento e adesdo das
células tumorais (Chang e Werb, 2001).

Diante de todas estas implicagdes das MM Ps no cancer, inUmeros
agentes estdo sendo desenvolvidos para inibir suas atividades. O
bloqgueio da sintese das MMPs pode ser feito de forma direta,
transfectando células com RNAmM ou oligonucleotideos “antisense” ou
degradando o RNAm com °ribozimas; ou de forma indireta, reduzindo
Sua expressao por inibicdo do sinal de transducado que induz transcricao
das MMPs.



ribozimas sdo moléculas de RNA que funcionam como enzimas exercendo uma atividade catalitica. Podem ser

desenhadas para clivar RNAmM especificos, inibindo a sintese protéica.
“toxina anthrax é uma toxina secretada pela bactéria Bacillus anthracis que consiste em um antigeno protetor,
um fator edematogénico e um fator letal. Apés clivagem por uma protease, estes fatores se complexam, sdo

endocitados e translocados para o citossol, onde agem citotoxicamente.

O desenvolvimento de agentes citotoxicos ativados por MMPs
também tem sido difundido. S&o proteinas recombinantes contendo
‘toxina anthrax fusionada ao sitio ativo das MMPs. Quando as
proteinas sdo ativadas pela clivagem das MMPs na superficie celular ,
estas sd0 internalizadas pela célula, levando-as a morte celular
(Egeblad e Werb, 2002).

Existem inimeros mecanismos estudados para o controle das
MMPs envolvidas em patologias, um dos caminhos de inibicdo € o

blogueio das suas atividades enziméticas por inibidores, como veremos

aseguir,

| .3- Inibidores de Metal oproteases

|.3.1) I nibidores Sintéticos

O desenvolvimento de terapias focadas na inibicdo das MMPs

vem crescendo muito nos ultimos anos. O uso de inibidores sintéticos

vem sendo testado na industria farmacéutica, sem resultados relevantes



até o momento, por apresentar baixa bioacessibilidade, podendo levar
ao aparecimento de dores e inflamacdes severas como efeitos colaterais
(Coussens et al., 2002).

O primeiro inibidor sintético de MMP foi desenvolvido nos anos
80; estas moléculas eram pseudopeptideos baseados na estrutura do
coladgeno. Agiam ligando-se reversivelmente ao sitio ativo da MMP de
forma estereoespecifica. O grupo que se ligava ao zinco, neste caso,
acido hidroxadmico, quelava o sitio. Este composto mostrou uma vasta
gama de especificidade por membros da familia de MMPs. Apesar
disto, mostrou pouca biocompatibilidade oral (Brown, 1998).

Em funcdo disto, novos inibidores foram desenhados, utilizando
dois preceitos fundamentais. 1) deveriam ser compostos com
biocompatibilidade oral e 2) com capacidade de inibigdo seletiva contra
MMPs individuais. Na pratica ndo funcionou, pois estes compostos ndo
tinham seletividade para uma MMP em particular (Brown, 1998).

Nos ultimos 30 anos, as MMPs ainda vém sendo consideradas
promissores alvos para terapia contra o cancer. Alguns inibidores foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais, como o0 Neovastate, um
extrato de cartilagem de tubardo que € capaz de inibir as MMPs. Este
inibidor demonstrou efeitos anti-angiogénicos em animais de
experimentacdo e agora esta sendo testado na clinica para o tratamento
de metéastase de carcinomarena (Egeblad e Werb, 2002).



Além disto, outros agentes foram desenvolvidos a partir de
modificagdes quimicas na familia das tetraciclinas (separavam o
antibiotico da atividade inibitoria de proteases). Este medicamento foi
capaz de inibir tanto a atividade quanto a sintese das MMPs (Brown,
1998).

Atualmente, existem 5 inibidores em estagios avancados de testes
na clinica: marimastate sendo testado contra cancer pancreético; BMS-
275291, em cancer de pulmdo; prinomastate, em diversos tipos de
tumores de estagios iniciais, um andlogo da tetraciclina, utilizado em
sarcoma de Kapos e, finAlmente, o Neovastate, em modelos de

carcinomarenal (Coussenset al., 2002).

1.3.2) Inibidores naturais

|.3.2a) I nibidores teciduais de metaloproteases - TIMPs

S80 inibidores enddgenos especificos das atividades das MMPs
em tecidos. Quatro destes inibidores foram identificados em
vertebrados (TIMP-1 a - 4), porém inibidores homdlogos também
foram descritos em Drosophila e Caenorhabditis elegans (Brew et al.,
2000).



Os quatro membros descritos sdo proteinas homologas de
aproximadamente 21-29kDa. Em mamiferos, possuem 2 dominios, com
aproximadamente 125 residuos N-terminais e 65 C-terminais. Cada
dominio € estabilizado por 3 pontes dissulfeto (Brew et al., 2000). O
dominio N-terminal contém um motivo repetitivo atamente
conservado (CXC), que é responsavel pela inibicdo das MMPs; ja o
dominio C-terminal confere fungdes especificas como a capacidade de
TIMP-1 e TIMP-2 de ligar-se as pro-MMP-9 e pro-MMP-2,
respectivamente, ou a capacidade de TIMP-3 de ligar-se a MEC (Bond
et a., 2000). As diferencas entre os membros desta familia incluem o
grau de glicosilagdo, massa molecular, sequéncia e localizagdo pés-
secretoria TIMPs -1, -2 e -4 sd0 soliveis no meio extracelular,
enquanto o TIMP-3 esta ligado a MEC, o que deve auxiliar na
preservacao da integridade desta matriz (Smith et a., 2002). A
divergéncia nas sequéncias entre os 4 TIMPs também podem explicar a
diferenca funcional entre os membros. Os efeitos das substituicdes de

alguns aminoacidos podem justificar por exemplo, a afinidade por



diferentes MMPs, assim como os diversos papéis biol6gicos exercidos

por estes inibidores (Brew et al., 2000).

Os TIMPs ligam-se ndo-cova entemente a MMPs ativas, com alta
afinidade e estequiometria de 1:1 (mol:mol); alguns deles também tém
a capacidade de ligar-se a formas pré de MMPs, regulando 0 processo
de ativacéo (Nagase e Woessner, 1999).

Entre os 4 TIMPs, TIMP-3 € um membro particularmente
interessante, que possui propriedades bioldgicas Unicas. Por estar
fortemente ligado & MEC, esta interacdo pode inibir “shedases’ ou
regular os movimentos através da membrana basal e estroma. TIMP-3
nao inibe apenas as MMPs mas também é capaz de inibir outras
metaloproteases, como as ADAMs e ADAMs-TS (Nagase e Brew,
2002).

O efeito mais interessante relacionado a TIMP-3 € a sua
capacidade de induzir apoptose em vérios tipos celulares, incluindo
células tumorais (Bond et al., 2000). Diferentemente, os TIMPs-1 e -
2 inibem apoptose em células B e melanomas (Guedez et al.,
1998a);(Valente et al., 1998). A atividade antiapoptética de TIMP-1 &
independente da inibicdo de MMPs (Guedez et al., 1998b).

Ouitras atividades totalmente desvinculadas da atividade inibitoria
ja foram descritas. Por exemplo, TIMP -1 e -2 possuem atividade
mitogénica em alguns tipos celulares, j& que quando alquilados (sem

atividade inibitéria contra MMPs), mantém sua atividade promotora de



crescimento celular. TIMP-2 também tem a capacidade de inibir o fator
de crescimento de fibroblastos, que induz o crescimento de células
endoteliais humanas (Nagase e Brew, 2002).

As expressdes de MMPs e TIMPs foram comparadas em tecidos
normais e tumorais. Embora algumas diferencas na expressao tenham
sido observadas, estas ndo estéo correlacionadas com o potencial
metastasico das células neoplasicas e, portanto, ndo podem ser
utilizadas como um indicador de prognostico. Contudo, 0 aumento da
expressao dos TIMPs podem representar uma resposta do estroma a
invasao tumoral (Airolaet al., 1999).

Apesar disto, outras linhas de trabalhos demonstraram que os
TIMPs podem favorecer a progressao tumoral, como os TIMPs-1 e -2,
gue inibem a apoptose em células tumorais; TIMP-2 e -3, que podem
promover a proliferacdo de células tumorais e TIMP-1, que promove a
angiogénese. Ainda ndo esta esclarecido quando estes efeitos ocorrem
fungbes independentes da inibicao de MM Ps (Egeblad e Werb, 2002).

Estudos clinicos utilizando moléculas recombinantes de TIMPs
ndo demonstraram o resultado esperado, apresentando fraca atividade
anti-tumoral. Isto pode ser atribuido em parte a ndo-seletividade na
inibicdo das MMPs; além disto, a inibi¢do mostrou-se insuficiente para
o tratamento em determinados estagios da doenca (Lambert et al.,
2004).



Outros modelos demonstraram que os TIMPs n&o apresentam
grande potencia terapéutico devido a sua curta vida-Util (Curran e
Murray, 2000). Futuramente, pensa-se no uso dos TIMPs como terapia
genética no sitio da doenga, resultando na disponibilidade e agdo do
inibidor diretamente no local desgjado (Klein et al., 2004).

1.3.2b) Inibidores  plasmaticos de  metaloproteases -

ar-macroglobulinas

S&0 glicoproteinas com massas moleculares de 725 kDa,
constituidas de 4 subunidades idénticas ligadas em pares por pontes
dissulfeto. Liga-se einibe irreversivelmente as quatro classes cataliticas
de proteases (serino, cisteino, aspartato e metaloproteases),
independentemente do substrato especifico de cada uma delas. A
ligagcdo da protease e da a,,-macroglobulina é iniciada pela protedlise da
regido isca (“bait region”), que entra numa complexa mudanca
conformacional, fazendo com que a a,-macroglobulina enlagce a
protease. O sitio ativo da enzima nado fica bloqueado, mas sua acéo esta
estericamente obstruida (Woessner, 1998).

Alguns experimentos de competicao demonstraram a capacidade
da ay,-macroglobulina em inibir as MMPs -1 e -3 de modo mais
eficiente do que os TIMPs (Enghild et al., 1989).



|.3.2¢) I nibidoresisolados do soro do gamba Didelphis marsupialis

Desde a década de 70, nosso grupo investiga a resisténcia de
marsupiais brasileiros a venenos de serpentes. As primeiras observacoes
foram feitas pelo Dr.Haity Moussatché, que demonstrou a resisténcia do
gamba Didelphis marsupialis a diversos venenos de serpentes, em
especial a serpente brasileira Bothrops jararaca (Moussatché e
Dal6, 1978, 1982; Moussatché et al., 1981; Moussatché e Melendez,
1979; Moussatché et al., 1980)

Do soro do gamba Didelphis marsupialis foi isolada uma fragao
antibotropica (FAB) capaz de inibir as atividades hemorragica, letal,
mionecrética, hiperalgésica e edematogénica produzidas por venenos de
serpentes (Perales et al., 1994).

A FAB é constituida fundamentalmente por 3 proteinas que foram
iIsoladas e caracterizadas. De acordo com as suas massas moleculares
determinadas por espectrometria de massas MALDI-TOF, foram
denominadas DM40, DM43 e DM64.

DM40 e 43 sédo glicoproteinas muito acidas, com pontos isoelétricos em
torno de 3,5. Ambas demonstraram capacidade de inibir a hidrélise da
caseina, fibrinogénio e fibronectina induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca. Estas atividades sédo tipicamente relacionadas as
metaloproteases dos venenos, e portanto foram totalmente inibidas pelo
agente gquelante de metal EDTA. A hidrdlise do substrato fluorogénico
sintético Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-Nba por jararagina, enzima isolada do
veneno de Bothrops jararaca, foi completamente inibida utilizando relacéo
molar de 2:1(mol de DM43: mol de enzima). Nas mesmas condigoes,
DMA40 inibiu a hidrolise do substrato sintético em 80% (Neves-Ferreira et
al., 2000).

Mais recentemente, foi isolado e caracterizado o terceiro inibidor presente

na fracdo antibotropica, denominado DM64. Trata-se de uma



glicoproteina acida, de massa molecular 63.659 Da. E estruturalmente
homadloga as outras duas DMs, porém ndo possui atividade
antimetaloprotedsica, e sim uma importante atividade antimiotoxica. E
capaz de neutralizar a miotoxicidade in vivo e a citotoxicidade in vitro das
miotoxinas | e Il isoladas do veneno de Bothrops asper, sem interferir com

a atividade fosfolipasica da miotoxina | (Rocha et al., 2002).

DM43 € o inibidor mais bem caracterizado até o0 momento; trata-se de
uma glicoproteina homodimérica (monémero de 43kDa), que
isoladamente também demonstrou a capacidade de inibir as atividades
letal, hiperalgésica e edematogénica do veneno de Bothrops jararaca. Foi
testada, também, contra algumas metaloproteases isoladas do mesmo
veneno (jararagina e botrolisina), sendo capaz de inibir totalmente a
atividade proteolitica de ambas utilizando o fibrinogénio como substrato.
A inibicdo ocorre via formacdo de complexo nao-covalente, onde o
dominio metaloprotease das enzimas parece ter papel essencial na
interacdo com a DM43, jA que em ensaios utilizando a jararagina-C,
fragmento da jararagina desprovido do dominio metaloprotease, néo foi
observada interacdo. Corroborando esta hipotese, DM43 interage de
maneira eficaz com a botrolisina, enzima que s6 possui 0 dominio

metaloprotease. Analises estequiométricas indicam que um monémero de



inibidor se liga a uma molécula de metaloprotease (Neves-Ferreira et al.,

2002).

DMA43 foi completamente sequienciada e apresentou 37% de
identidade com a al1B-glicoproteina, uma proteina plasmatica humana de
funcdo desconhecida. Possui trés dominios tipo-imunoglobulina
homologos aos dominios de a1B-glicoproteina e ambas proteinas
pertencem a superfamilia génica das imunoglobulinas (Neves-Ferreira et

al., 2002); (Perales e Domont, 2002).

Neste trabalho pretendemos investigar o uso de DM43, ja descrita
como potente inibidor de metaloproteases de venenos de serpentes
(SVMPs), como inibidor de outra subfamilia de metaloproteases, as

MMPs.



Embora hgja muitos estudos sobre a inibicdo das MMPs como
principal alvo molecular em doengcas como a osteoartrite e 0 cancer,
pouco ainda se sabe sobre a eficacia desta inibicéo.

S6 em 1998, foram concedidas nos Estados Unidos 57 patentes
utilizando este raciona de inibicdo para tratamento de doencas com
envolvimento de metaloproteases. O uso dos inibidores segue linhas
distintas: @) alguns autores sustentam a hipétese do desenvolvimento de
inibidores especificos, dependendo do estagio da doenca, ja que o perfil
de metaloproteases pode ser modificado no curso desta; b) outros
defendem o uso de uma droga com amplo espectro de inibicdo das
MMPs, levando em consideracdo o grande nimero de enzimas
existentes; ¢) outra linha propde a hipotese do desenvolvimento de um
inibidor capaz de neutralizar, além das MMPs, outras metal oproteases,
como as ADAMs por exemplo gue, como vimos, também estdo
envolvidas nestes processos patol gicos.

De fato, muitas drogas estdo em fase de testes clinicos, embora
aé o presente momento, nenhuma delas tenha demonstrado ser
total mente eficaz.

Considerando a homologia existente entre as metaloproteases
(SVMPs, MMPs e ADAMS) e aforma com que s&o inibidas (formagéo
de complexos ndo-covalentes, com estequiometria de 1:1), decidimos
testar a capacidade de DM43, potente inibidor de SVMPs, contra as



MM Ps envolvidas tanto na osteoartrite, quanto em neoplasias, como os

adenocarcinomas de prostata e mama.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base no que foi exposto, no presente trabalho objetivamos:

- Verificar a capacidade da DM43 em interagir com metaloproteases de
matriz (MMPs) envolvidas em patologias como a osteoartrite e
neoplasias;

- Identificar as metaloproteases que eventualmente interajam com DM43;

- Investigar a potencial inibicdo destas metaloproteases pela DM43;

ESTRATEGIAS

Para avaliarmos a possivel interacdo de DM43 com MMPs,
utilizamos uma linhagem celular de fibroblastos obtida de
camundongos. Estas células sdo capazes de sintetizar a maioria das
MMPs existentes na condi¢éo fisiologica. Além disto, fizemos uso de
duas linhagens celulares proveniente de pacientes portadores de
neoplasias e o liquido sinovial de pacientes com osteoartrite, uma vez
gue estes processos patologicos estdo associados a uma intensa

participacdo de MMPs,



MATERIAL

II.1-Obtencdo da DM43

Exemplares do gamba Didelphis marsupialis foram capturados no
Estado do Rio de Janeiro. Os animais foram anestesiados (quetamina- 5
mg/Kg massa corporal) por via intra-muscular. O sangue foi obtido por
puncdo cardiaca e mantido a 37°C, por 2 horas, para formacdo do
coagulo. Posteriormente, foi centrifugado a 7.800xg (centrifuga
refrigerada BECKMAN J2-21M) por 15 minutos a 10°C O soro obtido foi
submetido a didlise sob agitacdo por 24 horas, a 4°C, contra tampao
acetato de sodio 0,01M pH 3,7. Apds ser novamente centrifugado
utilizando as mesmas condi¢cdes, o sobrenadante foi fracionado por
cromatografia de troca anionica em coluna de DEAE-Sephacel (2,5 x 30
cm). A eluicdo foi feita inicialmente de forma isocratica, utilizando o
tampéao de didlise, seguida de um gradiente de 0,15 -0,5M de NaCl neste
mesmo tampdao, com velocidade de fluxo de 30 mL/hora. A fragdo que
continha DM43 foi precipitada com sulfato de aménio (80% de saturacao)
e submetida a cromatografia de interagcdo hidrofébica em coluna de
Phenyl Sepharose (1,6 x 20 cm). A eluicdo foi feita inicialmente com
gradiente linear utilizando tampéao fosfato de sédio 0,1M pH 7,0 contendo
0,5 M de sulfato de amonio e 0 mesmo tampé&o sem adicdo de sulfato,
com fluxo de 30mL/hora. DM43 foi dialisada por 24 horas contra
carbonato de amoénio 0,01M e liofilizada. Todas as cromatografias foram

realizadas no sistema AKTA Purifier da Pharmacia Biotech.



[I.2- Obtencdo das linhagens celulares (normais e tumorais) e do

liguido sinovial de pacientes com osteoartrite

As linhagens celulares de adenocarcinoma de prostata (MDA) e as
de mama (MCF7) foram gentilmente cedidas pela Dra. Adriana Bonomo,
do Instituto Nacional do Cancer (INCA). A linhagem celular de fibroblastos
de camundongo (3T3) foi cedida pelo Laboratério de Pesquisas sobre o
Timo da FIOCRUZ. Todas as linhagens foram cultivadas a 37°C em meio
de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium) acrescido de
10% de soro fetal bovino, na presenca de 5% de CO..

O liquido sinovial de pacientes com osteoartrite foi cedido pelo Dr.

Luiz Roimicher do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (UFRJ).

I1.3- Preparo das células e tratamento

Todas as linhagens (MDA, MCF7 e 3T3) foram plaqueadas (1 x
10° células) em garrafas de poliestireno de 25cm?, em meio DMEM, e
mantidas antes de cada experimento, por 24 horas (3T3), e por 48 horas,
(MDA e MCF7), a 37°C , & 5% de CO..

Apés este tempo, as células foram tratadas com 3 diferentes
concentracbes de DM43 (10, 250 e 1000 ng/mL) por 20 horas, nas
condicOes descritas acima.

Apos tripsinizacdo e centrifugacdo a 8000 xg por 5 minutos, as

células foram analisadas quanto ao numero, ao ciclo e a morte. A



marcagcdo de componentes de matriz extracelular e o estudo da adesao

celular foram realizados somente com a linhagem 3T3 de fibroblastos.

II.4- Cromatografia de afinidade acoplada com DM43

O inibidor DM43 isolado foi acoplado covalentemente a uma coluna
de afinidade HiTrap® NHS de 5mL (Amersham Biosciences), de acordo
com o manual de instrucdes do fabricante. Os diferentes sobrenadantes
(fibroblastos, adenocarcinomas de mama e de prOstata) foram
precipitados com sulfato de amonio (a 80% de saturacao) e dialisados por
24 horas contra o tampdo de equilibrio. Todos o0s materiais
(sobrenadantes celulares e o liquido sinovial de pacientes com
osteoartrite) foram ativados com acetato de aminophenil mercurico -
APMA (2mM), por 30 minutos antes de serem submetidos a
cromatografia de afinidade, equilibrada com tampéo tris-HCI 0,02M +
CaCl, 0,02M pH 7,5. As fracdes ligadas foram eluidas com tampao
glicina-HCI 0,21M + CaCl, 0,02M pH 2,7, a uma velocidade de fluxo de
3mL/min, a 4°C, e coletadas sobre solucéao de tris 1M para neutralizacao
do pH das fracdes eluidas.

As amostras eluidas com o tampao glicina/HCI foram precipitadas

com TCA e conservadas a -70°C, para posterior analise.



I1.5- Precipitacdo com TCA

A precipitacdo foi feita apds adicdo de TCA 50% (253uL/mL de
amostra) e Triton 1% (127uL/mL de amostra) a amostra e incubacéo a 4°
C por 20 minutos. Apos este tempo, a amostra foi centrifugada a 16.000
Xg por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, o precipitado de
proteinas foi lavado com acetona gelada por 2 vezes, centrifugado e seco
a temperatura ambiente até completa evaporacdo da acetona (Stone e
Williams, 1993).

I1.6- Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Todas as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS, de acordo com o método de Laemmli,1970. O
gel de concentracdo foi preparado a 4% de bis-acrilamida e o gel de
separacao foi utilizado na concentracao de 12,5%. O tampao de amostra
foi preparado com agente redutor (B-mercaptoetanol a 5%). Utilizamos
como tampéao de corrida tris-glicina 0,192M pH 8,3, contendo 0,1% de
SDS. Todas as amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos antes
de serem aplicadas no gel. Utilizamos o sistema Mini Protean Il (BIO
RAD). As corridas duraram em média 40 minutos, utilizando voltagem
constante de 200V. Os géis foram revelados por impregnacao por prata
ou corados com azul brilhante de Coomassie R-250 para visualizagao das

bandas protéicas.



II.7- Zimografia

Para verificarmos a atividade proteolitica das fragdes eluidas com
tampao glicina/HCI da cromatografia de afinidade, utilizamos a técnica da
zimografia, que foi realizada em gel de acrilamida a 10% copolimerizado
com 1% de gelatina. As amostras foram preparadas utilizando tampéao
contendo SDS, e na auséncia de agente redutor. A corrida teve duracao
total de 2 horas, utilizando inicialmente corrente constante de 15mA (por
1hora) e posteriormente 20mA (1 hora). Apos a corrida, o gel foi colocado
em tampao tris HClI 50mM pH 7,6 contendo 2,5% de triton X-100 por 1
hora, sob agitacdo, para renaturagcdo das proteinas. Apds este tempo, 0
gel foi transferido para o tampéao de lise tris HCI 50mM pH 7,8 contendo
150mM NaCl e 5mM de CacCl,, por 24 horas, a 37°C, sob agitacdo. Os

géis foram corados com azul brilhante de Coomassie R-250 a 0,1%.

I1.8- Imunorevelacéao

As amostras foram eletrotransferidas apés eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de SDS com ou sem agente redutor (j-
mercaptoetanol a 5%), para uma membrana de polivinildifluoreto (PVDF,
Immobilon- P, 0,45uM), utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BIO RAD).
As transferéncias duraram em meédia 1 hora a 100V constantes. As
revelacbes foram feitas com anticorpos monoclonais anti-MMP-2, anti-

MMP-3 e anti-MMP-9 produzidos em camundongos (R & D systems). O



anticorpo secundario utilizado foi IgG anti-IgG de rato, conjugado com

peroxidase (R & D systems).

I1.9- Inibicdo da atividade proteolitica utilizando caseina como

substrato

Apoés a comprovacdo da atividade proteolitica do liquido sinovial de
pacientes com osteoartrite através da técnica de zimografia foram
realizados ensaios de inibicdo utilizando a caseina (1%) como substrato.
O soro total de gamba (2,8mg) foi incubado com o liquido sinovial (8,4mg)
por 30 minutos a 37°C, antes de ser adicionado a caseina (500uL)
contendo 25uL de CaCl, 0,08M por 1 hora a 37°C. A reacédo foi
interrompida com adicéo de TCA 5% (500uL) e a mistura foi centrifugada
por 15 minutos a 735 xg. O sobrenadante foi analisado por

espectrofotometria a 280nm.

11.10- Inibicdo da atividade proteolitica utilizando fibronectina como

substrato

A fibronectina (1pg/uL) foi incubada com as fragdes de fibroblasto,
adenocarcinoma de mama e prostata que interagiram com DM43

imobilizada na cromatografia de afinidade. Avaliamos a extensdo da



hidrolise com 0,5 -15uL destas fragdes (1mg/mL a 280nm), no tempo de 3
horas, a 25°C.

Escolhemos a dose de 10uL das fragcdes contendo as enzimas para
testarmos a inibicdo da degradacdo da fibronectina. Primeiramente,
incubamos misturas de enzima / DM43 (1:10 p:p), a 37°C, por 30
minutos. Utilizamos também a ortofenantrolina (200mM) para inibir as
enzimas. Apos este tempo, adicionamos 3uL de fibronectina (1ug/uL) por
3 horas, a 25°C. A reacado foi parada com adicao de tampdo amostra
Laemmli 5x concentrado, na presenca de agente redutor. As analises
foram feitas por SDS-PAGE.

Foram utilizados como controles DM43 (100 ng), ortofenantrolina

(200mM) e somente fibronectina (3pug) nas mesmas doses.

II.11- Marcagdo de componentes da matriz extracelular

Apos tratamento de 20 h com a DM43 (10, 250 e 1000 ng/mL), os
fibroblastos foram incubados com anticorpo monoclonal anti-laminina,
anti-fibronectina e anti-colageno IV, produzidos em camundongo. Apoés 30
minutos, as células foram lavadas e marcadas com anticorpo secundario
conjugado a floresceina. As células foram entdo analisadas por
microscopia de fluorescéncia. Utilizamos como controle positivo, a
linhagem celular de estroma de medula (S17). Como controle negativo,
uma imunoglobulina n&o-relacionada de coelho. Os anticorpos anti-
fibronectina e anti-laminina foram utilizados na diluicdo de 1:100; o anti-

colageno, utilizado na diluicdo de 1:50.



[1.12- Adeséo celular e bloqueio

A adesao celular foi realizada em linhagem de fibroblastos tratados
com DM43 (10, 250 e 1000 ng/mL) por 20 h. Apés este tempo, timocitos
frescos isolados de camundongos Balb foram adicionados a cultura
(cerca de 50 timécitos por fibroblasto). A co-cultura ficou em estufa a
37°C, a 5% de CO,, por 30 minutos e, posteriormente, sob agitacao por
mais 30 minutos. Apds este tempo, o0s timécitos que ndo aderiram ou
ficaram fracamente aderidos foram retirados por inclinacado da placa. As
células aderidas foram fixadas com metanol (MeOH) absoluto por 7
minutos e coradas com corante de Giemsa por 30 minutos. As células
foram posteriormente lavadas com agua destilada e analisadas por
microscopia Optica.

O bloqueio da adeséo foi realizado incubando-se as células tratadas com
anticorpo  monoclonal anti-fibronectina por 30 minutos. Apds este
intervalo, timocitos frescos foram adicionados a cultura, seguindo o
mesmo protocolo descrito acima.

Para plotarmos o indice de adesdo (IA), foram contados os
fibroblastos totais; os timdcitos totais e os fibroblastos que continham

timocitos aderidos. Foram contadas cerca de 500 células por grupo.

|A= fibroblastos com timécitos aderidos x timocitos aderidos x 100
fibroblastos totais fibroblastos totais




11.13- Analise do numero de celulas

As células foram recolhidas em tubos de 15ml e centrifugadas a 1200
rpm, por 5 minutos. O precipitado celular foi posteriormente suspenso em
1mL de PBS/soro. As células foram contadas em camara de Neubauer
com auxilio de microscoépio optico.

[1.14- Analise do ciclo celular

As células foram incubadas com 1 mL da solugdo de Vindelov
(Vindelov, 1977) (Sigma Co.St.Louis, USA), composta de tris-HCI 3,4mM
pH 7,6, iodeto de propideo (PI) 0,75mM, NP-40 (0,1% v/v), ribonuclease
de pancreas bovino 700UL e NaCl 10mM, por 20 minutos, a 4°C. As
células foram analisadas em citometro de fluxo FACScalibur® utilizando o
“software” Cell Quest. A analise dos resultados foi feita por area e largura,
apos aquisicdo em escala linear. Vale ressaltar que a cada experimento,
10.000 ceélulas foram analisadas, independentemente da area preé-
determinada por parametros de tamanho (FSC) e de granulosidade
(SSC).

[1.15- Analise da morte celular

Para analise de morte, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com 20 mg/mL do marcador 7-actinomicina D (7AAD) por 20
minutos e analisadas por citometria de fluxo (Philpott et al., 1996), como

descrito anteriormente.



A analise dos resultados (DOT PLOT) foi feita por area e largura,
apos aquisicdo em escala linear. Vale ressaltar que a cada experimento,
10.000 ceélulas foram analisadas, independentemente da area preé-
determinada por parametros de tamanho (FSC) e de granulosidade
(SSC).

Avaliamos a Vviabilidade absoluta utilizando o numero da
celularidade e o valor em porcentagem obtido por DOT PLOT. Este
namero foi subtraido do namero total de células para obtermos as células

viaveis, representadas por grafico de barras.



lll.1- Cromatografia de afinidade acoplada com DM43

A aplicacao dos sobrenadantes de fibroblastos, adenocarcinomas
de mama e prostata e do liquido sinovial de osteoartrite (cerca de 2mL
por corrida) a coluna de afinidade acoplada com DM43, resultou em 2
picos protéicos a 280nm; o primeiro eluido com o tamp&ao de equilibrio e o
segundo, com o tampéao glicina/HCI, como indicado na figura 1. Foram
coletados 2,5 mL/tubo, que foram precipitados com TCA para analises
posteriores.

As fracdes ligadas a DM43 (indicadas por setas na figural) foram
nomeadas: MF (MMPs de fibroblastos); MMDA (MMPs de MDA); MMCF7
(MMPs de MCF7) e MLSO (MMPs de liquido sinovial de pacientes com

osteoartrite).

lll.2-Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras eluidas com glicina/HCI foram precipitadas,
ressuspendidas em tamp&o amostra na presenca de agente redutor (B-
mercaptoetanol) e aplicadas ao gel de acrilamida (12,5%). A analise
eletroforética deste material (MF, MMDA, MMCF7 e MLSO) demonstra a
presenca de 2 bandas protéicas principais em todas as amostras (Figura
2A), com massas moleculares de = 67 e 94 kDa, que podem sugerir a
presenca das MMPs 2 e 9, respectivamente. Outras 3 bandas menos
intensas aparecem na regido entre 43 e 30 kDa, que podem ser
referentes as formas ativas ou intermediarias de MMP-3, como mostra a
tabela 1.



[11.3- Zimografia

A analise de MF, MMDA, MMCF7 e MLSO por zimografia indica a
atividade proteolitica destas amostras, ja que todas foram capazes de
degradar a gelatina copolimerizada a acrilamida. De acordo com a
técnica, a area de hidrolise indica a massa molecular das enzimas. Como
podemos observar na figura 2B, todas as amostras apresentam
degradacéao intensa na faixa entre 50,3 e 113 kDa, nestas regides estao
localizadas as formas ativas das MMPs 2 e 9 (z 65 kDa) e as formas pro
destas MMPs (130, 92 e 72 kDa). Nas raias 3 e 4, referentes a MMCF7 e
MLSO observamos degradacdo também um pouco abaixo de 50,3 kDa,

gue pode indicar a presenca da forma ativa de MMP-3 (45 kDa).

[1l.4- Imunorevelagcao

Apos SDS-PAGE, todas as amostras (MF, MMDA, MMCF7 e MLSO)
foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF. As membranas
foram reveladas, separadamente, com anticorpos monoclonais (anti-
MMP-2, 3 e 9) produzidos em camundongos. Todas as metaloproteases
foram reveladas com os 3 anticorpos. A MMP-2 foi revelada em uma

banda de = 67kDa (figura 3A). A MMP-3 foi evidenciada em MMDA e

43



MMCF7 em mais de uma banda protéica ( =z 90 e 70kDa), nas demais sO
foi verificada a presenca da banda de 67 kDa. Com menor intensidade
observamos a revelacédo de bandas na regido entre 35,5 e 50,3 kDa, que
poderiam corresponder a forma ativa de MMP-3 (45 kDa) (figura 3B). A
MMP-9 foi revelada em mais de uma banda protéica em MMDA e MMCF7
(= 83, 95, 113 e outra de massa superior ndo determinada). J4 MLSO e
MF s6 revelaram MMP-9 com massa molecular aproximadamente de 83
kDa, provavelmente referente a forma intermediaria da enzima (figura

3C).

l11.5- Inibicdo da atividade proteolitica utilizando a caseina como

substrato

Apds comprovarmos a atividade proteolitica de MLSO através de
zimografia, realizamos ensaios desta atividade utilizando a caseina como
substrato. A analise espectofotométrica a 280nm demonstrou a intensa
degradacéo da caseina por MLSO. Quando incubamos este material com
soro de gamb4, por 30 minutos antes de adicionar a caseina, verificamos

inibic&o total (figura 4).



l11.6- Inibicdo da atividade proteolitica utilizando a fibronectina como

substrato

A atividade proteolitica de MMDA e MMCF7 foi testada utilizado a
fibronectina como substrato em SDS-PAGE. Embora todas as amostras
tenham sido capazes de degradar as cadeias da fibronectina, verificamos
uma degradacdo diferencial entre as amostras. A extensdo da hidrélise
foi avaliada com 0,5 —15 uL dos materiais testados. MMDA foi capaz de
degradar a fibronectina utilizando 10 uL de material, j& a degradacédo por
MMCF?7 foi verificada com 5 uL do material (figura 5A).

Para os ensaios de inibicdo utilizamos o volume de 10 uL para
ambos materiais. Quando as amostras foram incubadas com
ortofenantrolina ambas foram inibidas, demonstrando a natureza
metaloprotedsica destas amostras. DM43 também mostrou-se eficaz na
inibicdo destas metaloproteases, como mostra a figura 5B.

l1l.7- Marcacéo de componentes da matriz extracelular

Nossos experimentos de marcacdo de componentes da MEC em
fibroblastos demonstraram o depdsito de fibronectina, mais evidenciado
na maior dose do tratamento com DM43 (1000ng/mL) (figura 6). Os
outros componentes de matriz testados (laminina e colageno 1V) nao
apresentaram modificacdo com nenhuma dose do tratamento (figuras 7 e
8).

[11.8- Adeséo celular e bloqueio

De acordo com os resultados do aumento de depdsito de

fibronectina utilizando o tratamento com DMA43, decidimos verificar a
adesao celular de timodcitos sobre fibroblastos. O aumento na adesao foi



evidenciado por microscopia Optica das células coradas por Giemsa
(figura 9).

De acordo com o indice de adesdo empregado, foi verificado um
aumento em relacdo ao controle de 1,6; 3,1 e 2,7x, respectivamente,
utilizando as doses de tratamento com DM43 (figura 10).

O bloqueio da adeséo utilizando o anticorpo anti-fibronectina antes da
adicdo dos timocitos, resultou na diminuicdo do indice de adesédo a

valores basais (figura 10).

[11.9- Andalise do numero de células

Nossos resultados demonstraram uma pequena diminuicdo na
celularidade dos fibroblastos, mais evidenciada na maior dose do
tratamento com DM43 (1000ng/mL) (figura 11). Na linhagem MDA, a
diminuicdo é praticamente inexistente utilizando qualquer dose do
tratamento (figura 12). Em MCF7, a diminuicdo € bastante evidente, de
forma dose-dependente, ou seja, quanto maior dose de DM43, menor
celularidade (figura 13). O gréafico de barras representa 5 experimentos

realizados com fibroblastos e 3 com as linhagens tumorais.

[11.10- Analise do ciclo celular

A analise do ciclo celular de todas as linhagens avaliadas

(fibroblastos e adenocarcinomas de prostata e mama) ndo demonstrou



nenhum efeito significativo com nenhuma das doses de DMA43
utilizadas (figuras 14, 15 e 16). O grafco de barras representa 5
experimentos realizados com fibroblastos e 3 com as linhagens

tumorais.

[11.11- Analise da morte celular

A morte celular analisada com o marcador de DNA, 7AAD, demonstrou
um aumento da porcentagem em meédia de 1,7%, em fibroblastos.
Todas as doses do tratamento com DMA43 foram capazes de induzir
morte (figura 17A). Na linhagem tumoral de MDA nao foi evidenciada
esta tendéncia, pois nenhuma dose de DM43 foi capaz de induzir morte
celular (figura 18A). Ja na linhagem de MCF7, DM43 foi capaz de
induzir morte de forma dose-dependente (1,2% com 10ng/mL; 1.4%
com 250ng/mL e 1,9% com 1000ng/mL do tratamento) (figura 19A).
Utilizando a andlise da viabilidade absoluta, onde levamos em
consideracao a celularidade total (100%), verificamos uma diminuicéo
nas células viaveis em relacdo ao controle de 1,4%, 2,8% e 6,3%,
respectivamente com as 3 doses de tratamento com DM43 (figura 19
B). O grafico de barras representa 5 experimentos realizados com

fibroblastos e 3 com as linhagens tumorais.



Considerando a homologia estrutural existente entre SVMPs,
ADAMs e MMPs decidimos investigar a possivel atividade inibitéria
de DM43 sobre estas metaoproteases, sabidamente envolvidas em

diversas patologias.

Apesar de ndo existir nenhuma homologia estrutural entre a
DM43 e os TIMPs, inibidores naturais das MMPs, estes inibidores se
assemelham no mecanismo de agdo, uma vez que inibem
especificamente metaloproteases e ndo sofrem nenhuma clivagem
durante a interacdo com a enzima. Além disto, a inibicdo envolve a
formacdo de complexos nao-covalentes, com estequiometria de

interacdo de 1:1 (mol:mol) com as enzimas.

Com o objetivo de verificarmos a interacdo e a inibicdo
de.metaloproteases pela DMA43, utilizamos uma linhagem celular
norma de fibroblastos, que secretam componentes da matriz
extracelular, principalmente MMPs; duas linhagens tumorais humanas,

notadamente super produtoras de MMPs, de acordo com a prépria



caracteristica da doenca; e por ultimo o liquido sinovial de pacientes
com osteoartrite, que como ja foi mostrado, trata-se de uma doenca

degenerativa com intensa participacao de metal oproteases.

As linhagens tumorais humanas foram escolhidas de acordo com
o grau de importancia que representam na clinica médica, como

VEeremos a seguir.

O cancer de mama apresenta elevada incidéncia e mortalidade em
todo o mundo, representando um grave problema de saude publica. A
incidéncia desta neoplasia vem aumentando nas ultimas décadas, em
grande parte devido as mudangas nos hébitos de vida e no perfil
epidemioldgico da populacdo. Ele é o segundo tipo de cancer mais
freqUente no mundo, e de longe, 0 mais freqliente entre as mulheres,
sendo que possivelmente houve 1,05 milhdo de novos casos no ano de
2000, significando 22% de todos os casos de cancer (Paulinelli et al.,
2003).

Utilizando os dados dos Registros de Cancer de Base
Populacional de varias cidades, o0 Ministério da Salde estimou, que no
Brasil, no ano de 2001, foram registrados 305.330 casos novos e
117.550 oObitos por cancer. No sexo feminino, quando observado

separadamente, seriam 154.880 casos e 54.220 obitos, sendo que



31.590 casos e 8.670 ohitos, devidos ao cancer de mama (Paulinelli et
al., 2003).

A maioria dos canceres de mama desenvolvem-se no tecido
glandular, sendo classificado como adenocarcinoma.  Os
adenocarcinomas sdo tumores malignos do tecido epitelial glandular.
Podem originar-se em qualquer 6rgao que tenha este tipo de tecido,
sendo que os mais freqlentes sdo 0s adenocarcinomas de mama,
prostata, colon e dos pulmoes.

O adenocarcinoma de prostata € a neoplasia interna mais
freqlente no homem, sendo a segunda causa de Obito por tumor nos
EUA e aterceira causa de Obito por neoplasias no Brasil. Nos EUA, o
National Cancer Institute estimou para 2000, 180.400 novos casos com
aproximadamente 31.900 mortes causadas pela doenca, sendo que no
Brasil, o Instituto Nacional do Céancer estimou, para 1999, 14.500 casos
novos com uma projecdo de 5.000 mortes pela doenca (Antonopoul os
et al., 2001).

Os sobrenadantes de todas as linhagens celulares utilizadas
(fibroblastos e adenocarcinomas de mama e prostata) foram
precipitados com sulfato de aménio para concentrar proteinas e retirar o
meio (DMEM) onde foram cultivadas. O material concentrado e
didisado, assim como o liquido sinovial, foram submetidos a

cromatografia de afinidade acoplada covalentemente com DM43. E



importante ressatar que todas as amostras foram previamente
submetidas a ativagdo utilizando o composto mercurico APMA (acetato
4-aminophenyl mercuarico), para garantir a ativagéo das enzimas. Este
composto induz a perturbacdo molecular do zimogénio, que resulta em
sua conversdo para uma forma intermediaria, até sua forma ativa

(Nagase et al., 1990).

Como vimos, a interacao foi evidenciada a 280nm pela presenca
de um pico protéico ligado a coluna, o que sugere a ligacéo de

metal oproteases a DM43.

A andise por SDS-PAGE a 12,5% do material eluido com tampéo
glicina/HCI, demonstrou a presenca de bandas protéicas de
aproximadamente 67 e 94 kDa (principais), que podem indicar a
presenca das MMPs 2 e 9, respectivamente. Outras 3 bandas menos
intensas aparecem na regido entre 43 e 30 kDa, que podem ser
referentes as formas ativas ou intermediarias de MMP-3. Os perfis

eletroforéticos de todas as amostras mostraram-se muito semel hantes.



Por zimografia, utilizando gelatina copolimerizada a acrilamida,
verificamos a natureza proteolitica de todas as fragdes, onde foram
observados sitios de protedlise ao longo de toda extensdo do gel
(35,5 -113 kDa), em todos os materiais testados. As amostras
apresentam degradacao intensa na faixa entre 50,3 e 93 kDa, nestas
regioes estéo localizadas as formas ativas das MMPs 2 e 9 (= 65
kDa), as formas pré destas MMPs (130, 92 e 72 kDa) também
aparecem, porém, em menores proporgdes. Nasraias 3 e 4, referentes
a MMCF7 e MLSO observamos degradacdo um pouco abaixo de
50,3 kDa, que pode indicar a presenca da forma ativa de MMP-3 (45

kDa).

A zimografia € uma técnica bastante utilizada para analisar
preparacoes enzimaticas, no caso das MMPs, que sdo secretadas como
Zimogénios e tornam-se ativas durante o processo de renaturacéo apos a

corrida eletroforética (Leber e Balkwill, 1997).

N&o € um fato singular as pré-MMPs interagirem com DM43, ja

gue foi demonstrado que os TIMPs também sZo capazes de fazé-lo.



Pro-MMP2 ligase aos TIMPs 2 e 4; enquanto pro-MMP9 liga-se a
TIMP-1; estes complexos sdo formados pela interacdo especifica dos
dominios C-terminal de ambos. Como o dominio N-terminal do TIMP
(responsavel pela atividade inibitoria) esta livre, este complexo (pro-

MMP-TIMP) pode inibir MM Ps ativas (Woessner e Nagase, 2000).

De acordo com as massas moleculares identificadas por SDS
PAGE, e com os dados da literatura, deduzimos a possivel presenca das
MMPs 2, 3 e 9 nas amostras, que foram posteriormente confirmadas

por imunorevelacao, utilizando anticorpos monoclonais.

A MMP-2, também conhecida como gelatinase A, possui massa
molecular de 72 kDa (EC 3.4.24.24), e como todas as MMPs é
secretada como zimogénio (progelatinase A). O processo de ativacéo
desta enzima por compostos mercuricos, como o APMA utilizado, ou
por agentes caotropicos, gera um intermediario de 66 kDa (Yu et al.,
1998). De acordo com 0s nossos dados de imunorevelagdo esta foi a
forma que ligou-se a DM43.

O tratamento da Pro-MMP-3 com APMA resulta numa enzima
gue passa por muitos intermediarios (Woessner e Nagase, 2000). Se a

incubacdo da forma Pr6 ocorrer a55° C, gera aformagéo de umaforma



ativa de 45 e outra de 28 kDa concomitantemente. MMP-3 (EC
3.4.24.17) ndo pode ativar seu proprio zimogénio, apesar de estar
envolvida na ativagdo das Pro-MMPs 8, 9 e 13 (Nagase, 1998). Em
NOSSOS experimentos detectamos bandas protéicas imunorevel adas por
anticorpo monoclona anti-MMP-3 com massas moleculares de =~ 60
(em todas as fragoes testadas) e 90 kDa (em MMDA e MMCF7). Vae
ressaltar que neste experimento as fragbes foram preparadas sem agente
redutor, como sugerido pelo fabricante do anticorpo utilizado. Outras
formas de menores massas também foram detectadas (abaixo de 50,3
kDa), porem sem a menor duvida as formas pro estdo em maiores

proporcgoes.

A gelatinase-B, (MMP-9) (EC 3.4.24.35) também identificada,
tem a capacidade de degradar colageno nativo tipo IV e V e gelatinag,
porém ndo possui atividade contra colageno tipo |, proteoglicanos ou
laminina. A enzima de 92kDa € geramente secretada da maioria das
células como um complexo com TIMP-1, que inibe sua atividade. A

ativacéo da MMP-9 por APMA resulta primeiramente na clivagem do



peptideo N-terminal, formando um intermediario de 83kDa, apos uma
clivagem no C-terminal, da origem a uma enzima de 67kDa, ambas
com atividades similares (Okada et al., 1992). Nossos dados mostram a
presenca da forma ativa de = 67 kDa em todas as amostras, porém, nas
amostras MMDA e MMCF7 observamos a presenca de outras formas
moleculares. A presenca das diferentes formas de MM P-9 pode sugerir
a presenca de formas intermediarias ou inativas da proteina, que pode
até aparecer em triplete (92,130 e 225 kDa) (Makowski e Ramsby,

2003).

A dividade das enzimas e inibicdes foram demonstradas por
ensaios utilizando a fibronectina como substrato. Apds ensaio
utilizando diferentes concentracOes das enzimas (como parémetro
utilizamos leitura a 280nm), foi escolhida a concentracéo de material
capaz de degradar as cadeias da fibronectina integramente (10uL de
ambos materiais). Os ensaios de inibicdo revelaram a presenca de
metal oproteases em todas as fragoes, j& que a degradacdo foi inibida

guando utilizamos ortofenantrolina, um inibidor especifico destas



proteases. O uso de DM43 neste ensaio demonstrou sua capacidade de
nao sO interagir com MMPs, mas também de inibir suas atividades

enzimaticas, mantendo intacta as cadei as de fibronectina.

DM 43 também foi capaz de induzir acimulo de componente da
matriz extracelular (especificamente da fibronectina), levando a um
consequente aumento de adesédo celular (com apice em 250ng/mL do
inibidor). Considerando que as MMPs 2, 3 e 9 tenham como substrato
comum a fibronectina (Murphy et al., 2002); (Smith et al., 2002), era de se
esperar o acumulo deste componente com a inibicdo destas MMPs por
DM43. Demonstramos também que, o bloqueio com anticorpo anti-
fibronectina, foi capaz de reduzir a adesdo para valores basais.

Para verificarmos outras funcdes atribuidas a DM43, utilizamos
alguns protocolos ja descritos para os TIMPs, que baseavam-se em
modelos de andlise do namero de células, ciclo e morte utilizando
fibroblastos e células tumorais, como ferramentas.

Demonstramos que DMA43 foi capaz de causar diminuicdo no
namero de fibroblastos (mais evidenciada utilizando a maior dose de
DM43) e na linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama (de forma
dose dependente). Esta diminuicdo poderia ser causada ou por alteracao
no ciclo celular, ou por inducdo de morte. Foi verificado, que o ciclo de
nenhuma das linhagens celulares estudadas foi alterado, no entanto, a
morte celular foi aumentada em quase 2x em fibroblastos, e em quase 7x
em MCF7, mais uma vez de forma dose dependente. A inducdao no

aumento de morte nesta linhagem, sugere uma especificidade do inibidor,



ja que este nao foi capaz de induzir nenhuma modificacdo na linhagem
tumoral de adenocarcinoma de prostata.

TIMP-3 € 0 unico membro entre os inibidores endégenos capaz de
induzir morte celular por apoptose, em varios tipos de linhagens tumorais.
O mecanismo esta relacionado com a protecdo do receptor de TNF-a
(p55) da clivagem proteolitica por MMPs que, intacto, transduz o sinal de
morte (Smith et al.,, 1997); (Baker et al., 1999). Corroborando, Bond e
colaboradores, construiram um mutante de TIMP-3, modificando um
residuo de cisteina por uma serina de seu dominio N-terminal, que
participa diretamente da inibichdo das MMPs. Observou-se a perda
completa da capacidade de inibir MMP-2, além da perda da capacidade
na inducao de apoptose (Bond et al., 2000).

A apoptose € um processo de morte ativo, fisiolégico, onde uma
cascata de sinais intracelulares, dependentes da ativacdo génica e
sintese protéica, acaba por levar a célula a morte. Hoje, sabe-se que
milhdes de células sofrem apoptose diariamente no homem adulto. O
despertar para este novo tipo de morte revelou a sua participacdo na
manutencdo da homeostasia do individuo. Uma caracteristica importante
deste tipo de morte celular € o fato de nédo ocorrer lise de membrana,
que, consequentemente, acarreta a auséncia de uma resposta
inflamatéria secundéaria. Ao receber o sinal de morte, a célula em
processo de apoptose passa a apresentar mudancas morfoldgicas bem
caracteristicas (diminuicdo do volume celular; auséncia de lise na
membrana plasmatica; colapso no potencial de membrana da
mitocondria, levando a abertura de poros que liberam proteinas pro-

apoptoticas; condensacéo da cromatina; ativacado de enzimas capazes de



clivar o DNA em pequenos fragmentos e formacéo de corpos apoptéticos
(De Meis e Alves, 2004, no prelo).

Defeitos na regulacdo da apoptose estdao associados a diversas
doencas ainda sem terapias adequadas, tanto pelo excesso de morte
(isquemias; doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson’s;
osteoartrite, entre outras), quanto pela auséncia (cancer, doencas
autoimines e etc.). Por isso, 0 crescente interesse em estratégias
terapéuticas para modular as moléculas-chave que decidem entre a vida-
ou-morte das células (Reed, 2002).

No caso especifico do cancer, algumas terapias utilizadas sao
capazes de alguma forma, de induzir apoptose nas células tumorais,
como quimioterapia, radioterapia e hipertermia, ja que o0 escape da
vigilancia do sistema imune configura a rapida progressao de canceres
humanos (Obeid e Hannun, 1999).

Neste trabalho, utilizamos também como ferramenta, o liquido
sinovial de pacientes com osteoartrite, que como ja vimos, € uma doenca

caracterizada pela degeneracao da cartilagem articular.

A cartilagem articular € um tecido altamente especializado,
composto por células, os condrdcitos, e um conjunto de macromoléculas,
como o colageno e os proteoglicanos. O colageno é uma proteina fibrilar
gue garante resisténcia ao tecido, enquanto os proteolglicanos tém a
funcdo de mola biolégica, sendo responsaveis pela compressibilidade da
cartilagem. Os proteoglicanos sado formados por varios elementos
organizados numa complexa arquitetura anibnica, sua unidade basica
sdo os glicosaminoglicanos (GAG), altamente sulfatados. Estes sao

ligados a uma proteina central por ligacbes covalentes, formando



complexos denominados agrecanos. No decorrer da doenca, a
degradacdo do agrecano na cartilagem € atribuida a aumento da
clivagem proteolitica (Malfait et al., 2002).

Como foi demonstrado neste estudo, proteinas do liquido sinovial
de pacientes com osteoartrite, identificadas como MMPs- 2, 3 e 9, foram
capazes de interagir com a DMA43. A inibicdo destas enzimas foi
evidenciada por ensaio caseinolitico, ja que neste processo patologico a
MMP-3 é a enzima mais expressa (dentre as 3 identificadas), e de acordo
com a literatura, a caseina € melhor substrato para esta enzima (Fisher e
Werb, 1995). De acordo com 0s nossos resultados, foi observada uma
intensa degradacao provavelmente provocada, pelo menos parcialmente,
pelas MMPs presentes no liquido sinovial, que foi totalmente inibida

incubado-as previamente com o soro de gamba (que contém a DM43).

Até hoje, ha controvérsias sobre a principal enzima envolvida nesta
doenca, alguns grupos apontam as ADAMs como principal alvo
terapéutico de inibicdo (Malfait et al., 2002), enquanto outros, defendem a
utilizacado de inibidores de metaloproteases para impedir o processo de
degradacao (Murphy et al., 2002), ja que as MMP-8 e MT1-MMP também
sao capazes de degradar o agrecano (Blttner et al., 1998). Outros grupos
concordam que o ideal seria 0 uso de um inibidor de amplo espectro, que

inibisse ambas metaloproteases (Conway et al., 2001).



Uma das primeiras demonstracbes da atividade antitumoral de
inibidores sintéticos de MMPs foi com o uso em fibrosarcomas
humanos, para bloquear a invasdo pela reconstituicdo da membrana
basal (Reich et al., 1988). Contudo, a grande descoberta da atividade
anti-tumoral foi proposta por Strauch em 1972, que escreveu que
“...pelareducéo da proporcéo de colageno degradado e com simultanea
estimulacdo da biosintese de colageno, o corpo pode ser capaz de
“encapsular” o tumor em estruturas de colédgeno e isol&-lo dos tecidos
adjacentes, que ainda ndo foram afetados. Com isto, a invasdo e a
metastase poderiam ser limitadas, e a remocao cirdrgica ou destruicéo
do tumor primario poderia ser viavel.” (Brown, 1998).

Atualmente, o uso de inibidores de MMPs vem sendo muito
difundido, devido ao aumento de doencas correlacionadas com estas
enzimas, juntamente com o0 enorme interesse da industria farmacéutica
(Brown, 1998). Em particular, no caso de cancer, o uso destes inibidores
representa uma diferenca fundamental nos tratamentos convencionais.
Os inibidores de MMPs e alguns agentes antiangiogénicos agem
essencialmente em outro componente da malignidade, o estroma. O
estroma tumoral, incluindo vasculatura, participa intensamente no
processo de crescimento, invasdo e espalhamento da doenca. Além
disto, este alvo tem menos chance de evadir o tratamento do que o tumor
propriamente dito (Brown, 1998).

Para inibir o crescimento e metastase de tumores muitos esforcos

foram empregados no desenvolvimento de inibidores de metaloproteases,

gue agissem na angiogénese. Dentre os inibidores naturais, os TIMPs e a



ap-macroglobulina poderiam ser bons candidatos, se n&o fosse a curta
meia-vida que apresentam (Klein et al., 2004), além da multiplicidade de
funcbes desempenhadas pelos TIMPs que poderiam ser prejudiciais em
terapias anti-cancer (Duffy et al., 2000).

Em relagdo aos inibidores sintéticos, estes podem ser subdivididos em

4 grupos farmacolégicos:

(1) Peptideos baseados na estrutura do colageno que séo sintetizados
com estrutura baseada no sitio de clivagem e ligacdo a MMPs de
diferentes colagenos. Deste grupo dois inibidores destacam-se:
Batimastate, primeiro inibidor utilizado por pacientes com cancer, cujos
testes clinicos foram interrompidos apd6s o desenvolvimento de

Marimastate, cujos testes séo de dificil interpretacao.

(2) Baseados na estrutura cristalina do sitio ativo das MMPs, veio
para resolver o problema de especificidade do grupo anterior. Dois destes
inibidores, Prinomastate (AG3340) e BAY12-9566, foram sintetizados
para inibir especificamente MMPs 2 e 9. BAY12-9566, em estudos preé-
clinicos in vivo, demonstrou ser eficaz em reduzir a angiogénese e inibir a
formacdo de metastase em modelos murinos. Apesar disto, em 1999, os
testes de fase Ill foram interrompidos, ja que os pacientes que receberam
este medicamento tiveram uma menor sobrevida, em relacdo ao grupo
controle. Prinomastate, também teve seus testes de fase Il
interropmpidos em 2000, devido a falta de eficiéncia em pacientes com

estagios avancados de cancer.



Existem algumas razdes conhecidas para o fracasso do uso destes
inibidores na clinica. Ambos foram desenhados para serem inibidores
especificos de MMPs 2 e 9 e sabe-se que esta inibicdo ndo é suficiente
para “frear” o processo tumoral.

Discuti-se também, o desenho experimental dos testes utilizados
para os inibidores de MMPs, que parecem subestimar os potenciais
efeitos destes medicamentos (Klein et al., 2004).

(3) Derivados de tetraciclinas que inibem a atividade e a producéo
das MMPs. Como exemplo, podemos citar o Col-3, que foi utilizado em
varias linhagens tumorais, onde foi capaz de inibir a expressdo das MMPs
2 e 9, alem de inibir proliferacdo, invasédo, crescimento tumoral e
metastase, em modelos de cancer de prostata (Lokeshwar et al., 2002).

(4) Bisfosfonados, 0 mecanismo de inibicdo destes inibidores ainda
nao foi totalmente elucidado, porém ja foi demonstrado seu uso para
inibicdo de varias atividades das MMPs. Deste grupo, o0 composto mais
conhecido é o Clodronato, que possui a capacidade de inibir a expressao
do RNAm, diminuindo os niveis protéicos de MT1-MMP em células de
fibrosarcomas (Hidalgo e Eckhardt, 2001).

Finalmente n&o podemos deixar de destacar o uso de inibidores
nao-convencionais, como 0 Neovastate (AE-941), um extrato de
cartilagem de tubardo que inibe MMPs, mostrando um efeito anti-
angiogénico em animais de experimentagcdo. Na fase Ill de testes, esta
sendo utilizado em tumores renais (Falardeau et al., 2001). Além disto,
um componente do cha verde, também na fase Il dos testes, esta sendo
utilizado como inibidor in vitro das MMPs-2 e 9 (Garbisa et al., 1999).
Finalmente, o acido acetilsalicilico, que reduz o risco de cancer de colon,

ndo sO pela diminuicdo da inflamacgéo, afetando o desenvolvimento do



cancer mas, diretamente, inibindo a atividade da MMP-2, decrescendo a
invaséo in vitro (Jiang et al., 2001).

Os testes clinicos utilizando inibidores de MMPs em osteoartrite
falharam por apresentarem efeitos colaterais na musculatura esquelética,
como mialgia e tendinites. Camundongos deficientes em MT1-MMP nao
s6 desenvolveram dwarfismo e osteopenia, como também desenvolveram
sintomas da propria artrite, demonstrando a fundamental participacao de
MMPs no remodelamento tecidual normal (Murphy et al., 2002).

E importante ressaltar que esta € a primeira vez que é demonstrada
a capacidade de DM43, um tipico inibidor de metaloproteases de veneno
de serpentes, em inibir outra subfamilia de metaloproteases. Nossos
dados experimentais demonstram a potencialidade de DM43 em inibir
MMPs, que estdo envolvidas em diversas patologias, sem terapias
adequadas até o momento.

Com a concessao de patente no Brasil dos efeitos obtidos para
DM43 (n° BRP10400284-9), surge uma esperancga no desenvolvimento de
uma nova terapia antitumoral, bem como uma terapéutica adequada para

pacientes com osteoartrite.



DM43 mostrou-se capaz de:

-interagir e inibir as MMPs 2, 3 e 9 presentes em linhagens estromais,

tumorais e do liquido sinovial de pacientes com osteoartrite;

- aumentar o depdsito de fibronectina, e consequentemente, a adesao

celular.

- reduzir o numero de células estromais e tumorais ;

-induzir morte celular em células estromais e tumorais;
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