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Resumo

MAGP1 (Microfibril-Associated GlycoProteinl) é um os constituintes das
microfibrilas. Numerosos estudos tém demonstrado que MAGP1 interage com
outras moléculas in vitro e sua expressio ¢ de grande importancia para o
desenvolvimento vascular em zebrafish. Dados obtidos em nosso laboratdrio a partir
do modelo fotoquimico de indugdo de trombo em animais deficientes em MAGP1
sugerem a importancia deste componente da microfibrila no processo trombotico.
Entre as técnicas para indugio da forma¢do de trombo, t€ém-se o cloreto férrico. Tal
técnica, quando aplicada em pequenos animais, gera uma lesdo endotelial de alta
intensidade em apenas dois minutos. Além disso, com o auxilio da microscopia
intravital, o cloreto férrico permite a captura de imagens do vaso sanguineo em
tempo real. A microscopia intravital possibilita a andlise do processo de formacao
do trombo e as possiveis diferengas deste processo nos camundongos deficientes em
MAGPI1. Sendo assim, o presente trabalho objetivou estabelecer a técnica de
trombose arterial induzida por cloreto férrico e assistida por microscopia intravital, a
fim de verificar a fungdo de MAGP1 no processo de formagao do trombo. Para isto,
as células brancas e as plaquetas de animais selvagens e deficientes em MAGP1
foram coradas com Rhodamina 6G e analisadas por microscopia intravital.

Palavras — chave: MAGP-1, matriz extracelular, Trombose arterial, Plaquetas,

Cloreto Férrico, Microscopia intravital.
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Abstract

MAGPI1 (Microfibril - Associated GlycoProteinl) is a constituent of the microfibrils.
Numerous studies have shown that MAGP1 interact with other molecules in vitro and
its expression is of importance for vascular development in zebrafish. Data obtained in
our laboratory from the photochemical model of thrombus induction in animals
deficient in MAGP1 suggest the importance of this component of the microfibril in the
thrombotic process. Among the techniques for inducing thrombus formation, it has been
ferric chloride. This technique when applied in small animals generates a high intensity
endothelial injury in just two minutes. Furthermore, with the aid of intravital
microscopy, ferric chloride enables the capture of blood vessel images in real time. The
intravital microscopy allows the analysis of the process of thrombus formation and
possible differences of this process in mice deficient in MAGP1. Therefore, this study
aimed to establish the technique of arterial thrombosis induced by ferric chloride and
assisted intravital microscopy, in order to verify the function of MAGP1 in the process
of thrombus formation. For this, white cells and platelets MAGP1 deficient and wild
animals were stained with Rhodamine 6G e analyzed by intravital microscopy.
Keywords: MAGP-1, extracellular matrix, arterial thrombosis, platelets, ferric chloride,

intravital microscopy.
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1.1. Matriz extracelular e fibras elasticas

A matriz extracelular ¢ um biopolimero complexo, exclusiva dos animais, que
une as células e confere resisténcia aos tecidos desempenhando papéis na organogénese
e na hemostase (Craft et al. 2010).

As fibras elasticas sdo importantes constituintes da matriz extracelular de érgdos
e tecidos que se encontram em constante estresse mecanico como pele, pulmdes e
grandes vasos. Elas sdo capazes de restaurar um tecido deformado em sua condigéo
original devido a sua capacidade em armazenar energia (Charbonneau et al. 2003; Chen
et al. 20006).

A fibra elastica madura se constitui a partir da deposi¢ao de tropoelastina,
molécula que tem como principal caracteristica a presenca de dominios hidrofébicos
alternados por dominios de reag¢des cruzadas (cross-link) ricos em lisina e tem massa
molecular de aproximadamente 70 kDa. Na matriz extracelular, a tropoelastina se auto
agrega num processo denominado coacervagdo, onde dominios hidrofdbicos de
diferentes moléculas se alinham, formando o agregado, que por sua vez sio
covalentemente ligados através da acfio de enzimas do tipo lisil oxidases sobre os
residuos de lisina dos dominios de reagdes cruzadas, formando a elastina (Thomassin et
al. 2005; Wagenseil and Mecham 2007).

As fibras elasticas sdo constituidas por inimeros componentes, dos quais se
destacam, a elastina e a rede de microfibrilas, que sao componentes distintos e visiveis
por meio da microscopia eletrdnica (Figura 1.1). Acredita-se que a rede de microfibrilas
funcione como um molde para que ocorra a deposi¢do de elastina por tropoelastina e a

formacéo da fibra elastica madura e funcional (E.G. 1996; Charbonneau et al. 2003).



Figura 1.1.Eletromicrografia de tecido rico em fibra eldstica (aorta) em desenvolvimento. A —
Visdo geral do tecido rico em fibra elastica. B e C — Presen¢a de uma regido mais eletrondensa,
a elastina, e a rede de microfibrila. B — Corte longitudinal e C — Corte transversal (Davis 1994).

As microfibrilas sdo filamentos que apresentam de 10 a 12 nm de didmetro, sdo
compostas principalmente por fibrilinas, encontrando-se em sua constituicdo outras
moléculas, como as MAGPs, a fibulina e a emilina (Kielty et al. 2002).

As fibras elasticas e as microfibrilas sdo organizadas em tecidos especificos e
estdo dispostas de acordo com as exigéncias mecanicas do sistema de orgdos
individuais. Na pele, as microfibrilas estdo dispostas desde a membrana basal da derme
até a derme reticular, a qual permanece paralelamente com as fibras elasticas e confere
elasticidade a pele. Na aorta, as microfibrilas se associam com a elastina na camada
média para formar as ldminas concéntricas que separam a camada muscular lisa. Nos
olhos, as microfibrilas formam feixes paralelos com a lente (Ramirez et al. 2004).

1.2. Rede de microfibrilas e fibrilinal

Anteriormente, acreditava-se que a principal fungdo da rede de microfibrilas era
atuar como molde para a formagao das fibras elédsticas. Recentemente, muitos trabalhos
tém demonstrado que as microfibrilas sdo importantes ndo s6 na parte estrutural, mas
também na regulacdo de fatores que influenciam os mais variados processos celulares,

desde a diferenciacdo até a proliferagdo. Um exemplo ¢ a sindrome de Marfan, uma



doenga genética autossomica, descrita em 1896 pelo pediatra francés, Antoine Bernard
Marfan, que de acordo com os dados epidemiologicos tem incidéncia de 2 a 3 casos a
cada 10.000 nascimentos. Antoine descreveu primeiramente o caso de uma menina de
cinco anos que apresentava altura superior e incompativel com sua idade, membros e
dedos alongados e magros, contraturas nas articula¢cdes dos dedos e joelhos, cranio
estreito e alongado, cifo-escoliose toracica, deformidade do esterno e enfisema
pulmonar. No decorrer de sua carreira, relatou inimeros casos e verificou caracteristicas
semelhantes nestes pacientes como sub-luxagdo do cristalino, malformacao da valvula
adrtica, além de constatar que ambos os sexos eram acometidos por estas alteragdes
patoldgicas (Pyeritz 2000).

Os portadores dessa sindrome apresentam, frequentemente, anomalias nas
estruturas esquelética, pulmonar, cardiaca, ocular, vasos sanguineos entre outras, € uma
sobrevida abaixo do normal, 40 anos em média. No entanto, atualmente o tratamento
cirdrgico aumentou a expectativa de vida destes pacientes. Fisicamente, sdo individuos
altos, com escoliose, bracos ¢ maos alongadas ¢ deformidade toracica, em que cerca de
90% dos casos, a morte ¢ causada por falha cardiovascular (McKusick 1991; Neptune et
al. 2003; Robinson et al. 2006).

Para o entendimento da sindrome foram desenvolvidos varios modelos animais
com mutacdes no gene da fibrilina-1, entre eles o modelo experimental de camundongos
modificados geneticamente (mgA), onde ocorreu a substituicdo dos éxons 19 a 24 pelo
cassete que confere resisténcia a neomicina, com o promotor PGK. A modificagdo
resultou em animais denominados mgA que apresentam uma diminuig¢do de 10 vezes na
quantidade de fibrilina-1 nos tecidos. Os animais heterozigotos, aparentemente,
apresentam inicio da vida adulta normal, devido a uma maior expressdo de proteinas

mgA/+

normais que suprimem o efeito negativo da mutagdo (Fbnl ). Ja os animais



homozigotos (Fbnl ™~'™&*) morrem na primeira semana de vida, devido a complica¢des
vasculares similares a sindrome de Marfan (Pereira et al. 1997).

Em humanos e em modelos de camundongos, os sinais clinicos da sindrome de
Marfan estdo sendo relacionados, com a ativagdo excessiva do Fator de Crescimento
Tumoral- TGF-B. Estudos com modelos murinos de sindrome de Marfan constataram
que as microfibrilas formadas por fibrilina-1 ndo sdo essenciais para a formacao da fibra
elastica e sim, importantes para a manutengdo das fibras elasticas durante a vida pds-
natal. Isso sugere que a auséncia de comunicacdo correta entre as fibras elasticas e as
células musculares lisas, papel supostamente desempenhado pela fibrilina-1, leva estas
células a expressarem moléculas como as metaloproteinases (MMPs) 2 ¢ 9, que
promovem a calcificacdo da fibra eldstica, inflamac@o da parede vascular, hiperplasia da
intima devido a migracgdo e hiperplasia de células musculares lisas e, por fim, colapso
estrutural da parede do vaso (Pereira, Andrikopoulos et al. 1997; Pereira, Lee et al.
1999). Estas caracteristicas patoldgicas também foram encontradas em grandes artérias
musculares de pacientes com sindrome de Marfan (Bunton et al. 2001).

A funcdo estrutural das microfibrilas ricas em fibrilina-1 ¢ bastante conhecida,
mas as evidéncias de que as microfibrilas tem papel critico na regulagdo de citocinas,
que sdo moléculas que afetam o desenvolvimento de tecidos, bem como a homeostase,
regulando a atividade celular, como proliferacdo, migrag¢do, capacidade de sintese e
morte, tem aumentado. Dados recentes da literatura sugerem que mutagdes no gene da
fibrilina-1 levam a fragmentacdo das fibras elésticas e a uma diminui¢do na quantidade
de fibrilina-1, que resulta em ativagdo exacerbada do complexo latente de TGF-B. Esta
atividade exacerbada, quando estabelecida em camundongos por mutacdo no gene da

fibrilina-1, leva ao aparecimento de determinados sinais clinicos encontrados na



Sindrome de Marfan, como os aneurismas ¢ dissec¢do aorticos (Neptune et al. 2003;
Ramirez and Rifkin 2003; Robinson et al. 2006).

O tratamento de camundongos com antagonistas do TGF-B, tais como
anticorpos anti TGF-3 ou com um bloqueador dos receptores AT1 de angiotensina II,
Losartan, leva a reversdo dos sintomas da sindrome de Marfan devido 4 diminui¢do nos
niveis de TGF-pB, sugerindo que a fibrilina-1 participa na regulacdo da atividade desse
fator de crescimento (Reinhardt et al. 1996; Habashi et al. 2006; Robinson et al. 2006;
Brooke et al. 2008).

Além da sindrome de Marfan, dados da literatura sugerem que microfibrilas
ricas em fibrilina sdo importantes suportes para a ades@o e agregacdo de plaquetas
demonstrando ter fun¢do trombogénica em condi¢des dinamicas in vitro (Ross et al.
1998). Considerando a distribuicdo destas microfibrilas na parede dos vasos,
principalmente dos grandes vasos como a aorta, esta caracteristica pode ser importante,
juntamente com outras moléculas da regido subendotelial, na modulacao da resposta das
plaquetas diante da lesdo do vaso sanguineo (Ross et al. 1998).

1.3. Glicoproteina associada a Microfibrila-1 (MAGP1)

Outro grupo de proteinas, aparentemente, importante ¢ o das Glicoproteinas
Associadas a Microfibrila (MAGPs). Os dois representantes dessa familia,
Glicoproteina-1 Associada a Microfibrila (MAGP1) e Glicoproteina-2 Associada a
Microfibrila (MAGP2) tém uma sequéncia de 60 aminoacidos na regido C-terminal com
alta homologia, apresentando todos os residuos de cisteina da molécula nesta regido e de
maneira conservada. Este dominio na MAGP1 parece ser importante para a deposi¢do
destas moléculas na matriz extracelular, sendo definido como dominio MBD (Matrix
Binding Domain). A regido N-terminal da MAGP1 e MAGP2 sdo diferentes, entretanto

ambas sdo enriquecidas com aminoacidos de carater acido. Na MAGPI, a regido N-



terminal interage com o TGF-f ativo. Ao contrério das fibrilinas, que sdo glicoproteinas
de elevada massa molecular (~350 kD), as MAGPs possuem massa molecular baixa
(20kDa, aproximadamente) (Segade et al. 2002).

O gene de MAGP1, Mfap2 ¢ localizado em humanos, no cromossomo 1p36 ¢ em
ratos no cromossomo 4qD3. A auséncia de genes homodlogos da MAGP1 em banco de
dados de leveduras, moscas ou vermes, sugere que a MAGP1 é um gene relativamente
recente na escala evolutiva, além disso, seu surgimento coincide com o aparecimento do
gene da elastina, o que evidencia uma relagdo entre estas proteinas. A MAGP1 é uma
proteina altamente conservada entre os mamiferos e vertebrados inferiores ¢ nenhuma
patologia relacionada a deficiéncia ou a muta¢des no gene MAGP1 foi constatada até o
momento (Sage and Gray 1981; Segade et al. 2002).

Estudos com zebrafish demonstraram que a MAGPI1 desempenha papel
fundamental na formago das microfibrilas durante a embriogénese e sua expressio ¢ de
grande relevancia para o desenvolvimento vascular (Chen et al. 2006). Além disso,
muitas pesquisas bioquimicas tém demonstrado a interacio da MAGP1 com vérias
moléculas in vitro, entre as quais estdo fibrilinas 1 e 2, tropoelastina, biglican, decorina,
coldgeno tipo IV e TGF-B (Finnis and Gibson 1997; Trask et al. 2000; Jensen et al.
2001; Werneck et al. 2004; Weinbaum et al. 2008). A MAGP1 esta associada a todas
microfibrilas, exceto as adjacentes a membrana plasmatica das células endoteliais da
aorta e a aquelas na jungdo da zonula ciliar (Kumaratilake et al. 1989; Davis 1994).

Camundongos deficientes em MAGPI (MAGP17") foram obtidos através da
substitui¢do dos exons 3-6 por um cassete de neomicina (fig.1.2). Estes animais sao
vidveis e férteis e apresentam fenotipos como diatese hemorragica, obesidade,
neutropenia, monocitopenia e osteopenia, além de deficiéncia na circulagdo (Segade and

Mecham 2005; Weinbaum et al. 2008; Craft et al. 2010; Craft et al. 2012).
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Figura 1.2.Geracdo de camundongos deficientes em MAGP-1. A- esquema do locus Mfap2
selvagem (WT) e MAGP-1-/ - (KO). Retangulos numerados correspondem a éxons 1-9 do gene
Mfap2, o retangulo aberto corresponde ao cassete de resisténcia a neomicina inserido. Linhas
horizontais indicam a localiza¢ao da sonda no Southern blot e primers de PCR, caixas marcadas
com "X" indicam sitios de restricio deXbal. Longas linhas horizontais representam os
fragmentos que hibridam com a sonda de Southern blot, 8,5 kpb ¢ 6kpb para o selvagem-
MAGP1 ** (WT) e MAGP-17~ (KO), respectivamente. B- Amostras de DNA gendmico de
camundongos digeridas por Xbal. As amostras foram separadas por eletroforese em gel de
agarose e analisadas por Southern blot. Genotipos resultantes sdo indicados por cada banda. C-
DNA genomico foi submetido a PCR com primers de genotipagem e separados por eletroforese
em gel de agarose. Os tamanhos das bandas sdo 1160 e 714 pb para o tipo selvagem e MAGP-1
" respectivamente. L- 100 pb (Weinbaum et al. 2008).

Werneck e colaboradores sugerem a relevancia da MAGP1 na formagdo de
trombos na artéria cardtida de camundongos deficientes em MAGP1 em comparacdo
com animais selvagens (WT). Constatou-se através do modelo fotoquimico de indugéo
do trombo, que os animais deficientes em MAGP1 necessitam de quase o dobro do
tempo de um animal selvagem para formar um trombo (99 e 58 minutos,
respectivamente). Mas apds a inje¢do de MAGP1 recombinante nos animais deficientes,
o tempo de oclusdo foi restabelecido. Estudos para mapear a atividade pro-trombdtica
da MAGP1 tém sido realizados (Werneck et al. 2008).

A MAGP-1 tem em sua regido C-terminal, um peptideo semelhante a um
encontrado na trombospondina-1 (TSP-1), glicoproteina de aproximadamente 450kDa.
Estudos sugerem que tanto in vitro quanto in vivo a trombospondina-1 tem fungio na
agregacdo das plaquetas durante a trombogénese e sua auséncia em animais provoca a

embolizag¢do do trombo. Um peptideo da TSP-1 foi identificado por ativar a Proteina



Associada a Integrina (IAP), o peptideo controle VV-GG perde sua fun¢do de assegurar
a agregac¢do sdlida das plaquetas, quando sofre mutacdo pontual na regido C-terminal
com a substituicdo de duas valinas por duas glicinas (Bonnefoy et al. 2001).
Considerando a homologia deste peptideo encontrado na MAGP1, este peptideo bem
como o seu controle foram sintetizados, por nosso grupo de pesquisa, conforme descrito
no anexo II, a fim de avaliar se estes peptideos atuam da mesma forma do que os da
TSP-1 (Tabela 1.1).

Tabela 1.1.Sequéncia de aminodcidos correspondentes a uma regido de homologia
compartilhada pela trombospondina-1 e MAGP-1. Em destaque, as formas mutantes do
peptideo 4N1K, com a substituicdo de duas valinas, e da MAGP-1 com alteracao semelhante.

Peptideo Denominacoes Sequéncia (aminoacidos)
adotadas
Trombospondina-1 4N1K KRFYVVMWKK
Trombospondina-1 mutante 4ANGG KRFYGGMWKK
MAGP-1 MAGP-1 RRVYVVNK
MAGP-1 mutante VGl RRVYGGNK

Estudos recentes demonstram que animais deficientes em MAGP1 ¢ MAGP2
apresentam como principais caracteristicas comuns, neutropenia € monocitopenia,
sugerindo que t€m participacdo na hematopoiese. Além disso, demonstrou-se que as
MAGPs tém fun¢do na manutengao da integridade dos grandes vasos sanguineos, como
a aorta. Apesar de poucos estudos estarem relacionados a MAGP2, que ¢ menos
abundante nas microfibrilas quando comparada 8 MAGP1, sabe-se que esta molécula
interage como TGF-f1, TGF-B2 e BMP-2, assim, pode estar envolvida na regulag@o dos
fatores de crescimento ¢ na regulagdo celular (Combs et al. 2013).

Estudos demonstram que a MAGP1 interage com o fator de crescimento tumoral
ativo, o TGF-3, e pode estar relacionada a regulacdo da acdo deste fator. O TGF-§

regula varios processos bioldgicos e consequentemente controla o desenvolvimento e a



fisiologia de 6rgaos e tecidos (Weinbaum et al. 2008). Além disto, foi demonstrado que
MAGP1 também interage com importantes moléculas do processo de formacdo do
trombo como o fator von Willebrand e o fibrinogénio (Werneck et al. 2008).

1.4. Trombose arterial

A trombose arterial é a causa mais comum de morte no mundo moderno, sendo
causada principalmente pela ruptura ou instabilidade de uma placa aterosclerdtica que
forma um codgulo local, impedindo o fluxo sanguineo e resultando em infarto do
miocardio ou em acidente vascular cerebral (Figura 1.3). Eventos trombdticos sao mais
graves quando ocorrem nas artérias corondria ou cardtida, as quais sdo propensas a
doengas aterosclerdticas. Varios fatores podem contribuir para que ocorra a trombose
arterial, s3o os chamados fatores de risco, como a diabete mellitus, o tabagismo, a
hipertensdo e a hiperlipidemia. O trombo arterial € rico em plaquetas e ¢ denominado

trombo branco (Owens and Mackman 2010).
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Arterial Thrombosis
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Figura 1.3. Modelos mostrando as fontes celulares de Fator Tecidual (TF) que contribuem para
a trombose arterial e venosa. A- A trombose arterial. O gatilho primario de trombose arterial
num vaso doente é a ruptura de uma placa aterosclerdtica. Isto envolve o rompimentoda camada
de Células Musculares Lisas (SMC) expondo sangue para TF. O coagulo resultante ¢ composto
principalmente por plaquetas com os niveis mais baixos de fibrina, e ¢ referido como um
"coagulo branco". B- A trombose venosa. A trombose venosa ocorre em uma camada endotelial
relativamente intacta. A trombose venosa pode ser desencadeada por TF associados a
Microvesiculas (MVs) circulantes. O coagulo ¢ composto principalmente de fibrina, plaquetas e
glébulos vermelhos do sangue aprisionado e ¢ referido como um "coagulo vermelho” (Owens
and Mackman 2010).

Para o entendimento da formagdo de trombo e da hemostasia, as técnicas
bioquimicas de proteinas dominaram os estudos por um longo tempo. Entretanto, os
estudos com experimentos in vivo, facilitam a compreensdo sobre o complexo sistema
de coagulagao (Furie and Furie 1988).

1.5. Métodos de inducio da trombose arterial

Muitos sdo os métodos utilizados para induzir a formacdo do trombo em

modelos animais, entre os mais utilizados tem-se a indugdo fotoquimica do trombo.
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Nesse modelo a inje¢do de Rosa de bengala na circulagdo sanguinea do animal e a
interacdo dessa substincia com um laser de 543nm, gera espécies reativas de oxigénio
que lesionam o local exposto ao laser e dispara a formagdo do trombo (Wilson and
Hatchell 1991; Ambrosio et al. 1997). O modelo fotoquimico ¢ bastante eficiente para
ocasionar a injuria arterial, entretanto essa técnica apresenta desvantagens por requerer
muito tempo para que ocorra a formacdo do trombo levando a problemas de
reprodutibilidade (Umemura et al. 1995; Umemura 1997). Apesar de bem estabelecido
em nosso laboratdrio, o método de indugdo fotoquimica tem tempo experimental muito
longo (+ 70 minutos para cada animal selvagem, chegando a 140 minutos para animais
deficientes em fibrilina-1, por exemplo), o que determina uma taxa de utilizagdo muito
grande dos equipamentos necessarios, além de exigir uma quantidade maior de animais
utilizados nos ensaios experimentais, ja que a técnica pode apresentar uma variagdo
grande. Tais desvantagens dificultariam a analise da trombose arterial por microscopia
intravital, ja que o tempo e o numero de animais exigidos seriam maiores. Desta forma,
foi de grande interesse para o nosso laboratdrio o estabelecimento de uma nova técnica
com um tempo mais curto € que permitisse as analises por microscopia intravital,
permitindo observar a formacao do trombo em tempo real.

Outro método utilizado para disparar a formagao do trombo em modelos animais
emprega o cloreto férrico (FeCls). A aplicagdo desse mecanismo em pequenos animais,
gera uma lesdo endotelial de carater grave e agudo e leva o vaso a oclusdo (Watson et
al. 1985; Kurz et al. 1990).

Um dos beneficios desse modelo ¢ que diferentes concentragdes de cloreto
férrico geram lesdes de gravidade diferenciadas e consequentemente, tempo de oclusao

do vaso sanguineo variado. Com o estabelecimento da concentra¢do de FeCls e tempo
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de aplicagdo a técnica tem se mostrado reprodutivel (Farrehi et al. 1998; Owens and
Mackman 2010; Eckly et al. 2011).

O cloreto férrico gera radicais livres € provoca uma lesdo oxidativa generalizada,
que danifica o endotélio e expde a matriz subendotelial com apenas 2 minutos apds a
aplicagdo. Além disso, em conjunto com a utilizagdo da microscopia intravital, o cloreto
férrico proporciona a visualizagdo direta da formagdo do trombo no interior dos vasos
sanguineos (Farrehi et al. 1998; Fay et al. 1999; Ni et al. 2000; Tseng et al. 2006), o que
sugere que tal técnica pode solucionar os problemas experimentais encontrados no
modelo fotoquimico de indugdo do trombo e pode ser utilizada para estabelecer o
método de analise da trombogénese por microscopia intravital.

1.6. Microscopia Intravital

A microscopia intravital surgiu para o estudo da interacdo dos leucdcitos com a
parede do vaso em animal vivo, desde entdo essa técnica tém sido utilizada por muitos
pesquisadores, a fim de capturar imagens em tempo real (Atherton and Born 1972;
Schmid-Schonbein et al. 1980).

Oude Egrink & cols. esto entre os primeiros que utilizaram da combinagio
trombose experimental e video-microscopia intravital. Essa técnica possibilitou a
visualizag¢do de eventos vasculares, como a formag¢do do trombo, fornecendo imagens
destes acontecimentos em tempo real (oude Egbrink et al. 1988; Tangelder and Arfors
1991; Sriramarao et al. 1996)

A microscopia intravital permite uma nova andlise visual e quantitativa dos
principios aceitos na formagdo do trombo e a determinacdo se as previsdes de
experimentos anteriores in vitro sdo ou ndo validas para o sistema in vivo, além disso, ¢

capaz de fornecer descricdes mais detalhadas da formagdo do trombo e do
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comportamento de seus componentes (Rucker et al. 1998), como por exemplo, as
plaquetas (Ni et al. 2003).

Para se obter imagens por microscopia intravital é necessario marcadores
fluorescentes. A Dsred, proteina de 28 kD responsavel pela coloracdo vermelha em
torno do disco oral do coral do género Discosoma é utilizada por esses cnidarios para
atrair peixes e emite uma fluorescéncia vermelha. Quando comparada com a Proteina
Verde Fluorescente (GFP), DsRed tem melhor resisténcia a pH extremos, além de exibir
um maior coeficiente de extingdo, entretanto, pode se encontrar dificuldades ao
trabalhar com a proteina, ja que esta tem maior tendéncia em formar oligomeros e tem
maturacdo mais lenta (Baird et al. 2000; Wall et al. 2000). Clones de DsRed se
mostraram aplicaveis in vivo quando utilizados para marcar blastdmeros do género
Xenopus depois de uma semana de desenvolvimento (Matz et al. 1999).

1.7. Hemostase e plaquetas

As plaquetas so componentes cruciais para que ocorra a hemostase (figura 1.4).
Classificadas como corpusculos citoplasmaticos anucleados, em 1882, sdo originadas a
partir da maturacdo de megacaridcitos produzidos na medula dssea (Kuijpers et al.
2003). No organismo humano, 70% das plaquetas estdo na circulacdo, enquanto 30%
estdo no bago. Elas permanecem, em média, dez dias na circulagdo, quando entdo, sdao
retiradas pelas células reticulo-endoteliais do bago e do figado (Jackson et al. 1997;
Andrews and Berndt 2004). Possuem uma forma discoide complexa e tém a propriedade
de modificar sua morfologia quando ativadas. O sistema hemostético, que preza pela
manutengdo do fluxo sanguineo, assim como pela integridade vascular, conta com as
plaquetas para executar a primeira etapa da hemostasia, que ¢ a formacdo do tampao
plaquetario sobre o endotélio danificado (Bates and Lau 2005). Quando o sistema

vascular ¢ de alguma forma lesionado, as plaquetas interagem com os componentes da
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matriz extracelular expostos na parede do vaso sanguineo, assim os receptores de
adesdo das plaquetas se ligam ao fator de von Willebrand (VFW) e ao colageno,
moléculas estas que regulam a adesdo plaquetaria, a fim de formar um agregado de
plaquetas que se ligard ao fibrinogénio a fim de formar o "plug" hemostatico (Israels et
al. 2001; Heemskerk et al. 2005). A regulacdo negativa das plaquetas ¢ indispensavel
para prevenir a trombose, formacdo descontrolada de trombo, e pode ser feita pelo
oxido nitrico, pela prostaciclina e por PECAM-1. Além disso, quatro sistemas
anticoagulantes podem contrabalancear a resposta pro-coagulante, sdo eles,
antitrombina/heparina, trombomodulina/proteina C/proteina S, fibrinolitico e inibidor da

via do tecido tissular (Albelda et al. 1991; Jones et al. 2001; Cicmil et al. 2002; Gibbins

2004).
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Figura 1.4. Cascata de coagulagdo. Via intrinseca ¢ dependente da ativagdo de diversos fatores
(XIL, XI, IX e X) e a via extrinseca ¢ ativada a partir da lesdo vascular que promove o
langamento do fator tecidual. Ambas as vias tem um ponto comum com a ativagdo do fator X
em Xa, o qual converte protrombina em trombina, a qual por sua vez converte fibrinogénio em
fibrina para promover a formagdo do codgulo. Setas pretas representam conversdo e ativacdo de
fatores (Modificado de Ham, Lew et al. 2010).
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Anormalidades no numero, na composi¢do das plaquetas e na interacdo destas
com fatores de coagulacdo podem gerar desequilibrio na fase inicial da hemostasia,
comprometendo a fungdo plaquetaria. As plaquetas estdo envolvidas em inimeras
patologias importantes, como a trombose arterial, e por isso esses fragmentos
citoplasmaticos sdo vistos como alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos
antitromboticos (Nurden et al. 1995; Brown et al. 1997).

Devido a auséncia de informagdes genéticas suficientes, ja que as plaquetas sdo
anucleadas, a analise do genoma e transcriptoma quase nunca sio promissoras para se
estudar a biologia das plaquetas, assim, prefere-se analises a nivel de proteinas. A
analise protedmica ¢ a metodologia mais apropriada para se estudar o funcionamento
dos genes, ja que analisa o produto final do genoma, ¢ cada vez mais fornece
informacdes completas sobre as proteinas (Pandey and Mann 2000), assim, permite
avaliar e compreender a expressao protéica das plaquetas.

A técnica que apresenta maior vantagem na andlise protedmica ¢ a eletroforese
bidimensional (2D), pois tem capacidade de separar com alta resolu¢do uma grande
quantidade de proteinas e possibilita a avaliagio da expressdo génica através da
comparacio de padrdes protéicos (Herbert et al. 2001).

A eletroforese 2D foi desenvolvida em 1975 por O’Farrel ¢ Klose e ganhou
avancos com o desenvolvimento tecnologico (Klose 1975; O'Farrell 1975; Gorg et al.
1985; Rabilloud et al. 1997; Herbert 1999). A técnica combina a separagdo das
proteinas em duas dimensdes, a primeira por ponto isoelétrico € a segunda por massa
molecular, ¢ em conjunto com a espectrometria de massas permite a identificagdo das
proteinas expressas em células, tecidos ou fluidos. Além disso, a protedmica consegue

identificar isoformas de proteinas que podem estar relacionadas a patologias ligadas
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intimamente com as plaquetas, como a trombose (Blackstock and Weir 1999; Hebestreit
2001).

Dados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram que as plaquetas
provenientes de animais deficientes em MAGP1 ndo apresentam diferenga morfoldgica
quando comparados com animais selvagens, porém a agregacdo plaquetaria ¢ diminuida
in vitro quando induzida pelo agonista ADP. Outro dado obtido, mostra diferenca
relevante na protedmica das plaquetas provenientes de animais deficientes em fibrilina-
1 em relagdo aos animais selvagens, ja que a vinculina, proteina importante na formagao
do citoesqueleto, foi encontrada mais expressa em plaquetas de animais deficientes em
fibrilina-1 do que em MAGP1*"*.

Considerando a participacdo da MAGP1 na formagio do trombo, a utilizagido de
outras técnicas que permitam avaliar o processo em questdo pode ser de grande
importancia para identificar os pontos chaves onde a MAGP1 possa estar atuando.
Assim o presente trabalho objetivou estabelecer a técnica de trombose arterial, induzida
por cloreto férrico, a fim de verificar através da microscopia intravital a possivel
participacdo de MAGP1 no processo trombdtico, assim como avaliar sua possivel

interacdo com componentes importantes do trombo, como as plaquetas.
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2. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o papel da MAGP1 no processo de
trombose arterial induzida por cloreto férrico e assistida por microscopia intravital.
2.1.0bjetivos especificos

2.1.1. Estabelecer a técnica de trombose arterial induzida por cloreto férrico e
assistida por microscopia intravital.

Dados anteriores sugerem que a MAGP1 estd de alguma maneira relacionada na
formagao do trombo arterial. Werneck et al. mostraram, através do modelo fotoquimico
de inducido do trombo, que animais deficientes em MAGP1 necessitam de quase o
dobro do tempo para que haja oclus@o no vaso sanguineo lesionado. Assim foi nosso
interesse desenvolver novas técnicas que permitiriam o estudo mais profundo da
dindmica da molécula em questdo no processo trombdtico. O FeCls provoca uma lesao
oxidativa em poucos minutos, desnudando localmente o endotélio, além disso, em
conjunto com a microscopia intravital permite a visualizagdo da trombogénese em
tempo real (Werneck et al. 2008).

2.1.2. Verificar o papel da MAGP1 no processo trombdético através da microscopia
intravital.

Numerosos estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de compreender os
processos envolvidos na formacdo do trombo, dentre eles, a criacdo de camundongos
geneticamente modificados, que apresentam deficiéncia em algum dos componentes da
hemostasia e também o desenvolvimento de técnicas que permitam o monitoramento da
trombogénese, como por exemplo, a microscopia intravital, que permite registrar a
formagao do trombo em tempo real (Kamocka et al. 2010).

Para melhor entender o que esta ocorrendo na formagdo de trombo em nosso
modelo animal, que apresenta um tempo de formag¢ao maior que os animais selvagens,

eles foram submetidos a uma cirurgia de formacéo de trombo arterial € monitorados por
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microscopia intravital, utilizando-se do cloreto férrico para ocasionar a lesdo. Ao
estabelecer a técnica de trombose arterial induzida por cloreto férrico e assistida por
microscopia intravital foi possivel verificar a influéncia da MAGP1 no processo
trombotico e comparar este modelo com o modelo fotoquimico através da analise da
reprodutibilidade na diferenca do tempo de oclusdo entre os animais selvagens e
deficientes em MAGPI1, assim como as emboliza¢des ocorrentes em animais onde
MAGPI ¢ ausente.

2.1.3. Verificar se a injecao de MAGP1 recombinante, de MAGP1-VGl1 e plaquetas
provenientes de animais selvagens tem capacidade de reestabelecer o tempo de
oclusao normal para formacao do trombo em animais deficientes em MAGP1.

Estudos anteriores demonstram que a inje¢do de MAGP1 recombinante
consegue reestabelecer o tempo normal de formac¢do do trombo através do modelo
fotoquimico de indu¢do da trombose arterial (Werneck et al. 2008). Por isso foi de
nosso interesse avaliar se ha o resgate do tempo de oclusdo pela MAGP1 recombinante
quando utilizada a técnica de inducéo da trombose por FeCls. Outra molécula avaliada
quanto a recuperagdo no tempo de oclusdo aumentado foi a MAGP1-VGI, que ¢ uma
mutagdo da MAGP1, obtida em nosso laboratoério através de duas mutagdes pontuais na
regido C-terminal, onde duas valinas foram substituidas por duas glicinas (regido de alta
homologia com a trombospondina).

Como mencionado anteriormente, estudos em nosso laboratdrio sugerem
algumas diferengas na protedmica das plaquetas de animais deficientes em fibrilinal
quando comparados aos animais selvagens. Além disso, ensaios in vitro com plaquetas
de animais deficientes em MAGP1 apresentaram menor agregacdo na presenca do
agonista ADP. Assim neste trabalho as plaquetas provenientes de animais selvagens

também foram injetadas em animais deficientes, a fim de verificar diferengas na

20



interacdo desses componentes essenciais na hemostase, tanto no tempo quanto na
dinamica de formagdo do tampao plaquetario.

2.1.4. Fazer analise protedmica de plaquetas provenientes de animais selvagens e
deficientes em MAGP-1.

Como ja citado as plaquetas sdo elementos essenciais na hemostase ¢ podem
formar o trombo arterial em caso de lesdo do vaso sanguineo. Assim, ¢ de grande
importancia analisar esses componentes quanto as possiveis diferencas que podem
apresentar nos diferentes gendtipos, como por exemplo em animais selvagens e
deficientes em MAGP1. A protedmica de plaquetas possibilita uma andlise das
proteinas presentes nesses corpusculos e através da comparagdo ¢ identificacdo é
possivel estabelecer ou ndo diferengas proteicas entre as plaquetas provenientes de
diferentes grupos de animais.

2.1.5. Clonar, expressar e purificar a MAGP1 fusionada com uma cauda
fluorescente, DsRed.

Depois de estabelecida a técnica de inducdo do trombo por FeCls e assistida por
microscopia intravital a avaliacdo da dindmica da trombogénese podera ser realizada.
Apds isto, poderemos analisar a acdo da MAGPI1 nesse processo. Para isso, MAGP1
sera clonada, expressa e purificada ligada a uma proteina fluorescente, DsRed, a fim de
ser detectada por microscopia intravital e avaliada quanto a sua interacdo na formagio

do trombo em tempo real.
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MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais e métodos
3.1. Materiais

Os vacuettes com citrato e ACD foram obtidos da GreinerBio-one, Americana,
SP, Brasil. Os eppendorff com beads foram adquiridos da GE Healthcare, Reino Unido.
O anestésico cloreto de ketamina foi adquirido da Agener Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Embu-Guacu, SP e o cloreto de xilazina da Vetbrands Satide Animal,
Paulinia, SP. Os demais reagentes foram produtos analiticos de uso corrente adquiridos
em empresas fornecedoras locais.
3.2. Animais

Para a execug@o dos experimentos, foram utilizados camundongos cedidos pelo
Dr Robert P. Mecham, Washington University School of Medicine (WUSW), EUA, os
quais sdo deficientes em MAGPI. Ja para o controle, foram utilizados camundongos
selvagens da linhagem C57BL/6, com idade entre 7-10 semanas ¢ com peso entre 21-
252 gramas provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica
(CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, SP. Os camundongos foram
mantidos em temperatura de 22+ 1°C em ciclo de claro-escuro de 12h, com livre acesso
a agua e a racdo. Os protocolos experimentais foram previamente submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/IB/Unicamp) (protocolo
n°2395-1). Além disso, para os roedores, foi utilizado dieta padrao (Nuvilab CR1%). Os
camundongos foram divididos em grupos experimentais conforme esquematizado nas

figuras 3.1 e 3.2:
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Padronizacao da técnica de
trombose arterial induzida por
cloreto férrico e ensaio Intravital

Camundongos C57BL/6 R ( Camundongos MAGP1-/-
Aplicacao de cloreto férrico com Aplicacao de cloreto férrico com
papel e filtro imido papel de filtro imido
J -

Camundongos C57BL/6 w ( Camundongos MAGP1-/-
Aplicacao de cloreto férrico com Aplicacao de cloreto férrico com

papel de filtro seco J papel de filtro seco

Figura 3.1. Fluxograma experimental da padronizagdo da técnica de trombose arterial induzida
por FeCls e assistida por microscopia Intravital. Os camundongos dos dois gendtipos, MAGP1**
e MAGP1"", foram divididos em dois grupos. O grupo 1 de cada genétipo foi submetido a lesio
arterial com papel de filtro embebido em FeCls (15%) timido e o grupo 2 de cada gendtipo foi
exposto a lesdo com papel de filtro embebido em FeCls (15%) e seco em estufa. Ambos os
grupos foram analisados quanto a formac¢do do trombo em tempo real por microscopia
intravital. n>6 por grupo.
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Quantificacao do tempo de oclusiao da
carétida direita com a injecao de
plaquetas, MAGP1 e VG1
e Ensaio Intravital

Camundongos C57BL/6
Plaquetas de C57BL/6

Camundongos C57BL/6
Plaquetas de MAGP1-/-

N )

Camundongos C57BL/6
Plaquetas de C57BL/6 + MAGP1

)

-/-

Camundongos C57BL/6
Plaquetas de MAGP-1-/- + MAGP

)

1

Camundongos C57BL/6
Plaquetas de C57BL/6 + VG1

)

Camundongos C57BL/6
Plaquetas de MAGP1-/- + VG1

Camundongos MAGP1-/-
Plaquetas de C57BL/6

Camundongos MAGP1-/-
Plaquetas de MAGP1-/-

_

Plaquetas de C57BL/6 + MAGP1

Camundongos MAGP1-/-

-/-

.

P

Camundongos MAGP1-/-
laquetas de MAGP-1-/- + MAGP

1

=

Camundongos MAGP1-/-
Plaquetas de C57BL/6 + VG1

[ I N N A B

I N N N R I

Camundongos MAGP1-/-
Plaquetas de MAGP-1-/- + VG1

|

Figura 3.2. Fluxograma experimental da quantificacdo do tempo de oclusdo apds a injegdo de
plaquetas, MAGP1 ¢ MAGP1-VGI1 e ensaio intravital. Os camundongos dos dois genotipos,
MAGP1”~ e MAGP1*", foram submetidos & injegdo de MAGP1 recombinante, de MAGP1-VG1
e de plaquetas provenientes tanto de animais selvagens, quanto de animais deficientes em
MAGPI1. MAGP1 recombinante e MAGP1-VGl1 foram injetados em concentragido de 50ug/kg e
as plaquetas foram injetadas em quantidade de 1x10%. n>6 por grupo.
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3.3. Trombose arterial induzida por cloreto férrico

Os animais foram anestesiados com os cloretos de ketamina (10% - 100mg/kg
de peso) e de xilazina (2% - 16mg/kg de peso) injetado de forma intramuscular e foram
colocados na posi¢ao supina. Logo apds, foi feita uma incisdo na média cervical do lado
direito, a fim de isolar a artéria carétida. A formac¢do de trombo foi induzida através de
duas técnicas isoladas, ambas por meio de um papel de filtro (1,0 x 1,0mm) saturado
com cloreto férrico (FeCls) Sigma Aldrich (15%) que foi posicionado na parte superior
da artéria cardtida por 2 minutos e provocou uma lesdo de fora para dentro no vaso.
Primeiramente, usou-se o papel de filtro umido nos animais no grupo 1 de cada modelo
animal. Posteriormente, os animais do grupo 2 de cada modelo animal foram
submetidos ao papel de filtro seco que, anteriormente, foi levado a estufa a 37°C por
periodo de aproximadamente 16h (Overnight), a fim de se obter o papel de filtro
saturado e seco. O tempo de oclusdo dos animais foi quantificado com o uso de sonda
de ultrassom modelo Transonic Flow Probe MAO SPSB para medi¢cdo do fluxo
sanguineo. Apos estabelecer a metodologia de lesdo da carotida, as imagens do vaso

foram capturadas por meio do uso da microscopia intravital.

Figura 3.3. Metodologia de indugio da trombose arterial por FeCls, na artéria cardtida direita de
camundongo. A) Incisdo na média cervical e isolamento da cardtida direita B) Les@o do vaso
por papel de filtro saturado com FeCl; (15%) e C) Posicionamento da sonda de ultrassom para
quantificagdo do tempo de oclusdo.
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3.4. Microscopia intravital

A andlise do trombo por meio da microscopia intravital foi realizada conforme
descrito por Kuijpers et al., com algumas modificagdes. Apos o procedimento de
quantificacdo do fluxo sanguineo, células brancas e plaquetas foram coradas com uma
solu¢do de Rhodamina 6G (Sigma Aldrich, St Louis-USA) (0,1%), para a padronizacdo
da técnica de trombose arterial induzida por FeCls. Para a injecdo de plaquetas, essas
foram coradas isoladamente com uma solu¢do de Rhodamina 6G (Sigma Aldrich, St
Louis-USA) (10%). Em ambas as marcacdes as solugdes foram injetadas pela veia
caudal dos animais. Os componentes do processo trombdtico foram analisados quanto
ao funcionamento com o auxilio de uma camera Axiocam HSm e o experimento foi
realizado no microscépio modelo Carl Zeiss Imager.A2. Foram gravados videos da
artéria cardtida direita de todos os grupos experimentais, antes e apds a lesdo por FeCls

(Kuijpers et al. 2009).

Para a andlise quantitativa das imagens obtidas por microscopia intravital foi
utilizado o software Image]. As imagens foram analisadas considerando a frag¢do de
area ocupada pelo trombo em cada um dos intervalos de tempo. Primeiramente as
imagens que estavam, originalmente, em escala de preto e amarelo foram convertidas
para a escala de cinza afim de se trabalhar melhor no software e convertidas em escala
“fire” de cores para a montagem das pranchas de imagens (figura 3.4). A area do vaso
foi tracada manualmente e a fragdo de area ocupada pela marcacdo foi determinada com
a aplicacdo de um limiar manual para converter a imagem 8-bits em binaria. O limiar foi

aplicado igualmente a todas as imagens e a fracdo de area medida.
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Yellow

B IMAGEM CONVERTIDA

Grays
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Figura 3.4. Conversao de escala do programa ImageJ. As imagens originais que estavam em
escala de amarelo e preto foram convertidas para escala de cinza para facilitar a andlise
quantitativa. Por fim, para a montagem das pranchas de imagens com seus respectivos
intervalos de tempo, usou-se a escala “fire” de cores.

3.5.Isolamento e inativacao de plaquetas

O sangue foi coletado por pungdo cardiaca com seringa com solu¢dao de ACD,
apos os animais serem anestesiados com os cloridratos de ketamina (10% - 100mg/kg
de peso) e de xilazina (2% - 16mg/kg de peso). O sangue coletado foi centrifugado a
2300xg por 10 segundos para cada 1ml de sangue a 25°C. Em seguida, 1ml do plasma
rico em plaquetas (PRP) foi coletado e adicionado a um eppendorf limpo. O plasma rico
em plaquetas foi centrifugado a 2200xg por 4minutos, afim de precipitar as plaquetas. O
sobrenadante foi descartado usando bomba de vacuo, cuidando pela remog¢do de todo
traco de plasma das paredes do tubo para evitar a formagdo de trombina durante os
passos seguintes. O precipitado de plaquetas foi ressuspendido em 1ml de Tampio
albumina Tyrode (NaCl 1,6g; KCIl 0,04g; NaH,P040,016g; NaHCO3 0,20g; MgCl»
0,20g;CaCl> 0,21g; HEPES 1,19g; glicose 0,01g) contendo 2ul de Heparina (10U/mL),

1uL de PGI2 (0,5uM) e 20uLde Apyrase (0,02U/mL) e em seguida incubado por 10
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minutos a 37°C. Por fim, a solugdo foi centrifugada a 1900xg por 4 min a 25°C e o

sobrenadante removido com bomba a vacuo, tendo como produto final o precipitado de

plaquetas.

3.6. Injecao de plaquetas, MAGP1 e MAGP1-VG1

O precipitado rico em plaquetas obtido, como ja descrito, foi ressuspendido em

Iml de tampdo Tyrode contendo 2uL. de Heparina (10U/mL), 1uL de PGI2 e 20pL de

Apyrase (0,02U/mL) e mantido em banho Maria a 37°C enquanto as plaquetas eram

quantificadas, aproximadamente 10 minutos. A quantificacdo de plaquetas foi realizada

conforme (Harrison, Briggs et al. 2004). Logo ap6s a quantificagdo das plaquetas, foram

feitas aliquotas ajustando a quantidade de células para 1x108 e a suspensdo de plaquetas

foi centrifugada a 1900xg por 4 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 60pul de

tampao Tyrode.

A MAGPI1-VG1 é uma versdo mutada de MAGP1 obtida em nosso laboratorio

através de duas mutagdes pontuais, onde se substituiu duas valinas por duas glicinas

como mostra a figura 3.5 e o anexo 1.
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Figura 3.5. Sequéncias de DNA correspondentes ao vetor MAGP-1 oriundas do animal
selvagem. (A) ao vetor MAGP-1 submetido ao primeiro processo de mutagénese sitio dirigida
(B) e ao vetor MAGP-1 ostentando a dupla mutagdo pontual (C). Em destaque, nota-se a
alteragcdo dos nucleotideos alvo resultando na substituicdo inicial de um aminoacido em VG2
(B) seguido de uma dupla substituicdo em VG1 (C).
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A MAGP-1 de origem bovina e a MAGP1-VG1 foram injetadas nos animais em
quantidade suficiente para se ter 50ug/kg.

Tanto as plaquetas, quanto MAGP1 ¢ MAGP1-VG1 foram injetadas pela veia
caudal dos animais cinco minutos antes da les@o na artéria cardtida direita por FeCls.

Os grupos experimentais foram divididos conforme a figura 3.2 e realizou-se o
procedimento cirurgico de isolamento da carotida direita seguida por lesdo através do

FeCl3; como descrito no item 3.3.

3.7.Protedomica de plaquetas

Para a analise protedmica de plaquetas o precipitado obtido como descrito no
item 3.5 foi congelado a -80C por periodo overnight. Em seguida foi realizada a
dosagem de proteina das amostras de plaquetas por Bradford, em placa de leitura de 96
pocos ¢ a leitura da absorbancia foi realizada a 595nm no leitor de placas de ELISA
modelo Synergy 2 (Biotek). As amostras foram separadas em aliquotas de 500pg de
proteinas para a analise protedmica em gel 2D.

A amostra de 500ug de proteinas, provenientes das plaquetas, foi misturada a
tampao Tioureia (ureia 7M; tioureia 2M; DTT 70mM; chaps 4%) e a 7uL. de anfdlito
para pH de 4-7. A quantidade de tampao Tioureia era somado a quantidade da amostra
de proteinas, em pL, e a quantidade de anfdlito, a fim de se ter um volume final de
350uL. Uma pequena quantidade de Bromophenol Blue foi adicionada ao preparo da
amostra. A amostra foi distribuida em sarcéfago, e em seguida a tira de gel desidratado,
com 18cm de comprimento para pH de 4-7 (GE healthcare) foi colocada em contato
com a amostra e coberta por solu¢do vedante plus one Dry strip Cover Fluid
(Amersham Biosciences). Para a focalizagdo isoelétrica foi utilizado o equipamento IPG
phor (Pharmacia Biotech) com o programa que levou ao acumulo de 70000V (figura

3.6).
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Para a separagdo das proteinas por massa molecular (segunda dimensdo) foi
utilizado gel de poli-acrilamina 12,5% (H20 8,7ml; tris8,8 16,9ml; acrilamida 18,8ml;
APS 10% 450ul; TEMED 45uL) preparado um dia antes da corrida e mantido a -20°C.
Antes da separacdo das proteinas por segunda dimensao, a tira de gel desidratado com a
amostra ja focalizada, foi estabilizada em duas solu¢des de SDS (ureia 1,44g, tris8,8
200uL, glicerol 1,38mL; SDS 0,08g) a primeira contendo DTT e a segunda com
iodocetamina, por 12 minutos cada. A tira estabilizada foi colocada sobre o gel de
poliacrilamida, o qual foi inserido em uma cuba contendo tampao de corrida (tris
30,3g/glicina 144,2g/ SDS 5g/ litro de agua Milli-Q). A cuba foi ligada a uma fonte
Electrophoresis Power supply- EPS601 (Amersham Biosciences), como mostra a figura
3.5, ajustada em dois programas: P1= 60V 400mA com durago de 1 hora e P3= 600V
35mA com tempo indeterminado, até o final da corrida.

Apds a separagdo das proteinas em 2D o gel foi fixado em uma solugio fixadora
(4cido fosférico 4mL; etanol 60mL) por periodo overnight (aproximadamente 16 horas).
Por fim, o gel foi corado por trés dias em solucdo de Coomassie Blue G (H2O 50mL,
acido Fosforico 20mL. sulfato de aménio 20g, brillant Blue G 0,24g, metanol 40mL).

Depois de corados, os géis foram digitalizados pelo equipamento Image
Quantum 150 (GE Healthcare) com a utilizagdo do software Image Quantum 150 e
posteriormente foram analisados pelo programa Mellanie 5.0. Foram comparados cinco
géis de cada gendtipo, selvagem (MAGP'"") e deficiente em MAGP”" (MAGP-17"), para
se estabelecer um unico gel padrio para ambos, obedecendo semelhanga de no minimo
85% entre os géis. Logo apos as regides de cada padrio foram analisadas quanto a
presencga e a expressao de cada spot de proteina e em seguida os dois géis padroes foram
comparados. A caracterizacdo das proteinas por espectrometria de massas ainda néo foi

realizada.
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Figura 3.6. Aparclho IPGphor de focalizagdo isoelétrica, correspondente a 1°dimensdo da
eletroforese 2D. Nesta etapa ocorreu a focalizac@o isoelétrica em uma gama de pH de 4,0 a 7,0.
Posteriormente as amostras foram submetidas a segunda etapa da eletroforese 2D.
3.8. Clonagem, Expressao e purificacio da MAGP1DsRed

Para a expressdo de proteinas por bactérias foi utilizado o Sistema PQE30 da
QIAGEN. Neste sistema a expressdo de proteinas ¢ feita por inducdo com IPTG
(IsoPropil Tio Galactosideo) um analogo de lactose. Como estratégia de sub-clonagem,
amplificamos o cDNA da DsRed do vetor adicionando um sitio de restricdo para a
enzima BamH1 na regido 3’e 5’ do segmento. Apos amplificagdo por PCR, o fragmento
amplificado foi tratado com a enzima, bem como o vetor pQE30-MAGP1. Eletroforese
em gel de agarose foi realizada e os fragmentos foram purificados utilizando-se o kit

Quick gel extracion (Invitrogen, Carlsbad). Uma reagdo de ligagdo foi realizada para

posterior transformagdo das bactérias DH5a. (célula competente — cepa de E.coli).

3.8.1. Transformacio em E. coli M15 competentes e DH5a

Aproximadamente 5 pL da reacdo de ligacdo purificada foram colocados no
fundo de um tubo estéril e 50ul. da suspensdo de bactérias competentes foram
colocadas sobre o DNA. A mistura ficou em repouso em gelo por 30 min e logo a seguir
prosseguiu-se com o processo do choque térmico. Os tubos foram incubados a 42°C por

exatamente 30 segundos ¢ logo em seguida recolocados no gelo por mais 2 min. Logo
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apos, acrescentou-se ao contetido do tubo 500 pLL de meio SOC (triptona 20 g/L, extrato
de levedura 5 g/L, NaCl 1 mol/L, KCI 0,25 mol/L, MgSO4 2 mol/L e glicose 1 mol/L).
Os tubos foram ent3o incubados a 37°C sob agitacdo constante (225 rpm) por 2 horas.
As suspensdes foram entdo plaqueadas em meio BHI-agar, contendo 100 pg/mL de
ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C por 12-18 h. Algumas das coldnias
obtidas foram utilizadas para averiguar a expressao através do protocolo de expressido

em pequena escala, como descrito pelo fabricante (QIAGEN, 2003).

3.8.2.Expressao em pequena escala (Mini-Expressio) de MAGP1DsRed

Algumas colonias obtidas apds transformagdo foram isoladamente expandidas
em 3 mL de meio BHI contendo 25 pg/mL de kanamicina e 100 pg/mL de ampicilina,
durante 12-18 h a 37°C sob agitagdo constante (225 rpm). Estas culturas saturadas
foram diluidas 1:50 em 3 mL de meio BHI contendo 25 pg/mL de kanamicina e 100
ug/mL de ampicilina e foram crescidas a 37°C sob agitacdo constante (225 rpm). Ao
atingir a densidade optica de 0,6 a 600 nm foi adicionado IPTG na concentragdo final de
1 mmol/L para a inducdo da expressdao da proteina. Essa indu¢do ocorreu a 37°C, sob
agitacdo constante (225 rpm) durante 4-5 h. As bactérias foram sedimentadas por
centrifugacdo a 4000xg por 20 min a 4° C. O precipitado foi ressuspendido em 100 pL
de tampao de lise e, destes, 20 uL foram unidos a 20 pL de tampao de amostra redutor
duas vezes. Dessa mistura 20 pL. foram submetidos a um SDS-PAGE. Apés a corrida, o
gel foi corado com azul de Coomassie para visualizagdo das proteinas dos extratos
bacterianos e para verificar quais clones apresentavam alta expressdo do dominio de
interesse. Uma colonia foi escolhida para a expressdo em larga escala e purificacdo

(QIAGEN, 2003).
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3.8.3.Expressao e purificacao em larga escala de MAGP1DsRed

Uma das colodnias de E. coli M15 contendo o inserto foi escolhida apds ensaio de
mini-expressao foi cultivada em 10 mL de meio BHI contendo 25 pg/mL de kanamicina
e 100 pg/mL de ampicilina, durante 12-18 h a 37°C sob agita¢ao constante (225 rpm).
Esta cultura saturada foi diluida 1:50 em 200 mL BHI contendo 25 pg/mL de
kanamicina ¢ 100 ug/mL de ampicilina e foram crescidas a 37° C sob agitagdo constante
(225 rpm). Ao atingir a densidade optica de 0,6 a 600 nm foi retirado 1 mL para
controle e em seguida foi adicionado IPTG na concentragdo final de 1 mmol/L para a
inducdo da expressdo da proteina. Ento, a cultura foi agitada a 37°C por mais 4 h ¢ 30
minutos, 1 ml foi retirado para controle. As bactérias foram coletadas por centrifugacdo
a 4000 xg por 20 min a 4°C. O precipitado foi utilizado no processo de purificagdo.
Brevemente, o precipitado de bactérias obtido apds indugdo, foi ressuspendido em 10
mL de tampdo de lise desnaturante (8 mol/L ureia, 100 mmol/L de NaH»POas, 10
mmol/L de Tris-HCI pH 8,0). O extrato bacteriano obtido foi clareado por centrifugacao
(10000 xg por 30 minutos, a 4°C) e o sobrenadante resultante foi incubado com 4 mL da
resina NTA-Ni-Agarose, previamente equilibrada no tampao de lise sendo assim
submetido a uma cromatografia de afinidade. Essa incubago ocorreu durante 12-18 h, a
4°C, em um tubo, sob rotacdo (Homogenecizador de solugdo AP22 Phoenix). As
proteinas contendo a sequéncia de 6 histidinas ligaram a resina NTA-Ni-Agarose
através de ligacdo de coordenacio do cation Ni*>" imobilizado e das histidinas presentes
na quimera proteica com 6 histidinas. A resina foi transferida a uma coluna e lavada
com 50 mL de tampdo de lavagem (8 mol/L ureia, 100 mmol/L de NaH;PO4, 10
mmol/L de Tris-HCl pH 6,3) para que proteinas fracamente ligadas, por possuirem
histidinas sequenciais, se desligassem da coluna e diminuissem a contaminagdo da

proteina de interesse. Apos as lavagens, tentou-se eluir a proteina recombinante com 20
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mL de tampao de elui¢do (8 mol/L ureia, 100 mmol/L de NaH2PO4, 10 mmol/L de Tris-
HCI pH 4,5). Todas as etapas da purificacdo foram monitoradas através de SDS-PAGE
(Qiagen, Valencia, CA), corado com azul de Coomassie. A amostra entdo ¢ renaturada
através de uma dialise onde a mesma ¢é submetida a uma solucdo de acido acético 50
mmol/L. A amostra sera liofilizada e a proteina obtida sera ressuspendida em um
pequeno volume de acido acético 50 mmol/L (QIAGEN, 2003). Um pequeno volume
desta amostra sera aplicado em um gel SDS PAGE 12,5% para quantificacdo (Image

Quant 150, GE).

4. Andlise dos resultados
Os resultados foram expressos como média + DP. As diferencas entre médias
foram analisadas pelo teste t-Student, por meio do programa Prisma 5.0, com critério de

significancia p< 0.05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Trombose arterial induzida por cloreto férrico

No presente trabalho, utilizou-se de papel de filtro embebido em FeCl; com
concentragdo de 15% para lesionar a artéria cardtida de camundongos e essa
concentragdo se mostrou propicia para causar uma lesdo grave no vaso em questdo,
afinal foram necessarios apenas dois minutos para que a substincia disparasse o
processo trombotico. Porém, a forma de embeber o papel de filtro se mostrou como uma
interferéncia para que a lesdo se tornasse padrdo nos grupos de animais testados. O
papel que foi encharcado em FeCls e logo posicionado sobre a artéria carotida
provavelmente sofreu variagdes na concentragdo de um teste para o outro o que resultou
em diferengas significativas quanto ao tempo de oclusdo em um mesmo grupo de
animais em que se era esperado um tempo uniforme. Ja o papel embebido em cloreto
férrico e seco em estufa gerou uma lesdo uniforme nos grupos de animais, o que
resultou em dados significativos estatisticamente quanto ao tempo de oclusdo entre os
diferentes grupos, selvagens e deficientes em MAGPI.

Assim como o modelo fotoquimico de indugdo, a técnica de FeClz em papel de
filtro utilizada no presente trabalho mostrou que os animais deficientes em MAGP1 tém
um atraso significativo na formacdo do trombo quando comparados aos animais
selvagens, com tempo médio de oclus@o de seis e dez minutos, respectivamente. Assim,
mesmo utilizando-se de técnicas diferentes, a diferenga no tempo de oclusdo dos
diferentes grupos de animais persistiu, mostrando que a técnica de indugdo do trombo
por FeCl; foi eficaz.

Neste trabalho usou-se papel de filtro (Immx1mm) embebido em FeCls (15%)
umido ou seco em estufa para provocar a lesio arterial.

A analise do fluxo sanguineo em animais selvagens e deficientes em MAGP1

em que se provocou a lesdo da cardtida direita por papel de filtro embebido em FeCls
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ainda umido ndo apresentou diferenga significativa quanto ao tempo de formacdo do
trombo entre esses animais. Além disso, dentro dos grupos com o mesmo genotipo
houve alta variacdo do tempo de oclusio como mostra a figura 5.1. Tal resultado
provavelmente foi gerado pela variacdo da quantidade de FeCls aplicada ao embeber o

papel de filtro na solug¢do de FeCls, e causar a lesdo com ele ainda timido.
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Figura 5.1. Tempo de oclusdo da artéria cardtida em animais selvagens e deficientes em
MAGPI. Lesdo vascular provocada por papel de filtro imido embebido em cloreto férrico com
concentragdo 15%. n> 6 para cada grupo.

Na tentativa de sanar o problema de variagdo na concentragdo de FeCls, o papel
de filtro foi seco em estufa por periodo overnight. Com a utilizagdo do papel de filtro
embebido em solugdo de FeCls e seco em estufa, a diferenca do tempo de ocluséo entre
os animais controle e deficientes em MAPGI foi significativa. Os animais selvagens
apresentaram tempo de oclusdo de 434.7 = 19.56 segundos, enquanto MAGP™ teve o

vaso ocluido em 616.8 £ 11.51 segundos (p<0.05) (figura 5.2).
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Figura 5.2. Tempo de oclusdo da artéria cardtida em animais selvagens e deficientes em
MAGPI1. Lesdo vascular provocada por papel de filtro embebido em cloreto férrico com
concentragdo 15% e seco em estufa. n> 6 para cada grupo.

As diferencgas entre os resultados das metodologias utilizadas neste trabalho
sugere que o papel embebido em solugdo de FeClz 15% e seco em estufa é o método
mais eficaz e reprodutivel para causar a lesdo no vaso sanguineo e verificar o tempo de
formag@o do trombo no modelo animal escolhido, ja que esta metodologia resulta em
uma diferenca significativa quanto ao tempo de oclusdo entre os animais selvagens e os
deficientes em MAGPI, reproduzindo os dados obtidos anteriormente, mostrando que
MAGPI tem fungdo na hemostase e trombose arterial. A figura 5.3 mostra a diferenca
entre o tempo de oclusdo de animais selvagens e deficientes em MAGP1 utilizando-se

dos dois métodos para causar a leso.
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Figura 5.3. Comparacdo do tempo de oclusdo com o uso de duas metodologias diferentes para
ocasionar a trombose arterial por cloreto férrico. As barras azuis representam o tempo de
oclusio da artéria car6tida em animais MAGP"" ¢ MAGP”" com a utilizagio do papel de filtro
embebido em FeCl; (15%) ainda imido. As barras vermelhas representam o tempo de ocluséo
da artéria cardtida nos diferentes genotipos com a utilizagdo do papel de filtro também

embebido em FeCls (15%) mas seco em estufa. n>6 para cada grupo.

A trombose arterial € a causa mais comum de morte no mundo moderno. Para o
estudo da trombogénese in vivo sdo utilizadas diversas técnicas para causar a injuria
vascular. Entre as técnicas mais utilizadas, estdo o modelo de indugao elétrica, o modelo
de injuria por cateter, indug¢do fotoquimica e o modelo de inducdo por FeCl; (Owens
and Mackman 2010).

Apesar de o modelo fotoquimico de indugdo estar bem estabelecido em nosso
laboratdrio, esse método apresenta algumas desvantagens que impedem a utilizacdo
simultanea de outras técnicas, por exemplo, a microscopia intravital. Estudos anteriores
€ a nossa propria experiéncia mostraram que a técnica de inducdo fotoquimica exige
grande tempo para a formagdo do trombo, o que ocasiona problemas na

reprodutibilidade (Umemura 1997).
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O FeCls tem a propriedade de danificar o endotélio e expor a matriz
subendotelial através de uma lesdo oxidativa generalizada (Ni et al. 2000) e em apenas
dois minutos pode danificar o vaso sanguineo em estudo levando-o a oclusdo (Watson
et al. 1985; Kurz et al. 1990). Além de ser um método rapido, a técnica de indugio da
trombose arterial por FeCls pode gerar lesdes com gravidades e tempos diferentes
através da variagdo na concentragdo de FeCls (Farrehi et al. 1998), mostrando-se uma
possivel solu¢do para os empecilhos encontrados na técnica de inducdo fotoquimica do
trombo.

Eckly e cols. avaliaram a indu¢@o e formagdo do trombo utilizando diferentes
concentracdes de FeCls e diferentes periodos de aplica¢do. A formacdo e o tamanho do
trombo (um?) se mostraram dose dependente quando se utilizou as concentracdes de
FeCls 2,5%, 5%, 7,5% e 10%. Maiores concentracdes como 20% levaram o vaso a
opacidade dificultando a visualiza¢do do trombo por microscopia intravital. Entretanto a
lesdo na artéria cardtida por dois minutos, com papel de filtro embebido em FeCl; na
concentragdo de 7,5%, ndo foi o suficiente para ocluir todo o diametro do vaso (Eckly et
al. 2011).

Através de microscopia eletronica, Eckly et al. constataram que apos dois
minutos de lesdo na artéria cardtida de camundongos por aplicacao de FeCls, plaquetas,
eritrocitos e fibrina eram encontrados junto com numerosos ions férrico esféricos no
endotélio, aos quais as plaquetas se aderem formando agregados. Cinco minutos apds a
injaria foi observado trombo parietal, composto por grande nimero de plaquetas e
coberto por fibrina. Oito minutos apds a lesdo, o lumen do vaso sanguineo foi
totalmente ocluido por plaquetas ativas mais ao interior e discoides na periferia do vaso.
O FeCls parece alterar a habilidade de proteinas adesivas, como o colageno,

fibrinogénio e fator de von Willebrand na adesdo das plaquetas (Eckly et al. 2011).
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Dogne et al. utilizaram a técnica de inducdo de trombose por FeCls na artéria
coronaria de suinos com concentra¢des de 20% e 50% dessa substancia. Observou-se
que as trés camadas que constituem o vaso saudavel, intima, média e adventicia, foram
danificadas no local onde se aplicou uma tira de tecido embebida em cloreto férrico com
concentracdo de 50% por 45 minutos, ja a substidncia em concentragdo de 20% ndo
lesionou o vaso e neste caso ndo houve oclusao (Dogne et al. 2005).

Liu Xu et al. induziram a trombose arterial em camundongos a partir de dois
papéis de filtro saturados com diferentes concentra¢des de FeCls (2%, 2,4% ¢ 2,5%), os
quais foram colocados nos dois lados opostos da cardtida, um abaixo e um acima, por 3
minutos. Apos a leitura do fluxo sanguineo por meio de uma sonda, constatou-se que
com concentracdo de 2% o FeCls; ndo foi capaz de interferir no fluxo sanguineo, em
concentracdo de 2,4%, 6 de 9 animais tiveram o vaso ocluido em 30 minutos, ja em
concentracio 2,5% o FeCls foi capaz de causar uma lesdo que levou a oclusdo do vaso
em 10 minutos. Assim, observou-se que quanto maior a concentragdo de FeCls aplicado,
mais rapidamente o vaso € ocluido. Neste estudo o uso de dois papeis de filtro
aumentou a sensibilidade do vaso para a lesdo, ja que atingiu uma area maior do que se
fosse usado apenas um papel de filtro (Wang and Xu 2005).

Tanto Dogne et al. quanto Liu Xu ef al. sugerem que o FeClz pode provocar
lesdo endotelial e a formagdo induzida de trombo oclusivo composto por plaquetas
ativadas, fibrina e eritrécitos, porém a taxa de formag¢do do trombo depende da
concentracdo deste composto.

Embora nenhuma patologia humana tenha sido associada as muta¢des no gene
de MAGP1, Weinbaum et al. verificaram que a auséncia de MAGP1 esta relacionada a
obesidade e ao retardo no tempo de cicatrizagido dos tecidos em camundongos. Werneck

et al. demonstraram, por meio de ensaios de inducdo fotoquimica com rosa de bengala,
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que ha necessidade de maior tempo para que ocorra a oclusdo do vaso sanguineo de
animais deficientes em MAGP1 (aproximadamente 99 minutos) quando comparados a
animais selvagens (aproximadamente 57 minutos). Além disso, mostrou-se que o
animal heterozigoto para MAGPI tem tempo de oclusdo intermediario (73 +17.8
minutos), o que sugere que a dose do gene é efetiva na recuperacdo do tempo de
formagdo do trombo. MAGP1 parece ter fungdo, também, na hemostase no sistema
venoso, ja que o tempo de sangramento da veia caudal de camundongos MAGP17 (150
+ 19 segundos) é maior do que em animais MAGP"" (81%15 segundos) (Weinbaum et
al. 2008; Werneck et al. 2008). O tempo prolongado no tempo de oclusdo dos animais
deficientes em MAGP também foi constatado através do modelo de indugdo por cloreto
férrico, padronizado no presente trabalho.

5.2. Microscopia Intravital

No presente trabalho, a microscopia intravital pode ser estabelecida devido a
padronizacdo da técnica de indug@o do trombo por FeCls e foi importante no estudo da
dindmica de componentes do trombo, como as plaquetas. Além disso, a técnica expande
as chances de se poder visualizar in vivo a atuacdo de MAGP1 na hemostasia.

A principio, a artéria carétida direita dos animais MAGP™" e MAGP™", isolada e
lesionada por FeCls, foi submetida a microscopia intravital antes da lesdo e por 12 e 15
minutos apos a injuria. As imagens obtidas mostraram que a formacdo do trombo nos
animais selvagens ¢ mais rapida, aproximadamente 6 minutos, ¢ o trombo se apresenta
mais fixo a parede do vaso, enquanto que nos animais deficientes em MAGPI a
formagdo do trombo foi mais demorada, aproximadamente 10 minutos, aparentemente,
devido as sucessivas emboliza¢des que ocorreram durante a formagdo do trombo nesses
animais (figuras 5.4 e 5.5). A quantificacdo da fracdo de area do vaso ocupada pelo

trombo nas imagens também mostraram que a area ocupada pelo trombo é menor
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(aproximadamente 50%) em animais deficiente em MAGP1 quando comparado a area
ocupada em animais selvagens (aproximadamente 100%) (figura 5.6).

Tal constatacdo foi feita por Werneck et al. através do modelo fotoquimico de
inducio do trombo, onde a oclusdo dos animais MAGP"" foi rdpida e o trombo se
mantinha fixo a parede do vaso, uma vez que o trombo comegava a se formar, em
contraste com a trombose em animais MAGP”", apresentou tempo prolongado para a

oclusdo, além de embolizagdes frequentes do trombo (Werneck et al. 2008).

WT

0Omin 12 min

MAGP-/-

Omin 12 min

Figura 5.4. Microscopia intravital da formagao da trombose arterial em camundongos selvagens
e deficientes em MAGP1. Cardtida direita dos animais MAGP1"* e MAGP1” sem lesdo (0
min.) e apos 12 minutos da lesdo ocasionada por papel de filtro embebido em cloreto férrico
(15%) e seco em estufa, respectivamente. Aumento de 10X.
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Figura 5.5. Microscopia intravital da formag@o da trombose arterial na artéria carotida direita
de animais selvagens e deficientes em MAGPI. Carétida direita dos animais MAGP1""e
MAGP"antes da lesdo (0 min.) e apds a lesdo em intervalo de 15 minutos. Aumento de 5X.
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Figura 5.6. Andlise quantitativa da técnica de microscopia intravital. As andlises foram
realizadas utilizando-se das imagens obtidas pela microscopia intravital e considerando a frago
de area ocupada pelo trombo em cada uma das imagens, nos diferentes intervalos de tempo.
Neste experimento foram marcadas as células brancas e plaquetas.

Posteriormente, os animais de ambos os gendtipos receberam a injecdo de
MAGPI recombinante e MAGP1-VG1, ambas obtidas por nosso grupo de pesquisa, e
submetidos a microscopia intravital. Nos animais selvagens a injecdo tanto de MAGP1
quanto MAGP1-VGI1 nio alterou a formagdo do trombo, como esperado, ja que esses
animais possuem MAGPI enddgena. Os animais MAGP1”" sofreram alteracdes na
formacdo do trombo. Quando injetado MAGP1 recombinante (50 pg/kg de peso), a
dindmica de formacdo do trombo se tornou semelhante a formacdo trombotica dos

animais selvagens e resultou em um trombo macico, ocluindo grande area do vaso
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(figura 5.7 e 5.8) e formado em menor tempo. Ja a inje¢do de MAGP1-VG1 nio foi
capaz de resgatar o tempo de oclusdo e nem evitar as embolizacdo do trombo ocorrentes
nos animais deficientes em MAGP1 (Figura5.7 e 5.9), sugerindo que esta regido da
MAGP1 semelhante a TSP-1 parece ser importante para a estrutura e funcdo da MAGP1

no processo trombdtico.
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Figura 5.7. Microscopia intravital da formacdo da trombose arterial da artéria cardtida direita
de animais selvagens e deficientes em MAGPI1, apds a inje¢do de MAGP1 recombinante e
MAGP1-VGI. Cardtida direita dos animais MAGP1"" ¢ MAGP1”"com a injecio de MAGP1
recombinante ¢ MAGP1-VGI1, antes da lesdo (0 min.) e apds a lesdo em intervalo de 15
minutos. Aumento de 5X.
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Figura 5.8. Analise quantitativa da técnica de microscopia intravital. As analises foram
realizadas utilizando-se das imagens obtidas pela microscopia intravital e considerando a fragio
de area ocupada pelo trombo em cada uma das imagens, nos diferentes intervalos de tempo.
Neste experimento foram marcadas as células brancas e plaquetas.
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Figura 59. Andlise quantitativa da técnica de microscopia intravital. As andlises foram
realizadas utilizando-se das imagens obtidas pela microscopia intravital e considerando a fragéo
de area ocupada pelo trombo em cada uma das imagens, nos diferentes intervalos de tempo.
Neste experimento foram marcadas as células brancas e plaquetas.

5.3. Injecao de plaquetas, MAGP1 e MAGP1-VG1

O fluxo sanguineo dos grupos experimentais descritos no item 3.2 foi
monitorado quanto ao tempo de oclusdo com a inje¢do de plaquetas, de MAGPI1 ou
MAGP1-VGl, além disso, todos os grupos foram analisados por microscopia intravital.

As plaquetas tém funcdo essencial na hemostase e alguns problemas nesse
processo podem estar relacionados a anormalidades plaquetdrias. Embora MAGP1 nédo
esteja presente nas plaquetas, ela interage com outras proteinas importantes para a
agregacdo das plaquetas, como o fator de Von Willebrand, fibronectina e fibrinogénio
(Alevriadou et al. 1993; Israels et al. 2001; Werneck et al. 2004; Heemskerk et al. 2005;
Werneck et al. 2008).

Owlowski et al. verificaram que a injegdo de 50x10° plaquetas ¢ suficiente para
que ocorra a trombose venosa proximo ao original, ou seja, esta quantidade de plaquetas
¢ suficiente para a formagao do trombo em sistema venoso (Orlowski et al. 2009).

Estudos anteriores utilizaram-se da injecdo de plaquetas para analisar a
agregagdo plaquetaria em arteriolas de animais deficientes em fibronectina (pFN) por

microscopia intravital. Com a injegdo de 5x10° plaquetas/g (aproximadamente 8% do
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total de plaquetas endogenas) provenientes do mesmo gendtipo do animal injetado e
antes da lesdo por FeCl; conseguiu-se mostrar diferencas na agregacdo plaquetaria de
animais selvagens e deficientes em pFN. Os camundongos deficientes em fibronectina
ndo apresentaram defeitos quanto ao desenvolvimento trombotico e sim na estabilidade
do trombo, sugerindo que a fibronectina tem fung¢do na ancoragem do trombo (Ni et al.
2000; Ni et al. 2003).

Neste trabalho a quantidade de plaquetas injetadas, 1x10%, corresponde a
aproximadamente 6% da quantidade total de plaquetas enddgenas, considerando que os
camundongos tém aproximadamente 1x10° plaquetas por pl de sangue. O nimero de
plaquetas foi escolhido de acordo com o objetivo do presente trabalho, que ¢ avaliar a
dindmica das plaquetas na formacdo do trombo tanto em animais selvagens como
deficientes em MAGP1”". Uma maior quantidade de plaquetas poderia aumentar a
volemia do animal ¢ interferir na formacéo do trombo.

A injeciio de plaquetas provenientes tanto de animais MAGP1"" quanto de
animais MAGP1”~ nio demonstrou interferéncia significativa no tempo de oclusdo dos
animais dos diferentes gendtipos (figuras 5.10 e 5.11), o que sugere que assim como
demonstrado in vitro, as plaquetas ndo tém sua funcdo prejudicada pela auséncia de
MAGPI, in vivo. Entretanto as imagens obtidas por microscopia intravital mostraram
que apesar de as plaquetas se agregarem e aderirem normalmente na fase primdaria de
formacdo da trombose, ha uma instabilidade do trombo nos animais deficientes em
MAGPI1 (Figura 5.12), além disso, a quantificagdo da fragcdo de area do vaso, ocupada
por plaquetas marcadas, apds a lesdo arterial, mostrou que em animais MAGP”" as
plaquetas ocluem aproximadamente 50% do vaso, enquanto que em animais selvagens a
oclusdo e de aproximadamente 100% da area da artéria (figura 5.13). Assim, a andlise

da injegdo das plaquetas por microscopia intravital sugere que MAGP1 nlo interfere na
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adesdo e agrega¢ao das plaquetas no inicio da formagdo do trombo, ao contrario do que
ocorre, por exemplo, com animais deficientes em Fator de von Willebrand (vWF),
molécula esta que tem fungdo de induzir a adesdo plaquetaria primaria (Ruggeri 1997).

Nestes animais a auséncia de vWF atrasa a adesdo plaquetaria (Ni et al. 2000).
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Figura 5.10. Tempo de oclusio da artéria cardtida direita em animais MAGP1"* apds a injegdo

de plaquetas provenientes de animais MAGP1"* ¢ MAGP1™", respectivamente. n>6 para cada
grupo.
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Figura 5.11. Tempo de oclusio da artéria cardtida direita em animais MAGP1” ap6s a injecdio
de plaquetas provenientes de animais MAGP1"" e MAGP17, respectivamente. n>6 para cada

grupo.
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Figura 5.12. Microscopia Intravital da trombose arterial na cardtida direita de animais
selvagens e deficientes em MAGP1. Carétida direita de animais MAGP1"* ¢ MAGP1™”* com a
injecdo de plaquetas, antes da lesdo (0 min.) e apds a lesdo em intervalo de 15 minutos.
Aumento de 5X.
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Figura 5.13. Analise quantitativa da técnica de microscopia intravital. As andlises foram
realizadas utilizando-se das imagens obtidas pela microscopia intravital e considerando a fragao
de area ocupada pelo trombo em cada uma das imagens, nos diferentes intervalos de tempo.
Neste experimento foram marcadas somente plaquetas e injetadas em quantidade de 1x103.

Apesar de animais MAGP1”" apresentarem numero reduzido de plaquetas (770
000+202 000 plaquetas/pl) quando comparados aos animais selvagens (1 020 000+ 159
000 plaquetas/pl), ndo foram constatadas alteracdes evidentes na funcfo das plaquetas
de animais deficientes em MAGPI1, quando submetidas a testes de agregacdo com
varios agonistas (Colageno, ADP, Acido Aquidénico e Epinefrina). Isso sugere que as
plaquetas de animais MAGP”" respondem ativamente ao processo trombdtico como as
plaquetas dos animais MAGP1™* (Werneck et al. 2008).

Quando as plaquetas foram injetadas em conjunto a MAGP1 recombinante
(50pg/Kg de peso corporal), houve recuperacdo no tempo de oclusdo dos animais
MAGP17~ (355.2 + 14.11 segundos) em relacdo aos animais MAGP1"* (353.5 + 17.13
segundos) (Figuras 5.14 e 5.15). Werneck et al. ja haviam demonstrado que a injecdo de
MAGPI recombinante em concentragdo de 50ug/Kg, consegue restabelecer o tempo de
oclusdo nos animais deficientes em relacdo aos selvagens, sugerindo sua possivel
participacdo no processo da trombogénese (Werneck et al. 2008).

MAGPI! recombinante quando injetada em animais MAGP1”" pode ser

visualizada por imuno-histoquimica na interface do trombo com a parede do vaso, o que

51



sugere que MAGPI1 facilita a formag¢do do trombo e mantém os componentes
trombdticos ancorados a parede do vaso sanguineo (Werneck et al. 2008).

Animais deficientes em TSP1 também sofrem diversas embolizagdes na
formacdo do trombo, causadas por deficiéncia na adesdo do trombo ao vaso lesionado,
semelhante ao que ocorre com MAGP1 (Bonnefoy et al. 2006).

A injecdo de MAGP1 foi capaz de conter as embolizagdo ocorrentes nos animais
MAGP1”" e formar um plug hemostatico oclusivo, mostrando mais uma vez que sua
fun¢do esta possivelmente ligada a ancoragem ¢ adesdo do trombo ao vaso.

O ensaio intravital também mostrou que a injecdo de MAGP1 recombinante
consegue recuperar a dindmica de formacdo do trombo, evitando as embolizagdes que
geralmente ocorrem em animais MAGP1” (Figura 5.16), além disso, a 4rea do vaso
ocupada pelo trombo em animais deficientes em MAGP1 foi maior com a inje¢do da

MAGPI1 recombinante (figura 5.17).
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Figura 5.14. Tempo de ocluso da artéria carétida direita em animais MAGP1”" apés a injecdo
de plaquetas provenientes de animais MAGP1""" e MAGP1"- ¢ MAGP]1 recombinante. n>6 para

cada grupo.
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Figura 5.15. Tempo de ocluso da artéria carétida direita em animais MAGP1”~ ap6s a injecio
de plaquetas provenientes de animais MAGP1"" e MAGP1"- e MAGP1 recombinante. n>6 para

cada grupo.
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Figura 5.16. Microscopia intravital da trombose arterial na artéria carétida direita de animais
selvagens e deficientes em MAGP1 com a injecdo de plaquetas e MAGP1 recombinante.
Carétida direita de animais MAGP1"" ¢ MAGP1”~ com a injegdo de plaquetas ¢ MAGP1
recombinante, antes da lesdo (0 min.) e apds a lesdio em intervalo de 15 minutos. Aumento de
5X.
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Figura 5.17. Andlise quantitativa da técnica de microscopia intravital. As andlises foram
realizadas utilizando-se das imagens obtidas pela microscopia intravital e considerando a fragao
de area ocupada pelo trombo em cada uma das imagens, nos diferentes intervalos de tempo.
Neste experimento foram marcadas somente plaquetas e injetadas em quantidade de 1x103.

Em outro teste, as plaquetas foram injetadas com a MAGP1-VGI, mutante de
MAGPI, com duas mutagdes pontuais feitas com a substituicdo de duas valinas por
duas glicinas.

Um peptideo da regido C-terminal de MAGPI ¢ muito parecido com um
peptideo da mesma regido da trombospondinal (TSP1), glicoproteina com fungido na
agregacdo estavel das plaquetas durante a formag@o do codgulo, que parece perder sua
fun¢do quando se substitui, no peptideo em questdo, duas valinas por duas glicinas

(Bonnefoy et al. 2001).
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A trombospondina esta presente na parede dos vasos € nos a- granulos das
plaquetas, de onde pode ser secretada no caso da ativagdo plaquetéria . E sintetizada
por diversos tipos celulares como células endoteliais, células musculares lisas e
fibroblastos (Lawler et al. 1993). Assim, foi de interesse do nosso laboratério fazer essa
mesma mutagdo em MAGPI1 a fim de verificar se esta também tem sua atividade em
recuperar o tempo de oclusao alterada.

Lagadec et al. sugerem que TSP1 tem a fun¢fo de recrutar plaquetas no caso de
inflamacao do endotélio. Além disso, TSP1 tem a propriedade de ancorar o trombo
durante seu desenvolvimento em veias ou arterias danificadas (Bonnefoy et al. 2001;
Lagadec et al. 2003; Bonnefoy et al. 2006).

Através da comparacdo das sequéncias de aminoacidos da MAGP1 com a da
TSP1, é possivel verificar um peptideo bastante semelhante situado em suas regides C-
terminal. MAGPI1, assim como a TSP1, tem habilidade de interagir com diversas
proteinas da matrix extracelular, além disso, animais deficientes em TSP1, submetidos
ao modelo fotoquimico de indugdo do trombo, apresentam tempo de oclusdo aumentado
(aproximadamente 23 minutos em artérias e 17 minutos em veias) em relagdo ao
selvagem (aproximadamente 9 minutos em veias € 12 minutos em arterias) e a inje¢ao
de TSP1 (80pg/kg de peso corporal) ¢ capaz de recuperar o tempo de oclusdo em
animais deficientes em TSP1 assim como ocorre com MAGP1 (Bonnefoy et al. 2006).

Apesar das semelhangas, ao contrario de MAGP1, TSP1 tem sua fun¢do bem
definida na agregacdo e adesdo plaquetaria, j4 que interage com varios receptores do
processo de adesdo, como CD36 (Boukerche and McGregor 1988) integrinas oumpPs*> e
ovB3*? e CD47, com proteinas adesivas como fibronectina, TGF-B e coldgenos e com

proteases como trombina, elastase e plasmina (Gao et al. 1996).
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MAGPI1-VGI apresentou diferenca significativa quanto ao tempo de oclusio,
tanto quando comparado aos animais selvagens, quanto quando comparado aos animais
deficientes em MAGP1, o que sugere que MAGP1-VG1 conseguiu diminuir levemente
o tempo de oclusdo em animais deficientes em MAGP1 (513.3 = 16.67 segundos),
entretanto ndo apresentou a mesma eficiéncia no resgate do tempo e na contengéo das
embolizagdes como MAGP1 recombinante. Além disso, MAGP1-VG1 néo foi capaz de
recuperar o tempo de oclusdo em animais MAGP1”~ quando comparados aos MAGP1™*
(434.7 £ 19.56) (figuras 5.18 e 5.19), o que sugere que assim como realizado com
peptideos de trombospondinal, as mutagdes pontuais feitas em MAGPI inativaram sua
func¢do na formagdo do trombo. Tais constatagdes foram confirmadas por microscopia
intravital e pela quantificagdo da area ocupada pelo trombo, as imagens mostraram que
mesmo com a inje¢do de MAGP1-VG1 ocorrem varias embolizagdes que dificultam a
formagao do trombo em tempo normal (figura 5.20 e 5.21).

Estudos futuros podem ser realizados para analisar especificamente o
comportamento de moléculas, como MAGP1 no processo de formacdo do trombo,

através da marcacdo fluorescente, MAGP1DsRed, e da visualizacdo da dindmica da

molécula através da microscopia intravital.
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Figura 5.18. Tempo de oclusio da artéria carétida direita em animais MAGP1"" apds a injegdo
de plaquetas provenientes de animais MAGP1"* ¢ MAGP1”- ¢ MAGP1-VGI. n>6 para cada
grupo.
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Figura 5.19. Tempo de ocluso da artéria carétida direita em animais MAGP™apds a injegdo de
plaquetas provenientes de animais MAGP17* ¢ MAGP1” ¢ MAGP1-VG1. n>6 para cada
grupo.
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Figura 5.20. Microscopia intravital da artéria cardtida direita de animais MAGP1"* e MAGP1”"
com a injecdo de plaquetas e MAGP1-VG1, antes da les@o (0 min.) e apds a lesdo em intervalo
de 15 min.
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Figura 5.21. Andlise quantitativa da técnica de microscopia intravital. As andlises foram
realizadas utilizando-se das imagens obtidas pela microscopia intravital e considerando a fragio
de area ocupada pelo trombo em cada uma das imagens, nos diferentes intervalos de tempo.
Neste experimento foram marcadas somente plaquetas e injetadas em quantidade de 1x108.

A andlise de todos os grupos experimentais demonstra mais uma vez que
MAGPI1 recombinante é capaz de reestabelecer o tempo de oclusio em animais
MAGP17~ | porém MAGP1-VGI e as plaquetas provenientes de animais selvagens,
quando injetadas na quantidade de 1X10%, ndo interferem significativamente no tempo

de oclusdo (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Comparag¢o dos resultados com a injecdo de plaquetas, MAGP1 recombinante e
MAGPI1-VGI em camundongos deficientes em MAGP1. Os camundongos foram submetidos a
lesdo da artéria cardtida direita por FeCl; e monitorados por sonda de fluxo sanguineo. A
injecdo de plaquetas provenientes de animais selvagens e MAGP1-VG1 ndo foram capazes de
resgatar o tempo de oclus@o nos animais onde MAGP1 ¢ ausente. Considerando o tempo de
oclusdo dos animais selvagens, apenas MAGP1 recombinante foi capaz de recuperar o tempo de
de formagio do trombo em animais MAGP1”~. n>6 para cada grupo.

5.4. Protedomica de plaquetas

Com o intuito de verificar diferengas nos conteudos plaquetdrios que poderiam
interferir na formagao de um trombo sélido como visto nos camundongos MAGP17, as
plaquetas de animais MAGP1"* ¢ MAGP1”* também foram analisadas por protedmica,
técnica que nos permitiu avaliar possiveis diferengas, quanto as proteinas presentes.
Para analise, o melhor gel de cada genotipo, ou seja, aquele com maior nimero de spots,

1+/+

foi escolhido como padrido, gel da amostra 05 para MAGP17" e gel da amostra 01 para

MAGPI1™". O gel padrio de cada grupo foi comparado com mais quatro géis a fim de
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avaliar se era reprodutivel dentro do grupo. Os géis resultantes de plaquetas

provenientes de camundongos MAGP1™* demonstraram  semelhanga  de
aproximadamente 95%, enquanto os géis de amostras de MAGP1”~ apresentaram em
média 91% de semelhanga. A andlise comparativa entre os géis padrdes resultou em
87% de semelhanca (Tabela 5.1) o que sugere que o padrio de distribui¢do e ocorréncia
das proteinas nas plaquetas dos diferentes animais s3o praticamente iguais. Contudo,
uma andlise mais cuidadosa das regides dos géis, mostrou a auséncia de alguns spots de
proteinas no gel padrio de MAGP1™", além de uma menor expressdo em muitas delas

(figuras 5.23 ¢ 5.24).

Tabela 5.1- Comparagio entre o gel 2D padrio de cada gendtipo com seus reprodutiveis e entre
os padrdes.

Gel Padrao Nome do Gel Spots comuns | Semelhanca (%)
Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 05 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 01 107 91
Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 05 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 02 114 95
Gel 2D- plaguetas WT-Amostra 05 Gel 2D- plaguetas WT-Amostra 03 116 97
Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 05 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 04 112 94

Gel Padrao Nome do Gel Spots comuns | Semelhanca (%)
Gel 2D- plaquetas MAGP1 -/- Amostra
01 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 02 84 91
Gel 2D- plaquetas MAGP1 -/- Amostra
01 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 03 85 92
Gel 2D- plaquetas MAGP1 -/- Amostra
01 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 04 85 91
Gel 2D- plaquetas MAGP1 -/- Amostra
01 Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 05 83 90
Nome do gel Nome do gel Spots comuns | Semelhanca (%)
Gel 2D- plaquetas MAGP1 -/- Amostra
Gel 2D- plaquetas WT-Amostra 05 01 97 87
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Figura 5.23. Eletroforese bidimensional de plaquetas provenientes de animais selvagens. Gel
2D obtido de amostra de plaquetas de animais MAGP1"". Marcados em vermelho e destacados
em azul os spots de proteinas que aparecem menos expressos na protedmica de plaquetas dos
animais deficientes em MAGP1 e destacados em vermelho os spots que ndo aparecem em géis
obtidos de amostras de plaquetas de animais MAGP 17 (n>5).

Figura 5.24. Eletroforese bidimensional de plaquetas provenientes de animais deficientes em
MAGPI. Gel 2D obtido de amostra de plaquetas de animais MAGP1”. Em verde todos os spots
de proteinas que sdo comuns com o gel 2D de amostra de plaquetas provenientes de animais
MAGPI1"™" e em vermelho um tnico spot exclusivo da protedmica de plaquetas de animais
MAGP” (n>5).
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5.5. Clonagem, expressao e purificacao de MAGP1DsRed

Com o objetivo de vizualizar o destino da MAGPI1 injetada durante a formacgao
do trombo por microscopia intravital, iniciamos o processo de subclonagem e expressao
da MAGP1 com uma cauda fluorescente (MAGP1-DsRed). Até o momento MAGP1 ¢
DsRed foram clonadas, expressas e purificadas separadamente (Figura 5.25), entretanto
o tempo experimental ainda ndo foi o suficiente para obtermos a ligagdo entre as
moléculas.

Figura 5.25. Eletroforese do DNA de MAGP1 e DsRed. Padrio eletroforético mostrando as
bandas de MAGP1 ligada ao Vetor com aproximadamente 4937pb e DsRed com
aproximadamente 680pb.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, temos como expectativas
futuras, avaliar a morfologia dos trombos proveniente dos grupos experimentais
testados, através da histologia; Caracterizar os spots de proteina encontrados, por
espectometria de massa; Clonar, expressar e purificar MAGP1DsRed ¢ avaliar a
dindmica da molécula por microscopia intravital.
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CONCLUSOES
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Os resultados demonstraram que:

O método de trombose arterial induzida por FeCls ¢ efetivo quando utilizado o
papel de filtro embebido em FeCl3(15%) e aplicado sobre a cardtida por 2 min.

A injecdo de plaquetas provenientes de animais MAGP1"" ndo ¢ capaz de
reestabelecer o tempo de oclusdo aumentado em animais MAGP17

A injecdo de MAGP1 recombinante consegue restabelecer o tempo de oclusio
dos animais MAGP17"

MAGPI1-VGI néo foi capaz de reestabelecer o tempo de oclusdo e nem evitar as
emboliza¢des em animais MAGP17".

A protedmica das plaquetas provenientes de MAGP1"" e MAGP1”" resultou em
géis semelhantes (similaridade >85%). Entretanto, uma analise mais minuciosa
mostrou a auséncia ou a menor expressdo de alguns spots de proteinas no gel
padrio de plaquetas de MAGP17~. Assim, uma melhor investigacio acerca da
protedmica de plaquetas de animais deficientes em MAGP1 ¢ necessaria. Para
isso pode-se usar outras técnicas de separagao de proteinas e a espectrometria de
massas.

A andlise da formag¢3o do trombo por microscopia intravital mostrou que a
auséncia de MAGPI1 causa diversas embolizagdes do trombo durante a trombose
e que MAGP1 recombinante é capaz de reestabelecer a adesdo do trombo a
parede do vaso, ao contrario de MAGP1-VGI1 que ndo consegue promover a
fixagdo do trombo na artéria carotida.
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ANEXOS
Anexo I
Obtencao de formas proteicas mutantes

Primeiramente, objetivou-se a sele¢do dos vetores apropriados aos
procedimentos de mutagénese programados. Para tanto, os vetores de expressdo
(Qiagen, Valencia, CA) disponiveis em estoque foram utilizados na transformacio de
células M15[pREP4]. A partir das colonias selecionadas, realizou-se a cultura em
presenca de antibioticos seletivos (ampicilina 100ug/ml e kanamicina 25ug/ml) e a
inducdo de expressdo da proteina de interesse através do uso de Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG, concentragdo final 5mM). As bactérias foram
centrifugadas (3000g por 30 minutos) e o precipitado foi lisado com tampao de lise
(NaH2PO4 100mM + Tris-HCI 10mM + Uréia 8M pH 8,0) em agitador durante duas
horas em temperatura ambiente. As amostras foram entdo submetidas a centrifugacéo
por 30 minutos a 15000xg e o sobrenadante foi reservado para analise.

Realizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e a expressdo da proteina
em questdo avaliada em comparacéo ao perfil de expressdo proteica das bactérias ndo
induzidas com IPTG. Selecionou-se as amostras com maiores niveis de expressdo para
que fossem empregadas no processo de mutagénese.

Em posse do DNA plasmidial analisado em gel de agarose 0.7% e isolado das
amostras com atividade de express@o mais significativa, procedeu-se com a mutagdo
sitio-dirigida da regido C-terminal. O produto do processo de PCR
(Polymerasechainreaction) foi transformado em células supercompetentes Max
Efficiency ™ DHS5o™ (Invitrogen) e plaqueado em meio s6lido; Isolou-se seis colonias
para posterior sequenciamento e confirmagio da efetividade do procedimento.

As coldnias submetidas a reacdo de sequenciamento cujo resultado mostrou-se
positivo para a mutag¢do de interesse (Figura 1) foram utilizadas na transformacéo de
células M15[pREP4] (Qiagen), com subsequente cultura em presenca de antibidticos
seletivos (ampicilina 100ug/ml e kanamicina 25ug/ml) e indugdo de expressdo com
IPTG (concentracdo final SmM). Os produtos desse processo foram analisados em gel
de poliacrilamida 10%, como descrito na Figura 2 (Secdo 5 — Resultados e Discussdo).

O processo de purificagdo em coluna utilizando resina de NTA-Niquel (acido
nitrilo tri-acético) foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Qiagen,
Valencia, CA).

O processo de mutagénese completo objetivou a obteng¢do de duas mutacdes
pontuais sequenciais na regido C-terminal, culminando na produ¢@o de proteinas com
dois aminoacidos-alvo trocados. A segunda mutacdo dirigida procedeu de forma
semelhante a anteriormente explicitada.
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CoGrcTracercErcaAl|CETCTACE TCGECAL |CGPETACGECGGCAA
Val  Val Val Gli Gli Gli

Figura 1. Sequéncias de DNA correspondentes ao vetor MAGP-1 oriundas do animal selvagem (A) ao
vetor MAGP-1 submetido ao primeiro processo de mutagénese sitio dirigida (B) e ao vetor MAGP-1
ostentando a dupla mutagdo pontual (C). Em destaque, nota-se a alteracdo dos nucleotideos alvo
resultando na substituicdo inicial de um aminoacido em VG2 (B) seguido de uma dupla substituicdo em
VG1 (C).

Obtengdo da proteina mutante

37kDa

37kDa

a b [ d e f g h

Figura 2. (A) MAGP bovina com mutagdo VG2 em gel de poliacrilamida 10%, apds transformagido em
células M15[pREP4] e indugo de expressdo protéica. Amostras submetidas a indugdo com IPTG (SmM)
evidenciadas por bandas escuras com aproximadamente 37kDa (a, c, e, g), enquanto amostras nio
induzidas (b, d, f) ndo apresentam banda significante. (B) MAGP bovina com mutagéo dupla VG1 em gel

73



de poliacrilamida 10%. Apoés indugdo (a, c, e, g) ¢ evidenciada atividade significativa de somente uma
colonia, correspondente a banda e.

Tabela 1. Sequéncia de aminodcidos correspondentes a uma regido de homologia compartilhada pela
trombospondina-1 ¢ MAGP-1. Em destaque, as formas mutantes do peptideo 4N1K, com a substituicido
de duas valinas, e da MAGP-1 com alteragdo semelhante.

Proteina Denominacoes Sequéncia (aminoacidos)
adotadas
Trombospondina-1 4N1K KRFYVVMWKK
Trombospondina-1 mutante 4NGG KRFYGGMWKK
MAGP-1 MAGP-1 RRVYVVNK
MAGP-1 mutante VGl RRVYGGNK
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