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EXPRESSÃO DE E N D O S T A T I N A EM F I B R O B L A S T O S M U R I N O S P A R A 
T R A T A M E N T O DE T U M O R E S S Ó L I D O S 

Paula Huvos Tornigri 

R E S U M O 

O crescimento de tumores sólidos e suas metástases é dependente 

do processo de angiogenese. A terapia genica antiangiogenica representa 

portanto, uma ferramenta promissora para o tratamento de câncer. Foi 

demonstrado por 0 'Reil ly (1997) que a endostatina, um fragmento C-terminal 

do colágeno XVIII com peso molecular de 20 kDa inibe potencialmente o 

crescimento de tumores sólidos implantados em camundongos. Neste trabalho 

reportamos a clonagem do gene da endostatina murina no vetor de expressão 

em células de mamíferos pSecTag2 e a transfecção deste vetor na linhagem 

de fibroblastos L M ( T K - ) provenientes de camundongos C3H. A expressão de 

endostatina recombinante foi obtida introduzindo-se o cDNA da endostatina 

murina com ou sem códons para 6 resíduos de histidina a jusante ao promotor 

forte de citomegalovirus humano. A endostatina foi fundida na porção N -

terminal ò seqüência do peptídio sinalizador da cadeia Kappa de uma 

imunoglobulina murina, o que direciona sua secreção. Os fibroblastos murinos 

LM (TK-) foram transfectados estavelmente pelo método de precipitação do 

DNA com fosfato de cálcio. A endostatina murina recombinante foi expressa 

na forma solúvel no meio de cultura das células transfectadas selecionadas 

com hygromicina (600 ^ig/mL), em concentrações de até 383,4 ng/10^ 

células/dia. A atividade biológica da endostatina recombinante expressa no 

meio condicionado foi demonstrada pela sua habilidade em inibir a proliferação 

das células endoteliais C-PAE. Este sistema de expressão poderá ser de 

grande valia na aplicação para estudos "in vivo" de terapia gênica. 



E N D O S T A T I N EXPRESSION IN M U R I N E F IBROBLASTS FOR SOLID 

T U M O R S T R E A T M E N T 

Paula Huvos Tornier'i 

A B S T R A C T 

The growth of solid tumors and its metastasis is angiogenesis 

dependent. Antiangiogenic gene therapy may represent a promising approach 

to cancer treatment. It was first demonstrated by O'Reilly (1997) that 

endostatin, a 20 kDa C-terminal fragment of collagen XVIII, potently inhibits 

tumor growth in mice. Here we report the cloning o f murine endostatin cDNA 

in the mammal ian expression vector pSecTag2, and the transfection of this 

vector into a fibroblast L M ( T K - ) cell line from C3H mice. The recombinant 

endostatin was expressed by introducing the murine endostatin cDNA with or 

without codons for 6 histidine residues downstream of the strong promoter 

human C M V . Endostatin is fused at the N-terminus to the murine Ig kappa 

chain leader sequence for its secretion. The L M ( T K - ) murine fibroblasts were 

stably tronsfected by calcium phosphote-DNA precipitation. The recombinant 

murine endostatin was expressed in a soluble form in conditioned medium of 

tronsfected cells selected with hygromicin (600 | i g / m L ) , at concentrations up 

to 383,4 ng /10^ cells/day. The biological activity of expressed recombinant 

endostatin in conditioned medium was demonstrated by its ability to inhibits 

the proliferation of C-PAE endothelial cells. This expression system may be 

particularly promising for in vivo studies of gene therapy. 
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1 . I N T R O D U Ç Ã O 

Muitos dos estudos clínicos de terapia gênica, pelo menos 50%, são 

para o tratamento de câncer e quase todos têm como alvo a célula cancerosa 

(Folkman, 1998). 

A introdução de genes que permitem às células tumorais 

expressarem moléculas tóxicas, a prevenção oU correção de defeitos 

genéticos, o aumento da imunogenicidade às células tumorais ou o aumento da 

sensibilidade das células tumorais às drogas estão entre as estratégias 

estudadas (Cao e cols., 1998). 

Estudos realizados por Lin e cols., 1998, Goldman e cols., 1998, 

entre outros estudos recentes de terapia gênica experimental antiangiogenica, 

revelam o surgimento de uma nova extensão da terapia gênica dirigida para 

inibição da neovascularização em tumores (Cao e cols., 1998). 

Os vasos sangüíneos são compostos fundamentalmente por células 

endoteliais, que se conectam para formar os tubos que direcionam e mantém o 

fluxo sangüíneo e a perfusão para os tecidos. Durante a embriogênese, os 

vasos sangüíneos se desenvolvem mediante dois tipos de processos: 

vasculogênese, onde as células endoteliais se originam de células precursoras e 

angiogenese, onde os novos capilares brotam de vasos existentes. Em adultos 

os novos vasos são produzidos somente pela angiogenese; normalmente a 

vasculatura é quiescente, tornando-se ativa sob estímulo apropriado (revisado 

em Hanahan e Folkman, 1996). 

Fisiológicamente, esse processo é requerido nos ciclos reprodutivos 

femininos (ovulação, menstruação, gravidez) e na regeneração de órgãos e 

tecidos (Hanahan e Folkman, 1996). Uma exceção importante é o processo de 
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cicatrização de feridas, que depende do crescimento de novos vasos no tecido 

danificado. Devido ao fato de os pacientes com tumores sólidos necessitarem 

freqüentemente de cirurgias poro o retirado de tumores, o inibição de 

resposta na cicatrização criaria um sério problema poro os pacientes tratados 

com moléculas ontiongiogênicos. No entonto, estudos realizados por Bloch e 

cols. (2000) e por Berger e cols. (2000) demonstraram que o inibição da 

angiogenese nos condições estudados pelos autores reduziu o número de vasos 

sanguíneos funcionais no local (subcutâneo) das lesões provocadas (Bloch e 

cols., 2000), mos não afetou significativamente o processo de cicatrização, em 

animais trotados com uma substância ontiongiogênico, o endostatina. 

A neovascularização também é muito importante no potogênese de 

muitas doenças como isquemia cordíaco, doenças do pele e retinopotio 

(Folkman, 1995) e principalmente no crescimento d c tumores sólidos (Kim e 

cols., 1993). Vários evidêncios sugerem que o angiogenese é essencial para o 

crescimento e sobrevivência de tumores sólidos e suas metástases (Folkman, 

1989, Hori e cols., 1991, Kim e cols., 1993, Milauer e cols., 1994). 

Em um estágio pré-voscular um tumor sólido raramente cresce mais 

do que 2 o 3 m m e pode conter alguns milhões de células. As células de 

tumores pré-vosculares podem proliferar tão rapidamente quanto os de um 

tumor em expansão, no entanto, a taxa de crescimento de células em tumores 

sem neovascularização fica em equilíbrio com a suo taxa de mortalidade. Uma 

vez que o tumor se torno vosculorizodo, ele cresce exponencialmente. A 

infiltração de novos vosos sangüíneos supre as células tumorais de oxigênio e 

nutrientes e remove os produtos do seu metabolismo (Folkman, 1995). 

O aumento da população celular tumoral é precedido por um aumento 

de novos capilares nos proximidades do tumor e o angiogenese pode facilitar a 

formação de metástases aumentando o saída de células tumorais do sítio 

primário e suo entrado na circulação sanguíneo através destes capilares, que 



são mais permeáveis do que os vasos maduros normais (revisado em Dvorak e 

cois., 1995; Hanahan e Folkman, 1996; John e cois., 1999). 

Foi descrito que as células tumorais regulam a produção de uma 

variedade de fatores angiogênicos (Pepper e cols., 1992). Estes fatores, dos 

quais os mais importantes são os "fibroblast growth factors" (forma ácida ou 

aFGF e forma básica ou bFGF) (Kandel e cols., 1991; Hori e cols., 1991; Nguyen 

e cols., 1994) e "vascular endothelial cell growth factor" ou "vascular 

permeability factor" ( V E G F / V P F ) (Boocock e cols., 1995, Kim e cols., 1993) 

apresentam ação mitogênica sobre as células endoteliais. Estes dois fatores 

possuem ação sinergística. Existe uma elevação da expressão de VEGF pelas 

células endoteliais em condição de hipoxia (Shweiki e cols., 1992). 

Muitos tumores malignos também produzem inibidores de 

angiogenese (Chen e cols., 1995) e entre estes estão incluídos a angiostatina 

(O'Reilly e cols., 1994; Gately e cols., 1996), a trombospondina (Good e cols., 

1990) e a endostatina (O'Reilly e cols., 1997, Bergers, e cols., 1999), os quais 

podem modular o angiogenese, tonto no tumor primário quanto em suas 

metástases. Alguns dos mais potentes inibidores de angiogenese são 

fragmentos derivados de proteínas extrocelulares abundantes, os quais não 

regulam o angiogenese, são os casos do ongiostotino, que é derivodo do 

plosminogênio e do endostatina, que é derivoda do colágeno XVm. 

O fenotipo ongiogênico de um tumor aparentemente é o resultado 

entre o balanço dos reguladores positivos e negativos da neovascularização 

(Rostinejod e cols., 1989; Good e cols., 1990; O'Reilly e cols., 1994, Porongi e 

cols., 1996). 

A elevoção da concentração de inibidores endógenos da angiogenese 

deveria levar o um balanço o favor do inibição da neovascularização. Assim, 

sem um fluxo songuíneo efetivo, os células tumorais morreriam por falto de 

oxigênio e nutrientes. A inibição da angiogenese torno-se, portanto, uma 



promissora via de acesso para o tratamento do câncer. Várias substâncias 

antiangiogenicos têm demonstrado inibir o crescimento de tumores primários 

além dos metástases, em modelos animais. 

Dentre os inibidores de angiogenese mois promissores paro o 

tratamento de tumores sólidos humanos pode-se ressaltar o endostatina e o 

associação endostatino+angiostotino (Kong e Crystal, 1998; Zetter, 1998; 

Gasparini, 1999 e Cristofanilli e cols., 2002). 

A endostatina, um fragmento C-terminal (184 oo) do colágeno X V H I 

de 20 kDo tem sido demonstrada como um inibidor específico de proliferação 

e migração de células endoteliais e angiogenese (Dhonobol e cols., 1999°; 

Sauter e cols., 2000). Esto proteína, descrita por O'Reilly e cols. (1997) foi 

purificada do produto de secreção de uma linhagem celular murina de 

hemongioendoteliomo e suprime de uma maneira dose-dependente, o 

crescimento de uma variedade de tumores primários murinos (O'Reilly e cols., 

1997). No entanto, os meconismos de liberação proteolítico e seu modo de ação 

permanecem indefinidos (John e cols., 1999). 

Vários autores demonstraram que o endostatina recombinante, 

solúvel e insolúvel, suprime o crescimento de tumores primários humanos c 

murinos e também de suas metástases (Bohem e cols., 1997; O'Reilly e cols., 

1997; John e cols., 1999; Dhonobol e cols., 1999o; Yokoyomo e cols., 2000). 

Além disso, o endostatina bloqueia especificamente o angiogenese dos tumores 

em diferentes modelos animais, sem efeitos colaterais óbvios (John e cols., 

1999) 

O trotomento com endostatina ( 2 0 m g / K g / d i a ) levou ò quase 

completa regressão (estado de microtumores) de diferentes modelos de 

tumores primários (carcinoma de pulmão de Lewis , fibrosarcoma T241, 

hemongioendoteliomo E O M A e melanoma B16F10) estabelecidos (O'Reilly e 

cols., 1997). O crescimento de metástases de tumor de pulmão de Lewis após o 



remoção do tumor primário foi quase completamente suprimido pelo 

administração de endostatina, enquanto nos camundongos trotados com 

solução salino, os metástases desenvolveram-se rapidamente (0'Reilly e cols., 

1997). Em um trabalho relacionado, Boehm e cols. (1997) mostraram que o 

tratamento com endostatina não induz os tumores ò resistência, mesmo após 6 

ciclos de tratamento descontinuodo e que opôs o terapia ontiongiogênico os 

tumores se apresentaram em estado de dormência prolongada. Este estado de 

dormência dos tumores após tratamentos descontínuos também foi observado 

por Perletti e cols. (2000) no tratamento de rotos, utilizando-se endostatina 

recombinante de roto. O mecanismo pelo qual isso acontece permanece 

desconhecido (Perletti e cols., 2000). 

O tratamento de tumores e metástases utilizando o endostatina, 

apresento algumas vantagens sobre o quimioterapia convencional: 

1) As células endoteliais são normais, diplóides, geneticamente estáveis e 

representam alvo uniforme se comparados às células tumorais , com oito 

instabilidade genética c mais propensas o criar mecanismos de resistêncio às 

drogas; 

2) O endotélio vascular é um alvo que pode ser facilmente atingido por 

agentes ontiongiogênicos, administrados sistemicamente; 

3) A endostatina é altamente específica poro células endoteliois ativados. 

Sob condições fisiologicamente normais com exceção dos órgãos reprodutores 

femininos, os células endoteliais não se dividem. 

4) A endostatina possui baixo toxicidade e não causo resposta imunológica 

por se trotar de uma proteína endógena. 

5) A endostatina muito provavelmente tem ação sobre diferentes tipos de 

tumores, pois, suo otuoção é sobre o endotélio e não sobre os celulos tumorais. 

Diferentemente do que ocorre com o quimioterapia convencional, não 

foi ainda descrito o desenvolvimento de resistência para a terapia 



antiangiogenica, indicando que o tratamento prolongado com essas drogas deve 

ser efetivo. A terapia antiangiogenica para o câncer e outras doenças, está em 

primeiro plano nas pesquisas biomédicas. Vários agentes antiangiogenicos estão 

em vários estágios dos fases I, H e m de triagens clínicas em hospitais nos 

Estados Unidos (Berger e cols., 2000). A endostatina encontra-se nos fases I 

e H d c triagens cUnicas (Kcrbcl e Folkman, 2002). 

Folkman (1998), comenta sobre o terapia gcnico antiangiogenica para 

o tratamento de tumores e, segundo ele, este tipo de terapia sozinha ou em 

combinação com outros tipos d c terapia convencional ou terapia gênica, 

poderia ser interessonte após o retirado de tumores primários ou após 

rodioteropio poro impedir o crescimento de metástases. 

Aparentemente poro o terapia ontiongiogênico ser efetiva, no 

tratamento de tumores, os efeitos ontiongiogênicos devem ser mantidos 

durante longo tempo (Folkman, 1998). O autor sugere ainda que o terapia 

antiangiogenica mois eficaz serio aquela em que existe o presença contínuo do 

inibidor no sangue, o que serio mais eficientemente obtido por meio de terapia 

gênica. 

Se assumirmos que os células sobreviventes do tumor possuem o 

potencial paro expressor mediadores proangiogenicos, o interrupção do terapia 

ontiongiogênico apresento o risco potencial de deslocar o equilíbrio o favor do 

angiogenese, permitindo oo tumor emergir de seu estado de dormência. Uma 

terapia efetiva poro o tratamento antiangiogênico deveria, portanto 

opresentor um efeito constante. 

Os tratamentos com endostotino citados no literatura utilizam 

injeções diários de 20 m g / k g / d i o poro obtenção de completa regressão 

tumoral (Bohem e cols., 1997; 0'Reilly e cols., 1997; Hohnfcldt e cols., 1999; 

Perletti e cols., 2000 e Huang e cols., 2001). 



Em um estudo recente Kisker e cols. (2001), mostram que a 

administração contínua de endostatina, realizado utilizando-se uma mini bombo 

osmótica implantada no cavidade peritoneal de camundongos, diminui o dose 

requerida (lOx) poro o tratamento além de melhorar o eficiência do terapia 

com endostatina em vários modelos tumorais humanos e murinos. Além disso, o 

redução do dose efetiva possibilito um aumento do supressão tumoral. A 

endostotino administrado continuamente via mini bombo osmótica manteve uma 

concentração sistêmica de 200-300 n g / m L durante sete dias. Os autores 

mostraram que o administração contínua de endostatina resulta em uma 

supressão tumoral com doses menores comparando-se com a dose necessário 

pelo injeção diário. Uma dose de 2 m g / k g / d i o administrado continuomente 

resultou em uma supressão do crescimento tumoral equivalente à obtida pelo 

injeção diário de 20 m g / k g / d i o . 

De acordo com Kerbel e Folkman (2002), os inibidores de 

angiogenese são mais eficazes quando administrados de uma maneira que 

mantenha uma concentração constante do inibidor no circulação. 

Umo formo de terapia gênica que resulta no liberação contínua do 

proteína de interesse serio otrovés do utilização de um sistema de 

encapsulamento de células que secretem o proteína de interesse. 

Foi recentemente descrito o tratamento antiangiogênico de tumores 

utilizando dispositivos de imunoisolomento. Joki e cols. (2001) e Read e cols. 

(2001a e 2001b) utilizaram células produtoras de endostatina em 

microcópsulos de Alginoto poro trotomento de tumores. Este tipo de 

dispositivo apresento o desvantagem de não poder ser retirado em coso de 

efeitos indesejáveis ou quando o tratamento for completado e o quantidade de 

celulos encapsulados pode ser outro fator limitante. No trabalho de Read e 

cols. (2001b) foram implantados cerco de 4 cápsulas por animal com 500-700 

célulos/cópsulo. Além disso, este tipo de material não induz a 
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neovascularização o que propiciaria umo melhor troca de pequenos moléculas 

de oxigênio e nutrientes entre os células implantados e o tecido do hospedeiro. 

Joki c coloborodores (2001) mostraram que o administração 

contínua de endostatina otrovés de células contidas em microcópsulos (2x10^ 

células encapsuladas por onimol) resultou em 62.2% de inibição do crescimento 

tumoral de glioblastoma em comparação aos animais controles, 21 dias opôs o 

injeção das microcópsulos. A concentração do endostatina secretado por 2x10^ 

células encapsulados mantidos em cultura em um período de seis semanas foi 

150,2 n g / m l / s e m o n a ; e este resultado in vitro, segundo os autores, indica o 

concentração liberado in vivo. Os autores sugerem que o utilização de umo 

quantidade maior de células encapsuladas poderia resultar em uma maior 

inibição tumoral . 

Read e colaboradores (2001) obtiveram microcópsulos produzindo 

cerco de 0,2 ijq/m\ de endostatina durante um período de 48 horas o que 

resultou no indução de opoptose, hipoxia e vários áreas necróticas ovosculores 

em 77% dos tumores trotados em comparação aos tumores não trotados onde 

não foi observado nenhuma dos condições acima citados. 

Sim e cols. (1999) relatam que o meia-vido do endostatina 

recombinonte humano em camundongos após o injeção subcutânea de 50 

m g / k g / d i o é de aproximadamente 10 horas. A injeção diário desta 

concentração de endostatina proporciona um pico do proteína no nível 

plasmático, mos não um nível contínuo de endostatina. 

Jó foi descrita o expressão "in vitro" de endostotino recombinante 

humano (Dhonobol e cols., 1999a; Toddei e cols., 1999 e Duon e cols., 1999, He 

e cols., 2000), de camundongo (O'Reilly e cols.,1997; Pork e cols., 1999; 

Dhonobal e cols., 1999b; Vou e cols., 1999, Huong e cols., 2000; Pork e cols., 

2001 e Xu e cols., 2002) e de roto (Perletti e cols., 2000) em Escherichia coli, 

em Pichia Pastoris, em sistema de baculovirus e também em células de 



ürosophila melanogaster. Foi também descrita a expressão de endostatina 

murina no leite de camundongas transgenicas (Zavadaskaya e cols., 2001), em 

células eucariotos por meio de infecção com vetores odenovirois (Kuo e cols., 

2001), em células hemotopoiéticas tronsduzidos (Powliuk c cols., 2002), e em 

células renais de embrião humano transfectadas transientemente com vetor 

de expressão contendo o gene do endostatina (Hohenester e cols., 1998; 

Sasaki e cols., 1998). 
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2. OBJETIVOS 

No presente estudo é nosso objetivo a produção de endostatina 

recombinante de camundongo em fibroblastos murinos por meio de transfecção 

de um vetor plasmidial de expressão contendo um peptídeo sinalizador e o gene 

da endostatina. As células transf ectadas estavelmente secretando endostatina 

podem ser utilizadas para a produção desta proteína com interesse terapêutico 

em modelos animais. 

Os fibroblastos geneticamente modificadas também serão utilizadas 

para a realização de um projeto em andamento no LBM de terapia gênica. Este 

projeto utilizará as células secretoras de endostatina para introdução em 

dispositivos de imunoisolamento (biohíbrido) para o tratamento de tumores 

induzidos em camundongos. Este projeto foi concebido por considerarmos que o 

úso de células eucariotas transplantadas, produtoras de endostatina 

recombinante liberada durante longo período na circulação, seria uma alternativa 

útil para o tratamento antiangiogênico de tumores e metástases. 

C0WSSÃ0 NACIONAL DE ENERGÍA NUCLEAR/SP-iPEN 
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3 . M É T O D O S 

3 . 1 . Construção do vetor de expressão contendo o c D N A do gene da 

endostatina murina 

3 . 1 . 1 . Obtenção do fragmento de D N A contendo o gene da endostatina 

O gene do endostotino murina foi fornecido pelo American Type 

Tissue Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA)(n° 63404) na célula hospedeira 

Escherichia coli HB 101, no formo de cDNA no vetor plosmidiol pETKH-1 . Estos 

células foram semeodos em placo L B (meio Lurio Bertani - > 0,5% de extrato de 

levedura, 1% de triptono e 1% de NoCI) contendo 1% de ágor, acrescido de 

ampicilina (lOO^ig/mL) e cultivadas em estufa ò temperatura de 37°C durante 

um período de 20 horas. A amplificação dos bacterios foi realizado em meio LB 

líquido acrescido de ampicilina (100| ig/mL) ò temperatura de 3T'C, com 

agitação de 180 rotações por minuto, durante um período de 16 horos. Esto 

cultura foi então submetida ao procedimento de minipreparaçõo de DNA poro 

purificação do vetor contendo o gene do endostatina, util izando-se o kit 

Q I A & E N que utiliza mini colunas de ofinidode por DNA após lise olcolina. 

Bactérias competentes E.coli cepa DH5a foram submetidas ò eletroporação 

(forço do campo elétrico em cubeta de 0,1 cm= 15000V/cm) para 

transformação juntamente com o DNA plosmidiol purificado. As bactérias 

transformados foram então seleciondados em L B ógor 1% contendo ompicil ino, 

amplificados e o DNA plasmidial foi purificado como descrito anteriormente, 

utilizondo-se o kit Qiagen. Uma alíquota do omostro resultante foi submetida ò 

eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio, 

juntamente com o marcador dc DNA, pora confirmar a presença do plasmideo 

e poro suo quantificação. 
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O plasmideo p E T K H l (10 pg) foi digerido com 40 unidades da enzima 

de restrição Nhe I em tampão adequado, em seguido o DNA foi purificado, 

poro retirada da enzima Nhe I, pelo extroção com fenol/clorofórmio e 

precipitado. A seguir o DNA foi ressuspenso em aguo e tratado com o 

frogmento de Klenow da DNA polimerase I (6,4 unidades) em tampão 

adequado, juntamente com 0,25 m M dos 4 nucleotídeos paro obtenção de 

extremidades cegos de DNA. A seguir o fragmento de Klenow foi inotivodo 

pelo aquecimento a 65°C por 15 minutos e o DNA foi novamente digerido, 

desto vez com a enzima Kpn I (80 unidades). Obteve-se assim um fragmento 

de DNA de aproximadamente 620 pares de bases (pb) contendo a 

extremidade a 5' do gene coesiva (Kpn 1) e a extremidade a 3' do gene cego. A 

omostro foi aplicada em gel de agoróse 1% corado com brometo de etídio e 

realizada o eletroforese, juntamente com o morcodor de DNA, pora 

confirmação das digestões. Após o confirmação, o fragmento de DNA 

contendo o gene do endostatina foi submetido ò purificação. A purificoçâo foi 

realizado por separação em eletroforese em gel de agarose o 1%. A bonda de 

DNA desejado corada com brometo de etídio no gel de ogarose foi cortado e o 

purificação do DNA contido no gel foi feito utilizando-se o kit de purificação 

de DNA em gel de agarose, do marco Life Technologies, seguindo-se o 

protocolo. Umo olíquoto da amostro foi aplicado em gel de agarose 1% e 

submetida ò eletroforese pora confirmação da purificação e poro uma 

quontificoçõo oproximoda do fragmento purificodo. 

3 . 1 . 2 . Obtenção do pSecTag2 linearizado 

O vetor de expressão poro células de mamífero pSecTag2 hygro A 

(Figura 1) utilizado para clonagem do gene do endostotino foi fornecido 

purificado pela Invitrogen (Carlsbad, C A , EUA). O plosmídeo (10 ^jg) foi 

digerido com os enzimas de restrição Kpn I (40 unidades) e Eco RV (40 



unidades) por duas horas em banho-maria a 37°C em tampão adequado. Após a 

digestão o DNA foi aplicado juntamente com um marcador de DNA em gel de 

agarose a 1%, corado com brometo de etídio e, realizada uma corrida 

eletrof orética, para sua purificação. O fragmento de DNA de 5700 pb contido 

no ágar após a corrida eletroforética foi purificado e posteriormente 

quantificado como já descrito no item anterior (3.1.1.) 

CMV prornolen kises 3)9-863 
T7 promDJrj/printh^ sdltr: fcases 863-882 
Murine % tatjppn-diaín Y-32-C signal peptide: bases 905-967 
Mriltíple cloning sile: bases S70- J OSI 
c-wgrc epitope: toses 1082-1111 
i^yltisi idine Jag: bases 1127-1144 
pcQN A3 J iBGitt reverse priming sile: Toasts 1167-11M 
BOH p&lyiatl5ny]aríiori!ãJe:lH5£51166-1380 
•fl origin: tesss 1443-1856 
SV4D pn>:mcícrani3 «rigiti: te» 1924-2245 
Hygmnijfcín-B pliDspholiiriBlkiase ORF (Hyg*): bases 2263-3288 
SV40 polyackny'lalion site: tees 3418-3547 
pU C orifítn: basss 39314604 
p^larfcirrásí ORT {Amp"): bases 4749-56» 

Com minis Tor pS»rTag2/l;lj^ra A 
5745 uurlwi lides 

f "lha .fee-1 i * only bund in 
version A. 

* 7h© S?> I site is bcaled 

Figura 1: Mapa do vetor pSecTag2/hygro A. 
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3 . 1 . 3 . Reação de Ligação do gene do Endostotino murina oo vetor de 

expressão pSecTag2 /Hygro A 

Foi realizado a inserção do fragmento de ONA contendo o gene de 

interesse (endostatina murina) no vetor de expressão pora células de 

mamífero pSecTag2. A reação de ligação do inserto ao vetor foi realizado 

utilizando-se D N A no proporção molor de 2 moléculos de inserto pora 1 

molécula de vetor (total de 130 ng de DNA em um volume de 10 fÀ). Poro o 

reação de ligação utilizou-se oindo 6,4 unidades da enzima T4DNA ligase e 

ImM de ATP em tompão odequodo e o incubação foi efetuado por 16 horos a 

4°C. Após este período a enzima foi inotivodo incubondo-se o 65°C por 10 

minutos. 

O DNA foi então precipitodo. O pellct foi seco em centrífuga 

liof ilizodoro e ressuspenso em 25 /yl de óguo destilado. 

3 .1 .4 . Transformação d c bactérias E. coli cepa D H 5 a poro amplificação 

e purificação do produto do reação de ligoção 

As boctérios DH5a eletrocompetentes forom submetidas o 

eletroporoçõo (forço do campo elétrico em cubeta de 0,1 cm= 15000V/cm) com 

2 ^ do produto do reação de ligação. Dezoito dos colonias selecionados em LB 

ógar 1% contendo ampicilina, foram amplificadas e purificadas utilizando-se o 

kit Qiagen. Os DNAs resultantes forom submetidos ò digestão com os enzimos 

de restrição K p n l e X h o l e análise por eletroforese em gel de agoróse 1% 

corado com brometo de etídio, poro confirmação do ligação do inserto oo 

vetor. Além disso, duos amostras que apresentaram o resultado esperado após 

a análise de restrição forom enviadas poro sequcnciomento de DNA, 

utilizando-se como iniciodor um oligonucleotídeo contendo a sequencio do 

promotor de T7 (5' T A A T A C G A C T C A C T A T A G G 3'), cuja sequência 

complementar está presente no vetor pSecTag2, o 5' do gene clonado. O 
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sequenciamento foi realizado no Instituto de Química da USP, no laboratorio 

de bioinformótica. Este sequenciamento foi necessário, pois não foi informado 

pelo ATCC a seqüência de nucleotídeos a 5' do gene da endostatina, dado este, 

que seria imprescindível para a mutagênese. 

3 .1 .5 . Mutagênese 

3 . 1 . 5 . 1 . Oligonucleotideos o serem utilizados como iniciadores 

A fim de serem utilizados como iniciadores na reação de mutagênese 

sítio-dirigida, foram desenhados dois oligonucleotideos, os quais foram 

adquiridos da empresa Life Technologies. Estes oligonucleotideos foram 

desenhados baseando-se no sequenciamento de um dos clones com a 

construção plasmidial correta (14), a lém dos mapas de restrição dos vetores 

pETKH-1 e pSecTag2/hygro A. Eles foram ainda desenhados para serem 

complementares à fita 5'-3' do DNA. 

Sequência do oligonucleotídeo 1 (5P+end.) 

b^JGGCT&AAA&JCCJGATGAGTATGACCAGTGÔAACCTGGAACCCA 3' 

•complementar ao cDNA do gene da endostatina •complementar ao vetor pSectag2/hygro A 

Sequência do oligonucleotídeo 2 (SP+6H+M+end.) 

5'TGGCT&AAA&TCCJ6ATGAGTAT&CATAT&GT&&TG&T&ATG6JGGTCACCAGTGGAACCTG&AAC 3' 

•complementar ao cDNA do gene da endostatina • 6 Histidinas •complementor ao vetor pSectag2/hygro A 

• seqüência de bases complementar ao vetor pSectag2/hygro A (Peptideo 

Sinalizador- SP) 

• seqüência de bases complementar ao cDNA do gene da endostatina 

• bases que codificam para 6 Histidinas 
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3 . 1 . 5 . 2 . Fosforilação dos Oligonucleotideos 

A fosforiloçõo dos oligonucleotideos (10 p m o l e s / ^ ) foi reolizodo o 37°C 

por 45 minutos em tampão apropriado, no presença de 10 unidades do enzimo 

T4 Polinucleotídeo Kinase e 1 m M de ATP. Após este período o enzima foi 

¡notivodo incubondo-se a 65°C por 10 minutos. Os oligonucleotideos forom 

então diluidos com óguo destilado oté o concentração de 5 pmoles/;A-, paro 

serem usados na mutagênese. 

3 . 1 . 5 . 3 . Preparação de D N A de fita simples (sfDNA) 

Poro o produção de DNA fito simples foi seguido o protocolo de 

Kunkel (1985). Bacterios E.coli RZ1032 ( d u t V u n g ) eletrocompetentes foram 

transformados com o DNA plasmidial purificado do clone 14, contendo o 

ligação correto e o DNA de fita simples foi preparado a partir de fogemídeos 

que cresceram nesto cepa juntamente com o fago auxiliar (R408). Esta cepo é 

deficiente no enzima dUTPose (produto do gene dut), resultando no oumento 

introcelulor de dUTP, que compete pelo dTTP na incorporação ao DNA. O 

uracil assim incorporado não é retirado devido ò deficiência de uracil 

glicosilase (produto do gene ung), enzima esta que retiro as bases urocilo 

incorporadas oo DNA erroneamente trocando-as por timina. Cresceu-se uma 

cultura destas boctérios transformodos em meio Y T (triptono 1,6%, extrato 

de leveduras 1% e NoCI 0,86M) acrescido de ampicilina ( lOOng/mL) , ò 

temperatura de 37°C, com agitação de 180 rotações por minuto, durante um 

periodo de 16 horas e 15 pL desto cultura forom adicionados em 1,5 m L de 

meio YT, cultivondo-se nos mesmas condições até que o cultura atingiu uma 

densidade óptica (comprimento de onda de 600 nm e cubeta de 1 cm) de 0,2. 

Adicionou-se então 10 pl do fago auxiliar R408, incubondo-se novamente à 

temperatura de 37°C, com ogitoção de 180 rotações por minuto, durante um 

periodo de 5 o 6 horas. Após este periodo o cultura foi centrifugada a 



17 

(lOOOOg) por 5 minutos e oo sobrenodonte tronsferido poro novo tubo foram 

adicionados 200 pL de u m o solução de PEG 8000 o 20% e NoCI 2,5 M , 

incubando-se por 15 minutos em temperatura ambiente. Após este período a 

cultura foi centrifugada o (10000 g) por 5 minutos e o pellet foi ressuspenso 

em 100 pL de TE. Essa solução contendo o DNA fita simples foi submetida ò 

extração odicionondo-se 50 pL de fenol (tamponado em Tris HCI p H 8) e 

centrifugondo-se o (10000 g) por 5 minutos. Forom transferidos 90 pl da fase 

aquosa desta solução paro um outro tubo onde foram adicionados 45 pl de 

acetato de amónio 7,5 M e 300 pl de etanol paro precipitação do DNA, 

centrifugando-se o (10000 g) por 5 minutos. O pellet foi lavado com 300 pl de 

etanol 70% e novamente centrifugado nos mesmas condições. O pellet foi 

então seco em centrífuga liofilizadoro, ressuspenso em 25 pl de TE e estocado 

a -20°C. Umo eletroforese em gel de ogarose 0,6% corodo com brometo de 

etídio foi realizado para confirmação do presença de sf DNA. 

3 . 1 . 5 . 4 . Reoção de Mutagênese 

A mutagênese sítio-dirigida é u m o técnica utilizado poro alterar 

seqüências específicos de nucleotídeos de segmentos de DNA clonados. No 

coso do procedimento por nós adotado (Kunkel , 1985), esto alteração foi 

obtida utilizando-se um oligonucleotídeo sintético cuja sequência continho o 

mutação de interesse. Na reação de mutagênese os moldes de DNA fitos 

simples contendo resíduos uracil hibridizam com o fita simples iniciadora 

(oligonucleotídeo). Após o hibridizoção do oligonucleotídeo que contém o 

sequência desejada com o DNA de fito simples contendo o sequência original, o 

iniciador é extendido com o frogmento de Klenow do DNA polimerase I e os 

extremidodes sõo ligados com T4 DNA ligase. 

Foram feitos duos reações de mutagênese, u m o poro coda 

oligonucleotídeo diferente. Forom misturados e homogeneizados 5 pl (1 pmol) 
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de DNA de fita simples contendo resíduos uracila, 1 /yl do oligonucleotídeo 

fosforilado (5 pmoles), 1 pl de tampão de anelamento (NaCI 5 0 0 m M , Tris HCI 

lOOmM pH 8, M g C b lOOmM e DTT lOmM) e 3 pl de água destilada. Esta reação 

foi incubada a 55°C por 5 minutos e resfriado por 10 minutos em temperatura 

ombiente. O molde de DNA foi copiado após o adição dos seguintes reogentes: 

4 pl de cada um dos quatro nucleotídeos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) em 

concentração de 2,5 m M codo, 1 pl de tampão de ligóse (Tris HCI 6 6 0 m M pH 

7,5 , MgClz 5 0 m M e DTT 50mM), 1 pl de ATP 10 m M , 3,2 unidades de Klenow 

em 0,5 p l , 3,1 unidades do enzima T4 DNA ligase em 0,5 pl e 2 pl de água 

destilado. A mistura em reação foi incubada por duas horas em temperatura 

ambiente e 5 pl desto mistura foram utilizados poro o transformação de 

bacférias £ coli HB2151 (dutVung*) eletrocompetentes, por eletroporoçõo. 

Nestas cepos o molde contendo os residuos uracil deve ter desvontogem em 

relação oo DNA que contém o mutação, e este molde original é inativo 

biologicamente. 

As culturas de bactérias transformados foram semeados em placo 

L. B. ógar contendo ompicil ino. Algumas dos colônias que crescerom nos placas 

forom submetidas ò purificoção de DNA util izando-se o kit QIAGEN. Os 

DNAs plosmidiois purificados forom digeridos e analizados poro verificação do 

perda do sítio de restrição Hind H l , presente no sítio de policlonogem do 

vetor pSecTag2, no região que se desejava retirar. Os clones que 

opresentorom o perda do sítio foram sequenciados poro o confirmação da 

mutagênese. 

3 .2 . Transformação, seleção e amplificação das células eucariotos 

3 . 2 . 1 . Determinoçõo do concentração mínima letal dc Higromicina para 

as células L M (JK-) 
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Os fibroblastos murinos designados L M (TK-) foram odquiridos do ATCC 

( C C L - 1 . 3 ) e sõo provenientes de músculo de comundongo do linhagem C 3 H . 

Estas células forom transportadas congeladas em gelo seco. As células forom 

descongeladas, transferidos poro umo garrafa de cultura celulor e forom 

montidas em meio DIO ( D M E M Dulbecco's modified Eogle's médium 

contendo 4 , 5 g / L de glicose, 1 1 0 m g / L de piruvoto de sódio e suplementodo com 

1 0 7 o de soro fetal bovino, 2 m M de L-glutamino, 1 0 0 U / m L de penicilina e 1 0 0 

^ig/mL de streptomicino), segundo as recomendações do ATCC. Os fibroblastos 

forom cultivados a 3 7 ° C , em atmosfera úmido, contendo 5 % de COz. Para a 

subculturo os células forom diluidas 1 : 1 0 opós serem destocados da garrofa 

utilizando-se solução de tripsina (tripsina 0 , 0 5 % , EDTA 0 , 0 2 % e gl icose 0 , 1 % . ) . 

A fim de se determinar o concentração de higromicina mínima letal poro 

os células, num período entre 1 0 e 1 5 dios, foi realizado um experimento, no 

quol foram semeados 5 . 0 0 0 células em codo poço de 1 , 9 6 cm^, de u m o placa de 

cultura celular de 2 4 poços. O experimento foi realizado em triplicata e 

posteriormente repetido pora confirmação do resultado. Foram utilizodos os 

seguintes concentrações de higromicino: 7 0 0 p g / m L , 6 0 0 p g / m L , 5 0 0 p g / m L , 

4 0 0 p g / m L , 3 0 0 p g / m L e 2 0 0 p g / m L , além do controle (meio DIO sem 

higromicina). No primeiro dio de experimento as células foram semeadas nos 

poços com meio DIO poro adesão dos células. Após 2 4 horas o meio de cultura 

foi trocodo pelas soluções de DIO contendo higromicina nos diferentes 

concentrações. As células em cultura foram observados oté o 1 5 ° dio, 

trocondo-se os meios com e sem higromicina o cada 3 dios. 

3 . 2 , 2 . Transfecção das células util izando o método d c precipitação do 

D N A c o m Fosfato d c Calcio 

O processo de transfecção possibilito o entrada de DNA exógeno no 

célula eucorioto otrovés do obertura de canais no membrana celular pela ação 
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de substâncias químicas, de forma que esse DNA irá se integrar ao DNA 

genomico. A -transfecção com fosfato de cálcio foi escolhida 

preferencialmente por ser a que melhor se adaptou às nossas necessidades, 

tratando-se de um método de transfecção estável em células eucariotos, que é 

comumente utilizado (Current Protocois in fAolecular Biology, 1988). Ao 

misturar-se lentamente sob borbulhamento, a solução de DNA à solução 

tampão HEPES-PO4, forma-se um precipitado que quando em contato com oS 

células deve se aderir à superfície celular. Desta forma foi realizada o 

transfecção das células L M (TK-) com os DNAs plasmidiais dos clones que se 

apresentaram corretos após o sequenciamento: 11 => (His)6-Met-endostat ina e 

16 =í> endostatina. A fim de se determinar os parâmetros ideais paro a 

transfecção foram feitas, previamente, seis transf ecções com uma mesma 

amostro (clone 11) diferenciando-Se os parâmetros de tempo, quantidade de 

D N A e possibilidade de choque com solução de glicerol 10%, oS quais são 

críticos neste processo de transfecção. Para a realização da transfecção 

foram semeadas 10^ células por placo de cultura celular de 100 cm de 

diâmetro, no dia anterior ao experimento. Estas células foram cultivadas em 

meio DIO, incubadas em estufa o 37°C, em atmosfera úmida, contendo 5% de 

COz. Para a reação foram utilizados 100 \xl de CaClz 2,5 M , ImL de tampão 

Hepes-fosfato (Hepes 50 m M , Na2HP04 1,5 m M e NaCI 280mM) e 10, 25 ou 30 

lLig de DNA purificado e quantificado em espectrofotômetro (1 A 2 6 0 n m = 50 p g 

D N A fita dupla /ml) . A reação foi realizada em tubo cónico de 15 mL e a 

solução de CaClz contendo o DNA foi adicionada, gotejando-se lentamente ao 

tampão HEPES-fosfato sob borbulhamento constante de ar. A solução foi 

então incubada por 30 minutos em temperatura ambiente para a formação dos 

microprecipitados de fosfato de cá l c io /DNA e posteriormente distribuída 

sobre as células nas placas. Após 6 ou 16 horas de incubação, o meio das placas 

foi aspirado e as placas foram lavadas três vezes com PBS (tampão fosfoto-
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salina contendo NoCI 1 5 0 m M e Nos PO4 1 0 m M pH 7 , 2 ) , sendo em seguida 

mantidas em meio D 2 ( D M E M contendo 4 , 5 g / L de glicose, 1 1 0 m g / L de 

piruvoto de sódio e suplementado com 2 7 o de soro fetal bovino, 2 m M de 

glutamina, 1 0 0 U / m L de penicilina e 1 0 0 ^ig/mL de streptomicino) durante dois 

dios. iAlgumos plocas forom submetidas oindo ao choque com glicerol 

previamente a troca do meio. Forom adicionados 1 0 m L de solução de glicerol 

1 0 7 o estéril nos placas, opós ser aspirado o solução de DNA - fosfato de calcio 

e incubou-se por 3 minutos em temperatura ombiente, seguindo com o 

procedimento de lavagem e troco do meio jó descritos. Após os dois dios de 

incubação, os células forom tripsinizodos e semeados em novas placas de 1 0 cm 

de diâmetro, poro realização do processo de seleção. Com o intuito de se obter 

um grande número de transformantes isolados foram semeodos 5 x 1 0 ^ , 1 0 " ^ e 

5 X 1 0 " * células por placo. A seleção dos transformantes foi realizada em meio 

seletivo DIO contendo 6 0 0 p g / m L de higromicina por um período de 1 5 dios 

trocondo-se o meio a coda 3 dios. 

O teste de eficiencio de transfecção foi finolizado fixando-se e 

corando os clones resistentes ò seleção adicionondo-se 8 mL de solução de 

Rodomino B a 2 7 o em formol o 4 7 o nos placas. Incubou-se então em 

temperatura ambiente durante 3 0 minutos e em seguida o solução foi aspirado 

e os plocas lovodos com óguo destilado poro retirado do excesso do corante. 

As colonias de cada placa forom então contados pora determinação da 

eficiencia de transfecção nas diferentes condições. 

3 . 2 . 3 . Isolamento e amplificaçSo dos clones positivos 

Após o seleção, os clones forom isolados, com o ouxílio de alcas 

plásticas estéreis, rospondo-se os colonias delicadamente e transferindo as 

células poro poços isolados em placas de 1 2 poços, ogitondo-se o alça no meio 

de cultura DIO contendo o mesmo concentração de higromicina utilizado na 
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seleção previamente colocado nos poços, de forma que as células se soltassem. 

As células foram propagadas até atingir a semi-confluência e transferidas 

para placas de 6 poços e garrafas de 75 cm^ respectivamente, onde foram 

mantidas para amplificação. 

3 .2 .4 . Preparo e coleta do meio condícionodo 

Para o preparo do meio condicionado de 24 horas, 2 x 10^ células de 

codo um dos clones isolados forom semeados em meio DIO em placas de 6 

poços. Após 24 horas o meio destas células foi trocado por meio DIO fresco e 

opós 24 horas o meio foi coletado, centrifugado o 4000 g e o sobrenadante foi 

estocado o -20°C. As células foram submetidas ò tripsinizoção e contodas em 

cSmoro de Neubouer. 

3 . 3 . Caracterização e Quantif icação da Endostatina recombinante 

3 . 3 . 1 . Western Blotting 

3 . 3 . 1 . 1 . S b S - P A Ô E 

Foi realizado a eletroforese em gel de seporoçõo o 12% e de 

empilhamento a 3% de poliocrilomido, em condições não redutoras (Loemmli , 

1970). Foram adicionados 5 ^iL de tampão de amostro não redutor (Tris-HCI 

5 0 m M p H 6,8, DTT 25mM, glicerol 10%, SDS 1% e azul de bromofenol 

0 , 0 8 m g / m L ) em 20 ¡ i l das amostras de meio condicionado dos clones o serem 

testados. Como controle negativo util izou-se meio condicionado de uma cultura 

de células L M (TK-) não transfectadas. As amostras foram então fervidos o 

65°C por 5 minutos e aplicados no gel. Foi aplicado também um marcador de 

peso molecular e a corrida, foi realizado a 90 volts no período necessário poro 

o coronte azul de bromofenol contido nos amostras chegar no final do gel de 

separação. 
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3 . 3 . 1 . 2 . Transferência 

A transferência das proteínas, do gel para a membrana de 

nitrocelulose, foi realizada por eletroeluiçõo do gel em cubo de transferência, 

com eletrodos de grafite, utilizando-se folhas de papel de filtro 3 M M 

embebidos em tampão de transferencio (Glicina 3 9 m M , Tris 4 8 m M , SDS 

0,0375%, Metanol 20%) em contato direto com os eletrodos, membrana de 

nitrocelulose sobre o papel de filtro próximo ao pólo positivo e o gel entre a 

membrana e o papel de filtro próximo oo pólo negativo. A corrente foi fixada 

de acordo com o área do gel (0 ,85mA por cm^) paro o tronsf erêncio total do 

endostatina. 

3 . 3 . 1 . 3 . Imunorreaçõo 

Após o lavagem do membrana com PBS contendo 5%> de leite em pó 

desnatado, o mesmo foi incubado com anticorpo policlonal onti-endostatino 

murina (Chemicon, Temeculo, C A , EUA) diluído (1:150) na mesmo solução de 

PBS contendo 5%> de leite, por um período de 24 horas. Em seguida o 

membrana foi lavado 2 vezes no solução de PBS contendo 5% de leite e 

incubado com proteína A * morcado com (4 x 10^ c p m / m L ) em solução de 

PBS contendo 5% de leite durante 1 hora. Após o incubação, o mesmo foi 

lavado 4 vezes com solução de PBS contendo 5% de leite e 2 vezes com PBS 

contendo 0,01% de tween 20. A membrana após secagem foi utilizado poro 

outorodiogrofio. 

3 . 3 . 2 . Imunoensaio (Elisa - Kit Accucyte) 

A quantificação do endostatina recombinante no meio condicionodo 

foi feito utilizando-se o kit de ELISA poro quantificação de endostotino 
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murina Accucyte Mouse Endostatin (Cytimmune Sciences Inc., College Park, 

MO, EUA) seguindo o protocolo. Este ensaio emprega a técnica quantitativa de 

enzimaimunoensaio com duplo anticorpo, sendo o 2° anticorpo ant i - Igô de 

coelho (produzido em cobro) pré-revestido no placo que tem o função de 

capturar um complexo específico que consiste de: endostatina biotinilodo, 

amostro ou padrão e anticorpo onti-endostotino conjugado. A endostatina 

biotinilodo (ligante competitivo) e a amostro ou o padrão competem pelos sítios 

de ligação do anticorpo específico anti-endostotino. Portonto, quanto maior a 

quantidade de endostotino nos amostras menor a quantidade de endostatina 

biotinilodo capturado pelo anticorpo. O ensaio é lido em leitor de ELISA 

baseado no copocidade do conjugado streptavidina alcalino fosfatase de 

desenvolver coloração quando em contato com o agente cromogênico. A 

quantidade de endostatina detectado em coda amostro é comparada com u m o 

curvo padrão de endostatina que demonstra uma relação inversa entre o 

densidode óptica (D.O.) e o concentroção do proteína. 

O ensaio foi realizado em duplicata. As amostras foram diluídas 

previamente em tubos de microcentrífuga onde forom adicionados 160 jiL do 

diluente #1, 80 ^ L do diluente #2 e 80 ^iL do meio condicionado referente o 

cada clone testado. Após vortexor os amostras, forom adicionados 100 ^ L de 

cada preparação de amostra nos poços pré-determinados no placa de 96 poços. 

Também foram aplicados lOO^iL dos padrões de endostatina #0-6 nos poços 

pré-determinados. Forom então aplicados 25 ^iL de conjugado de endostatina 

em codo poço, e imediatamente opós este passo, adicionou-se 25 ^iL de 

anticorpo policlonal onti-endostatino murina nos poços. A placo foi então selodo 

com selador de acetato paro prevenir a evaporação e incubado em temperatura 

ombiente por um período de 3 horas. Após este período foi realizado a lavagem 

do placo, descortondo-se as amostras dos poços e colocando-se o placa 

invertida sobre papéis absorventes limpos até que os resíduos fossem 
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completamente absorvidos pelo papel. Pipetou-se então 250 [iL do tampão de 

lavagem nos poços descartando-o em seguida, e colocando-se novamente a 

placa invertida sobre papéis absorventes limpos até que os residuos fossem 

completomente absorvidos pelo popel. Este posso foi repetida quatro vezes e 

em seguida forom adicionados 50 | iL de Streptavidina Phosphotose Alcalino em 

codo poço. A placo foi novamente selado e incubado em temperatura ambiente 

por um período de 30 minutos. Após este período foi reolizoda novamente o 

lavagem da placo, como descrito anteriormente, e forom adicionados 200 piL 

de solução reogente de cor em codo poço. A geração de cor foi então 

monitorado constantemente em leitor de ELISA lendo-se o 490 nm oté que o 

padrão de endostatina Dose zero atingisse u m o D.O. de 1.6-1.8. 

3 .4 . Anólíse do atividade biológica da endostotino recombinante 

3 . 4 . 1 . Ensaio d c Proliferação das Células Endoteliois 

A ovoliação do atividade biológica do endostotino foi reolizoda 

utilizando-se um bioensoio baseado no habilidade do endostatina em inibir o 

crescimento dos células endoteliais (Dhonobal e cols., 1999a). O ensaio foi 

reolizodo pelo determinação da incorporação de ^H-timidina pelos células em 

cultura, indicando síntese de DNA, ou seja, o divisão celular. Desta forma foi 

avaliado o atividade inibitória do endostotino recombinante no meio 

condicionado dos clones selecionados sobre o divisão dos células endoteliais. A 

linhagem de celulos C - P A E (célula endoteliol de artéria do pulmão de bezerro) 

foi adquirido do ATCC (CCL-209) . As células forom cultivados em meio M E M 10 

(meio M E M suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 m M de glutomino, 

100 U / m L de penicilina e 100 n g / m L de streptomicino), segundo os 

recomendações do ATCC. Poro o reolizoçõo do ensoio forom semeados 5 x 10^ 

células ressuspensas em 200 ^iL de meio M E M 2 (meio M E M suplementodo com 

2% de soro fetal bovino, 2 m M de glutamina, 100 U / m L de penicilino e 100 
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|j,g/mL de streptomicina) em placas de 96 poços. Após um período de 24 horas 

o meio foi trocado por 170 lÀ de meio M E M 1 (meio M E M suplementado com 1% 

de soro fetal bovino, 2 m M de glutamina, 100 U / m L de penicilina e 100 ^ig/mL 

de streptomicina), bFGF ( 3ng /ml ) e l^iCi de ^H-timidina, adicionando-se 

simultaneamente 30 pl de diferentes diluições do meio condicionado. Como 

controle positivo foram aplicadas amostras de endostatina purificada obtida 

de E. coli transformada com p E T K H l nas diluições 1:10,1:100 e 1: 1000 e como 

controle negativo aplicou-se meio condicionado de uma cultura de células 

L M ( T K - ) não transfectadas. Após um período de 24 horas o meio foi aspirado, 

as células foram lavadas três vezes com PBS e então solubilizados pelo adição 

de 100 | i l de NoOH 1,5N por poço, incubando-se 30 minutos o 37°C. O conteúdo 

dos poços foi transferido poro um filtro, e o radioatividade incorporado pelo 

DNA foi estimado pelo contogem, em contador de partículas 6 com líquido de 

cintilação. 
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5,1 kb^ 

4,6 k b ^ 

1,0 kb ^ 
564 p b ^ 

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1%. M (Marcador de DNA X 
digerido com Eco RI e Hind III). 2 (fragmentos de 5.7 kb e 600 pb 
resultantes da digestoo do plasmideo pETXH-1), 3 (fragmento de 600 
pb referente ao gene do endostatina purificado), 4 (fragmento de 5,7 
kb correspondente ao vetor pSecTag2 linearizodo). 

4. R E S U L T A D O S 

4 . 1 . Construção do vetor de expressão contendo o c D N A do gene do 

endostatina murina 

4 . 1 . 1 . Obtenção do fragmento de D N A contendo o gene do 

endostatina 

O plosmídeo pETKH-1 digerido com o enzima N h e l , seguido do 

tratamento com o fragmento de Klenow da DNA polimerase I e do digestão 

com o enzima K p n l gerou dois fragmentos quando submetido à eletroforese 

em gel de agoróse: o fragmento do vetor com 5,7 Kb e o do inserto com 600 

pb contendo o cDNA do gene da endostatina, que codifica 184 aminoácidos 

correspondendo os posições 1132 o 1315 do colágeno X V H I (Figura 2), 

conforme o esperado. 

4 . 1 . 2 . Obtenção do pSecTagZ linearizado 

O plosmídeo pSecTag2, digerido com as enzimas Kpn I e Eco R V , 

gerou um fragmento de 5,7 Kb quando submetido à eletroforese em gel de 

agoróse (Figura 2), conforme o esperado segundo as informações do 

fabricante ( I n v i t r o g e n ) . 

M 2 3 4 M 
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Figuro 3: Construção do vetor de ex|H*essão pSecTag2 contendo o 

gene do endostatina ^rodhjto do reaçSo de l igação}. 

4 . 1 . 3 . R e o ^ o de Ligação do gene do Endostotino frajrinâ oo vetor de 

expressão pSecTag2 /Hygro A 

As bacterios D H 5 a forom submetidas à eletroporação com o 

produto do reação de ligação (Figuro 3), seguida d c sua cultura em meio 

seletivo com ontibiótico opós o eletroporoçõo, gerando rcsultodos positivos 

dc crescimento d c coiônios resistentes ò ompicil ino. Forom escolhidas 18 

colônias isoladas e rcolizodos purificações dos DNAs c posterior digestão 

com enzimos de restrição que flanqueiam o inserto o ser clonado. 
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Para confirmar o reação de ligação utilizamos os enzimas Xho I 

e Kpn I que f lanqueiom o DNA da endostatina no vetor pSecTag 2 contendo 

o inserto desejado. Como pode ser observado na figura 4, a análise dos 

fragmentos, obtidos pelas digestões dos DNAs purificados e subseqüente 

eletroforese em gel de ogarose a 1%, revelou que poro o clone 14 obteve-se 

um fragmento de aproximadamente 600 pb, que confere com o tamanho do 

inserto o ser clonado, olém de um fragmento de aproximadamente 5.7 kb 

correspondente oo tamanho do vetor pSecTag2. 

10,0 kb 
6,0 kb 

M I 3 4 5 6 8 10 11 12 13 14 17 18 19 

F'ílPf '. .'<-

1,0 kb 
750 pbj 
500 pb 

250 pb 

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1%. Análise de restrição dos 
diversos clones obtidos da reação de ligação. M (Marcador de DNA em pores 
de base - Promega 67542). 1. 3. 4, 5. 6. 8. 10. 11. 12. 13, 14. 17. 18 e 
19 (diferentes clones testados). Pode-se observar para a amostra 14 o 
fragmento da endostatina (600 pb) e o fragmento do vetor pSecTag2 (5.7kb). 

Foi também realizado o digestão do DNA do clone 14 com os 

enzimas Pst I (presente no gene da endostatina) e Xho I o fim de confirmar 

o orientação do gene da endostatina no vetor de expressão (dado não 
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apresentado), tendo sido obtido o resultado que confirma a orientação 

correta (bandas de 4 4 0 pb e 5 , 9 Kb). 

A confirmação da presença do inserto também foi realizada por 

sequenciamento de D N A , o qual se fez necessário para que pudéssemos 

conhecer a sequência de nucleotídeos a 5 ' do cDNA da endostatina, 

necessária para o procedimento dc mutagênese, já que esta seqüência não 

foi fornecida no mapa do vetor p E T K H - 1 . Os resultados obtidos foram 

submetidos a análise utilizando-se o programa BLAST. O sequenciamento do 

clone 1 4 , segundo a análise, apresentou uma região com 1 0 0 7 o de homología 

com o gene da endostatina murina, confirmando assim o sucesso da reação 

de ligação e sendo, por este motivo, o clone escolhido para darmos 

continuidade ao nosso trabalho. 

4 . 1 . 4 . Mutagênese 

4 . 1 . 4 . 1 . Reação dc Mutagênese 

A finalidade do mutagênese foi a de colocar o gene da 

endostatina, previamente clonado no vetor de expressão, em fase de leitura 

com o final do peptideo sinalizador presente no vetor de expressão, de 

maneira que após a tradução da proteína, houvesse a clivagem da mesma 

liberando a endostatina (oligonucleotídeo 1 ) óu 6His-Met-endostatina 

(oligonucleotídeo 2 ) . Seguimos diferentes estratégias paro obtenção de 

clones expressando endostatina, na tentativa de obtermos clones com altos 

níveis de expressão da proteína. Além disso, a fusão de endostatina com 6 

resíduos de histidina pode ser útil tanto para a purificação da proteína por 

cromatografia dc metais imobilizados quanto para sua caracterização c 

quantificação, pela utilização de anticorpos anti-histidina, disponíveis no 

mercado. As reações de mutagênese realizadas com os oligonucleotideos 1 e 

2 resultaram em clones que pela análise do DNA plasmídico puro com 
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enzimas de restrição adequadas (Hind III e Xho I) apresentaram o padrão 

de bandas desejado e foram enviados para sequenciamento em uma direção 

(5'-3'). 

As seqüências de nucleotídeos obtidas no sequenciamento 

foram alinhados com as sequências de DNAs esperadas e, a partir do 

alinhamento dos sequenciamentos dos clones 16 (endostatina) (Figura 5) e 11 

(6His-Met-endostatina) (Figura 6) ficou demonstrado que a reação de 

mutagênese ocorreu com sucesso poro estes dois oligonucleotideos e o gene 

do endostatina ficou em fase de leitura com o peptideo sinalizador do vetor 

de expressão, sendo estes clones os escolhidos paro dar continuidade com o 

processo de transfecção. 
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m 
X -

30 40 50 60 70 

Sequènaa 2 C C C T T N A N N A N N C C T N T A N C C A C C A T G G A G A C A G A C A C A C T C C T G C T A T G G G T A C T G C T G C T C T G G G T T C 70 

Seqüência 3 T - G G A C A G A C A N A C T C C T G C T A T G G G T A C T G C T G C T C T G G G T T T 43 

10 20 
Seqüência 1 

C A G G T T - C C A C T G G T C A T A C T C A T C A G G A C - T T T C A - G C C A G T G C T C C A C C - - T G G T G G C A C T G A A C A C C 

80 90 100 110 120 130 140 
Seqüência 1 C *• G G T T - C C A C T G G T r a t « c t r « T c » T » - T ^ f j . ,•! c C 6 r- T T C T r C a r c - - T Q j r, G C « C t « • 111 

Sequência 2 C A G G T T - C C A C T G G T C A T A C T C A T C A G G A C - T T T C A - G C C A G T G C T C C A C C - - T G G T G G C A C T G A A C A C C 135 

Seqüência 3 T N N G T T T C C A C T G G T T A T A C T C A T C A G G A C A T T T C A C A C C A N T G C T C C A C A C A T G G T G G N A C T G A A C A C C 113 

I T T T C C A G T G C T T C C A G C A A G C C C G A G C C G T G 

180 190 200 210 
C C C C T G T - C T G G A G G C A T G C G T G G T A T C C G T G G A G C A G A 

150 160 1 70 
Seqüência 1 ' ? O C ^ t c G ' " . t a " ,: .•• " ' i c C a r ,̂ c T 7 c. c. A ; •\ ''̂  c u c - 180 

Sequência 2 C C C C T G T - C T G G A G G C A T G C G T G G T A T C C G T G G A G C A G A T T T C C A G T G C T T C C A G C A A G C C C G A G C C G T G 204 

Seqüência 3 C C C C T G T T C T G G A G G C A T G C G T G G T A T C C G N G G A G C A G A T T T C C A G T G C T T C C A G C A A G C C C G A G C C G T G 183 

G G G C T G T C - G G G C A C C T T C C G G G C T T T C C T G T C C T C T A S a C T G C A G G A T C T C T A T A G C A T C G T - G C a C C G 

220 230 240 250 260 270 280 
Seqüência 1 248 

Sequência 2 G G G C T G T C - G G G C A C C T T C C G G G C T T T C C T G T C C T C T A G G C T G C A G G A T C T C T A T A G C A T C G T - G C G C C G 272 

Seqüência 3 G G G C T G T C A G G G C A C C T T C C G G G C T T T C C T G T C C T C T A G G C T G G N G G A T C T C T A T A G C A T C N N A G C G C C G 253 

T G C T G A C C G G G G G T C T G T G C C C A T C G T C A A C C T G A A G G A C G A G G T G C T A T C T C C C A G C T G G G A C T C C C T G 

290 300 310 320 330 340 350 
Seqüência 1 339 

Sequência 2 T G C T G A C C G G G G G T C T G T G C C C A T C G T C A A C C T G A A G G A C G A G G T G C T A T C T C C C A G C T G G G A C T C C C T G 335 

Seqüência 3 T G C T G A C C G G G G G T C T G N G C C C A T N G T N A A C C T G A A G G A C G A G G T G C T A T C T C C C A G C T G G G A C T C C C T G 347 

T T T T C T G G C T C C C A G G G T C A A C T G C A A C C C G G G G C C C G C A T C T T T T C T T T T G A C G G C A G A G A T G T C C T G A 

360 370 380 390 400 410 420 
Seqüência 1 388 

Sequência 2 T T T T C T G G C T C C C A G G G T C A A C T G C A A C C C G G G G C C C G C A T C T T T T C T T T T G A C G G C A G A G A T G T C C T G A 412 

Seqüência 3 N N T T C T G G C T C C C A G N G T C A A C T G C A A C C C G G G G C C C N C A T T T T T N N T T T T G A C G G C A G A N A T G T C C T G A 393 

430 440 450 460 470 480 490 
Seqüência 1 •• c : c - - T " c c c ••, .\ ^ , « ? : - , c " c ; •• ' j > = " : • ^ :, ; 7 g A 1 -3 ; í /\ , 

Sequência 2 G A C A C C - A A C C T G N C C G C A G A A N A G C G T A T G G C A C G G C T C G G A C C C C A N T G G G C G G A G G C T G A T G G A G A N 

Seqüência 3 N A C A C C C A G T C N G G C C G C N T A A C A G C G N A T G G C A C N G T T T C G G N A C C C C A C N T G G G -

458 
481 
450 
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500 510 520 530 540 550 560 
Seqüência 1 526 

Sequência 2 T T A C T G T G A G A C A T G G C N A A C T G A A A A C T A C T G G G G C T A C A G G T C A A G C C T C C T C C C T G C T G G T C A A G C A 551 

Seqüência 3 - - - C C N - G A G G T A T G A T G N A C - - - - A N N T A C T G - - - - - - - - T N A G A C A 481 

570 580 590 600 610 620 630 
Seqüência 1 - G G C T C C T í ^ f ^ f l d C A G A A A G C T G C G A G C T G C C ^ C A A C A T C G T C C T - i T G C A T T ' - ^ A i - ^ A A T l , ^ . - 594 

Sequência 2 A G G C T C C T G G A A C A G A A A A C T G C G A G C T G G C A C A A C A G C T A A C A T C G T C C T G T G C A T T G A G A A T A A C T T C 621 

Seqüência 3 T T G N A C G A A A - - - - C T G A A A A T A N T N - - 504 

A T G A - C C T C T T T C T C C A A A T A X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

640 650 660 670 680 690 700 
Seqüência 1 615 

Seqüência 2 A T G A A C C T C T T T C T C C A A A T A A G G G C T C T G G C A N C T A T T C A G C A C A N T G G G C G G C C C G C T C C A A A G A A N G 691 

Seqüência 3 - - - - - - - - . . - - G G 505 

O X C C X A X X X X X X X X X X C A X X X X X X X X X X X X X X X X X X X G X X T A A X X G C C X T X X X X C C X X X X X X X X X X C X T X 

710 720 730 740 750 760 770 
Seqüência 1 615 

Sequência 2 G N C C C A A C A A A A A A A T C A T C T T C A N A A A A A A G A T C T T G A A T A A N A G C C G T C G A A C C A T C A A T C A A C C A T N 761 

Seqüência 3 G G C C T A - C A - - G G N T A A N G G C C N T N - - - C C N N C N T G 535 

780 790 
Seqüencial 615 

Sequência 2 N A T T N A T T G G N G T T T T A A A C C 782 

Seqüência 3 C - - - T N N T N A 542 

bases cor respondentes ao pept ideo sinal izador 

Figuro 5: Alinhamento dos sequenciamentos realizados poro confirmaçõo do mutagênese. 
Sequência 1 Sequência Esperada 
Sequência 2 e 3 -> Resultados obtidos dos sequenciamentos 
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1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 

Seqüência 1 - - - - - - - 61 
Seqüência 2 A T G G A C C C A C A G A T T A A T G C T A T - G G G T A C T G C T G C T C T G G G T - C T A G - T T C C A C T G G - T G 57 

Seqüência 3 T A C C A C C A T G G N G A C A G A N A C A C T C C T G C T A T - G G G T A C T G C T G C T C T G G G T T C C A G Q T T C C A C T G G G T G 69 

Seqüência 4 C T C C T G C T N T A G G G T A C T G C T G C T C T G G G T T C T N N G T T C C A C T G G - T G 47 

A C I 

8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0 

Seqüência 1 A C C A C C A T C A C C A C C A C C Í T A T G C A T A C T C 0 T C A 3 G - ^ C C » G - r r C * : : 130 

Seqüência 2 A C C A C C A T C A C C A C C A - C A T A T G C A T A C T C A T C A G G A C T T T C A G C C A G A T G C T C C A C C T G G T G G C A C T G A 126 

Seqüência 3 A C C A C C A T C A C C A C C A C C A T A T G C A T A C T C A T C A G G A C T T T C A G C C A G - T G C T C C A C C T G G T G G C A C T G A 138 

Seqüência 4 A C C C C C A T C A C C A C C A C C A T A T G C A T A C T C A T C A G G A C T T T C A G C C A G - T G C T C C A C C T G G T G G C A C T G A 116 

r • 

1 5 0 1 6 0 1 7 0 1 8 0 1 9 0 2 0 0 2 1 0 

Seqüência 1 200 

Seqüência 2 A C A C C C C C C T G T C T G G A G G C A T G C G T G G T A T C C G T G G A G C A G A T T T C C A G T G C T T C C A G C A A G C C C G A G C 196 

Seqüência 3 A C A C C C C C C T G T C T G G A G G C A T G C G T G G T A T C C G T G G A G C A G A T T T C C A G T G C T T C C A G C A A G C C C G A G C 208 

Seqüência 4 A C A C C C C C C T G T C T G G A G G C A T G C G T G G T A T C C G T G G A G C A G A T T T C C A G T G C T T C C A G C A A G C C C G A G C 186 

2 2 0 2 3 0 2 4 0 2 5 0 2 6 0 2 7 0 2 8 0 

Seqüência 1 269 

Seqüência 2 C G T G G G G C T G T C G G G C A C C T T C C G G G - C T T T C C T G T C C T C T A G G C T G C A G G A T C T C T A T A G C A T C G T G C G 265 

Seqüência 3 C G T G G G G C T G T C G G G C A C C T T C C G G G - C T T T C C T G T C C T C T A G G C T G C A G G A T C T C T A T A G C A T C G T G C G 277 

Seqüência 4 C G T G G G G C T G T C G G G C A C C N T G G G G G G C T T T C C T G T C C T C T A G G C T G C A e G A T C T C T A T A G C A T C G T G C G 256 

290 30C 3 1 0 3 2 0 3 3 0 3 4 0 3 5 0 

Seqüência 1 , . 229 

Seqüência 2 C C G T G C T G A C C G G G G G T C T G T G C C C A T C G T C A A C C T G A A G G A C G A G G T G C T A T C T C C C A G C T G G G A C T C C 335 

Seqüência 3 C C G T G C T G A C C G G G G G T C T G T G C C C A T C G T C A A C C T G A A G G A C G A G G T G C T A T C T C C C A A C T G G G A N T C C 347 

Seqüência 4 C C G T G C T G A C C G G G G G T C T G T G C C C A T C G T C A A C C T G A A G G A C G A G G T G C T A T C T C C C A G C T G G G A C T C C 326 

3 6 0 3 7 0 3 8 0 3 9 0 4 0 0 4 1 0 4 2 0 

Sequência 1 409 

Seqüência 2 C T G T T T T C T G G C T C C C A G G G T C A A C T G C A A C C C G G G G C C C G C A T C T T T T C T T T T G A C G G C A G A G A T G T C C 405 

Seqüência 3 C T G T T T T C T G G C T C C C A G G G T C A A C T G C A A C C C G G G G C C C G C A T C T T T T C T T T T G A C G G C A G A G A T G T C C 417 

Seqüência 4 C T G T T T T C T G G C T C C C A G G G T C A A C T G C A A C C C G G G G C C C G C A T T T T T T C T T T T G A C G G N A G A G A T G T C C 396 

4 3 0 4 4 0 4 5 0 4 6 0 4 7 0 4 8 0 4 9 0 

Seqüência 1 - - 474 

Seqüência 2 T G A G A C A C C C A G C C T G G C C G C A G C A A G A G C G C T A T G G C A C G G C T C G G A C C C C A G C C T G G G C G G A C G G C T G 475 

Sequência 3 T G A G A C A C C - A G C C T G G C C G C A G - A A N A N C G - T A T G G C A C G G C T C G G A C C C C - A G - T G G G C G G A - G G C T G 481 

Seqüência 4 T G A N A C A C C C A A C C T G G C C G C A G - A A G A G C G - T A T G G C A C G G T T C G G A C C C C C A N - T G G G C G G A - G G C T G 462 
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m BB» 
A T G G A G A G T T A C T G T G A G A C A T G G C G A A C T G A A A C T A C T G 6 G G C T A - C A G G T C A G G C C T C C T C C C T G C T G 

500 510 520 530 540 550 560 

Seqüência 1 T r, .-, « r- "i C T •• 543 
Seqüência 2 A T G G A G A G T T A C T G T G A G A C A T G G C G A A C T G A A A C T A c T G G G G C T A - C A G G T C A G G C C T C C T C C C T G C T G 544 
Seqüência 3 A T G G A N A N T T A C T G T G A G A C A T G G C G A A C T G A A A C T A c T G G G G C T A A C A G G T C A A N C C T C C T C C C T G C T G 561 
Seqüência 4 A T G N A N A G T T A C T G T G A G A C A T G G C G A A C T G A A A C T A c N T G 503 

T C A G G C A X G - G C T C C T G G A A - A C A X A A A - A G C T G C - G A G C T G C C A C A A C A - G C T A - C A T C G T C C T G T G G C 

570 580 590 600 610 620 630 

Seqüência 1 603 

Seqüência 2 T C A G G C A C G C G C T C C T G G A A C A C G C A C A C A G C T G C C G A G C T G C C A C A N C A - G C T A - C A T C G T C C T G T T G C 612 

Seqüência 3 T C A G G C A A N - G C T C C T G N A A - A C A A A A A - A G C T G N - N A G C T G N C A C A A A A A G C T A A C A T C G T C C T G T G G C 617 

Seqüência 4 503 

A T T X G A G A A T A X C T T T C A T - - G A C C T C T T T C T X C C X A A A T A X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

640 650 660 670 680 690 700 

Seqüência! 639 

Seqüência 2 C T N G C C G A A T N A C C T T C C T - - G A C C T C C T T C T C C - - - A N T A N G G - C C T C T G C 658 

Seqüência 3 A T T T G A G A A T A N N T T T C A T T G A A C C T C T T T C T T C C N A A A T A A N G G C C T C T G N C A A G C T T A T T C C A A C N A C 687 

Seqüência 4 503 

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

710 720 730 740 750 760 770 

Seqüência 1 639 

Seqüência 2 658 

Seqüência 3 N A G T G G G C G G G C C C G C T T C N A A N A A G G G G C C C A A A C A A A A A A A T T C A T C C T C A A A A A A A A G G A T T N T G A A 757 

Seqüência 4 503 

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

780 790 
Seqüência 1 639 

Seqüência 2 iBS8 
Seqüência 3 A T T A T N N G C C C G N C C G A A C C A A T C A A 793 

Seqüência 4 503 

b a s e s c o r r e s p o n d e n t e s a o p e p t i d e o s ina l i zodor 

b a s e s c o r r e s p o n d e n t e s ao g e n e da e n d o s t a t i n a 

Figura 6: Alinhamento dos sequenciamentos realizados para confirmação da mutagênese. 
Seqijêncía 1 -> Seqüência Esperada 
Seqüência 2, 3 e 4 ^ Resultados obtidos dos sequenciamentos 
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4 .2 Transformação, seleção e amplificação das células eucariotos 

4 .2 .1 Determinação do concentração mínima letal de Higromicina 

para os células LM ( T K - ) 

Foi realizado um experimento com higromicina, utilizando-se 

diversas concentrações o fim de se determinar o dose mínima letal para os 

fibroblastos LM(TK-) . O experimento foi realizado em duplicata e 

posteriormente repetido confirmando, dessa formo, os resultados obtidos. 

As concentrações utilizadas no teste forom: 700 | i g / m L , 600 |j,g/mL, 500 

n g / m L , 400 i i g / m L , 300 ng/mL, 200 jxg/mL além do controle. Nas 

concentrações de 700 [ ig /mL e 600 n g / m L foram observadas poucas células 

vivos no 10° dia de experimento e no 15° dia de experimento não haviam 

mais células vivas. Nos concentrações de 500 i^g/mL e 400 (xg/mL forom 

observadas células vivos até o 15° dia de experimento e estas jd tinham 

ultrapassado o semi-confluência. Nas concentrações de 300 n g / m L e 200 

l^g/mL os células atingiram o confluência no 6° dia de experimento, assim 

como no controle negativo (células no ausência de higromicina). Baseado 

nestes resultados, o concentração de higromicina utilizada poro o seleção 

dos fibroblastos murinos após o transfecção, ou seja, o concentração 

mínima letal de higromicina poro os células foi de 600 |j.g/mL. 

4 . 2 . 2 . Transfecção das células utilizando o método de precipitação do 

D N A com Fosfato de Cálcio 

Com o intuito de se otimizar o transfecção, que tem um 

rendimento muito baixo (em torno de 0,1 o 1%), foi feito um teste 

diferenciondo-se os parâmetros críticos poro o transfecção. Foram feitas 

seis tronsfecções com uma mesmo amostro (clone 11), diferenciondo-se os 

parâmetros de tempo, quantidade de DNA e possibilidade de choque com 
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Tabelo I: Diferentes parâmetros utilizados na otimização da técnica de transfecção. 

Condições Quantidade Tempo de Presença de Eficiência de 

de DNA incubação Glicerol transfecção 

(horas) (%) 

1 10 ng 6 horas - 0,18% 

2 10 l̂g 16 horas - 0,19% 

3 30 îg 6 horas - 0,75% 

4 30 ug 16 horas - 0,06% 

5 10 ixg 6 horas + 0,02% 

6 10 ^ig 16 horas + 0,13% 

solução de glicerol 10%. Para determinar a melhor condição de transfecção, 

as placas foram fixadas e coradas utilizando-se Rodamina B a 2% em formol 

a 4% após a seleção dos clones resistentes para verificação da eficiência de 

formação de colônia (EFC) nas diferentes condições. De acordo com os 

resultados obtidos no teste de EFC (figura 7), a condição que apresentou 

uma melhor eficiência da transfecção (0,75%) foi o condição com maior 

quantidade de DNA (30 pg) e menor tempo de incubação (6 horas), sem o 

choque com solução de glicerol 10% (Tabelo 1). 

Baseando-se nestes resultados foi realizada o transfecção com os 

clones 16 (endostatina) e 11 (6His-Met-endostatina) utilizando-se 30 \xg de 

DNA purificado e incubando-se por um período de 6 horas. 
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Figura 7: Teste de eficiência de formação de colônia com 
os diferentes parâmetros testados na transfecção 
(Referentes aos números da Tabela I). IO6 células foram 
transfectadas e os clones resistentes à higromicina 
(600ng) após a seleção, foram fixados e corados 
utilizando-se Rodamina B a 2% em formol a 4%. 

4.2.3. Isolamento e amplificação dos c\or\es positivos 

O método de isolamento dos clones positivos, após a seleção, 

utilizando-se alças plásticas estéreis, foi satisfatório visto que todos os 

clones isolados foram cultivados até atingirem a semi-confluência, 

demonstrando sucesso na transferência para as placas. 



39 

Tabela 2: Quantificação do endostatina expressa nos clones que 
opresentoram volores dentro do limite de sensibilidade no teste de 
EUS A. 

Clone 
Expressão de endostatina 

(ng/10^ célulos/dio) 

11-6 16,6 

11-16 55,2 

16-2 158,6 

16-6 162,3 

16-13 200,0 

16-14 383,4 

16-21 235,3 

4 . 3 . Quantif icação do Endostatina recombinante 

4 . 3 . 1 . Imunoensaio (Elisa - Kit Accucyte) 

A quontificoçõo do endostotino recombinante no meio 

condicionado foi feito utilizando-se o kit de ELISA poro quantificação de 

endostatina murina (Cytimmune). A quantidade de endostatina detectado em 

coda amostra foi comparado com uma curvo padrão de endostatina que 

demonstra umo relação inversa entre o densidade óptica (D.O.) e o 

concentração do proteína (eixos Y e X respectivamente). A determinação da 

concentração dos omostros desconhecidas foi feita plotondo-se os volores 

das densidades óticas obtidas poro estos amostras no eixo Y e troçondo-se 

umo linho vertical ote a intersecção com o curvo dos amostras padrão. A 

partir deste ponto gerado no curvo foi troçado uma linho horizontal até o 

intersecção com o eixo X, determinando-se desta formo a concentração das 

omostros. A quantificação do endostatina expressa pelos diferentes clones 

testodos está representada no tabelo 2. 



40 

A curva obtida com as amostras padrão está representada na 

figura 8. 

Curva Padrão de Endostatina (ELISA) 

0 \ , , 1 

1 10 100 1000 

Absorbencia 

Figura 8: Curva obtida com as amostras padrão de endostatina no 
ensaio ELISA (Kit Accucyte). 

4 . 4 . Caracter ização e análise da at ividade biológica da endostat ina 

recombinante 

4 . 4 . 1 . Western Blotting 

Por meio da análise em western blotting, util izando-se como 

controle negativo o meio condicionado de células L M ( T K - ) não 

transfectadas, observou-se a expressão de endostatina recombinante pelas 

células transfectadas (clone 16-14) , confirmada pela visualização de uma 

banda de aproximadamente 20 KDa que corresponde ao peso molecular da 

endostatina (Figura 9). 

COMISSÃO NACIONAL D€ ENERGIA VULEAfi/SP-íPEN 
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P C- 1 

20 kDa -> ^ endostat ina 

Figura 9: Análise cm western blotting da expressão de endostatina.(P) padrão 
de peso molecular, (C-) controle negativo, (1) meio condicionado do clone 16-14. 

4 . 4 . 2 . Ensaio de Proliferação das Células Endoteliais 

O ensaio fo i rea l i zado em dup l i ca ta e a p a r t i r dos resu l t ados de 

contagem de pa r t í cu las b e t a ob t i dos , fo i ca lcu lada a méd ia de cada uma das 

amos t ras . Pa ra d e t e r m i n a r a po rcen tagem de in ib ição de c resc imen to pa ra 

cada a m o s t r a padron izou-se o resu l tado de contagem de pa r t í cu las b e t a 

ob t ido no con t ro le negat ivo como 0 % de in ib ição de c resc imen to das célu las 

endo te l ia i s , e a p a r t i r d e s t e valor f o i ca lcu lada a po rcen tagem de in ib ição de 

c resc imen to pa ra cada a m o s t r a . A de te rm inação d a po rcen tagem de in ib ição 

de c resc imen to (PIC) fo i r e a l i z a d a de te rm inando -se p r ime i ramen te a 

porcen tagem de c resc imen to (PC) a t r a v é s da equação: ( resu l tado de 

contagens da a m o s t r a / resu l tado de contagens do con t ro le negat ivo) x 100 

= PC(%). A po rcen tagem de in ib ição de c resc imen to fo i d e t e r m i n a d a através 

da equação: 100 - PC = P I C (%). 

O s resu l t ados ob t i dos a p a r t i r d a endos ta t i na p roduz ida pelos 

c lones se lec ionados (Tabe la 3 e F igu ra 10), p roven ien tes d a t r a n s f e c ç ã o com 

os c lones 11 e 16, m o s t r a r a m uma a t i v i dade ant iang iogên ica d a endos ta t i na 

recomb inan te , o que fo i observado a t r a v é s d a in ib ição d e c resc imen to das 

cé lu las endote l ia is . Como con t ro le pos i t ivo f o r a m ap l i cadas amos t ras de 

endos ta t i na p u r i f i c a d a o b t i d a de E a ? / / t r a n s f o r m a d a com p E T K H - 1 e como 
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controle negativo aplicou-se meio condicionado de uma cultura de células 

LM(TK-) não transfectadas. 

Tabela 3: Porcentagem de inibição de 
crescimento das células endoteliais para as 
diferentes amostras testadas. 

Amostra PIC (%) 

11-6 19,4 

16-6 117 

16-13 10,1 

16-14 22,8 

16-21 23,2 

25,00 -

20,00 

15,00 -

10,00 

5,00 

0,00 

Porcentagem de Inibição de Crescimento das 
Células C-PAE 

PI
C 

(%
) 

25,00 -

20,00 

15,00 -

10,00 

5,00 

0,00 

25,00 -

20,00 

15,00 -

10,00 

5,00 

0,00 

11.6 16.6 16.13 

Amostras 

16.14 16.21 

Figura 10: Ensaio de proliferação das células endoteliais. 
Porcentagem de inibição de crescimento das células para as 
diferentes amostras. 
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Incorporação de 3H-Timidina pelas 

Células C - P A E 

1600 
1500 
1400 
1300 
1200 
1100 
1000 

900 
800 * 

1 

cp
m

 

1600 
1500 
1400 
1300 
1200 
1100 
1000 

900 
800 * 

1 

1600 
1500 
1400 
1300 
1200 
1100 
1000 

900 
800 * 

1 10 100 1000 

Diluição 

Figura 1 1 : Ensaio de pro l i feração d e cé lu las endote l ia i s 
d e m o n s t r a n d o a incorporação de 3 H t imid ina pe las cé lu las C - P A E . 
Di lu ições de a m o s t r a s de endosta t ina expressa e m E coli. 

Foi demonstrada também a incorporação de 3 H timidina pelas 

células endoteliais, utilizando-se diluições 1:1, 1:10 e 1:100 de endostatina 

obtida de £ coli (Figura 11), demonstrando a relação dose-dependente da 

ação da endostatina. 
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5. t^lSCUSSAO 

A expressão de endostatina murina recombinante foi obtida, o 

partir de uma linhagem estabelecida de fibroblastos murinos L M ( T K - ) , 

estavelmente tronsfectodo com o vetor comercial de expressão em células de 

mamíferos pSecTag2/hygro A , onde foi clonado o gene do endostatina murina. 

Optamos pelo utilização de células eucariotos, nas quais a expressão 

de proteínas recombinantes no forma solúvel e biologicamente ativo pode ser 

freqüentemente obtida, enquanto as proteínas expressas em bactérias são 

freqüentemente obtidas no formo insolúvel e possivelmente biologicamente 

inativas (Geisse e cols., 1996). Além disso, o sistema de expressão obtido 

poderá ser utilizado como ferramenta poro o possível aplicação em terapia 

gênica em camundongos C3H, do mesmo linhagem de onde foram provenientes 

os fibroblastos LM(TK-) . 

A escolha de um sistema de expressão poro produção de proteínas 

recombinantes depende de diversos fatores que incluem característicos do 

linhagem celular escolhida, níveis de expressão, expressão intracelular e 

extrocelulor, modificações pós-traducionois e atividade biológica do proteína 

de interesse (Mokrides, 1999). Estes fatores são determinantes poro o 

escolha do tipo celular e do vetor de expressão que será utilizado para o 

introdução de seqüências heterólogas no linhagem celular (Kane, 1991). 

Optamos por utilizar células de mamíferos pelas vantagens destas 

células apresentarem um reconhecimento eficiente de sinais poro síntese, 

processamento e secreção de proteínas (Mokrides, 1999). Os sistemas de 

expressão em células de mamíferos compreendem umo abundância de linhagens 

celulares utilizadas poro produção de proteínas. Mais comumente , as células 
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C H O (Chinese Hamster Ovary), B H K (Baby Hamster Kidney), H E K 293 (Human 

Embryonic Kidney), células L de camundongos e linhagens celulares de mieloma 

(J558L e Sp2 /0 ) são utilizadas como hospedeiras para o estabelecimento de 

transf ectantes estáveis (Geisse e cois., 1996). 

No entanto, a expressão bem sucedida de altos níveis de proteínas 

recombinantes não é dependente somente da linhagem celular (Geisse e cois., 

1996). Outras variáveis importantes incluem a propria construção do plosmídeo 

de expressão (promotor, sequências reguladoras) e o procedimento de 

transfecção utilizado poro introdução do DNA exógeno no célula eucorioto 

(Geisse e cois., 1996). 

Umo consideração a ser feito no escolho de um vetor paro se obter 

altos níveis de expressão, está relacionado oos tipos de elementos de 

transcrição utilizados poro o controle do expressão do gene transferido. 

Dependendo do propósito do estudo, promotores eficientes acompanhados de 

amplificadores podem contornar o necessidade de um alto número de cópias de 

DNA poro o obtenção de altos níveis de expressão (Kane, 1991). 

Entre os elementos essenciais nos vetores de expressão em células 

de mamíferos estão: (1) u m promotor e um amplificador capazes de atividade 

tronscricionol forte, (2) sinais de processamento do m R N A e de tradução que 

incluem seqüência Kozok, códon de terminação de tradução, sinais de clivagem 

do m R N A e sinais de poliadeniloção, (3) terminodor de transcrição, (4) sítios 

de policlonagem contendo múltiplos sítios de restrição poro inserção do gene 

de interesse, (5) marcadores de seleção poro o obtenção de células que 

tenham integrado estavelmente o DNA plasmídico, e (6) origem de replicação e 

marcadores de seleção de procoriotos para propagação do vetor em bactérias 

(Mokrides, 1999; Levinson, 1990). Além disso é de nosso interesse que o vetor 

apresente também um peptideo sinalizador que possibilite o secreção do 

endostotino recombinante poro o meio extrocelulor. Tendo estes fatores em 
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vista optamos pela utilização do vetor de expressão em células de mamíferos 

pSecTag2/hygroA, o qual contém os elementos necessários para obtenção de 

de expressão de endostatina. Este vetor contém uma sequência de cadeia Ig K 

murina, então as proteínas recombinantes expressas por este vetor são 

proteínas de fusão que contém na porção N-terminal a seqüência de Ig K 

murina, que permite suo secreção poro o meio extrocelulor. 

Dois importantes elementos responsáveis pelo início do transcrição 

são o promotor e o amplificador. Os promotores melhor caracterizados são 

aqueles derivados de vírus, tal como o SV40 e o de citomegalovirus humano 

(CMV) (Levinson, 1990). Elementos que geralmente compõem o promotor são o 

TATA box, que funciona designando o local de início do transcrição poro o RNA 

polimerase H , e o CAAT box onde fatores se ligam para facilitar o início do 

transcrição. Os amplificadores de transcrição agem aumentando o nível de 

transcrição do promotor e parecem ser reguladores fundamentais do atividade 

tronscricionol (Levinson, 1990). Alguns amplificadores demonstram umo 

preferência por determinada célula hospedeiro, enquanto outros, tal como o de 

C M V , são muito ativos em u m o variedade de tipos celulares de diversas 

espécies (Levinson, 1990). A adição de um amplificador forte pode aumentar a 

atividade de transcrição de 10 o 100 vezes (Levinson, 1990). O vetor de 

expressão pSecTag2 é constituído de um promotor/amplif icador C M V , o qual 

deveria propiciar, portanto, o expressão eficiente de altos níveis da proteína 

recombinante cujo c D N A correspondente estivesse inserido no sítio de 

policlonagem localizado o 3' do promotor. Este vetor também apresento um 

promotor SV40 o qual propicio o expressão do gene de resistência ò 

higromicina, permitindo desta formo a seleção dos células transfectadas. 

A terminação da transcrição, o clivagem no final 3' e o poliadeniloção 

dos m R N A precursores são passos essenciais para a transcrição do m R N A 

(Levinson, 1990). Os sinais de terminação do transcrição estabelecem um modo 
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de minimizar a transcrição da fita de i^NA oposta, a qual pode suprimir a 

expressão genica pela formação do m R N A anti-sense (Levinson, 1990). O final 

3' do m R N A eucoriótico é caracterizado pela poliodeniloção, que envolve o 

clivogem o 3' do m R N A precursor em um sitio específico e subseqüente 

polimerizoção de aproximadamente 200 bases odenino formando a cauda 

poly(A), que é importante poro o estabilidade do m R N A e sua posterior 

tradução (Mokrides, 1999). A remoção do sítio de poliodeniloção pode fazer 

decair o expressão da proteína mais de 10 vezes (Levinson, 1990). Existem 

diversos sinais eficientes de poliodeniloção utilizados em vetores de expressão 

em células de mamíferos, incluindo o derivado do hormônio de crescimento 

bovino (BGH) e o do unidade de transcrição SV40 "eorly". O vetor de 

expressão pSecTag2 contém um sinal de poliodeniloção B G H , localizado o 3' do 

sítio de policlonagem, que possibilita umo terminação de transcrição eficiente 

e o poliodeniloção do m R N A transcrito. 

A seqüência Kozak é determinada pelo contexto de nucleotídeos no 

vizinhança do códon de iniciação do tradução (AUG). A seqüência de bases 

CC(A/G)CCA\JGG foi descrita como sendo a seqüência consenso paro iniciação 

nos eucariotos superiores. As purinos A ou G no posição -3 e o G no posição +1 

são os maiores influências no eficiência do início da tradução (Mokrides, 1999). 

Mutações alterando esto seqüência consenso resultaram no redução da 

tradução em mais de 10 vezes (Levinson, 1990). Esto seqüência é também 

constituinte do vetor pSecTag2. 

Outros elementos importantes constituintes do vetor pSecTag2 são 

o origem de replicaçõo pUC e o gene de resistência ò ompici l ino poro seleção de 

E.coli transformadas. Esto origem de replicaçõo em procoriotos, permitiu a 

propagação do vetor em bactérias E.coli possibilitando o omplif icaçõo do vetor 

de expressão contendo o gene da endostatina no decorrer de suo construção. 
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Além disso, este vetor contém uma origem f 1, a qual nos permitiu a obtenção 

de DNA fita simples, imprescindível para o processo de mutagênese. 

O protocolo de mutogênese sítio dirigida utilizando-se 

oligonucleotideos, contendo a mutação desejado, como primers (Kunkel , 1985) 

foi escolhido por apresentar u m o alto eficiência e por ser o que melhor se 

adoptou òs nossas necessidades. De acordo com Kunkel (1985) o frequência de 

mutação gerada utilizando-se este protocolo é superior a 50%. Uma dos 

vantagens desta técnica é o de que mais de um sítio pode ser mutado oo mesmo 

tempo, util izando-se somente um oligonucleotídeo com mais de umo mutação 

pora o seqüência alvo (Howe, 1995). O sequenciamento de alguns dos clones 

corretos obtidos do mutagênese, em umo única tentativa demonstrou o 

eficiência do método. A partir do reação de mutagênese foi possível colocar o 

gene da endostatina em fase de leitura com o peptideo sinalizador, que 

permite a secreção do proteína poro o meio extrocelulor, como já discutido. 

Além disso, util izando-se esta técnica, obtivemos duas construções vetoriois 

diferentes utilizando-se dois oligonucleotideos diferentes. O clone 11, o qual 

se apresentou correto após o sequenciamento, apresenta u m o seqüência de 6 

histidinas inseridos o 5' do gene da endostotino, enquonto que o clone 16, que 

também se apresentou correto opós o sequenciamento, não apresento esto 

seqüência de bases adicionais. 

O método de transfecção por coprecipitoçõo de fosfato de cálcio 

(Graham, 1973) é geralmente preferido no geração de células de mamíferos 

transfectadas para expressão estável (Kane, 1991). O DNA é misturado com o 

cloreto de cálcio e o fosfato resultando no precipitação do DNA que é então 

incubado juntamente com os células o serem transfectadas e capturado via 

vesículas fogociticos. O DNA exógeno captado pelos células é então integrado 

no genoma do hospedeiro (Wigler, 1978). A vantagem deste método é que o 

geração de linhagens celulares expressando estavelmente o DNA exógeno 
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integrado constitutivanr>ente é eficientemente alcançada em uma grande 

variedade de células (Current Protocols in f^olecular Biology). Além disso a 

transfecção com fosfato de calcio tem sido comumente utilizada para 

introdução de material genético nas células hospedeiras em estudos de terapia 

genica antiangiogenica (Indraccolo e cois., 1999). Baseado nestas informações 

escolhemos por utilizar este método poro tronsfector os células L M ( T K - ) 

visando o obtenção de expressão estável de endostatina murina recombinante 

por estos células. 

O vetor de expressão utilizado por nós apresenta o gene de 

resistência ò higromicina, e por isso células L M ( T K - ) não transfectadas foram 

cultivadas no presença de diferentes concentrações deste antibiótico, para 

determinação do concentroção mínima letal de higromicina poro as células, 

necessária paro o seleção dos clones positivos após o transfecção. De acordo 

com os dados do fabricante do vetor pSecTag2, o intervalo de concentrações 

letais para células de mamíferos vario de 150 o 400 ^.g /mL de higromicina no 

meio de cultura celular. De acordo ainda com o literatura (Kaufman, 1990), os 

concentrações de higromicina utilizadas paro seleção de células de mamíferos 

estão entre 100 e 300 jj,g/mL. No entanto, o concentração mínima de 

higromicina letal paro os células L M ( T K - ) encontrada por nós foi de 600|xg/mL, 

sendo que este resultado está de acordo com os obtidos por Zoeten (1999). 

Os meios condicionados obtidos dos dones transfectados e isolados 

foram submetidos o análises qualitativos e quantitativos da proteína 

recombinante expressa pelos células L M ( T K - ) . Pelo análise dos resultados 

obtidos por western blotting utilizando-se anticorpo onti-endostotino murina 

que revelaram umo banda de aproximadamente 20 kDo, correspondente oo 

peso molecular do endostotino murina, ficou demonstrado que o expressão e 

secreção de endostatina murina recombinante foi obtida com sucesso o partir 

deste sistema de expressão. 
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A quantificação da proteína expressa no meio condicionado de cada 

clone foi realizada utilizando-se um kit ELISA comercial muito comumente 

utilizado na quantificação de endostatina murina recombinante obtida por 

diferentes processos (Indraccolo e cols., 1999; Sauter e cols., 2000; Kuo e 

cols., 2001; Powliuk e cols., 2002). Os níveis de expressão obtidos para os 

diversos clones testados variaram de 16,6 a 383,4 ng/10* célulos/dio. Os 

clones 11 (6 His-endostatino) apresentaram expressões bastante inferiores a 

dos clones 16 (endostatina), o que pode ser resultado da inserção do seqüência 

de 6 Histidinas o 5' do gene do endostatina, ocasionando uma expressão mais 

baixo de endostatina por estes clones. 

A maioria dos autores que descreveram a obtenção de endostatina 

humano e murina recombinantes relatam apenas os concentrações de 

endostatina em peso/volume ( n g / m L ou m g / L ) e sem o conhecimento dos 

concentrações de endostatina recombinante obtidas por número de células, a 

comparação entre estes dados fico restrito. No entanto, vamos descrever o 

seguir os trabalhos que obtiverom expressão de endostatina humano e murina 

recombinantes. 

0'Reilly e cols. (1997), demonstraram pela primeira vez o obtenção 

de 30-40 m g / L de endostatina recombinante murina insolúvel, purificada a 

partir da utilização de E coli como célula hospedeira. Foi obtida também, o 

expressão de 150mg/L de endostatina recombinante murina utilizando-se o 

mesmo sistema: E. coli (BL21 pLysS) por Huang e cols. (2001), sendo este o 

maior nível descrito no literatura. A produção de 40 m g / L de endostatina 

recombinante murina insolúvel por E.coli (YK537), também foi obtida por Xu e 

cols. (2002). 

Foi descrita por Dhonobal (1999a) a obtenção de endostatina 

humana por Pichia pastoris tronsfectodo resultando em níveis de produção de 

10 m g / L . 
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A expressão transiente de endostatina nríurina util izando-se vetores 

adenovirais foi descrita por Sauter e cois. (2000), que transduziram células 

JC e obtiveram níveis de 12-16 ng /mL no meio condicionado de 48 horas e por 

Kuo e cois. (2001), que utilizaram transfecção transiente para a introdução do 

vetor adenoviral em células 293 e obtiveram níveis de expressão superiores a 

lOng/mL no soro de animais tratados. Foi demonstrado (Kuo e cols., 2001) que 

a expressão in vivo de endostatina declina progressivamente com o tempo, 

decaindo a partir do sétimo dia de tratamento, o que é consistente com a 

natureza transiente de expressão gênica utilizando vetores adenovirais. 

Estudos realizados por Sasaki e cols. (1998), revelaram a impossibilidade de 

detecção (< 2ng /ml ) de endostatina murina recombinante no meio condicionado 

de 10 diferentes linhagens celulares humanos e de camundongos, submetidas ò 

transfecção transiente util izando-se um vetor episomol, no qual foi clonado o 

gene do endostatina murina. No entanto, a respeito das linhagens celulares, o 

autor só relata se tratarem de fibroblastos, células epiteliois e células 

tumorais. Além disso, baixos níveis (5-15 n g / m L ) forom detectados no meio 

condicionado de células endoteliais microvosculores, células de aorta humana e 

células de terotocorcinomo F9, nos quais o introdução do gene do endostatina 

foi realizada do mesmo formo. No entanto, células H E K (células renais de 

embrião humano) submetidas à transfecção transiente com o mesmo vetor 

episomol de expressão, mostraram, otrovés do análise por rodioimunoensaio do 

meio condicionado, uma expressão variando de 6-20 jxg/mL/dio. 

Semelhantemente, células M D C K (células epiteliois de rim canino) mostraram 

ser capazes de produzir grandes quantidades (10 m g / L de meio condicionado) 

de MMP13 (matrix metalloproteinose 13) opós ser tronsfectodo estavelmente 

com um plasmideo contendo um promotor de C M V , enquanto células C H O 

transfectados com o mesmo vetor, produziram muito menos proteína (Pei e 

cols., 1998). Estes estudos nos levam o concluir que vetores de expressão. 
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mesmo que construídos para se obter altos níveis de expressão, podem, de 

acordo com a linhagem celular escolhida como hospedeira, não funcionar 

eficientemente. Estudos realizados por Indraccolo e cols. (1999) mostraram a 

obtenção de expressão transiente de endostatina murina utilizando-se um 

vetor de expressão de células eucariotos, pcDNA3.1V5 com promotor C M V , 

para transf ector células humanos de rim 293T e KS I M M derivado de sarcoma 

de Koposi e o obtenção de níveis de 0,5-2,5 fig/mL no meio condicionado. 

Apesar do promotor forte de C M V utilizado por Indraccolo, ser o mesmo 

promotor presente em nosso vetor, os níveis de expressão obtidos por estes 

autores forom superiores aos níveis de expressão obtidos por nós, lembrando 

que o vetor utilizado pelo autor foi um com expressão transiente, enquanto o 

sistema de expressão obtido por nós expressa o proteína recombinante 

estavelmente. 

Foi também demonstrada o expressão de endostatina murina e 

humano no meio condicionado de células H U V E C transformados por 

transfecção transiente com plosmídeo de expressão contendo 

promotor/amplif icador de C M V , em níveis equivalentes o 10 ng/10^ célulos/dia 

no meio condicionado para os duos proteínas (Blezinger, 1999). Estes 

resultados são bastante inferiores aos obtidos por nós (383,4 ng/10^ 

célulos/dio), o que novamente indica que o uso de um promotor forte como 

C M V nem sempre garante altos níveis de expressão. 

Para considerarmos o uso do sistema de expressão descrito neste 

trobalho em estudos de terapia gênica ontiongiogênico pelo tronsplonte em 

camundongos de células transfectados e mantidos em imunoisolomento 

(biohíbridos), devemos levar em conto alguns dados da literatura, como a dose 

necessária de endostatina murina poro o inibição do crescimento de tumores 

sólidos. 
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Foi demonstrado por O'Reilly e cois. (1997), que o crescimento de 

metástases foi quase completamente suprimido pela administração de 

endostatina numa dose de 0,3 m g / k g / d i a , administrado subcutáneamente. A 

quase completa regressão tumoral foi obtida administrando-se uma dose de 20 

m g / k g / d i a (O'Reilly e cols., 1997). Além disso, outros estudos mostram que o 

tratamento com endostatina murina requer uma injeção diária de oitos níveis 

(10-20 m g / k g / d i a )(Kisker e cols., 2001). 

Paro investigar se o endostatina murina recombinante no formo 

solúvel poderia resultar no regressão tumoral , foi obtida por Powliuk e cols. 

(2002) a secreção contínua introvosculor de endostotino recombinante, 

através do transferência genética mediada por retrovírus em células 

hematopoiéticos, seguido de seu enxerto no medulo ósseo de camundongos 

singeneicos irradiados. Apesar dos altos níveis de expressão (746 n g / m L ) 

encontrados nos soros dos animais testados, não foi observado por Pawliuk o 

inibição de angiogenese "in vivo" e nenhuma atividade ontitumorol foi 

detectodo. Kerbel e Folkman (2002) sugerem que provavelmente seja 

necessário o ajuste dos níveis de endostatina no sangue para u m o 

concentração de aproximadamente 250-300 n g / m L paro obtenção de inibição 

máximo de crescimento dos tumores. 

Pelo administração intramuscular de doses diferentes de um 

plosmídeo de expressão contendo o gene do endostatina murina, Blezinger e 

cols., (1999) observou que u m o dose de 15 iig do plosmídeo de expressão foi 

tão efetiva quanto u m o dose de 240 ^g, enquanto umo dose de 7,5 î g de 

plosmídeo administrado, resultou numa diminuição significativa no inibição do 

crescimento tumoral. Além disso, foram determinados os níveis de endostatina 

murina no soro destes animais e o único dose de injeção plasmidial que 

demonstrou níveis de endostatina circulante detectáveis oté o 14° dia opós a 

injeção foi a de 240 ^g. No entanto, os níveis de proteína detectados forom 
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bastante baixos sendo 3, 8 e 4 n g / m L nos dias 2, 7 e 14, respectivamente, 

após a administração intramuscular do plasmideo. 

A completa inibição do crescimento tumoral e a regressão tumoral 

foram reportadas com relação ao uso da forma precipitada de endostatina 

murina recombinante produzida em E. coli (O'Reilly e cols., 1997; Bohem e cols., 

1997; Dhonobal e cols., 1999o e Sosoki e cols., 1998), e também com relação à 

endostatina solúvel administrado continuamente (Kisker e cols., 2001). 

Existem algumas restrições importantes com relação oo uso do 

endostatina paro o tratamento antiangiogênico de tumores e uma delas é o 

quantidade muito oito necessária poro obtenção do efeito antiangiogênico. Os 

trabalhos que utilizam o endostatina poro tratamento antiangiogênico e que 

obtém regressão de tumores sólidos em modelos animais, utilizam o dose de 10 

a 20 m g / K g de comundongo/d ia (O'Reilly e cols., 1997; Kisker e cols., 2001 e 

Boehm e cols., 1997). Se extrapolássemos esses valores paro humanos 

obteríamos uma quantidade de 0,9 o 1,4 g de endostatina por paciente por dia. 

Utilizando como referência, os doses diários utilizadas poro o tratamento de 

nanismo com o hormônio de crescimento: do ordem de 35 ^ / K g / d i o (por volta 

de 2,4 m g / d i o ) , chegaremos ò conclusão de que é inviável o tratamento 

antiangiogênico de pacientes com tumores sólidos devido à dificuldade de 

obtenção de quantidades suficientes de endostatina puro. 

Foi demonstrado que o meio vido do endostotino humano no soro dos 

animais é de 10 horas (Kisker e cols., 2001). 

Teoricamente o terapia sistêmica utilizando genes onti-ongiogênicos 

deve superar estas dificuldades, assim como a necessidade de se repetir o 

processo, pelo administração contínua da proteína por um longo período de 

tempo, provendo níveis terapêuticos de endostatina no soro mantidos 

(Folkman, 1999). 
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C o m base nestas informações, o uso do sistema de expressão 

estável de endostatina obtido por nós neste trabalho, pode ser de grande valia 

no aplicação de terapia gênica antiangiogênico, através da expressão contínua 

de níveis estáveis do fotor antiangiogênico endostotino. Além disso, já foi 

demonstrado que o administração contínua de TNP-470, um inibidor 

ongiogênico de origem fúngico, diminui a dose requerida em até seis vezes e 

aumento o eficiência do terapia em comparação com injeções subcutâneas 

intermitentes diários (Ingber e cols., 1990). Kisker (2001) realizou estudos 

utilizando u m o bombo osmótico, implantado no dorso dos animais trotados, que 

permitiu a liberação contínua de endostatina no circulação. Este autor, 

administrou doses de 2, 6, 12 e 20 m g / m L , via bombo osmótico, a qual liberou 

na circulação um volume de 1 ^iL/horo do seu volume total (200 ^L). Foi 

demonstrado oindo por Kisker, que u m o dose de 2 m g / k g / d i o foi tão efetiva 

em suprimir o crescimento tumoral quanto umo injeção intraperitoneal de umo 

dose de 20 m g / k g / d i o , mostrando que a odministroção contínua de endostatina 

não somente foz diminuir o dose requerido paro o tratamento mos também 

aumento o eficiência do teropio em vários modelos tumorais murinos e 

humanos. Kisker demonstrou que o endostatina administrado continuamente, 

foi mantido em concentrações sistêmicas de 200 o 300 n g / m L durante o suo 

administração. Estes resultodos nos levam o crer que os níveis de secreção de 

endostatina murina recombinante obtidos em nosso sistema de expressão 

podem ser sotisfotórios e este sistema de expressão contínua deve ser 

testado para o tratamento de tumores sólidos em camundongos. 

A avaliação do atividade biológica do endostatina murina 

recombinante foi realizada util izando-se os células endoteliais C - P A E . Estas 

células são comumente usadas no verif icoção do atividade ontiangiogênica de 

proteínas e demonstram u m o resposta mais reproduzível poro endostatina 

murina (Dhanabol, 1999a), sendo por este motivo utilizada nestes estudos. As 
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células C-PAE tem sua proliferação inibida pela ação da endostatina murina, de 

uma maneira dose-dependente. A inibição dose-dependente foi primeiro 

observada em doses de 1 0 0 n g / m L com máxima inibição observada em doses de 

6 0 0 n g / m L (O'Reilly e cols., 1 9 9 7 ) . No entanto, já foi observada a inibição de 

5 0 7 o das células endoteliais utilizando-se meio condicionado contendo 1 n g / m L 

de endostatina murina (Blezinger e cols., 1 9 9 9 ) . Kisker e cols. ( 2 0 0 1 ) 

demonstraram que 2 0 0 n g / m L de endostatina murina inibiram em 8 0 o 9 0 7 o o 

proliferação de células endoteliais. Interessantemente, Kisker constatou oindo 

que o endostatina mantida no bombo osmótico por 7 dias inibiu o proliferação 

dos células endoteliais mais efetivamente que o endostatina que estava no 

animal por um dia apenas. Os resultados de inibição do proliferação dos células 

endoteliais encontrados por nós, mostraram umo inibição de 1 0 , 1 o 2 3 , 2 7 © para 

o endostatina obtida pelo sistema de expressão desenvolvido por nós. Estes 

resultados estão de acordo com os encontrados no literatura, e mostram que o 

endostotino murino recombinante secretada pelos células L M ( T K - ) apresento 

atividade biológica, como esperado. 

Este sistema de expressão poderá ser de grande valia no aplicação 

para estudos "in vivo", já que ficou demonstrado o aumento da eficácia no 

tratamento de pacientes com tumores sólidos via administração contínua de 

endostatina por terapia gênica. 
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos neste trobalho mostram que o expressão de 

endostatina murina e do proteína de fusão 6 Histidinos-endostotina 

recombinante no formo solúvel foi obtida com sucesso, o partir da transfecção 

de células L M ( T K - ) com o vetor de expressão em células eucariotos pSecTagZ, 

onde foi inserido o cbHA do endostatina murina, indicando que os elementos 

tronscricionois e troducionois contidos neste vetor forom satisfatórios poro a 

produção e secreção do proteíno recombinonte. Ficou demonstrado que o uso 

de um vetor de expressão contendo um promotor forte (CMV) nem sempre 

garante oitos níveis de expressão. Além disso, o inserção do sequencio de 6 

histidinas o 5 ' do gene do endostatina, pode ter ocosiononodo o expressão mais 

baixo de endostatina pelos clones transfectados, indicando que modificações 

deste tipo podem influenciar nos níveis de expressão do proteína 

recombinante. 

Considerando-se que jó foi demonstrado no literoturo que o 

administração contínua de endostatina apresenta-se muito mais eficaz do que 

a odministroção subcutâneo diário dos mesmos quontidodes desto proteína 

poro o tratamento de tumores sólidos, acreditamos que os níveis de expressão 

de endostotino murina recombinonte obtidos em nosso sistema de expressão 

podem ser satisfatórios poro o tratamento por terapia gênica de tumores 

sólidos em camundongos, por meio de transplante dos células recombinantes 

secretoras de endostotino em imunoisolamento. 

Portonto o sistema de expressão contínua obtido por nós neste 

trabalho, deve ser testado em estudos de terapia gênica ontiongiogênico. 
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