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RESUMO

InvestigacOes recentes tém enfatizado a importancia de mecanismos redox na modulacao da funcao
plaquetdria. A superficie da plaqueta contém grande variedade de integrinas e outras moléculas
receptoras que possuem tidis funcionais em sua estrutura, os quais sdo alvos potenciais de
regulacdo redox. Dentre estas varias proteinas tiolicas, a integrina allbf3 destaca-se por ser a via
de convergéncia da ativacdo plaquetdria induzida por diversos agonistas. A ativacdo da integrina
allbP3 ¢ catalisada pela proteina dissulfeto isomerase (PDI), essencial a mudanca de conformagao
que leva a exposi¢ao do sitio de ligacdo ao fibrinogénio. Sendo assim, a PDI tem se mostrado como
um alvo importante para o desenvolvimento de farmacos reguladores da agregacio plaquetdria.
Nos ultimos anos, diversos estudos tém descrito substancias de origem vegetal, animal e sintéticas
que sdo capazes de inibir a PDI. Em trabalho do nosso grupo de pesquisa (DE A. PAES et al.,
2011), demonstrou que o peptideo sintético CxxC, o qual contém o motivo redox da PDI na sua
sequéncia original CGHC, inibiu a atividade redutase desta enzima; efeito ndo observado com os
peptideos AxxA, que possui as cisteinas substituidas por alanina e Scr, peptideo controle contendo
os mesmos aminodcidos do peptideo CxxC, porém com sequéncia aleatdria sem formacao de ditiol.
Demonstrou-se, também, que apenas o peptideo CxxC reduziu em 30% a agrega¢do induzida por
ADP (5uM) em plasma rico em plaquetas, efeito aparentemente mediado pela associagdo do CxxC
com a PDI na superficie plaquetaria. Sendo assim, neste trabalho continuamos a avaliagdo dos
efeitos do peptideo CxxC e seus controles sobre a agregacdo plaquetéria. Para tanto, incubamos
lavado de plaquetas humanas com o peptideo CxxC nas concentracdes de 3, 6 e 10 uM, resultando
em inibi¢do concentracdo-dependente da agregacdo ativada por trombina (0,02 U/mL) em 25, 60 e
74 %, respectivamente, com ICso de 6,13 + 1,09 uM. A presenca dos peptideos controle nao
produziu quaisquer efeitos inibitérios. O peptideo CxxC reduziu a ativagdo da integrina allbp3 na
superficie da plaqueta, porém ndo impactou a expressao dos antigenos CD 62-P e CD 63. Os
peptideos controle ndo alteraram a expressao desses marcadores. A andlise por espectrometria de
massas da interacdo da PDI recombinante humana com os peptideos, mostrou que apenas o
peptideo CxxC associa-se com a Cys4oo do motivo redox a’ da hPDI, o qual tem sido considerado
fundamental para a agregacdo plaquetdria. Em conjunto, estes resultados demonstram que o
peptideo CxxC reduz a agregacdo plaquetdria via associacdo com a PDI, podendo ser empregado
como modelo para o desenvolvimento de formacos novos antitrombogénicos.

Palavras-chave: agentes antitrombéticos, peptideos, oxido-redugdo, agregagdo plaquetdria, proteina
dissulfeto isomerase.



ABSTRACT
Recent researches have emphasized the importance of redox mechanisms for platelet function
modulation. The platelet surface contains a large variety of integrin receptors and other molecules
presenting functional thiol groups in their structures, which are potential targets for redox
regulation. Among these various thiol-containing proteins, integrin allbp3 stands out for being the
convergence path of platelet activation induced by various agonists. Activation of allbB3 integrin
is catalyzed by protein disulfide isomerase (PDI) through an essential conformational change
leading to the exposure of fibrinogen-binding site. Thus, PDI has been shown to be an important
target for the development of antiplatelet drugs. In recent years, many studies have described
substances from plan (DE A. PAES et al., 2011), as well as synthetics that are capable of inhibiting
PDLI. In a previous study of our research group has shown that the synthetic peptide CxxC, which
contains the redox motif of PDI in its original sequence CGHC, inhibited reductase activity of this
enzyme, effect not observed with AxxA peptide, whose cysteines were replaced with alanine and
Scr peptide, which contains the same aminoacids from CxxC peptide, but under random sequence.
It has been also demonstrated that CxxC peptide was the only to reduce by 30% ADP-induced
aggregation (SuM) in platelet rich plasma, an effect apparently mediated by the association of
CxxC and PDI at platelet surface. Thus, in this work, we further assessed the effects of CxxC and
its control peptides on platelet aggregation. Washed human platelets were incubated with CxxC
peptide at concentrations of 3, 6 and 10 uM, resulting in a dose-dependent inhibition of maximum
aggregation activated by thrombin (0.02 U/mL) at 25, 60 and 74%, respectively with IC50 of 6.13
+ 1.09 uM. The presence of control peptides did not produce any inhibitory effect. CxxC peptide
also reduced the activation of allbP3 integrin at platelet surface, but did not affect the expression
of the markers CD 62-P and CD 63. Control peptides did not alter the expression of these markers.
Analysis by mass spectrometry of the interaction of recombinant human PDI with the peptide
showed that only CxxC peptide associated with the redox Cyssoo of a’ motif of PDI, which has
been considered essential for platelet aggregation. Together, these results demonstrate that CxxC
peptide reduces platelet aggregation by association with PDI and can be further used as a model

for the development of new antithrombotic drugs.

Keywords: antithrombotic agents, peptides, redox, platelet aggregation, protein disulfide
isomerase.
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1. INTRODUCAO

Os distirbios tromboembdlicos constituem uma das maiores causas de
morbimortalidade prevenivel em doentes hospitalizados ao redor do mundo (FAUCI, 2008). No
Brasil, entre janeiro de 2008 e mar¢o de 2016, o nimero de internag¢des por embolias e tromboses
registradas pelo Sistema Unico de Saide (SUS) foi de 701.906, a um custo total de R$
515.188.559,35, dando um gasto médio de R$ 733,98 por paciente. (BRASIL, 2016). Em uma
andlise mais ampla, as doencas do aparelho circulatério representam 19,52% das causas de 6bito,
um dos maiores indices de mortalidade do pais, sendo 2,46% do total de mortalidade diretamente
decorrente de distirbios tromboembdlicos (BRASIL, 2016).

A Trombose € definida como o processo patoldgico resultante da ativagdo e propagacao
inapropriada da resposta hemostdtica normal do organismo, podendo envolver tanto territorio
venoso quanto o arterial, isto €, significa a formagdo de trombo na luz de um vaso venoso ou arterial
(ALVARES; PADUA; TERRA FILHO, 2003). De acordo com o local acometido, a obstrucao
arterial tromboembdlica pode expressar-se clinicamente por infarto agudo do miocéardio, angina
pectoris, acidente vascular cerebral isquémico ou obstrucao arterial periférica (MANSUR et al.,
2004). No caso da trombose venosa hd uma associagdo tradicional com o codgulo vermelho que
apresenta hemdcias e grande quantidade de fibrina. Esse processo trombdético € geralmente iniciado
pela ativagdo da cascata de coagulagdo. Em contraste, o trombo arterial, aderido a lesOes
esclerdticas, € rico em plaquetas, tendo aparéncia de um trombo branco. Esse conceito simples tem
importantes implicacOes terap€uticas. O trombo vermelho € tradicionalmente tratado com
anticoagulantes, como a heparina e a warfarina, devido a relacdo direta com a coagulacdo; a
inibi¢do plaquetdria tem sido o alvo utilizado no tratamento da sindrome corondria aguda causada
pelo trombo branco ou plaquetdrio (CASTRO et al., 2006).

Atualmente, muitas classes de drogas tém sido utilizadas no tratamento de doencas
tromboembdlicas, como: anticoagulantes, anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES),
bloqueadores dos receptores de difosfato de adenosina (ADP), inibidores enzimaticos e inibidores
da integrina allbB3, como o abciximab. Porém, vérios desses medicamentos possuem efeitos
colaterais graves, necessitam de cuidados hospitalares para sua administragdo, desenvolvem
resisténcia ou inibem poucas vias de ativacdo plaquetaria, mostrando uma necessidade de busca
por novos farmacos, principalmente os que atuem por novas vias, tais como trocas tiol-dissulfeto

e outros mecanismos redox (FURIE; FLAUMENHAFT, 2014). Durante a ativagdo plaquetdria para
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a formacdo do trombo, mecanismos redox envolvidos em altera¢des na morfologia e na func¢do das
plaquetas conduzem a agregacdo plaquetéria (ESSEX, DAVID W., 2009). As trocas tiol-dissulfeto
sao catalisados por proteinas da familia das proteinas dissulfeto isomerase (PDI), que tém sido o
foco de pesquisa e desenvolvimento de novos fairmacos a serem utilizados em ensaios clinicos para
a prevencdo e tratamento das doencas tromboembdlicas. Trabalhos recentes t€ém descrito
substancias de origem vegetal (JASUJA et al., 2012), animal (KONG et al., 2015) e sintética (LI
et al., 2012) que sdo promissores agentes para terapias antitrombdticas por inibirem as PDIs.
Desta forma, a presente dissertacdo de mestrado continuou as investigagdes iniciadas
em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo do Laboratério de Fisiologia Experimental da
Universidade Federal do Maranhdo (LeFisio-UFMA), nos quais se tem testado a eficiéncia de um
grupo de dodecapeptideos sintéticos, cujas estruturas mimetizam o sitio ativo redox da PDI. Sdo
eles: CxxC, que contém o motivo redox da PDI; Scr, que apresenta uma sequéncia aleatéria dos
mesmos residuos, e AxxA, no qual as cisteinas foram substituidas por alaninas. Inicialmente, foi
demonstrado um efeito inibidor do peptideo CxxC sobre a atividade redutase da PDI de neutréfilos
fagociticos (DE A. PAES et al., 2011). A seguir, observou-se que o peptideo CxxC inibiu a
agregacdo plaquetdria em plasma rico em plaquetas (PRP) ativadas com ADP, em um mecanismo
aparentemente dependente da associacdo com a PDI exposta na superficie da plaqueta (SENA,
2014). Sendo assim, nesta nova etapa, foram empregados os mesmos peptideos sintéticos (CxxC,
AxxA e Scr) com o objetivo de aprofundar a investigagdo dos mecanismos responsaveis pelo efeito
inibidor da agregacgao plaquetdria observado com o peptideo CxxC. Esses mesmos peptideos, foram
testados também em um sistema purificado de plaquetas (lavado de plaquetas). Também
substituimos o agonista ADP por trombina, uma vez que este agonista € de escolha para testes que
envolvam agregacdo plaquetdria em lavados de plaquetas e avaliac@o por citometria de fluxo com
anticorpos monoclonais que interfiram na agregacio plaquetdria dependente de fibrina. Nos testes
desta nova fase, foram utilizadas técnicas complementares de investigacdo, a saber: 1) turbidimetria
(agregdbmetro) para a investigacdo do impacto dos peptideos na formacdo de agregados
plaquetdrios; ii) caracterizag¢do fenotipica com anticorpos monoclonais (citometria de fluxo) para
analisar a expressdao de antigenos de superficie plaquetirio que sdo capazes de avaliar
separadamente, mecanismos desencadeados no processo de ativacdo de plaquetas; iii)
espectrometria de massas (ESI LC-MS/MS), utilizada para analisar a interagdo dos peptideos com a

proteina dissulfeto isomerase recombinante humana (hPDI).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaéticos discéides de aspecto granular, derivados
dos megacaridcitos medulares e possuem tempo de meia-vida préoximo a dez dias, quando sdao
retiradas da circulagdo pelas células reticuloendoteliais do bago e do figado (ITALIANO;
HARTWIG, 2007). Apesar de serem as menores unidades hematoldgicas, as plaquetas possuem
em sua composicdo estruturas diversas de alta complexidade que estdo ligadas a processos
fisiopatoldgicos (CASTRO et al., 2006), imunidade (THON et al., 2012) e hemostasia (FURIE;
FLAUMENHAFT, 2014). Na hemostasia, a plaqueta € responsdvel pela formacdo do tampao
plaquetdrio, pela estabilizacdo do trombo e promog¢do da retracdo do codgulo por intermédio da
mudanca conformacional do seu citoesqueleto rico em fibras contrateis (LEVIN, 2013).

O citoplasma plaquetario contém granulos densos, granulos o ¢ granulos lisossomais
que estdo diretamente relacionados com a funcdo plaquetdria de manutencdo da integridade
vascular e hemostasia. Além disso, possui fibras de actina e miosina que promovem a mudanga
conformacional da plaqueta de discdide para esférica durante a ativagdo plaquetdria e ancoram os
granulos citoplasmaticos (CASTRO et al., 2006). Os granulos densos estocam ions bivalentes e
moléculas pequenas nio protéicas, como tromboxano A> (TXA>), ADP, trifosfato de adenosina
(ATP), serotonina (5-HT) e pirofosfato. Em conjunto, atuam na sinalizacdo e recrutamento de
plaquetas inativas na circunvizinhanga do sitio lesado, amplificando o estimulo de ativacdo e
agregacdo plaquetdria, além de agirem na modulacio e ativacdo leucocitdria. Os granulos o contém
moléculas de adesdo importantes para a interacdo da plaqueta, além de fatores mitogénicos,
proteinas plasmaticas, fatores relevantes para a coagulacao/fibrindlise (FLAUMENHAFT et al.,
1999). Os granulos lisossomais armazenam glicosidases, proteases, proteinas catidnicas com
atividade bactericida, embora a funcdo dos lisossomos plaquetdrios na hemostasia seja
desconhecida, durante um contexto de ativacdo in vitro, além da secrec@o de granulos-o e granulos
densos, o contetido dos lisossomos também € exocitado (CHEN et al., 2000). As plaquetas possuem
também um sistema canalicular aberto que comeca na membrana plasmdtica e permite o
intercambio de substincias entre os compartimentos extra e intracelular. Estudos recentes

mostraram que as proteinas da familias das PDIs, migram para a superficie plaquetdria durante o
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processo de ativacdo plaquetdria, através do sistema canalicular aberto (SCA) presente nas
plaquetas (CRESCENTE et al., 2016).

A membrana plasmadtica das plaquetas sdo ricas em glicoproteinas (GP) que servem
como alvos moleculares para: (a) reconhecimento do endotélio vascular ativado ou subendotélio
lesado, iniciando a resposta plaquetdria de manutencao da integridade vascular via GP Ia e GP Ila;
(b) ancoramento das plaquetas na regido do dano via interacdo do complexo GP Ib-IX-V com
constituintes subendoteliais, fibras coldgenas e fator de Von Willebrand (vWF); (¢) interacdo com
o fibrinogénio via Integrina allbp3 (ANDREWS; BERNDT, 2005; HEEMSKERK et al., 2005).
Algumas GP, entre as quais GP Ib e a integrina alIbp3, contém grupos tidlicos vicinais sujeitos a
reacoes redox. Proteinas com atividade isomerase, tais como, as PDIs sdo recrutadas para a
superficie das plaquetas por intermédio da liberacdo de grinulos plaquetdrios e promovem o
rearranjo dindmico de pontes de dissulfeto, propiciando a ativagcdo plaquetdria (MANICKAM, N.;
AHMAD, S. S.; ESSEX, D. W., 2011; MANICKAM et al., 2008). A isomerizacdo de pontes
dissulfeto da integrina allbf3 leva a sua ativacdo, que € a via de convergéncia final da ativa¢ao
plaquetdria por diversos agonistas como coldgeno, trombina, fator ativador de plaquetas (PAF),
ADP, epinefrina, e TXA2, de forma que, sua inibicdo implica na inibi¢ao de todas as vias que a

antecedem (GHOSHAL; BHATTACHARYYA, 2014) (Figura 1).
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Figura 1: Os eventos chave na agregacio plaquetaria: Ativacio, secrecio e agregacio plaquetaria. Existem
diversos agonistas de plaquetas fisiologicamente relevantes, tais como trombina e coldgeno que ativam as plaquetas
através de um receptor de agonista primadrio (setas vermelhas). A ativagdo plaquetdria leva a ativagdo “inside-out” da
integrina olIbP3, bem como a liberacdo de granulos citoplasmaticos (setas verdes). A ativagdo da integrina allbp3
permite sua ligagdo com o fibrinogénio e, por consequéncia disso, desencadeia uma série de reacdes de fosforilagdo
na cauda da integrina que promovem a alteracdo na forma da plaqueta, denominada sinalizagdo “outside in” (setas
azuis). A sinalizagdo “outside in” amplifica a liberacdo de contetidos dos granulos plaquetarios. Fonte: (GHOSHAL;
BHATTACHARYYA, 2014) Adaptado.

2.2. As integrinas plaquetarias e seus mecanismos reguladores

As integrinas sdo uma familia de macromoléculas mediadoras da adesdo celular,
reguladoras da angiogénese, da homeostasia vascular e constituem receptores de superficie celular
heterodiméricos encontrados em quase todos os tipos de células. Sdo compostas de subunidades o
e P ligadas ndo-covalentemente e sdo conhecidos dezoito tipos de subunidades a e oito tipos de
subunidades B em mamiferos, que combinadas, constituem pelo menos 24 integrinas ja descritas
(MILLARD; ODDE; NEAMATI, 2011; SHIMAOKA; SPRINGER, 2003; TUCKER, 2002;
XIONG et al., 2001). O contato entre as subunidades a e B envolve suas metades amino-terminais,
que juntas formam uma "cabega" globular e as porcdes remanescentes formam duas caudas em
formato cilindrico que transpassam a membrana plasmatica. Ambas as subunidades o e f
apresentam um pequeno dominio transmembrana (20 a 30 residuos) e uma regido intracelular (20

a 50 residuos) (Fligura 2) (HAUBNER; FINSINGER; KESSLER, 1997).
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Como outros receptores, as integrinas transmitem sinais para o interior da célula,
chamada de sinalizag@o outside-in, por meio dos dominios citoplasmaticos. Na subunidade 3, esses
dominos conectam-se a filamentos de actina do citoesqueleto por meio de proteinas intracelulares
como talina, vinculina e a-actinina (Haubner, Finsinger, Kessler, 1997). Através da sinalizacio
outside-in as plaquetas regulam a organizacdo de seu citoesqueleto, ativam cascatas de quinases
sinalizadoras, aumentam a degranulacdo e estas acdes sdo reguladas pela ativacdo inicial das
integrinas por mecanismos citoplasmdticos denominados genericamente de ativagdo inside-out,
evitando a adesdo patolégica mediada pela integrina. A ativacdo inside-out € iniciada como
consequéncia de ligacdes dos dominos citoplasméticos dos receptores primdrios de ativacao
plaquetdria com seus respectivos substratos (Figura 1, setas vermelhas), em consequéncia dessas
ligacdes, ocorre a migracdo de substancias do ER (reticulo endoplasmdtico) para a superficie
plaquetdria, auxiliando na ativagdo das integrinas allbp3 de superficie e liberacdo de granulos a e
densos (Figura 1, setas verdes). Tanto a sinalizacio outside-in quanto a ativagdo inside-out, estao
associadas a alteracdes conformacionais distintas, no segmento extracelular das integrinas. Estas
mudancas variam com o tipo e natureza do ligante e sdo moduladas por cations divalentes. (Figura

2A) (BANNO; GINSBERG, 2008; XIONG et al., 2001).
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Figura 2: Representacao de mecanismos redox que estao envolvidos na agregacao plaquetaria: (A) Modelo da
integrina alIbf3. A subunidade 3 contém 56 residuos de cisteina, 32 dos quais estdo em uma regido rica em cisteina.
A subunidade allb contém sitios de ligagdo com o Ca?*, ambas as subunidades tdm sitios de glicosilacio (m). O
dominio citoplasmatico da subunidade B3 interage com a talina e contém sitios de fosforilacdo. Fonte: (ESSEX,
DAVID W., 2009) adaptado (B) Modelo da regulacdo redox na fungdo da integrina allbB3. A integrina allbp3 parte
de uma conformagio de repouso com baixa afinidade ao fibrinogénio para uma conformacio intermedidria, catalisada
pelo sistema glutationa (GSH/GSSG). A conformagio inicial tem uma ligacdo dissulfeto que € sensivel a clivagem
redox pela GSH para formar tidis adicionais. Os tidis recém-gerados participam de uma reagdo de isomeriza¢do que
resulta no estado de alta afinidade. Uma PDI catalisa o evento que é necessario para a conversio ao estado de alta
afinidade. As mudancas estruturais sdo iniciadas pela ativacdo inside-out. Fonte: (ESSEX, DAVID W., 2009)
Adaptado. (C) Mecanismo geral de ativacdo da integrina allbf3. Fonte: (MARGADANT et al., 2011) Adaptado.

Interacdes mediadas pelas integrinas com a matriz extracelular sdo necessdrias para a
fixacdo, organizacdo do citoesqueleto, migracdo, proliferacio, diferenciacdo e sobrevivéncia das
células no contexto de uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo a agregacdo de
plaquetas. As integrinas também atuam em processos fisiopatoldgicos tais como inflamacao,
cicatrizacdo de feridas, angiogénese e metdstases de tumores, além de ser um meio de entrada de
parasitas intracelulares (MARGADANT et al., 2011). Curiosamente, muitos desses mecanismos
que sdo desencadeados a partir de eventos citoplasmaticos, levando a ativagdo de integrinas de
superficie, sdo regidos por proteinas com funcdo isomerase, em que as PDIs sdo as mais
representativas. As PDIs migram para a superficie das plaquetas através do SCA (CRESCENTE et
al., 2016) e sdo necessarias para a ativacgao da integrina allbf3 (MARGADANT et al., 2011).
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Em plaquetas, a ativacdo das integrinas sdo divididas em duas etapas (Figura 2B): A
primeira etapa, comprovadamente independente da acdo das PDIs (ESSEX, DAVID W.; LI, 1999),
¢ desencadeada por eventos citoplasmaticos oriundos da ativagao plaquetdria, que provocam uma
mudanga da conformacdo de baixa afinidade da integrina com o fibrinogénio (dobrada com a
cabeca fechada) para uma conformacdo de afinidade intermedidria (estendida com a cabeca
fechada). A segunda etapa, que € dependente da acdo das PDIs, converte a integrina para uma
conformacdo de alta afinidade com o fibrinogénio (estendida com a cabeca aberta). Eventos de
sinalizacdo outside-in (fase irreversivel), induzida pela ligacdo com o fibrinogénio, modificam a
conformacdo do citoesqueleto, causando a alteracdo da forma discéide para esférica com projecdes
e ativacdo de vdrias cascatas de sinalizacdo. (ESSEX, DAVID W., 2009; MARGADANT et al.,
2011; TUCKER, 2002; ZHU et al., 2010) (Figura 2C).

2.3. As proteinas dissulfeto isomerase

A PDI é a principal representante da grande familia protéica das tiol/dissulfeto
oxidoredutases encontradas no lumen do reticulo endoplasmético (ER) de células eucaridticas. Foi
o primeiro catalizador de enovelamento proteico descrito, quando em 1963, Goldberg e
colaboradores relataram a atividade redutase de preparacdes microssomais de figado de rato através
da reativacdo da enzima ribonuclease A desenovelada (GOLDBERGER; EPSTEIN; ANFINSEN,
1964). Em 1985, Edman e colaboradores conseguiram determinar a sequéncia do sitio ativo da PDI
de rato como WCGHCK através do sequenciamento de DNA complementar(EDMAN et al.,
1985). Esta sequéncia € homologa ao sitio ativo das tiorredoxinas e estd relacionado com a
atividade catalitica de reacdes de redugdo e oxidacdo de tidis, bem como a isomeriza¢do de pontes
dissulfeto (HOLMGREN, 1968).

Atualmente, classificada com cerca de vinte membros (PDI, PDIp, PDILT, ERpS57,
ERp72, ERp44, PDIr, ERp46, P5, ERd]5, ERpl8, AGr2, AGr3, TMX, TMX2, TMX3, TMX4,
TMXS, ERp27 e ERp29), as PDIs possuem como caracteristica comum ou unidade bdsica, a
presenca de pelo menos uma juncdo entre dominios semelhantes a tiorredoxina (Bapafafpa),
podendo os dominios variarem em comprimento, arranjo € serem de natureza catalitica ou nao
(dominios do tipo a e b respectivamente) (KOZLOV et al., 2010). Hoje s@o identificadas vérias
isoformas em células de mamiferos, fungos, plantas e bactérias (WILKINSON; GILBERT, 2004).

Mesmo o nome da familia sugerindo uma fun¢ao isomerase, esta atividade nao foi demonstrada
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experimentalmente para todos os membros (VAN LITH et al., 2007). Por conseguinte, € importante
enfatizar que o agrupamento de proteinas na familia PDI ndo se baseia em uma fun¢do comum ou
as mesmas propriedades enzimaticas, mas sim a localizacio no ER bem como similaridade
estrutural e sequencial (APPENZELLER-HERZOG; ELLGAARD, 2008). Os dominios do tipo
“a” contém duas cisteinas em um motivo CXXC no sitio ativo, com uma sequéncia intermediaria
de Gly-His sendo a mais comum nas PDIs. Alguns dominios, que faltam uma ou mesmo duas
cisteinas do sitio ativo, também sao classificadas como dominios do tipo A, por semelhanga de
sequéncias ao invés da presenga de atividade catalitica (KOZLOV et al., 2010). Os dominios do

tipo “b” ndo tém cisteinas no sitio ativo e, portanto, nao tém atividade redox (Figura 3A e 3B)

(APPENZELLER-HERZOG; ELLGAARD, 2008).
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Figura 3: Dominios, composicao e estrutura tridimensional da PDI. (A) Os Dominios semelhantes a tiorredoxina
sdo mostrados como retangulos arredondados, os dominios de cor roxa sdo dominios cataliticos (a e a') e os de cor
verde, dominios ndo cataliticos (b e b'). As sequéncias do local ativo estdo evidenciadas. (B). As hélices (a) sdo
mostrados em vermelho, os fios (B) em amarelo e as conexdes em verde. As cisteinas do sitio ativo estdo representadas
como esferas roxas. Fonte: (APPENZELLER-HERZOG; ELLGAARD, 2008) Adaptado. (C) Reacdes de oxidagdo,
reducdo e isomerizacdo promovidas pela PDI. Fonte: (ALI KHAN; MUTUS, 2014) Adaptado.

Quando as PDIs se encontram em estado oxidado, suas pontes dissulfeto podem ser
desfeitas pelo ataque de um anion tiolato (S) do substrato, de modo a induzir a formag¢do de uma

ponte dissulfeto mista PDI-substrato, catalisando assim, a oxidag¢do do sitio ativo do substrato

quando essa ponte mista € desfeita e tornando a PDI reduzida. O mecanismo oposto também &
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possivel, onde a PDI em estado reduzido perde um préton, formando um ion tiolato que ataca a
ponte dissulfeto do substrato, formando uma ponte dissulfeto mista PDI-substrato que ao ser
desfeita por rearranjo, torna a PDI oxidada e o substrato reduzido (Figura 3C). As PDIs também
catalisam o rearranjo de ligacdes dissulfeto (isomerizacdo) de substratos que possuam pontes
dissulfeto erroneamente inseridas ou com uma conformacdo instavel que resulta na exposicao de
residuos hidrofébicos, facilitando a ligagdo do substrato com o pocket hidrofébico no dominio b’
da PDI. As reacdes de isomerizacdo se dao através de uma reacdo de reducdo seguida de uma
reacdo de oxidagao no mesmo substrato em pares redox diferentes do substrato, conferindo a este,
maior estabilidade estrutural (WALKER; GILBERT, 1997).

Embora as PDIs possuam uma sequéncia de retencdo (KDEL) para ancoragem no
limen do ER, presente na por¢do C-terminal da proteina, uma quantidade significativa destas
proteinas foram encontradas fora do ER, demonstrando a sua capacidade de desprendimento e
migracdo para o nucleo, citoplasma, superficie celular e meio extracelular (WILKINSON;
GILBERT, 2004). Apesar das PDIs terem sido objeto de andlise bioquimica intensa desde entao,
sO recentemente € que elas comecaram a ser realmente entendidas, a nivel molecular. Com toda a
base bioquimica e estrutural agora a dar frutos, a aten¢do voltou-se para a definicdo das func¢des in
vivo de proteinas PDIs (BENHAM, 2012). O interesse cientifico pelas PDIs aumenta conforme o
papel destas proteinas € revelado em diversos processos fisioldgicos e patolégicos. A desregulacao
da expressdo da PDI e/ou sua atividade enzimadtica estd associada a uma série de condig¢des
patolégicas (BENHAM, 2012), como doencas neurodegenerativas (ELETTO et al., 2014;
UEHARA et al., 2006), doencas cardiovasculares (LAURINDO et al., 2008), diabetes (GREK;
TOWNSEND, 2014) e cancer (XU; SANKAR; NEAMATI, 2014), As PDIs de superficie, embora
esta ndo seja a localizagdo mais comum, regulam vérios processos bioldgicos importantes como
internalizacdo de patégenos (RYSER et al., 1994), incluindo a infecg@o de linfécitos TCD4™ pelo
virus HIV I (BI et al., 2011), infeccdo pela forma promastigota de Leishmania chagasi (SANTOS
et al., 2009), infeccdo pela toxina colérica (TAYLOR et al., 2014), na formac¢do do trombo
(JASUJA et al., 2012), resposta a lesdes teciduais (REINHARDT et al., 2008) e ativacdo da
integrina allbB3 em plaquetas (ESSEX, DAVID W., 2009; ESSEX, DAVID W.; LI, 2003;
FURIE, 2009; FURIE; FLAUMENHAFT, 2014) (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama esquematico das possiveis aplicacdes terapéuticas na modulac¢io da fun¢io da PDI. Tanto a
indugdo da expressdo protéica da PDI quanto as inibi¢des da sua fungcdo podem ser utilizadas terapeuticamente no
combate a diversas patologias. Fonte: (PARAKH; ATKIN, 2015) Adaptado.

2.4. Inibidores das PDIs como potenciais ferramentas terapéuticas

O ntimero de membros descobertos da familia PDI, aumentou rapidamente nos ultimos
anos, € com isso a importancia destas proteinas na manutenc¢do da satide e estudo de algumas
doencas tem crescido, principalmente em dreas de estudo da hemostasia (FURIE;
FLAUMENHAFT, 2014), biologia lipidica (PINTO et al., 2016), imunidade (GREK;
TOWNSEND, 2014), cancer (XU et al., 2014), neurodegeneracdes (HOFFSTROM et al., 2010) e
infertilidade (VAN LITH et al., 2007). Odesenvolvimento de instrumentos e reagentes mais
especificos, o advento de estruturas cristalinas de alta resolu¢do, bem como o desenvolvimento de
camundongos nocaute para alguns membros da familia PDI (ZHOU et al., 2015), estdo ajudando a
definir as suas fungdes especificas na manutencdo da saide e no desenvolvimento de doencas
(BENHAM, 2012). Virias propriedades merecem ser levadas em consideracio na determinacao de
quais inibidores das PDIs devem avangar para ensaios clinicos. Uma propriedade que € importante
para um antitrombdético antagonista da PDI, € a reversibilidade de seu efeito, pois um sangramento
em decorréncia do seu uso pode ser facilmente contido. Porém, a irreversibilidade € uma
caracteristica relevante em terapias antineopldsicas. Outra propriedade a ser considerada € a

permeabilidade celular, uma vez que a alta permeabilidade € necessdria para inibir o crescimento
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tumoral, porém na inibi¢ao da agregacdo plaquetdria nio seria necessdria pois o seu alvo estd na
superficie celular (XU et al., 2014). O mecanismo € outro parametro a se considerar ao decidir
quais os compostos devem avancar para ensaios clinicos. Inibidores alostéricos que atuam do lado
de fora do dominio catalitico podem, diminuir interagdes enzima-substrato ou induzir altera¢des
conformacionais na enzima, interferindo com a sua atividade oxidoredutase, representando uma
estratégia para a inibi¢cao da PDI na reduc¢do da formacdo de trombos (FLAUMENHAFT; FURIE;
ZWICKER, 2015).

Atualmente, nao ha inibidores de PDI em uso terapéutico. As fungdes exatas da PDI
em muitas doengas precisam de mais caracterizacdo antes de serem realizados ensaios clinicos.
Além disso, faltam inibidores das PDIs potentes e seletivos para desenvolvimento clinico. A
bacitracina, o primeiro inibidor de PDI, ndo conseguiu passar para ensaios clinicos devido a sua
toxicidade fora do alvo e fraca permeabilidade celular (ROBINSON et al., 2006). O
desenvolvimento de novos ensaios de atividade da PDI levou as recentes descobertas de uma série
de inibidores de PDI, tais como os inibidores irreversiveis (PACMA 31, 16F16 ¢ RB-11-ca) e
reversiveis (juniferdina e rutina ou quercetina-3-rutinosideo). Estes novos inibidores de PDI
provaram ser potentes em modelos de cancer, HIV-1, infeccao e trombose, e sdo ferramentas uteis
para aprofundar os conhecimentos das fun¢des bioldgicas das PDIs (ALI KHAN; MUTUS, 2014).
Embora seja necessdria uma avaliacdo mais aprofundada da sua especificidade para PDI e seus
efeitos fora do alvo, eles podem servir para conduzir uma selecio de candidatos vidveis para
estudos clinicos (XU et al., 2014).

Estudo recente, utilizando modelos de camundongo geneticamente modificados
juntamente com variantes de PDI recombinantes, demonstrou que o sitio ativo C-terminal da PDI
€ decisivo para a hemostasia e trombose. Demonstrou também que a atividade catalitica do motivo
CGHC C-terminal da PDI € crucial para que acontecam as alteragdes conformacionais que levam
a ativagc@o da integrina allbp3, resultando em uma maior deposicdo de plaquetas e fibrina no
trombo (ZHOU et al., 2015). Sendo assim, considerando que o nosso grupo de pesquisa ja havia
demonstrado que o peptideo sintético CxxC, desenhado com base na sequéncia linear dos sitios
ativos da PDI (WCGHCK), diminuiu a atividade redutase da PDI em leucécitos (DE A. PAES et
al., 2011) e reduziu em 30% a agregacao plaquetaria em PRP promovida pela ativagdo com ADP
(5 uM) (SENA, 2014), decidimos continuar os estudos do peptideo CxxC para avalia¢do de seu

potencial efeito antitrombdtico, aprimorar a compreensao dos mecanismos redox que envolvem as
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PDIs na agregacdo plaquetdria, bem como, em outros mecanismos fisiopatologicos
semelhantemente regulados. Para tanto, decidimos adotar algumas alteracdes dos nossos
protocolos anteriores e acrescentar novas estratégias que nos permitissem investigar as
potencialidades do peptideo CxxC como um modelo ao desenvolvimento de novos agentes

antitrombogénicos com ag¢do via inibi¢do da PDI.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Investigar os possiveis mecanismos moleculares da acdo de peptideos miméticos da PDI

sobre os mecanismos redox que envolvem a ativacao e agregacdo plaquetéria in vitro.

3.2. Objetivos Especificos
Avaliar o impacto da presenca dos peptideos PDI miméticos sobre os mecanismos de

agregacdo em plasma rico em plaquetas e em lavado de plaquetas.

Mensurar o efeito dos peptideos PDI miméticos sobre a expressdo de proteinas receptoras

da superficie celular plaquetaria, quando induzidas a ativacao.

Pesquisar os possiveis mecanismos de interacdo dos peptideos PDI miméticos com sitios

ativos da PDI que regulam os mecanismos redox da agregacao.
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4. MANUSCRITO
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Papel antiplaquetério para um peptideo direcionado a proteina dissulfeto isomerase:
Evidéncia de ligagcao covalente com o motivo redox CGHC C-terminal.
TITULO CURTO:
Atividade antiplaquetdria de um peptideo alvo da PDI.
AUTORES:
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R. M. Laurindo f, A. Trostchansky f e A. M. Paes *!
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4.2. Achados fundamentais

e Inibidores da proteina dissulfeto isomerase (PDI) tém sido considerados uma nova
classe antitrombdtica.

e (CxxC € um peptideo alvo-PDI que tem sido mostrado previamente para inibir a sua
atividade redutase.

e CxxC se liga a PDI da superficie plaquetdria e inibe a agregacdo induzida por ADP e
pela trombina.

e CxxC se liga a Cysa00 do motivo redox CGHC no dominio a’ da PDI, um sitio para a

atividade pré-trombdética da PDI.

4.3. Resumo

A proteina dissulfeto isomerase (PDI) desempenha um papel capital na agregacdo de
plaquetas e seus inibidores tem emergido como novos firmacos antitrombéticos. Em trabalhos
anteriores, foi elaborado um peptideo com base no motivo redox (CGHC) da PDI, que inibe tanto
a atividade redutase da PDI quanto a gerag¢do de superéxido pela Nox2 neutrofilica, modulada pela
PDI. Assim, testamos a hipétese de que o peptideo também inibe a agregacdo plaquetdria por
associacdo a PDI da superficie destas células. Para este efeito, foram usados trés peptideos: CxxC,
contendo o motivo redox PDI; Scr, apresentando uma sequéncia aleatoria dos mesmos residuos e
AxxA, com cisteinas substituidas por alanina. N6s mostramos que a PDI estava envolvida na
inducdo da agregacdo plaquetdria induzidas por ADP e trombina em PRP, bem como em
agregacoes de plaquetas lavadas. O peptideo CxxC diminuiu a agregacao de plaquetas de forma
dose-dependente, enquanto que nem AxxA, nem Scr exerceram qualquer efeito. A ativagdo das
plaquetas induzida pela trombina foi analisada por citometria de fluxo seguindo a expressdo de
superficie da integrina allbP3 ativada, P-Selectina e granulofisina. O peptideo CxxC diminuicdo a
ativacdo da integrina allbPB3, mas ndo teve efeito sobre os outros antigenos de superficie testados.
O peptideo CxxC foi o unico capaz de diminuir a expressdo de PDI na membrada celular, sem
nenhum efeito sobre o total de tidis livres ndo especificos nas proteinas da superficie. Finalmente,
a capacidade do peptideo em se ligar covalentemente com a PDI foi analisada por LC-ESI MS/MS.
Detectamos a adicdo de uma molécula de CxxC a PDI através da ligacdo com a Cysaoo, que estd
localizado no motivo redox dominio a', um local importante para a atividade pré-trombdtica da

PDI. Em resumo, os nossos dados sustentam uma nova atividade antiplaquetdria para o peptideo
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CxxC e sugere a Cyssoo da PDI como sitio especifico para o planejamento de drogas que tenham

como objetivo a concepcao de novos agentes antitrombdticos.

PALAVRAS-CHAVE: agentes antitrombdticos, peptideos, oxido-redu¢do, agregacdo

plaquetaria, proteina dissulfeto isomerase.

4.4. Introducao

A proteina dissulfeto isomerase (PDI) € o membro protétipo de uma familia de enzimas
oxidorredutase, denominadas como familia das PDIs, cuja func@o principal € catalisar o
enovelamento redox de proteinas no limen do reticulo endoplasmético (ER) (ELLGAARD:;
RUDDOCK, 2005). Com base numa estrutura multi-dominio, as funcdes de oxidacao, redugdo e
reacOes de isomerizacdo de pontes dissulfeto realizadas pela PDI requerem tidis vicinais nos seus
motivos cataliticos (CGHC), localizados nos dominios ae a' (NOIVA, 1999), além da ligacdo do
substratos a um bolsdo hidrofébico localizado no dominio b’ (PIRNESKOSKI et al., 2004). Do
lado de fora do ER, a PDI também foi encontrada na superficie celular de varios tipos de células,
tais como linfécitos, neutréfilos, células endoteliais e, em particular as plaquetas, onde esta enzima
¢ funcionalmente ativa e provou ser essencial para a agregacdo destas células (CHO et al., 2008;
ESSEX, D.; CHEN; SWIATKOWSKA, 1995; ESSEX, DAVID W.; LI, 1999).

Inibidores da PDI, tais como bacitracina, RN Ases desnaturadas ou anticorpos anti-PDI,
impedem a ativacdo e agregacdo das plaquetas (ESSEX, DAVID W.; LI, 1999). Além disso, eles
coibem a ativagdo da ollbp3 (LAHAV et al., 2002), uma integrina politidlica encontrada
exclusivamente na superficie das plaquetas, que promove a liga¢do das plaquetas ao fibrinogénio
solivel e ao fator de Von Willebrand (BENNETT, 2005). A ativacdo da integrina allbp3, induzida
por Mn? *, ndo depende da sinalizacdo intracelular e também & inibida por anticorpos anti-PDI,
sugerindo uma interagao estreita entre a integrina allbp3 e a PDI na superficie plaquetaria (ESSEX,
DAVID W., 2009). Outras proteinas tidlicas de membrana, tais como glicoproteina Iba
(BURGESS, JANETTE K et al., 2000) e o receptor de colageno a2p1 (LAHAV et al., 2003)
também sdo regulados pela PDI. A PDI inibe a agregacdo de plaquetas induzida por adenosina
difosfato (ADP), embora ndo interfira com receptor P2Y 12 de ADP, cujos tidis livres sdo alvos do
clopidogrel (ESSEX, DAVID W., 2009; MANICKAM et al., 2008). Portanto, a PDI € um centro

de convergéncia para diferentes vias de sinalizacdo da agregacdo plaquetdria, principalmente
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devido a modulacdo da integrina allbf3 pelas trocas tiol-dissulfeto (ESSEX, DAVID W., 2009;
ESSEX, DAVID W_; LI, 1999; MANICKAM, N.; AHMAD, S.; ESSEX, D., 2011).

Embora ubiqua, a PDI tem emergido como um novo alvo antitrombdtico,
particularmente porque envolve mecanismos diferentes das visadas pelas terapias atuais, ou seja,
proteinas da cascata de coagulacdo, receptores de plaquetas, plaquetas e proteinas de sinalizacao
classicas (FLAUMENHAFT, 2013; JASUJA et al., 2012). Recentemente, varias moléculas de
baixo peso molecular, tanto naturais como sintéticas, t€ém sido descritas como inibidores seletivos
da PDI. Os derivados de amidas de acidos metilados carbamoil-propandico (PACMASs) inibem o
crescimento de células de carcinoma do ovdrio através da inibi¢ao irreversivel da PDI (XU et al.,
2012). Atividades antiplaquetdrias foram descritas para flavondides derivados da quercetina
contendo uma ligacdo O-glicosidica no anel 3 e que inibem a PDI (JASUJA et al., 2012). Além
disso, o mastoparan, um veneno tetradecapeptidico de vespa, inibe o fator de crescimento tecidual-
B1 derivado de plaquetas através da inibi¢do da PDI e outras tiol isomerases (BROPHY; COLLER;
AHAMED, 2013).

Recentemente, n6és mostramos que um dodecapeptideo mimético ao motivo redox
CGHC-ativo da PDI (CxxC) inibiu tanto a atividade redutase da PDI quanto a gera¢do, modulada
pela PDI, de superdxido pela Nox2 de neutréfilos (DE A. PAES et al., 2011). Assim, hipotetizamos
que o peptideo CxxC poderia inibir a agregacdo plaquetéria por associagdo a PDI da superficie
plaquetdria. No presente trabalho, demonstramos que o peptideo CxxC inibe agregacdes de
plaquetas induzidas tanto por trombina, quanto por ADP, diminui a ativacdo da integrina allbp3, e
reduz a disponibilidade de tidis livres da PDI na superficie das plaquetas. Tais efeitos sao atribuidos
a uma ligagc@o covalente do peptideo CxxC com o motivo redox CGHC no dominio a’ da PDI.
Estes dados sustentam a hipétese estabelecida e sugerem que a atividade do peptideo CxxC pode

ser melhor explorada como um modelo para o desenvolvimento de novos agentes antitrombdticos.

4.5. Materiais e métodos

4.5.1. Criagdo e sintese dos peptideos
Os peptideos foram concebidos com base na sequéncia linear dos sitios ativos da
PDIA1 (nimero de acesso Protein Data Bank P21195). Para fins de projeto levamos em

consideragdo os motivos redox da PDI (CGHC) em ambos dominios a e a' (Figura 5). Assim,
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desenvolvemos os seguintes peptideos (patente brasileira BR 10 2015 018076 4, 23 de julho de
2015), contendo um grupo acetila no aminoacido C-terminal e uma amida na extremidade N-
terminal (Figura 5, tabela inferior): i) CxxC (VEFYAPWCGHCK) andlogo as sequéncias
contendo a motivos redox de Vis-Ks7 € V390Kao1; i1) AxXxA (VEFYAPWAGHAK) com a mesma
sequéncia que CxxC, exceto pelas Cys que foram substituidas por residuos de Ala; iii) Scr
(FCYPKACEWGHYV), que contém os mesmos residuos de CxxC em sequéncia aleatéria, sem
formacao de tidis vicinais. A sintese dos peptideos foi solicitada da EZ Biolab Inc. (Carmel, IN,
EUA) e apresentaram grau de pureza > 95%. Para todos os ensaios experimentais, o estado redox
dos peptideos em solucdo aquosa foi avaliado utilizando o reagente DTNB (ELLMAN, 1959) e

utilizados no seu estado reduzido.

PDI

26 i 133 137 232 235 349 369 i 479
VEFYAPWCGHCK VEFYAPWCGHCK
a6 57 390 401

Sequence Name Mass (Da)
Ac-VEFYAPWCGHCK-amide CxxC 1480.63
Ac-VEFYAPVWAGHAK-amide AXXA 1416.56
Ac-FCYPKACEVWVGHV-amide Scr 1480.69

Figura 5. Representacao esquematica da estrutura da PDI e as sequéncias de aminoacidos dos peptideos CxxC,
AxxA e de Scr. Diagrama exibindo a estrutura cristalina da PDI humana (nimero de acesso P21195) foi utilizada para
desenhar trés dodecapeptideos cujas sequéncias sdo baseadas em motivos redox CGHC da PDI. O peptideo CxxC
apresenta a sequéncia idéntica aos motivos redox da PDI, enquanto que AxxXA tiveram suas cisteinas substituidas por
alaninas e Scr apresenta uma sequéncia aleatdria, sem tidis vicinais. A sequéncia precisa e o peso molecular para cada
peptideo sao mostrados na tabela abaixo.
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4.5.2. Preparacdo de plasma rico em plaquetas e plaquetas lavadas

As amostras de sangue foram obtidas de voluntédrios autodeclarados sauddveis e que
nao tinham usado medicamentos antiplaquetdrios durante pelo menos 10 dias antes da puncio
venosa. O termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado e os protocolos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Maranhdo, sob o nimero
vigente 017432/2011-29. As amostras de sangue foram colhidas por venopuncao com seringas de
20 mL e scalp 21G e postos em tubo Falcon de 50 mL contendo 5 mL de 4cido citrico-citrato
dextrose (ACD) e centrifugado a 250 x g durante 15 minutos para se obter plasma rico em plaquetas
(PRP). Para as plaquetas lavadas, seguimos um método anteriormente descrito (BONILLA et al.,
2013). Resumidamente, o PRP foi centrifugado a 800 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente e o precipitado de plaquetas ressuspenso em tampao Tyrode isento de Ca** (NaCl 134
mM, NaHCOs3 12 mM, KCl 2,9 mM, Na,HPO4 0,34 mM, MgCl> 1 mM, 10 mM HEPES, 5 mM de
glicose, pH 7,4) contendo ACD na propor¢ao de 9:1 (Tyrode:ACD 9:1 v/v). As plaquetas foram
novamente centrifugadas a 900 x g durante 10 minutos, ressuspensas em tampao Tyrode isento de

Ca*, e o lavado de plaquetas foi utilizado dentro de um prazo méximo de 5 horas.

4.5.3. Agregacao de plaquetas

Os ensaios de agregacdo com PRP foram realizados em um agregdémetro AggRam de
quatro canais (Helena Biosciences, Gateshead, Reino Unido), como descrito anteriormente
(LAHAYV et al., 2002). Resumidamente, o PRP (2-3 x 108 plaquetas/mL) foi incubado durante 10
minutos a 37°C com o agente alquilante de tiol 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB, 2,5 mM;
Sigma Chemical Co, Saint Louis, EUA); bacitracina (5 mM; Sigma Chemical Co, Saint Louis,
EUA), um inibidor de PDI; anticorpos anti-PDI (RL90, 1: 250; ABR Affinity Bioreagents, Golden,
EUA) ou os peptideos CxxC, Scr ou AxxA (3-30 uM). Em seguida, o PRP foi ativado com ADP
(5 uM; Sigma Chemical Co, Saint Louis, EUA) ou trombina (0,02 U/mL; Sigma Chemical Co,
Saint Louis, EUA). A agregacdo plaquetdria com lavado de plaquetas foi realizada utilizando um
espectrofotometro Varian Cary-UV-vis a 37°C sob agitacdo e leitura ajustada para 220 nm de
comprimento de onda. As plaquetas (2-3 x 10® plaquetas/mL) em tampdo Tyrode livre de Ca**
foram pré-incubadas com CxxC (1-10 uM), AxxA (10 uM), ou Scr (10 uM) durante 10 minutos
anteriores a agregacdo com trombina (0,02 U/mL). Em todas as experiéncias com as plaquetas

lavadas, foi adicionado Ca** (2 mM) 2 min antes da ativacdo com trombina.
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4.5.4. Citometria de fluxo

As plaquetas lavadas sob condi¢des idénticas aos ensaios de agregacdo foram
incubadas durante 10 min a 37°C com os peptideos CxxC (1-10 uM), AxxA (10 uM) ou Scr (10
uM). Em seguida, foram incubadas por 10 minutos com trombina (0,02 U/mL). Plaquetas ndo
ativadas foram utilizadas como estado basal. Apds os experimentos preliminares de titulacdo de
anticorpos, para a identificacdo de plaquetas (CD41/61 PerCP, VIPL2 clone, Novus Biologicals,
Littleton, EUA), ativa¢do da integrina allbp3 (PAC-1 FITC, clone PAC-1, BD Biosciences,
Franklin Lakes, EUA), expressdes na superficie das plaquetas de P-selectina (CD 62-P FITC,
Psel.KO.2.7 clone, Novus Biologicals, Littleton, EUA) ou granulofisina (CD63 PerCP, H5C6
clone, Novus Biologicals, Littleton, EUA), as amostras foram incubadas por 10 minutos ao abrigo
de luz e adquiridas citometro de fluxo modelo FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes,
EUA). Os dados de fluorescéncia foram adquiridos através de uma contagem total de 2,5 x 10*

células por amostra e analisados utilizando o software FlowJo VX (Tree Star, EUA).

4.5.5. Marcacdo de tidis livres da superficie celular de plaquetas

Tidis livres presentes na superficie das plaquetas em repouso foram marcadas tal como
descrito por Burgess et al. (BURGESS, JANETTE K. et al., 2000), com modifica¢des. Aliquotas
contendo 1,7 x 107 plaquetas foram previamente incubadas durante 20 min a 37°C com ou sem 25
uM dos peptideos CxxC, AxxA, ou Scr, com adi¢cdo de Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP, 1 mM)
durante 10 min em algumas ocasides. Estes foram marcados com 3-N-maleimido-propionil biotina
(MPB, 100 uM, Molecular Probes, Eugene, EUA) durante 30 min a 25°C sob agitagdo continua.
Subsequentemente, foram incubadas com 200 uM de glutationa reduzida (Sigma Chemical Co,
Saint Louis, EUA) durante 30 minutos seguida de incuba¢do com iodoacetamida a 400 uM (10
min, 25°C; Sigma Chemical Co, Saint Louis, EUA) para neutralizagdo residual dos grupos tiois.
Em seguida, as plaquetas foram ressuspensas em tampao de lise (50 mM de Tris-HCl, 0.5 M de
NaCl, 0.1% de Triton X-100, e 5 mM de EDTA, pH 8, mais inibidores de protease aprotinina,
leupeptina, e PMSF), incubou-se durante 50 min e sonicados em seguida. Os homogenatos
celulares permaneceram overnight incubados com esferas de estreptavidina a 4°C para se ligar a
tidis livres ligados ao MPB. As esferas foram lavadas duas vezes e em seguida fervidas em tampao
de Laemmli durante 5 minutos. As proteinas ligadas a estreptavidina foram separadas em

SDS/PAGE, transferidas para membranas de nitrocelulose e reveladas por Western blot utilizando
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anticorpos anti-PDI (RL90, 1: 1000) e anti-biotina (1: 2000; Calbiochem, La Jolla, EUA). A
deteccao foi feita com scanner de infravermelhos Odyssey (Li-Cor, Lincoln, EUA) ou

quimioluminescéncia.

4.5.6. ESILC-MS/MS e estudos de mapeamento dos peptideos.

A PDI recombinante humana (hPDI) foi obtida de acordo com relatos anteriores do
nosso grupo (DE A. PAES et al., 2011). A hPDI reduzida foi preparada por incubacdo da enzima
com DTT na razdo molar de 10: 1 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Aliquotas de hPDI
(1 uM) foram incubadas na auséncia ou na presenca de CxxC (6 uM) ou Scr (6 uM) durante 1 h a
temperatura ambiente. Em todos os casos, depois de passar a mistura reacional através de
dispositivos de filtros centrifugos (Merck KGaA, Alemanha), a proteina foi analisada num
espectrometro com fonte de fons do tipo electrospray, seu analisador do tipo hibrido quadrupolo
triplo, acoplado a uma armadilha de ions ou “ion trap” (QTrap 4500, AB Sciex, Framingham, MA)
ideal para andlise de reagcdes entre proteinas e peptideos. A proteina foi separada numa coluna C4
(5 um, 150 x Imm de Grace Vydac, Hesperia, CA), e eluiu-se com o solvente A (0,1% de 4cido
formico) e solvente B (0,1% de 4cido férmico em acetonitrilo). A proteina foi eluida com uma
vazdo de fluxo de 0,1 mL/min, utilizando o seguinte gradiente de solvente: 0-2 min 5% de solvente
B; 2-10 min, 5-50% de solvente B; 10-20 min, 50% de solvente B; 20-21 min, 50-5% de solvente
B para reequilibrar a condicao inicial por 14 minutos. Eletropulverizacdo com tensido de 5 kV e a
temperatura capilar de 300°C. A anélise por MS de proteinas foi realizada no modo de fon positivo;
os dados foram adquiridos e analisados pelo software 1.6.1 Analyst (ABSciex, Framingham, MA).
Os resultados foram processados usando o Peak View software (ABSciex, Framingham, MA) para
obter o peso molecular da proteina.

Para determinar o local de aducao covalente, seguida por tripsiniza¢do da enzima, foi
feita a andlise por LC-MS/MS. A hPDI no estado nativo ou incubados com os peptideos foram
digeridos durante a noite em 50 mM de tampao de pirofosfato de pH 7,4, com tripsina de grau de
sequenciamento, utilizando uma propor¢ao de enzima:substrato de 1:50 (m/m). Os peptideos foram
separados numa coluna de fase inversa (5 m, 2,1 x 150 mm, 300 A, de Grace Vydac, Hesperia,
CA) e eluiu-se com o solvente A (0,1% de acido férmico) e solvente B (4cido férmico a 0,08% em
acetonitrilo). Os peptideos foram eluidos a 40°C a uma vazao de fluxo de 0,25 mL/min com um

gradiente linear de solvente B (2-60% em 105 minutos). Eletropulveriza¢ao com tensao de 5 kV, e



35

a temperatura capilar de 260°C. As andlises por MS dos peptideos usando o QTRAP4500 foram
realizadas no modo de fons positivos, utilizando um intervalo de massas de 100-2000. A andlise
dos peptideos, bem como a série y- e b- foram obtidos com o software Peak View e identificacdo
da proteina foi feita comparando os peptideos obtidos com a base de dados MASCOT (Matrix
Science, UK) (BATTHYANY et al., 2006).

4.5.7. Analise estatistica
Os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrao da média de 3
a 6 experiéncias independentes por protocolo. Foi realizado One way ANOVA e pés teste de
Newman Keuls, considerado significativo quando p <0,05. Toda a andlise estatistica foi feita

utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5.0.

4.6.Resultados

4.6.1. CxxC atenua a agregacao plaquetdria induzida por ADP e trombina

Inicialmente, foi avaliado o papel de alguns reagentes de tidis sobre a funcdo
plaquetdria. Como mostrado nas Figuras 6A e 6B, a agregacdo de plaquetas induzida por ADP, foi
quase abolida com a incubagdo por DTNB 2,5 mM, um agente alquilante de ti6is. A bacitracina (5
mM), um inibidor da PDI ou a neutralizacdo pelo anticorpo anti-PDI RL90 (1:250), também
diminuiu a agregacdo induzida por ADP, embora em menor grau. Quando testadas concentracdes
do peptideo CxxC (3-30 uM), uma inibi¢do maxima de cerca de 30% foi observada (Figuras 6C e
6D). Esta inibi¢do foi atribuida a presenga de tidis vicinais no peptideo CxxC, uma vez que nem
AxxA nem Scr, na concentracdo maxima testada para CxxC, foram capazes de afetar a agregacao
de plaquetas de forma significativa (Figuras 6E e 6F). Resultados semelhantes foram observados
para os tré€s peptideos, quando a agregacdo de plaquetas foi induzida por trombina, sugerindo que
os efeitos do peptideo CxxC € independente do agonista eleito (figuras 6G e 6H). Para assegurar o
efeito antiplaquetdrio de CxxC, os peptideos foram também incubados em plaquetas lavadas
(Figura 7). Foi observado um efeito dose-dependente do peptideo CxxC na inibi¢cdo da agregacao
de plaquetas (Figura 7A e 7B), com um ICsp observado de 6,13 + 1,09 uM (Figura 7C). Mais uma
vez, o peptideo controle Scr ndo teve nenhum efeito sobre a agregacdo de plaquetas (Figuras 7D e
7E). No geral, estes resultados sugerem que o peptideo CxxC atenua a agregacdo de plaquetas, de

forma proeminente em plaquetas lavadas, devido a presenca de tidis vicinais.
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Figura 6. CxxC inibe a agregacio de plaquetas induzida por ADP e trombina em plasma rico em plaquetas.
Todas as experiéncias foram realizadas em plasma rico em plaquetas (PRP, 2-3x10% plaquetas/mL, 37°C) e todas as
drogas foram incubadas 10 minutos antes da adi¢do do agonista. A: Anticorpo inibidor especifico de PDI, anti-PDI
RLI0 (1:250), inibidor ndo especifico de PDI, Bacitracina (BAC, 5 mM) ou bloqueador de ti6is livres, DTNB (2,5
mM) foram incubados antes da agregacao de plaquetas induzida por ADP (5 uM). B: AUC de experimentos realizados
em A. * p <0,05 vs ADP; # P <0,05 vs todos. C: Incubacdo do peptideo CxxC (3, 10 ou 30 uM) e submetida a agregacao
de plaquetas induzida por ADP (5 uM). D: AUC dos experimentos realizados em C. * p <0,05 vs ADP. E: AxxA, Scr
ou CxxC a 30 uM foram incubados e submetida a agregacdo das plaquetas com ADP (5 uM). F: AUC dos
experimentos realizados em E. # p <0,05 vs todos. L: AxxA, Scr ou CxxC a 30 uM foram incubados e submetida a
agregacdo de plaquetas com trombina (0,02 U/mL). H: AUC de experimentos realizados em G. # p <0,05 vs todos.
Todas as significincias foram determinadas pelo teste t de Student. Todas as curvas sdo representativas de pelo menos
3 experimentos distintos, com exce¢do para o anti-PDI em A e trombina em G, com n = 2. 100% ¢é definida como
valores mdximos de ADP ou trombina nas curvas, e a curva média de ADP ou trombina nos graficos de barras de
AUC. As setas indicam quando os agonistas foram adicionados.
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Figura 7. Efeito do peptideo CxxC sobre a agregacao plaquetaria induzida por trombina em plaquetas lavadas.
A: plaquetas lavadas (PL, 2-3x10% plaquetas/mL, 37°C) foram previamente incubadas com CxxC (3, 6 e 10 uM)
durante 10 minutos e, em seguida, ativadas com trombina (0,02 U/mL). B: AUC de experimentos realizados em A. p
< 0,05 vs * Trombina; § p <0,05 vs CxxC 3 uM. C: regressdo nao linear da curva dose-resposta de CxxC (1,2, 3,6 ¢
10 uM) com agregacdo maxima induzida por trombina (0,02 U/mL). D: PL sob as mesmas condi¢des de A, incubadas
com Scr ou CxxC (10 uM) e ativadas com trombina (0,02 U/mL). E: AUC de experimentos realizados em D. # p <0,05
vs todos. Todas significancias foram determinadas pelo teste t de Student. As curvas sdo representativas de pelo menos
3 experimentos independentes, exceto para Scr 10 uM com n = 2. As setas indicam quando os agonistas foram
adicionados.

4.6.2. CxxC diminui a ativagdo de integrinas na superficie das plaquetas allbp3
O papel do peptideo CxxC sobre a ativacao das plaquetas foi analisado por meio de
citometria de fluxo para medir a expressdo da integrina allbp3 ativa (Figuras 8A-8D, PAC-1), P-
selectina (Figuras 8E-8H, CD62-P) e granulofisina (Figuras 8I-8L, CD63) de plaquetas em repouso

e ativadas por trombina.
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Figura 8. O peptideo CxxC diminui a ativacdo de integrinas allbp3 em plaquetas lavadas ativadas por
trombina, mas nio interfere com a liberacdo de grinulos a e densos. As plaquetas lavadas (2-3 células de x103/mL)
foram incubadas com os peptideos (10 uM, 10 min, 37°C) antes da ativagdo por trombina (0,02 U/mL, 10 min, 37°C)
e depois expostas a anticorpos PAC -1 FITC (allbB3 ativadas, painéis A-D), CD 62-FITC P (P-selectina, os painéis E-
H) e CD 63 PerCP (granulofisina, painéis I-L) tal como descrito na secao Materiais e Métodos. Plaquetas em repouso,
sem marcacdo e sem incubacdo com os peptideos (barras pretas) foram usadas como basal, plaquetas em repouso,
marcadas e sem incubag¢do com os peptideos (linhas pretas sem preenchimento) foram utilizados para comparagdo.
AxxA (verde, painéis A, E e I), Scr (azul, painéis C, G e K) e CxxC (vermelho, os painéis B, F e J) sdo mostrados
separados uns dos outros, nos respectivos repousos e estados ativados. * P <0,05 vs repouso; # P <0,05 vs ativado,
analisados pelo teste t de Student. Os histogramas apresentados sdo representativos de pelo menos 3 experimentos
independentes.
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Todos os trés marcadores tiveram aumento, estatisticamente significante, da expressao
de superficie no estado ativado das plaquetas (Figuras 8D, 8H e 8L). A incubacdo de CxxC a 10
uM antes da ativacdo das plaquetas diminuiu a ativacao de integrina olIbp3 em 30% (Figura 8D),
ao passo que nao se observou qualquer efeito sobre a expressdo de superficie de P-selectina e
granulofisina (Figuras 8H e 8L). Ambos AxxA e Scr ndo demonstraram quaisquer efeitos sobre a
expressdo superficial de quaisquer marcadores. Dada a estreita associacdo entre atividade
isomerase da PDI e ativagdo das integrinas allbPB3 na superficie das plaquetas, este conjunto de

dados refor¢ca a PDI como um possivel alvo para a a¢do antiplaquetaria do peptideo CxxC.

4.6.3. CxxC diminui a disponibilidade tidis livres da PDI na superficie das plaquetas

Para analisar a possivel associacdo do peptideo CxxC e seus peptideos controle com os
tid1s livres da PDI na superficie das plaquetas, foram incubadas plaquetas em repouso com o 3- (N-
maleimidilpropionil) biocitina (MPB), um reagente de ti6is impermedvel a membrana. A Figura
9A mostra que a maioria dos residuos de cisteinas estdo oxidados na superficie de plaquetas em
repouso, uma vez que a exposi¢do das plaquetas ndo-ativadas ao TCEP 1 mM, um agente redutor
de ti6is impermedvel a membrana, promoveu um aumento de quase 3 vezes a ligacdo com o MPB.
As presencas dos peptideos ndo alteraram significativamente a ligacdo total de tidis livres na
superficie da membrana plaquetdria pelo MPB (Figura 9B). A avaliacdo da ligacdo a PDI de
superficie pelo MPB mostrou um aumento de 4 vezes a ligacio do MPB sob TCEP, o que sugere
que a PDI de superficie € mais oxidada em condi¢Oes de repouso (Figura 9C). Por outro lado,
quando CxxC (25 puM) estava presente, a ligacdo da PDI de superficie pelo MPB foi
significativamente diminuida em cerca de 30%, enquanto AxxA Scr e ndo teve nenhum efeito
(Figura 9D). A reducdo de tidis da superficie plaquetéria pelo TCEP nao afetou o contetido da PDI
intracelular, que foi avaliado pelo sobrenadante apds ligagdo com o MPB (Figuras 9C e 9D, painéis
inferiores). Estes dados suportam a importante hipotese que o peptideo CxxC liga-se a PDI de
superficie de forma covalente de algum modo especifico, uma vez que nenhum efeito foi observado

no total de tidis livres suspenso a partir de plaquetas de membrana em repouso.
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Figura 9. O peptideo CxxC diminui o nimero de tiéis livres na PDI marcados com MPB na superficie da
membrana de plaquetas. A: grupos tiol extracelulares de plaquetas lavadas, incubadas ou ndo com TCEP (1 mM, 10
min) foram marcadas com MPB e precipitada com esferas magnéticas com estreptavidina, para a deteccao do total de
tidis livres exposto & membrana por transferéncia de Western. B: plaquetas em repouso foram incubadas com ou sem
CxxC, Scr ou AxxA (25 uM, 20 min, 37°C) e foram submetidas aos mesmos procedimentos como descrito em A. C e
D: as membranas de nitrocelulose dos procedimentos de A e B foram marcadas utilizando anticorpo anti-PDI (RL90,
1: 1000). As manchas no fundo de C e D sdo representativas do contetdo intracelular de PDI (IC-PDI) que foi detectada
no sobrenadante do lisado de células depois da precipitacdo. Em todos os painéis, as barras verticais representam
analises densitométricas, expressas como a média + SEM das percentagens relativas ao estado basal e foram obtidos a
partir de 3-4 experimentos independentes. * P <0,05 vs condi¢éo basal analisados pelo teste t de Student.

4.6.4. CxxC se liga covalentemente ao sitio ativo C terminal da PDI

A provavel associacdo de CxxC a PDI foi abordada através da sua reagdo in vitro com
PDI recombinante humana (hPDI), seguida pela andlise de espectrometria de massas. Os dados
espectrais da Figura 10 A-C mostram um pico de 60.497 Da observado em todas as condicdes, o
que corresponde a forma reduzida da hPDI. Quando CxxC estava presente, 0s espectros mostraram
o aparecimento de um pico de 61.978 Da (Figura 10B) em conformidade com a adi¢do de 1.481
Da, o que é equivalente a massa do peptideo CxxC (Figura S1). Nao foram encontrados picos
adicionais na presencga de Scr. Apds tripsiniza¢do, mapeamento de massa dos peptideos por ESI
LC-MS/MS da hPDI incubadas com CxxC permitiu a identificacdo de peptideos que abrangem
80% da sequéncia priméaria da hPDI (Figura S2). Entre os peptideos resultantes da tripsinizacdo da

hPDI, um peptideo que contém residuos Lys386-Lys401, que inclui ambas as cisteinas (Cyszo7 €
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Cysa00) do sitio ativo a’ da hPDI, foi analisado por abrigar um aduto consistente com a ligacdo do
peptideo CxxC (Figura 10D). O peptideo aduzido ([M-17]*? = 1.686,93 Da), quando comparado
com o ndo modificado ([M-17]*? = 945,94 Da), mostrou uma diferenca de 740,99 Da, a qual
corresponde a adicao duplamente carregada do peptideo CxxC ([M + H] = 1481 Da) (Figura 10E).
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Figura 10: Ligacio do peptideo CxxC a Cysaoo do sitio ativo a’ da hPDI. A hPDI recombinante reduzida (1 uM de
massa) foi analisado por LC-MS no modo de {ons positivos na auséncia (A) ou na presenga de 6 uM CxxC (B) ou 6
uM Scr (C). Em todos os casos, uma proteina de 60.497 Da apareceu, mas em (B) um novo pico de 61978 Da (A 1481
Da) foi observada correspondente, com a adi¢do de uma molécula de CxxC. (D). A andlise de fons positivos por ESI
LC-MS/MS da série Y e B do peptideo Ksgs-Kao1. Os resultados apresentados correspondem ao peptideo carregado
com carga tripla e os fragmentos com carga dupla. A cobertura de ambas as séries confirmou a estrutura do peptideo.
A tabela mostra os fons, que foram utilizados para confirmar a adi¢do de CxxC a Cysap exibindo os que contém a
diferenca entre os residuos de Cys entre os fragmentos de ~740,5 Da.

Como mostrado na Figura 10E, essa diferenca foi descrita através da andlise
comparativa dos fragmentos y2, y4, y6 e bl6 do residuo Lys386-Lys401, oriundo das reagdes
CxxC/PDI. Por outro lado, nenhuma diferenca foi encontrada no fragmento b13, o tnico a conter
a Cys397 mas ndo contém a Cysso0. Nao houve diferenca entre os fragmentos derivados das reacoes
que compreendem a PDI isolada ou PDI+Scr (Figura 10E). Por conseguinte, estes resultados
demonstram claramente que o peptideo CxxC se liga covalentemente a Cysaoo do sitio ativo a’ da

hPDI, provavelmente através de uma ligacdo dissulfeto mista.
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4.7.Discussao

A PDI tem sido provada ser de capital importancia para a fun¢do plaquetéria e formagao
de trombos (CHO et al., 2008; ESSEX, D. et al., 1995) e recentemente emergiu como um alvo
importante para a terapia antitrombotica (FLAUMENHAFT, 2013; JASUJA et al., 2012). Em um
estudo anterior foi demonstrado que CxxC, um dodecapeptideo mimético ao local redox ativo da
PDI, inibiu a atividade redutase da PDI (DE A. PAES et al., 2011). Aqui, nés expandimos nossas
investigacdes do peptideo CxxC, demonstrando um papel antiplaquetdrio para este peptideo, cujo
efeito inibidor sobre a ativacdo e agregacdo das plaquetas parece estar relacionado com a sua
ligacdo covalente a moléculas de PDI expostas na superficie das plaquetas.

Os reagentes tidis, tais como o reagente alquilante de tidis DTNB, s@o inibidores
conhecidos da agregacdo das plaquetas (ALEDORT et al., 1968; MACINTYRE et al., 1977), um
efeito ainda confirmado por avaliagdo dos efeitos do DTNB em nosso estudo. A incubacdo de
CxxC com PRP inibiu a agregacdo médxima em 30%, independentemente do agonista eleito;
enquanto que peptideos controle ndo promoveram quaisquer efeitos inibitérios. Digno de nota, esta
resposta médxima foi semelhante a obtida quando o PRP foi incubado com inibidores classicos da
PDI, como a bacitracina ou anticorpo anti-PDI RL90. Isto é consistente com estudos anteriores
mostrando que a agregacdo induzida por ADP ou trombina, que era de 30-40% mais baixo em
plaquetas PDI-nulos, em comparagdo com as plaquetas de tipo selvagem (KIM et al., 2013). Para
evitar a interferéncia de outros componentes do PRP no efeito do peptideo CxxC, as acdes dos
peptideos também foram avaliadas em plaquetas lavadas. O efeito inibitorio promovido pelo
peptideo CxxC sobre a agregacao plaquetdria induzida por trombina foi potencializada, alcancando
uma inibicdo maxima de quase 60% com IC50 de ~ 6,13 uM; enquanto AxxA e Scr se mantiveram
ineficazes. Estes resultados corroboram a fun¢ao da PDI como parte do mecanismo mediado pelos
tidis ao atuar sobre a superficie de plaquetas para a formacao de trombos. Eles também enfatizam
o papel de ti61s vicinais sobre a inibi¢do da PDI, destes, CxxC foi o tunico peptideo de abrigar tais
caracteristicas estruturais e a Unica a ser eficaz. Tidis vicinais sd@o grupos sulfidrila perto o
suficiente para permitir a troca ditiol/dissulfeto reversivel (GITLER; MOGYOROS; KALEF,
1994), e compreendem os presentes nos sitios ativos CGHC da PDI (ESSEX, DAVID W, 2004).
Os primeiros relatorios demonstraram que o 6xido de fenilarsina (PAO), um reagente que se liga
especificamente a tidis vicinais, inibe reversivelmente a ativacdo e agregacdo das plaquetas

(ESSEX, DAVID W.; LI, 1999), através da segmentacdo de ambas sulfidrilas vicinais da PDI
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(ESSEX, DAVID W, 2004) e integrina allbp3 (MANICKAM, N et al., 2011) na superficie das
plaquetas.

Para avaliar com mais precisdo os efeitos CxxC na ativa¢do plaquetdria, utilizamos
citometria de fluxo para determinar possiveis consequéncias em glicoproteinas de membrana de
plaquetas que, apds a ativagdo, ou mudam de conformacdo (integrina allbBf3) ou aumentam a
expressao de proteinas de superficie (P-selectina e granulofisina). Apds a ativag@o por trombina, o
peptideo CxxC reduziu a ligacdo do anticorpo PAC-1 com a integrina allbB3 ativa em 30%, ao
passo que AxxA e Scr, ndo tiveram nenhum efeito. Surpreendentemente, nenhum dos peptideos
teve qualquer efeito sobre a expressao de superficie de membrana de P-selectina e granulofisina.
A PDI tem um papel bem descrito na ativacao allbp3 (ESSEX, DAVID W., 2009), o que torna
razoavel especular que o efeito inibidor do peptideo CxxC é posterior a inibicdo da PDI de
superficie. Por outro lado, parece ndo haver nenhuma interacdo entre integrinas ou caminhos
secretdrios de P-selectina e granulofisina, uma vez que o inibidor de eptifibatide, especifico para
allbB3 ndo interfere com a secre¢ao de granulos (CHANDLER et al., 2010; ZHOU et al., 2015).
Na verdade, dois grupos diferentes, usando plaquetas PDI-nulos encontraram resultados
contrastantes sobre se a PDI afeta a exposi¢do na superficie das plaquetas de granulos alfa (P-
selectina) e denso (granulofisina) (KIM et al., 2013; ZHOU et al., 2015). Portanto, os dados aqui
descrito suportam uma associacdo direta entre PDI e allbp3, mas enfraquece o possivel papel da
PDI na exposicdo de granulos de plaquetas.

O peptideo CxxC foi testado na inibi¢do da atividade redutase da PDI (DE A. PAES et
al., 2011). Assim, o proximo passo da investigacdo foi verificar se os efeitos exercidos pelo
peptideo CxxC em estudos funcionais foram devidos a uma interagdo com tidis reativos de
superficie das plaquetas ou uma inibicdo da PDI bastante especifica. Estudos de Western blot
mostraram que tiois de superficie de plaquetas em repouso encontravam-se principalmente no seu
estado oxidado, com a incuba¢do com TCEP, um redutor tiol membrana impermeavel, houve forte
aumento da ligacdo de MPB aos tidis livres de superficie. Dado que tanto CxxC e Scr estavam no
seu estado reduzido, pode-se supor uma permuta de tiol-dissulfeto entre estes peptideos e proteinas
tidlicas oxidadas. No entanto, ndo houve alteracdo no conteudo total de tidis de superficie, quando
as plaquetas foram incubadas com qualquer dos trés peptideos, descartando a alquilacdo
inespecifica de tidéis como um mecanismo geral de acdo do peptideo CxxC. Caso contrério,

demonstrou-se que as sucessivas trocas tiol-dissulfeto entre cisteinas criticas, em vez de reducio
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de dissulfeto, por si s6, sdo cruciais para a ativacdo e agregacdo de plaquetas, para o qual é
necessario a PDI (ESSEX, DAVID W, 2004; ESSEX, DAVID W., 2009). Portanto, considerando
a associa¢do hipotética de CxxC e PDI, investigou-se a ligacdo destes peptideos com a PDI através
daligacdo com o MPB. Semelhante a outras proteinas contendo tidis, a PDI também foi encontrada,
principalmente no seu estado oxidado. No entanto, quando as plaquetas em repouso foram
incubadas com os peptideos, CxxC diminuiu a ligacdo de tidis livres da PDI com o MPB em quase
30%, em relacdo ao basal, um efeito nao observado com AxxA ou Scr. Consequentemente, a agao
do peptideo CxxC diminuiu a disponibilidade de ti6is livres em PDI de superficie, reforcando a
hipétese de uma troca de tidis-dissulfeto entre eles.

Em seguida, especulou-se que este peptideo se ligaria de forma covalente as cisteinas
da PDI, de um modo semelhante ao descrito para a inibi¢do da PDI por bacitracina. Na inibi¢do da
PDI por bacitracina, tem sido sugerido o envolvimento da formacgdo de ligacdes dissulfeto mistas
com Cyss14 € Cysass, localizadas no dominio da bolsa hidrofébica entre o dominio b' e a regido de
ligacdo X, respectivamente. Além disso, os tipos mais hidrofébicos de bacitracina, incluindo
bacitracina F e H, promovem uma maior inibi¢cdo da atividade redutase da PDI (DICKERHOF et
al., 2011). Assim, os estudos de LC-MS/MS foram realizados para analisar a interagdo do peptideo
CxxC com a PDI, bem como identificar o possivel local de ligagdao do peptideo. Para este efeito foi
utilizado uma PDI recombinante humana (DE A. PAES et al., 2011), que tem uma massa de 60.497
Da devido a uma cauda de His. Quando incubada com CxxC, foi detectado um aumento de massa
de 1,481 Da, o que corresponde a adi¢do de uma molécula de CxxC. Nao foi encontrado aduto do
peptideo controle contendo tiol (Scr) com a hPDI. Esta descoberta fornece evidéncias de que o
peptideo CxxC se liga covalentemente a PDI e que a presenca de tidis vicinais € necessdria para
esta interacao.

Finalmente, para identificar o local de ligacio do CxxC com a proteina PDI
recombinante, foram feitas incubac¢des ou ndo com os peptideos, e consecutivamente, submetido a
tripsinizagdo, seguida por mapeamento de massa dos peptideos. Foram encontradas diferencas de
massa no residuo Lys386-Lys401 apenas na série y e b que continham as Cys397 € Cys4o0 sendo
este, o local de um sitio ativo CGHC do dominio a’. Especificamente, os dados de EST LC-MS/MS
permitiram concluir que 1) PDI+reagdo com CxxC exibiram um aumento de massa de 740,99 Da
(1481 Da, duplamente carregado) no fragmento carregado B16, em comparacdo com PDI ou

PDI+reagdes Scr; ii) O fragmento b13, que contém apenas Cys3g7, ndo foi modificado pelo peptideo
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CxxC; iii). Os fragmentos y2 e y4, contendo apenas Cys4o0, mostrou 0 mesmo aumento em massa
de b16. Em paralelo, o fragmento de y6 contendo ambos os residuos de cisteina ndo mostraram
aumento adicional quando comparado com y2 e y4. Apesar do mapeamento de massa dos peptideos
cobrirem 80% da proteina, o fragmento que contém o sitio ativo CGHC do dominio a (Cyss3-Cysse)
ndo foi recuperado, que constitui um aspecto limitativo da presente andlise. Porém, os dados de
LC-MS/MS suportam que existe a adu¢do de uma tnica molécula de CxxC, portanto, é razodvel
considerar que a Cysasoo € o sitio de liga¢do para o peptideo CxxC.

Tomados em conjunto, os dados aqui apresentados demonstram que o peptideo CxxC
se liga covalentemente a Cysso0 do sitio redox CGHC C-terminal da PDI, evidenciando um
mecanismo potencial para a sua atividade antiplaquetdria. Além disso, eles corroboram com
resultados recentemente publicados em que mostram as cisteinas reativas do motivo CGHC C-
terminal (ou dominio a’) na PDI, sdo de importancia capital para a trombose (ZHOU et al., 2015).
A este respeito, este trabalho pode ser considerado como uma prova de conceito de que a Cysago €
um alvo potencial para o desenho de drogas sitio-dirigidas e ao desenvolvimento de novos agentes

antitrombaoticos.
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molecular: T.L.S. Araujo, R. S. Gaspar, J.L.L. Fontelles. Estudos de espectrometria de massa: H.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados descritos neste trabalho, mostram como peptideos sintéticos que possuem
motivos cataliticos semelhantes ao da PDI, podem ter a capacidade de interagir com esta proteina,
inibindo suas atividades redox. Essa interacdo pode resultar numa diminui¢do de ativagdo de
integrinas allbB3 da superficie plaquetéria, quando estas s@o ativadas com trombina, interferindo
nos mecanismos de agregacdo plaquetdria e expressdao de antigenos de superficie plaquetaria,
mesmo quando se utilizam amostras hematoldgicas diferentes na andlise de seus efeitos.

Com os resultados desse trabalho, os passos seguintes do nosso grupo de pesquisa, serd
testar os peptideos em modelo animal para verificar a reprodutibilidade ex vivo e in vivo dos efeitos
inibidores dos peptideos que foram exaustivamente comprovados em testes in vitro.

Esse modelo de investigagdo pode ser tomado como base para investigagcdes de outras
substancias que tenham potencial para se tornar em droga antitromboética. Também, espera-se um
maior enfoque das pesquisas posteriores a este trabalho para substancias inibidoras do motivo
catalitico GCHC C-terminal (dominio a’) da PDI, por j4 ter sido provado, em nosso trabalho e em
outro trabalho recente, a importincia dessa regido da PDI para o desempenho de seu papel na
fisiologia das plaquetas, para estabelecer e consolidar os inibidores dessas proteinas como uma

nova e promissora classe de agentes antitrombdticos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

1. Apresentacio:

O Sr(a) estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Investiga¢do da
atividade anti-agregante plaquetdria in vitro de peptideos inibidores da dissulfeto isomerase
protéica” na qualidade de doador voluntario. Neste projeto pretendemos validar a atividade
antiagregante plaquetdria de peptideos sintéticos com vistas ao desenvolvimento de futuros
medicamentos para o tratamento de distirbios tromboembdlicos. Este € um estudo inteiramente in
vitro, ou seja, nao lhe utilizaremos para a administracdo ou aplicacdo de qualquer substancia. O
que lhe solicitamos neste momento € a doacdo de uma amostra de sangue que serd coletada por
pessoa qualificada e com o uso de material estéril, em um volume maximo de 50 mL. Esta amostra
serd utilizada para o fim especifico e exclusivo de separacdo de plaquetas, as quais serdo utilizadas
nos experimentos previstos pelo projeto.

Caso ndo se sinta a vontade para aceitar, por quaisquer motivos que sejam, o Sr(a) tem
total liberdade para recusar este convite sem qualquer Onus ou prejuizo. Em aceitando, lhe
agradecemos por contribuir para o desenvolvimento cientifico do nosso Estado.

2. Consentimento:

Sao Luis, de de .

Eu, , CPF/RG
, aceito ser doador voluntdrio de amostra de sangue para o
estudo acima descrito e que foi me foi apresentado e explicado pelos pesquisadores abaixo —
assinados.

3. Pesquisadores responsaveis:

Hiran Reis Sousa Prof. Dr. Antonio Marcus de A. Paes
TEL: (98) 99227-9689 TEL: (98) 99226-0505
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APENDICE B- FIGURAS SUPLEMENTARES DO ARTIGO
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Figura S1. Caracterizacdo MS/MS dos peptideos CxxC, Scr e AxxA. Cada um dos peptideos foi sintetizado como
explicado na secdo de materiais e métodos. A figura mostra os espectros representativos MS/MS no modo de ions
positivos de: A- CxxC (massa 1480 Da); B- Scr (massa 1480 Da); C- AxxA (massa 1416 Da).

1 MLRRALLCLA  VAALVRADAP  EEEDHVLVLR KSNFAEALAA  HKYLLVEFYA
51 PWCGHCKALA PEYAKAAGKL  KAEGSEIRLA  KVDATEESDL AQQYGVRGYP
101 TIKFFRNGDT  ASPKEYTAGR  EADDIVNWLK KRTGPAATTL PDGAAAESLV
151 ESSEVAVIGF  FKDVESDSAK  QFLQAAEAID  DIPFGITSNS DVF SKYQLDK
201 DGVVLFKKFD EGRNNFEGEV  TKENLLDFIK  HNQLPLVIEF  TEQTAPKIFG
251 GEIKTHILLF LPKSVSDYDG  KLSNFKTAAE  SFRGKILFIF IDSDHTDNGQR
301 ILEFFGLKKE ECPAVRLITL EEEMTKYKPE SEELTAERIT EFCHRFLEGK
351 IKPHLMSQEL PEDWDKAQPVK VLVGKNFEDV AFDEKKNVFY  EFYAPWCGHC
401 KQLAPIWDKL GETYKDHENI VIAKMDSTAN EVEAVKVHSF  PTLKFFPASA
451 DRTVIDYNGE  RTLDGFKKFL ESGGQDGAGD DDDLEDLEEA EEPDMEEDDD
501 QKAVKDEL

Figura S2: Analise da tripsiniza¢io da PDI por HPLC/MS. PDI recombinante foi digerida por tripsina para
confirmar a identidade da enzima. PDI reduzido foi incubado com tripsina porcina (50:1) em bicarbonato de amoénio
(50 mM, pH 8) incubacgado “overnight”. A amostra foi analisada utilizando espectrometria de massa em tandem com
cromatografia liquida (HPLC-MS). O programa MASCOT foi empregado para o processamento de dados e andlises.
Na figura € ilustrada a sequéncia PDI Al humana e representado em vermelho os peptideos compativeis. A cobertura
da proteina foi compativel em 79% da sequéncia. Os resultados apresentados sdo representativos de 3 experimentos
independentes (n = 3).
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sao Luis - Maranhao.
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PARECER CONSUBSTANCIADO
X  PROJETO DE PESQUISA NGmero do Protocolo:  23115-017433:/2011-29
y PROJETO DE INICIAGAO CIENTiFICA g;:,’ de entrada no 12/12-2011
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO Data da assembléia 0170372012

I - Identificacdo:

s Investigagdo da atividade anti-agregante plaquetaria in vitro de
Fiaia.do proyen) peptideos inibidores da dissulfeto isomerase protéica

Identificacao do Pesquisador 2
Responsavel: Prof. Dr. Antonio Marcus de Andrade Paes

Identificacdo da Equipe executor: Prof. Dr. Antonio Marcus de Andrade Paes, Profa. Dra. Ana Paula dos
Santos, Elyjany Morais Lima, Lucas Martins Franga

Instituicdo onde sera realizado: Departamento de Ciéncias Fisiolégicas- CCBES/UFMA

Area tematicd: IIX Multicéntrico: Nao Data de recebimento: 01/03/2012
Cooperagao X
eatranGelra: Nao Patrocinador: Nao Data de devolugdo 27/02/12

II - Objetivos:

Investigar os efeitos de peptideos sintéticos ditidlicos PDI - miméticos sobre a agregagdo plaquetéria in vitro e
o mecanismo molecular dos mesmos.

III - Sumario do projeto:
O presente projeto busca avaliar a potencial atividade antiagregante plaquetdria dos de pep:iceos sintéticos
ditidlicos PDI — miméticos, de modo a ser capaz de propor um mecanismo de agdo que os eleve 20 patamar de
potenciais agentes farmacolégicos antitrombogénicos. Visa desenhar e sintetizar novos peptideos com base na
estrutura tridimencional da PDI e submeter pedido de depésito de patente junto ao Institut> Nacional de
Propriedade Intelectual (INPI).

IV - Comentarios do relator:

Projeto ndo atende a descrigdo detalhada e ordenada do projeto de pesquisa, conforme prega a Resolugdo 196/96,
N -
pois ndo esclarece como ocorrerd o recrutamento dos voluntdrios e a coleta da amostra de sangue. Consta o Cv
Lattes de toda a equipe executora.
V - Pendéncias:
Nenhuma
VI - Recomendacgdes:

Nenhuma

VII - Parecer Consubstanciado do CEP

Foram apresentados os documentos enumerados em Pendéncias; desse modo, 0 23115-
017432/2011-29, referente a pesquisa de Dissertagdo de Mestrado sob o titulo Investigacdo da
atividade anti-agregante plaquetaria in vitro de peptideos inibidores da dissulfeto isomerase
protéica. E considerado por este CEP COMO APROVADO.
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