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INTRODUCAO

A endostatina FIG.1 é uma proteina de agado
angiostatica, que inibe a formacdo de novos
vasos sanguineos a partir de vasos ja
existentes (angiogénese), processo necessario
para crescimento de tumores solidos. Estudos
demonstraram que a administracdo de
endostatina em animais com tumores foi
eficiente no tratamento, promovendo até a
regressdo dos tumores sélidos em crescimento
[1]. Porém estudos clinicos em humanos ndo
obtiveram bons resultados, apesar da
administracdo se altas doses desta proteina.

OBJETIVO

O objetivo desse trabalho sera: Obter
proteinas de fusdo apresentando as vantagens
da endostatina de especificidade pelas células
endoteliais ativadas, e maior grau de apoptose
apds internalizacdo. Essas proteinas de fusdo
deverdo se apresentar mais efetivas no
tratamento de tumores em camundongos, sem
apresentacdo de efeitos colaterais graves.

METODOLOGIA

Apbs a clonagem do gene eucarioto da
endostatina em um vetor de expressdo em E.
coli foram realizadas reagdes de mutagénese
sitio-dirigida [2], a fim de se modificar a
estrutura da endostatina inserindo-se em sua

estrutura sequéncias de peptideos pro-
apoptoticos Bax (endostatina-Bax,
endostatina-Bax-endostatina) e Bak

(endostatina-BakK).

RESULTADOS

Foi construido um vetor de expressdao em
E. coli pET-20b(+) [3, 4] contendo o gene da
endostatina, além de vetores contendo as

seqliéncias da endostatina com as mutacdes
Endo-Bax FIG.2, Endo-Bak e Endo-Bax-Endo
FIG.3. Em relacdo a expressdo das proteinas,
ainda ndo se obteve resultados satisfatorios.

FIGURA 1 - Modelo 1KOE da Endostatina
mostrando as a-hélices em vermelho, as folhas
beta em amarelo e as pontes dissulfidicas em
verde.

FIGURA 2 - Modelo da fusdo C-terminal do
fragmento bax com Endostatina. Em azul o
peptideo bax. Em roxo a a-hélice parte da
regido C-Terminal do dominio endostatina e o
linker de glicinas. Em amarelo as folhas g e em
vermelho a a-hélice.



FIGURA 3 - Em azul é mostrado o segmento
correspondente ao fragmento de BAX com 16
residuos, inserido na estrutura do dominio da
endostatina. Os dois residuos da a-hélice da
endostatina sdo indicados em vermelho.

CONCLUSOES

Concluimos que foi possivel construir o
vetor de expressao e sintetizar as proteinas de
fusdo desejadas, através de anélise dos
sequenciamentos do material genético dos
vetores dos clones isolados (dado né&o
mostrado) e da andlise por Western blot e gel
SDS-PAGE, em relagdo a epresséo de proteinas
recombinantes. Resta ainda obter clones
positivos para os mutantes endo-bax-endo,
além de resultados satisfatérios em relacdo &
expressdo da proteina e testar sua eficiéncia in
vivo.

FIGURA 4 - Western blot mostrando a
expressdo da endostatina e mutantes (endo-
Bax e endo-Bak) A seta indica as bandas no

tamanho da endostatina (20 Kda).

Vinculado ao projeto: "Estudo de atividade
antiangiogénica de proteinas de fusdo
endostatina-peptideos com atividade
apoptotica”.
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