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RESUMO

A Proteina dissulfeto isomerase (PDI) desempenha um importante papel na
agregacdao de plaquetas, envolvendo proteinas tidlicas de superficie tanto em vias
dependentes, quanto independentes de ADP. Recentemente foi demostrado que um
dodecapeptideo (CxxC), contendo o motivo catalitico da PDI, era capaz de diminuir a
atividade redutase da PDI, abrindo a perspectiva do uso do mesmo como agente terapéutico
antitrombaético. Assim, este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos de peptideos
PDI — simile sobre a agregag¢ao plaquetaria in vitro e o mecanismo molecular de agao dos
mesmos. Por analises in silico utilizando um programa de ancoragem molecular, observou-se
que o peptideo CxxC, bem como os seus peptideos controle, scrambled (Scr) e AxxA, foram
todos capazes de se ligar ao sitio de lligagdo do substrato na PDI.Posteriomente, por western
blot ,demonstrou-se que o peptideo CxxC (25 uM) promoveu uma discreta, mas importante,
reducao da marcacao de tidis livres da PDI sugerindo associagao fisica entre o peptideo e a
proteina. O mesmo ndo foi observado nas amostras incubadas com os peptideos Scr e AxxA,
na mesma concentracao. Nos ensaios de agregacao plaquetaria, o plasma rico em plaquetas
(PRP) foi pré-incubado com os peptideos CxxC, Scr e AxxA utilizando ADP (5uM) como
agente agregante. Encontramos que o peptideo CxxC reduziu a agregacdo maxima em 14%,
27% e 30% nas concentracbes de 3, 10 e 30uM, respectivamente. O peptideo Scr e o
peptideo AxxA, ndao afetaram a agregacao plaquetaria induzida por ADP nas mesmas
concentracdes. Sendo assim, o conjunto dos dados aqui apresentados sugerem que o
peptideo CxxC associa-se a PDI de superficie e inibe parcialmente a agregacdo plaquetaria

via mecanismos mediados por trocas tiol-dissulfeto.

DESCRITORES: Difosfato de adenosina, Agregacao plaquetdria, Compostos de sulfidrila,

Plaguetas.



ABSTRACT

Protein disulfide isomerase (PDI) plays an important role in platelet aggregation
involving thiol containing surface proteins in both dependent pathways and independent of
ADP. Recently it has been shown that one dodecapeptide (CXXC) containing the catalytic
motif PDI was able to decrease the reductase activity of PDI opening the perspective of using
the same as antithrombotic therapeutic agent. This study aimed to investigate the effects of
peptides PDI - like on platelet aggregation in vitro and molecular mechanism of action of the
same. For in silico analysis using a molecular docking program, it was observed that the CXXC
peptide as well as its control peptide, scrambled (SCR) and AXXA were all capable of binding
to the substrate site of the lligacdo PDI.Posteriomente, Western blot, it was demonstrated
that the peptide CXXC (25 p M) induced a slight but significant reduction of free thiols
marking PDI suggesting physical association between the peptide and the protein. The same
was not observed in samples incubated with Scr and AXXA peptides at the same
concentration. In platelet aggregation assays, the platelet-rich plasma (PRP) was pre-
incubated with the CXXC, Scr and AXXA peptides using ADP (5 p M) as aggregating agent.
CXXC found that the peptide reduced the maximum aggregation by 14%, 27% and 30% at
concentrations of 3, 10 and 30uM, respectively. The Scr AXXA peptide and the peptide had
no effect on platelet aggregation induced by ADP in the same concentrations. Thus, all the
data presented here suggest that the CXXC peptide is associated with PDI surface and

partially inhibits platelet aggregation via mechanisms mediated by thiol-disulfide exchange.

KEYWORDS: Adenosine diphosphate, platelet aggregation, sulfhydryl compounds, Platelets.



ADP
ATP
DTNB
DTT
GPVI
MPB
NEM
pCMBS
PDI

PDGF

PF-4
PPP
PRP
RPM

VWF

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Adenosina dinucleotideo fosfato
Adenosina trinucleotideo fosfato
Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico
Ditiotreitol

Glicoproteina VI
3-(N-maleimidilpropionil) biocitina
N-etilmaleimida

Acido p-cloromercurifenilsulfonico
Proteina dissulfeto isomerase

Fator de crescimento derivado de
plaquetas

Fator plaquetario-4

Plasma pobre em plaquetas
Plasma rico em plaquetas
rotagdes por minuto

Fator de Von Willebrand



SUMARIO

O V2 {0 01007 Yo T 10

2 CAPITULO | — Regulagdo redox da agregacdo plaquetaria................c.ccceuvevveerrveverenenenene. 12
0 I 1o Yo Vo o T PR 15
2.2. Estrutura Geral das plagquetas.......coco oo 15
3. O papel dos tidis de membrana na agregac¢ao plaquetaria.......ccccceccvveeeeiviciiieeee e, 17
3.1 Estrutura da allbb3 ... e 18
3.2 A atividade da integrina allbb3 é regulada por trocas tiol-dissulfeto........................ 19
4. A PDI como elemento chave no processo de agregacgan.......ccccvevvvrvrreereeeeeeeeeeseeieeeennns 20
5. Ainibicdo da PDI como ferramenta para novas terapias antitrombdticas.................. 23

BOBIETIVOS.........oooeeet s 30
I 0 o 1= 4 Vo T CT= =Y PR 30
3.2 Objetivos ESPECITICOS..ciiiiiiii ittt e e e e e eeeeeeeeesses s e nnnnnes 30

4 CAPITULO Il - Mecanismos redoxes envolvidos na a¢do de um peptideo inibidor da

proteina dissulfeto isomerase sobre a agregacao plaquetdria induzida por ADP................ 31
5 CONSIDERAGOES FINALS ...ttt ettt ettt sa e sae st eaesaesaesaesaesaesaenseneeneenna 54
REFERENCIAS........cotmitiiimeintitieesete s tie sttt 55
ANEXO A —Termo de consentimento livre e esclarecido........ccccevvvuvvieeiiniiiieeeeiniiiieee s 56

ANEXO B — Parecer do Comité de Etica @m PeSqUISa.........covevrvereeevereerieeeerereteeeseseseessnenns 57



1.

10

INTRODUCAO

Os disturbios tromboembdlicos constituem uma das causas mais comuns de morbi-
mortalidade ao redor do mundo (KASPER, 2008). No Brasil, entre janeiro e novembro de
2013, o numero de internagdes por embolia pulmonar, embolia e trombose arteriais, flebite
tromboflebite, embolia e trombose venosa foi de 59.938, a um custo total de RS
61.683.409,54. Em uma analise mais ampla, as doengas do aparelho circulatério
representam 7,28% das causas de ébito, um dos maiores indices de mortalidade do pais,
sendo 2,38% diretamente decorrentes de disturbios tromboembdlicos (MINISTERIO DA

SAUDE, SIH/SUS 2013).

O tromboembolismo consiste na obstrucdo aguda da circulacdo venosa ou arterial
pela instalacdo de codgulos sanguineos (ALVARES et al, 2003). De acordo com o local
acometido, a obstrucdo arterial tromboembdlica pode expressar-se clinicamente por infarto
agudo do miocdrdio, angina pectoris, acidente vascular cerebral isquémico ou obstrucdo
arterial periférica (BIZZACCHI, 2004). O trombo venoso tem maior composicdo de fibrina e
hemdcias e o arterial tem maior composicdo de plaquetas. Esses aspectos tém implicagbes
terapéuticas, visto que os agentes fibrinoliticos constituem a terapéutica de escolha na
trombose venosa, enquanto os antiagregantes plaquetdrios sdo mais utilizados nos
processos arteriais (PEREIRA, 2006). As plaguetas tem uma agdo crucial a formacdo do
trombo arterial, pois se ligam ao endotélio lesado independentemente do fluxo sanguineo e
desencadeiam todo o processo de agregacao local e consequente formag¢ao do trombo

(MORELLI, 2004).

Os principais receptores envolvidos na ativagdo inicial das plaquetas incluem os
receptores de trombina, PAR1 e PAR4, o receptor GPVI de coldgeno e os receptores de ADP,
P2Y, e P2Y;,, assim como os receptores de tromboxano A, (ESSEX, 2009). A ativagdo resulta
em alteracdo conformacional de uma integrina de membrana denominada GP allbPB3. Essa
mudanca conformacional é uma resposta a eventos intracelulares que envolvem a
propagacao e alteracdao conformacional do dominio citoplasmatico da integrina levando a
exposicdo do sitio ativo para ligacdo ao fibrinogénio solivel no plasma (SHATTIL; NEWMAN,

2004).
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Diversos estudos tem demonstrado que parte desse processo de estimulacdo de
respostas plaquetarias, incluindo secre¢do e agregacao, tem sido atribuida a rearranjos
envolvendo grupamentos tidis e dissulfetos expostos na membrana da plaqueta (ESSEX,
2009; ESSEX et al, 2004; ESSEX et al, 1995). Os receptores allbB3, a2B1, GPlb, P2Y12, e GPVI
possuem grupamentos tiol livres e sdo , portanto, sitios potenciais de regulacdo redox a ser
exercida por proteinas tidlicas. Tal grupo inclui proteinas com atividade dissulfeto redutase

como tiorredoxina, glutarredoxina e a proteina dissulfeto isomerase — (PDI) (ESSEX, 2004).

Em trabalho publicado recentemente, nosso grupo verificou que a atividade da PDI
tanto in vitro quanto in vivo pode ser inibida pelo uso de peptideos cuja sequéncia mimetiza
o sitio catalitico da proteina. Mostramos que estes peptideos sdo capazes de inibir a
atividade redutase da PDI, contribuindo assim para a reducdo da geracdo de espécies
reativas de oxigénio pela NADPH oxidase de neutrdéfilos humanos. Dados da literatura
mostram que a agregacao plaquetdria pode ser inibida com o uso de alquilantes tidlicos ou
inibidores da PDI (DTNB - 5,5’ ditiobis-(2- acido nitrobenzdico) e anticorpos anti-PDI
respectivamente). Com isso, hipotetizamos que os peptideos utilizados por Paes e

colaboradores (2011) também poderiam inibir a agregagao plaquetaria.

Sendo assim, no presente trabalho apresentamos dois capitulos que abordam: (I)
uma revisao atualizada da literatura acerca dos mecanismos redox envolvendo a PDI no
processo de agregacdo plaquetdria e (ll) uma investigacdo da atividade antiagregante
plaquetaria de peptideos PDI-simile através de ensaios de agregacdo utilizando plasma rico
em plaquetas (PRP) e ancoragem molecular com triagem virtual de alta performance e
precisdo, deduzindo tridimensionalmente a interacdo molecular entre os peptideos e seus

mais provaveis sitios de ligacdo a PDI.
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ABSTRACT

Platelets play a critical role in hemostasis when the vascular endothelium is injured and the
activation of this process and its regulation occur through based on thiol - disulfide exchange
reactions. The protein disulfide isomerase plays a central role in platelet aggregation for
catalyzing redox reactions and isomerisation involving thiol groups of proteins. The
fibrinogen receptor allbB3 contains free thiols that are required for activation of that
receptor in a conformation high affinity for fibrinogen. This process occurs under enzymatic
control, with the PDI directly participating in the activation of allbf3 . Physiological
concentrations of reduced glutationa generate thiols in allbf3 and leverage the dependent
reactions of thiols that receptor. Several studies have shown that the PDI secreted by
platelets and vascular endothelial cells is essential for standard thrombus formation.
Inhibition of extracellular PDI therefore represents a potential strategy for new

antithrombotic therapies.

KEYWORDS: platelets, thiols, alfallbbeta3 integrin, platelet aggregation.
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1. Introdugao

As plaquetas desempenham um papel chave e benéfico na hemostasia porque podem
ser ativadas e mobilizadas rapidamente para formacdo do tampdo hemostatico. A
hemostasia primaria normal requer trés eventos criticos: adesao, liberacdo do conteddo dos
granulos e agregacdo plaquetaria, envolvendo para isso diversos receptores em cada um
desses eventos (1). Similar ao que ocorre em outras células, a ativacdo plaquetaria é
modulada por alteragdes nos niveis de nucleotideos ciclicos, pelo influxo de célcio, hidrélise
de fosfolipides de membrana e fosforilacdo de proteinas intracelulares (1,2).

Em resposta a ativagdo, a mais abundante integrina plaquetaria, allbf3, sofre uma
mudanca conformacional que eleva sua afinidade por proteinas adesivas como fibrinogénio,
fibronectina, vitronectina e fator de von Willebrand. O mecanismo exato ainda ndo esta
claro mas vdrias linhas de pesquisa tem sugerido que a mudanca para o estado de alta
afinidade ocorre devido a clivagem de pontes dissulfeto no interior da integrina, mas
especificamente na subunidade B (3). A clivagem ou o rearranjo de pontes dissulfeto iniciada
por tidis € um processo dindmico que regula a funcdo de células e proteinas incluindo
aquelas envolvidas na hemostasia e na funcdo plaquetdria (1,4). Proteinas tidlicas, tais como
tiorredoxina, glutarredoxina e proteina dissulfeto isomerase (PDI) sdo consideradas as
principais mediadoras desses rearranjos (4).

A PDI esta envolvida em varios processos celulares incluindo adesdo, entrada de virus
na célula e progressao de doencas (2,4,5). Na superficie de plaquetas, a PDI desempenha um
papel crucial em rea¢des como adesdo, agregacdo e secrecdo (6). A expressao da PDI na
superficie célular, é um indicador da importancia das trocas tiol-dissulfeto nas células em
geral, em particular, na membrana das plaquetas (7). Nessa revisdao sdo discutidas as reacdes
redox envolvidas na agregacdo plaquetdria através de trocas tiol-dissulfeto e mediadas pela
proteina dissulfeto isomerase. A importancia dessas rea¢des para a funcdo plaquetaria e as
evidéncias de que os inibidores dessa proteina podem ser novos e promissores agentes

antitromboticos.

2.Estrutura geral das plaquetas



16

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos de megacaridcitos, anucleadas, de forma
discéide e diametro entre 2 a 3um. Seu periodo médio de vida esta em torno dos 10 dias,
apos o que sdo removidas pelas células reticuloendoteliais do baco e do figado. Apesar do
aspecto morfoldégico relativamente simples ao microscépio dptico, as plaquetas possuem
uma estrutura funcional complexa, permitindo-lhe rdpido reconhecimento da lesdo vascular

que a habilita a desencadear o processo de formag¢ao do tampado hemostatico (8).

A membrana plasmatica da plaqueta é revestida externamente por uma camada de
glicoproteinas (GP) — dentre as quais se destacam as GP |, I, lll e suas variantes Ib, llla —que
desempenham papel essencial a ativacdo e agregacdo plaquetarias (9). Internamente,
possuem um sistema canalicular aberto que se estende do citoplasma ao meio externo e
funciona como meio de répida liberacdo do conteddo dos granulos citoplasmaticos (10). Os
granulos a contém fatores reguladores da formagcdo do trombo, tais como o VWEF,
fibronectina, trombomodulina, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e uma
proteina neutralizadora da heparina, o fator 4 plaquetdrio (PF-4), enquanto os granulos
densos contém ATP, ADP, serotonina e calcio. Estes fatores, em conjunto, contribuem para o

recrutamento plaquetdrio e estabilizacdo do trombo (11).

Apds a lesdo vascular, as plaguetas aderem rapidamente ao subendotélio exposto. Em
condicbes de baixa turbuléncia, como aquelas caracteristicas da circulagdo venosa, as
plaguetas podem se ligar diretamente ao coldgeno exposto. Em condicdes de alta
turbuléncia, como as presentes na circulagdo arterial, a interacdo é iniciada pelo receptor
plaquetdrio GPlb que se liga as fibrilas de coldgeno subendotelial através do fator VWF e do
receptor de coldgeno a,B; , um membro da familia das integrinas (11). A adesdo das
plaguetas ao endotélio vascular promove, ainda, a liberagdo do conteddo dos granulos
plaquetdrios e a geracdo de outros mediadores da ativacdo/agregacdo, tais como o
tromboxano A,. Juntamente ao colageno, ADP e trombina, o tromboxano A, compde o

grupo dos mais importantes agonistas da ativacdo plaquetaria (2).

Os principais receptores envolvidos na ativacdo inicial das plaquetas incluem os
receptores de trombina, PAR1 e PAR4, o receptor GPVI de coldgeno e os receptores de ADP,
P2Y; e P2Y;,, assim como os receptores de tromboxano A, TPa e TPB(4). A ativacdo destes

receptores resulta em alteracdo conformacional da integrina allbB3, como resposta a
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eventos de sinalizacdo intracelular que envolvem a propagacao e alteracdo conformacional
do dominio citoplasmatico da integrina levando a exposicdo do dominio para ligagdo ao

fibrinogénio soluvel no plasma (12).

3.0 papel dos tidis de membrana na agregagao plaquetaria

A funcgdo plaquetaria dos tidis livres ou sulfidrilas permaneceu por muito tempo pouco
estudada, porém, mais recentemente, eles tem sido implicados como parte de processos de
estimulacdo de varias respostas plaquetdrias, incluindo secre¢do e agregacao (4, 13, 14). A
forma ativa do tiol é a forma desprotonada se apresentando como anion tiolato (S7), que é
um dos mais fortes nucledfilos bioldgicos; sendo, o grupo tiol da cisteina um dos grupos
funcionais mais reativos encontrados nas proteinas (4). A variacdo da forma ativa de anion
tiolato para a forma inativa reduzida (-SH) depende do pKa dos residuos de cisteinas da
proteina . Assim, como o pKa da maioria dos grupos tiol dos residuos de cisteina fica em
torno de 8,5 ha predominio da forma reduzida em pH fisiolégico (4). Além do pKa, grupos
vizinhos aos tidis contendo aminodcidos carregados positivamente como lisina, arginina e

histidina podem aumentar a tendéncia de desprotonacao do tiol (4,15).

Embora o mecanismo exato ndo seja ainda bem definido, diversos trabalhos tém
demonstrado que reag¢des redox entre esse grupamentos sdo essenciais para ativa¢ao e
agregacdao paquetdria (16). Lahav e colaboradores (2000) demonstraram que agentes
alquilantes de sulfidrilas livres como pCMBS e DTNB sdo capazes de inibir a agregacao
plaquetdria induzida por agonistas como ADP, coldgeno, epinefrina, trombina e acido
araquidonico (5). Em outro estudo do mesmo grupo, porém, examinando o papel de trocas
tiol-dissulfeto e PDI associada a superficie da plaqueta no contexto da ligacdo do
fibrinogénio a integrina allbB3, observaram que a utilizacdo dos mesmos agentes
alquilantes, inibiu de maneira similar a agregacao plaquetaria induzida por ADP, colageno e
trombina, sugerindo que o efeito do bloqueio de tidis € mediado pela allbB3 ou associado a
proteinas envolvidas na ligacdo ao fibrinogénio (7). Margaritis et. al. (2011), em estudo
comparativo entre os efeitos do bloqueio de sulfidrilas livres utilizando N-etilmaleimida
(NEM) e a reducdo de pontes dissulfetos com ditiotreitol (DTT), observou que o NEM inibiu a

agregacdao plaquetdria induzida por altas doses de ADP ou coldgeno de maneira dose-
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dependente e que o DTT, ao contrario, ao reduzir pontes dissulfeto, amplificou a resposta de

agregacao ndo sendo necessdria a adicdo de agente agregante como ADP ou coldgeno (16).

Os receptores plaquetarios allbB3, a2f1, GPIb, P2Y12, e GPVI possuem grupamentos
tiol livres e sdo, portanto, sitios potenciais de regulacdo redox a ser exercida por proteinas
com tidis reativos. Tal grupo inclui proteinas com atividade dissulfeto redutase como

tiorredoxina, glutarredoxina e a PDI (2,4).
3.1 Estrutura da allbf33

A allbB3 é uma integrina exclusiva da superficie plaguetaria, com densidade de
aproximadamente 80.000 cépias por plaqueta em repouso. Porém, durante a fase de
secrecao este numero é elevado em 25% a 50% mediante a translocacdo dos granulos a
plaquetarios para a superficie (18,19). A allbB3 é um receptor para fibrinogénio,
fibronectina, vibronectina e fator de von Willebrand com importante papel tanto na adesao
quanto para agregac¢do plaquetaria, processo para o qual é indispensdvel. Apresenta-se
como um heterodimero constituido de subunidades a e B que se associam. Cada
subunidade consiste em uma longa porg¢ao extracelular, um dominio transmembrana e uma
pequena porc¢do voltada para o citoplasma. A regido extracelular da subunidade a possui um
dominio B-propeller (N-terminal), um dominio “thigh” e dois dominios “calf” (20). A
subunidade B é constituida por um dominio A, no interior do qual ha uma regido
dependente de cations divalentes (Ca®*) incluindo um motivo MIDAS (metal ion-dependent
adhesion site) diretamente envolvido na ativacdo da integrina; um dominio PSI (plexin,
semaforina, integrina) e um dominio hibrido, todos implicados na ativacdo da integrina.
Além destes dominios, ha também quatro regides ricas em cisteinas, altamente conservadas,
chamadas de dominios I-EGF (integrin-epidermal growth fator) e por um dominio BTD (8-tail
domain) proximal a membrana (21). Na membrana plaquetdria, essas duas subunidades
estdo associadas, de modo que, o dominio B-propeller e o dominio A formam a “regido da
cabeca da integrina” que é seguida por duas “caudas” compostas pelos outros dominios de
cada subunidade. Tanto a subunidade allb quanto a B3 possuem pontes dissulfeto na sua
estrutura. allb contém 18 residuos de cisteinas e B3 contém 53 residuos dos quais 33 estdo

nos dominios I|-EGF da porcdo extracelular da molécula (20,21,22). Anteriormente,
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acreditava-se que todas estas cisteinas estivessem unidas por pontes dissulfeto. Porém,

trabalhos recentes tem demonstrado também a presenca de sulfidrilas livres (4,22,23,24).
3.2 A atividade da allbB83 é regulada por trocas tiol-dissulfeto.

A integrina allbB3, apds ativacdo plaquetdria, sofre trés alteracbes na estrutura
conformacional do seu dominio extracelular (19). Uma conformac¢dao dobrada, de baixa
afinidade; uma conformacdo estendida com a regido da cabeca ainda dobrada,
correspondendo a um estado de afinidade intermediaria; e uma conformagdo totalmente
estendida correspondendo ao estado de alta afinidade pelo ligante, especialmente o
fibrinogénio plasmatico (15, 19). Esses eventos sdo iniciados quando as plaquetas sdo
ativadas com um ou mais agonistas. As mudancas conformacionais da integrina ocorrem em
resposta a sinalizagcdo tanto extracelular, quanto intracelular. Alteragdes que envolvam o
dominio citoplasmatico, resultando em exposicdo do sitio de ligacdo, sdo referidas como
sinalizacdo “inside-out” (18). Por outro lado, os eventos decorrentes da ligacdo do
fibrinogénio ao sitio ativo sdo referidos como sinalizagdo outside-in, pois incluem resposta
adicional da plaqueta ativada com mudanca na forma e retracdo do coagulo, os quais

ocorrem através de fosforilacdo de residuos de tirosina e rearranjos no citoesqueleto (4,18).

PDI reduzida e allbp3 ativadacom
ERPs fibrinogénio

Repouso Pré-ativada

PDI reduzida apés
ativacdo da allbp3

5 ?H SH
Ativagdo [ 4

Inside-out

Ativagdo
Qutside-in

SH

—
_5 PDI/ERPs

FIGURA 1 — Modelo para regulagao redox da fun¢ao da allbb3. Mudanga na estrutura conformacional da
allbB3 passando de um estado de baixa afinidade (repouso) para um estado intermediario que é preparado
dela GSH através da geragdo de tidis adicionais. Estes tidis recentemente gerados participardo de nova reagao
que resulta no estado de alta afinidade pelo fibrinogénio e que é mediada pela PDI.

Diversos pesquisadores através de estudos estruturais da integrina tém corroborado o
conceito de que a clivagem de pontes dissulfeto na allbB3 pode ser a responsavel pela

conversdo da integrina para um estado de alta afinidade ao fibrinogénio (13,24,26). A adicao



20

de agentes redutores como o ditiotreitol (DDT) promove o rompimento de pontes dissulfeto
localizadas nos dominios I-EGF levando a alteragbes estruturais e exposicdo do sitio de
ligacdo ao fibrinogénio. Kamata et. al. (2004), em um estudo no qual os residuos de cisteina
da subunidade B3 foram substituidos por serina, encontrou que as pontes dissulfetos
necessarias a manutencdo da estrutura inativa da integrina estavam localizadas nos
dominios I-EGF e que o rompimento de apenas uma dessas pontes era suficiente para
promover ativacao. Ao contrario, quando pontes dissulfeto localizadas fora desses dominios

foram rompidas, apenas 15% dos testes sofreram ativacao plaquetaria (27).

Apesar da clivagem de pontes dissulfeto estar intimamente relacionada com a ativagao
da integrina, ha evidéncias de que é necessario ndo apenas a reducao dessas pontes, mas
também a presenca de tidis livres para que ocorram trocas tiol-dissulfeto (23,28). A
incubacdo da forma inativa da integrina com um derivado maleimidico impede a ativagdo
promovida pelo DTT confirmando o conceito de que para ativacdo sdo necessarias trocas
tiol-dissulfeto (4,13,28). Essex 2009 descreveu um modelo geral para ativacdo da allbp3: a
estimulacap plaquetdria induz alteragGes na integrina por sinalizacdo celular “inside-out”.
Essa sinalizacdo induz a propagacdo de mudancas conformacionais do dominio
citoplasmatico para o sitio de ligacdo da integrina resultando na ligacdao do fibrinogénio
seguida do agrupamento de integrinas; a associacdo allbB3-fibrinogenio induz a alteracdo
conformacional na integrina levando a sinalizacdo “outside-in” e resposta adicional de

outras plaquetas (4,13).
4. A PDI como elemento chave no processo de agregacao

A PDI foi a primeira proteina catalizadora de enovelamento proteico descoberta sendo
caracterizada como uma chaperona do reticulo endoplasmatico (29). Membro da
superfamilia das tiorredoxinas, a PDI possui como principal caracteristica a presenca de um
motivo catalitico ditidlico CxxC. A proteina esta organizada em 5 dominios (a, b, a’, b’ e c),
com peso molecular aproximado de 55 kDa. As cisteinas reativas estdo localizadas na
seqiiéncia Trp-Cys-Gly-His-Cys (WCGHC) dos dominios a e a’. Sendo que os dominios b e b’

ndo possuem os motivos redoxes (25).

A reatividade da PDI é atribuida a proximidade espacial dos tidis das duas cisteinas dos

seus sitios ativos. Estes tidis tem a capacidade de interconversdao entre a forma tiol e
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dissulfeto de acordo com o estado redox ou pH do meio (35). As cisteinas do sitio ativo
atuam tanto como aceptores de elétrons, quando estdo na forma dissulfeto (S-S, oxidada),
quanto como doadores de elétrons, quando na forma ditidlica (-SH, reduzida) (4). Além
disso, a PDI e suas analogas catalisam rea¢Oes de isomerizagdo, ou seja, reorganizam pontes
dissulfeto através de sucessivos ciclos de oxidacdo e reducdo (4,13,34). Ao contrdrio da
maioria dos residuos de cisteinas, cujo pKa é superior a 8.0, o primeiro tiol do sitio ativo da
PDI, ou seja, o N-terminal, tem pK, na faixa de 4.5 a 6.7, existindo na forma de anion tiolato

em pH fisiolégico (4,25).

Outro modulador da atividade da PDI na membrana plaquetaria é o estado redox, que
é regulado principalmente pela relacdo entre as formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) da
glutationa (37). Enquanto as células contém de 1-10 mM, quase toda na forma reduzida, o
plasma contém apenas em torno de 10-25 puM. A proporg¢ao de glutationa reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG) é aproximadamente 100:1 no citoplasma das células, o que desfavorece a
formacdo de pontes dissulfeto em funcdo do meio altamente redutor. No reticulo
endoplasmatico, porém, a proporgao fica em torno de 2-3:1, favorecendo a formacao de
dissulfetos (4,37). O pontencial redox gerado pela relagio GSH/GSSG influencia no balanco
entre as fragdes ditiol e dissulfeto dos sitios ativos da PDI consequentemente modulando

sua atividade oxidante ou redutora (4,37).

Apesar da modulacdo exercida pela relagdo GSH/GSSG e o pH, ndo se conhece o
mecanismo exato que controla a atividade da PDI na plaqueta (4). Burgess et. al. (2000)
mostraram que a forma ativada da PDI é sua forma ditidlica, através de ensaios de
biotinilagdo (39). Surpreendentemente, o aumento de tios livres, ndao sé da PDI, mas de
proteinas de membrana como um todo, foi mais evidente quando a plaqueta estava
agregada, ao invés de apenas ativada (40). Acrescentando-se a isso o fato de que a adicdo de
GSH ndo é capaz de ativar a plaqueta (40), é possivel concluir que a plaqueta deve conter
algum mecanismo transmembrana para a manutencdo de tidis livres na superficie celular.
Dados anteriores apontavam que os sitios ativos de cerca de 26% da PDI presente na
superficie de plaquetas em repouso estdo sob a forma ditidlica, enquanto nas plaquetas
ativadas esse percentual sobe para 81%. Isto indica que a redugao de pontes dissulfeto nos

sitios ativos da PDI é necessaria para a ativacdo das plaquetas (39,40).
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Independente de como a PDI é regulada, sabe-se que esta proteina é essencial para a
agregacao plaquetdria e que encontra-se na membrana de plaquetas, conforme
demonstrado por Chen et al, (30). Pesquisas, principalmente, as desenvolvidas pelo grupo de
Essex e colaboradores, pormenorizaram a intrinseca dependéncia entre a agregacao
plaguetdria e a PDI. Em 1999, esse grupo de pesquisadores, investigando o efeito de
inibidores da PDI (anticorpos anti-PDI, substrato competitivo de RNase e bacitracina) sobre a
agregacao plaquetaria, observou que a inibicdo da PDI implica na inibicdo da agregacao
plaquetaria (40). Estes mesmo pesquisadores, em um estudo utilizando reagentes
sulfidrilicos (pCMBS, DTNB, MPB e NEM) e também inibidores da PDI para investigar o papel
funcional e possiveis interacdes entre a PDI e a integrina allbB3, observaram que plaquetas
humanas tratadas com reagentes sulfidrilicos ou inibidores da PDI, apresentam tanto o
processo de agregacdo como de secrecdo diminuidos, observaram ainda, quando a integrina
é estimulada diretamente, anticorpos anti-PDI ndo sdo capazes de inibir a agregacao, mas
reagentes como pCMBS, sim, reforcando a idéia de que a atividade da PDI sobre a integrina
allbB3 é um evento anterior a ativacdo da mesma e que ocorre através de trocas tiol-
dissulfeto (13). Manickan et. al. (2007) em um estudo semelhante ao de Essex et. al. (2001),
porém utilizando anticorpos anti-PDI e manganés (Mn?"), um ativador da allbB3, para
investigar os possiveis alvos da PDI, excluindo o P2Yy,, e seu papel na ativagdao da allbB3,
demonstrou que a reacdo catalisada pela PDI além de necessdria, é ponto chave para

ativacdo dessa integrina (41).

A PDI é sugerida como facilitadora, sendo, a causadora de alteracao conformacional na
estrutura da allbB3 através de trocas tiol-dissulfeto (4,41). Esses rearranjos, conduzem a
integrina de um estado de baixa para um estado de alta afinidade pelo fibrinogénio (4).
Varias linhas de pesquisa tém demonstrado que o bloqueio da atividade da PDI inibe a
agregacao plaquetaria, embora essa inibicdo esteja mais direcionada a uma segunda fase do
processo de agregacdo (4,13,22,40). Experimentos em plasma citratado e utilizando como
indutores epinefrina e ADP demonstraram a ocorréncia de uma resposta bifasica de
agregacdo. Com a adicao de bacitracina, um conhecido inibidor da PDI, o principal efeito foi
a forte inibicdo da segunda fase de agregacdo sugerindo que a fase primaria é independente
da PDI e que o bloqueio da fase secunddria pela bacitracina compromete as alteracdes

conformacionais facilitadas pela PDI (40). O GSH também estd associado a alteracdo
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conformacional da allbB3. Foi demonstrado que o GSH gera tidis livres na subunidade 33 da
allbB3 mas que sozinho ndo induz a agregacdo o que sugere que uma segunda reagao tiol-
dissulfeto é requerida para ativar a integrina (14). A PDI provavelmente é quem promove
essa segunda rea¢do modificando totalmente a integrina para um estado de alta avidez ao
fibrinogénio (4,14). A constatagdo do efeito direto da PDI sobre a allbf3 ou em algum fator
no final da segunda onda de agregacdo deu-se através do uso de Mn?* gue ativa diretamente

a integrina (41) como ja foi mencionado.

Outras proteinas também foram estudadas como alvos da PDI. Através do bloqueio da
via do ADP pela apyrase e MeSAMP, comprovou-se que a PDI inibe a agregacao plaquetaria
independente dos receptores P2Y12 e P2Y1 (24). Ndo obstante, buscou-se a relagdo da PDI
com outras integrinas, como o receptor de coldgeno a2B1 e a glicoproteina Ib, ambos
necessarios para a adesdo plaquetaria. Através de peptideos que ativam especificamente a
a2pB1, a inibicao da PDI reduziu consideravelmente a taxa de ativagao desta integrina (44).
Quanto a glicoproteina Ib, Burgess et al (2000) mostrou que a PDI encontra-se préxima a
glicoproteina Ib na membrana plaquetaria e que esta sofre inibicdo quando adicionados
inibidores da PDI por mecanismos analogos ao da a2bB3 (39). Portanto, acredita-se que a
acdo da PDI seja geral as integrinas da membrana plaquetaria (4) e a descoberta de um
agente inibidor da PDI sem prejuizos sistémicos é o grande desafio dos agentes

antitrombdticos.
5. A inibicdo da PDI como ferramenta para novas terapias antitromboticas.

A PDI representa um novo alvo para terapia antitrombadtica que é distinta de proteinas
da cascata de coagulacdo, receptores plaquetdrios ou proteinas de sinalizacdo plaquetarias
como os alvos das terapias atuais (45). A potente atividade antitrombodtica de anticorpos
anti-PDI indica que esta proteina é um potencial alvo farmacoldgico para o controle da
formacdo de trombos (42). Contudo, pela prépria funcdo que a PDI desempenha na
formacao, clivagem e rearranjo das pontes dissulfeto, facilita o enovelamento de proteinas.
Sua inibicdo pode provocar acimulo de proteinas deformadas o que levaria ao estresse do
reticulo endoplasmatico e a resposta de proteinas mal-enovelada (UPR), resultando
consequentemente, em morte da célula. Somados a isso, temos a ampla e diversificada

distribuicdo tecidual dessa proteina (42).
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A identificacdo de pequenas moléculas que interfiram com a atividade de PDI, que
sejam seletivas e ndo toxicas se faz necessaria para corroborar a viabilidade da PDI como
novo alvo para pesquisas nesse campo. A potente atividade antitrombdtica de anticorpos
anti-PDI indicam que ela pode ser um alvo util no controle da formag¢do de trombose. Porém,
a sua ubiqua distribuicdo sistémica somada a sua funcdo critica intracelular, sdo potenciais
complicagdes de sua inibicdo. De acordo com recente trabalho de Jasuja et al. (2012), o
flavonéide quercetina pode representar a primeira geracdo de inibidores da PDI, visto que
foi capaz de inibir a agregacdo plaquetaria por inibicao seletiva da chaperona, sem interferir
em outras tiol isomerases. O efeito inibitdrio foi observado tanto em ensaios de agregacao
com plaquetas humanas lavadas e ativadas com ADP e coldgeno; como também, apds a
infusdo do flavondide em ratos e posterior obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP).
Neste caso, a estimulacdo foi com um agonista do receptor de trombina. De acordo com o
trabalho, a atividade inibitéria desse flavondide é restrita a metabdlitos que contém uma
ligacdo O-glicosidica no anel 3 do composto (42). Além da atividade na agregacdo
plaquetaria, um aumento nos niveis de PDI foram documentados em uma variedade de
canceres humanos, incluindo ovario, prostata, pulmdo além de linfoma, glioma, leucemia
mieldide aguda e melanoma. A inibicdo da atividade da PDI conduz a apoptose de células
tumorais sugerindo que a PDI é um alvo promissor também para o desenvolvimento de
novos farmacos antitumorais (46, 47). Segundo um estudo de Xu e col. (2012) investigando a
citotoxidade de derivados do acido propidnico carbamoil metil amida (PACMAs) contra
linhagens de células de cancer de ovdrio humano, observou que alguns derivados,
especialmente o Pacma 31, atua como um potente e irreversivel inibidor da PDI, exibindo
atividade in vivo com biodisponibilidade oral. Mais importante, este estudo mostra que a PDI

é um alvo em potencial para pesquisas e novos tratamentos contra o cancer (47).

6. Consideragoes Finais

Embora o mecanismo pelo qual a PDI participa da ativacdo/agregacdo plaquetaria ndo
esteja exatamente compreendido nem como sua atividade é regulada, é fato que sua
presenca é essencial para a adequada funcdo plaquetaria. As observaces de Jasuja et al

(2012) de que flavondides comumente ingeridos na dieta sejam potentes inibidores da PDI,
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especialmente por bloquear o acumulo de plaquetas e a formacdo de fibrina, indicam que a
regulacdo farmacoldgica da atividade da PDI é um potencial alvo terapéutico na prevengao
do tromboembolismo (42).

Mais investigacGes nesse campo sao necessdrias, nao apenas direcionadas a PDI, mas a
outras tiol —isomerases que também podem interferir na formacdo do trombo, para
estabelecer e consolidar os inibidores dessas proteinas como uma nova e promissora classe

de agentes antitrombéticos.
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3. OBIETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos de peptideos sintéticos ditidlicos PDI — simile sobre a agregacao
plaquetaria in vitro e o mecanismo molecular dos mesmos.

3.2 Objetivos Especificos

Predizer a interacdo dos peptideos isolados com a PDI, através de técnicas in silico de
acoplagem molecular com base na estrutura tridimensional da PDI;

Investigar os alvos moleculares da acdo destes peptideos na superficie celular da
plaqueta através de técnicas de imunodetecgao.

Avaliar a atividade anti-agregante plaquetdria de peptideos PDI-simile em modelos de
agregacao plaquetaria in vitro;
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ABSTRACT

Protein disulfide isomerase (PDI) plays a capital role in platelet aggregation in both ADP-
dependent and —independent pathways. We previously showed that PDI activity is inhibited
by a peptide (CxxC) targeting the CxxC redox active-site of PDI. Thus, we sought to
investigate whether CxxC is also able to inhibit platelet aggregation. Firstly, predictive in
silico analysis suggested that CxxC as well as its scrambled (Scr) and control (AxxA) peptides
were all able to bind PDI’s substrate binding-site. Secondly, pull-down of free thiol-
containing proteins from platelet membrane showed only CxxC was able to decrease PDI
pulling down, not affecting total free thiol pull-down. Finally, CxxC dose-dependently
decreased ADP-evoked platelet aggregation. Taken together, our data suggest that CxxC
might inhibit platelet aggregation by binding thiols/dithiols on PDI itself or associated

substrates at platelet surface.

KEYWORDS
Protein disulfide isomerase, surface free thiols, platelet aggregation and antiaggregant

peptides

HIGHLIGHTS
- PDI-targeted peptides closely interact with PDI peptide-binding site.
- CxxC peptide specifically binds to PDI free thiols.

- CxxC peptide impairs ADP-evoked platelet aggregation.
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1 INTRODUCAO

Reagentes tidlicos tem sido descritos como importantes inibidores da agregacao
plaquetaria ao longo dos ultimos 50 anos. [1, 2]. Porém, foi somente nas ultimas duas
décadas que a proteina dissufeto isomerase (PDI) passou a figurar como uma componente
chave na fisiologia das plaquetas [3-5]. A PDI é uma oxidorredutase do reticulo
endoplasmatico (RE), membro da superfamilia das tiorredoxinas, cuja fung¢do principal é
catalisar reagdes de isomerizagdo, ou seja, reorganizar pontes dissulfeto por meio de
sucessivos ciclos de oxidacdo e reducao intermediados pelo motivo catalitico ditidlico CGHC
[6]. Além do RE, a PDI tem sido encontrada em uma variedade de superficies celulares,
incluindo a membrana de linfdcitos, neutréfilos e plaquetas, onde se mostra funcionalmente
ativa [3, 4, 7].

A adicdo de inibidores da PDI, tais como a bacitracina, scrambled RNAse ou anticorpo
anti-PDI, inibe tanto a agregacdao quanto a ativacdo plaquetdria [4]. De forma semelhante,
inibem também a ativacdo da integrina allbp3 [8], uma glicoproteina politidlica exclusiva da
superficie plaquetdria e responsavel pela ligacdo da plaqueta ao fibrinogénio soltuvel e ao
fator de von Willebrand [9]. A ativacdo da allbp3 induzida por Mn?*, a qual independe de
sinalizacdo intracelular, também é inibida por anticorpos anti-PDI, sugerindo uma intima
interacdo entre a allbB3 e a PDI na superficie da plaqueta [10]. Outras proteinas tidlicas de
membrana, tais como a glicoproteina Iba (GPIba) [11] e o receptor de colageno a2B1 [12],
também sao reguladas pela PDI. Por outro lado, a PDI ndo interfere na ativacao do receptor
P2Y,, de adenosina dinucleotideo fosfato (ADP), uma proteina cujos tidis livres sdo alvo de
drogas antiagregantes como o clopidrogrel, porém inibe a agregacdo induzida por este

agonista [10, 13]. Sendo assim, a PDI tem se mostrado como um ponto de convergéncia de
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diferentes rotas de sinalizacdo da agregacao plaquetdria, especialmente por agir como um
regulador da ativacdo da allb3 via trocas tiol-dissulfeto [4, 10, 14].

Embora seja uma proteina ubiqua, a PDI tem sido proposta como um alvo promissor
para terapia antitrombodtica, especialmente por oferecer um mecanismo distinto das
terapias atuais, as quais sao centradas em proteinas da cascata de coagulacdo, receptores
plaguetdrios ou proteinas intermedidrias da sinalizacdo plaquetdria classica [15, 16].
Trabalhos recentes tem mostrado que moléculas de baixo peso molecular, tanto naturais
quanto sintéticas, podem agir como inibidores seletivos da PDI. Derivados de amidas
metiladas do &acido carbamoil-propandico (PACMASs) inibiram o crescimento de células
OVCAR-8 de cancer de ovdrio humano via inibicao irreversivel da PDI [17]. Foi demonstrado
que derivados do flavondide quercetina, dotados de ligacdo O-glicosidica no anel 3 do
composto, possuem potente atividade antiagregante plaquetdria mediada pela inibicao
seletiva da PDI [16]. Além disso, o mastoparan, um tetradecapeptideo extraido do veneno da
vespa, inibiu a ativacdo do fator de crescimento tissular-1p (TGF-1p) secretado por
plaquetas, via inibicdo da PDI e outras isomerases tidlicas plaquetarias [18].

Em trabalho recente [19], nosso grupo demonstrou que um dodecapeptideo (CxxC)
contendo sequéncia peptidica semelhante ao sitio ativo da PDI foi capaz de inibir tanto a
atividade redutase da enzima, quanto a geracdo de anion radical superdxido pela Nox2 de
neutrdfilos, efeitos ndo observados em presenca de peptideos controle. Assim, defendemos
a hipotese de que este peptideo pode também inibir a PDI exposta na superficie da
plagueta. No presente trabalho, realizamos analises in silico para predicdo da interacdo do
peptideo CxxC com a PDI, demonstramos que o mesmo reduz a disponibilidade de tidis livres
da PDI de superficie e inibe a agregacdo plaquetdria induzida por ADP. Estes dados reforcam

as potencialidades do peptideo CxxC como agente terapéutico antitrombdtico.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Peptideos e outros reagentes

Os peptideos foram desenhados com base na sequéncia linear dos sitios ativos
ditidlicos da PDI (numero de acesso P21195). O peptideo CxxC (VEFYAPWCGHCK) contém
exatamente o motivo redox CGHC da PDI, o peptideo Scr (FCYPKACEWGHYV) contém os
mesmos residuos encadeados de forma aleatdria sem formar um ditiol e o peptideo AxxA
apresenta a mesma sequéncia do CxxC, porém com as cisteinas substituidas por alaninas
(VEFYAPWAGHAK). Os peptideos foram sintetizados na Divisdo de Sintese de Peptideos do
Laboratério de Imunologia do Instituto do Coracao (InCor-FMUSP, Sdo Paulo, Brasil) com
grau de pureza superior a 90%. Para os ensaios, o estado redox dos peptideos em solugao
aquosa foi verificado através do ensaio do reagente DTNB [20]. Em todos os ensaios, 0s
peptideos CxxC e Scr forma utilizados na forma reduzida. Os demais reagentes estao
descritos nos respectivos métodos e, quando nao especificado, foram obtidos da Sigma-

Aldrich.

2.2 Andlise computacional de ancoragem molecular

A estrutura reduzida da PDI humana (cddigo PDB: 4EKZ) foi utilizada como modelo
estrutural para andlise computacional [21]. A delimitacdo do sitio de ligacdo dos substratos
da PDI e a localizacdo dos sitios ativos redox foram realizadas por homologia com dados
previamente descritos [22]. Modelos estruturais dos peptideos foram gerados com o auxilio
do programa Discovery Studio Modeling Environment 4.0 (Accelrys Software Inc., San Diego,
CA, USA). Os estudos de ancoragem molecular foram realizados com o programa “Autodock

Vina” (http://vina.scripps.edu). O numero de corridas independentes foi controlado pelo

parametro de exaustividade do programa, sendo adotado um valor inicial de 8, que foi


http://vina.scripps.edu/
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aumentado progressivamente até um maximo de 512, totalizando 7 corridas com 9 posi¢des
de ligacdo geradas apds cada uma delas. As moléculas dos peptideos foram mantidas
totalmente flexiveis em todas as corridas. As corridas com exaustividade de 8 a 128 foram
realizadas como ancoragem cega com varredura de toda a estrutura da PDI. Naquelas com
exaustividade de 256 e 512, foi delimitado um grid box de dimensdes 40 x 40 x 50 A
centrado na face interna dos dominios b’ e a’ da proteina. Para predicdo das interacGes mais
provaveis foram adotados dois critérios, o valor da energia de ligacdo fornecido pelo
programa e a andlise da interagdo entre as moléculas dos peptideos e os residuos da PDI que
estivessem a uma distancia maxima de 4,5 A para intera¢des hidrofébicas [23] e 6,2 A para

formacao de pontes dissulfeto [24].

2.3 Agregacgao plaquetaria

Amostras de sangue foram obtidas de voluntarios autodeclarados saudaveis, de ambos
0s sexos, maiores de 18 anos, que nao tivessem feito uso medicacdo que afetasse a funcdo
plaquetdria. Amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa em tubos contendo
citrato de sédio 3,2% (9:1 v/v, 20 mL) e centrifugadas (200 x g, 10 min.) para obtenc¢do do
plasma rico em plaquetas (PRP). Os ensaios de agregacdo foram realizados em agregdmetro
de quatro canais (Modelo AggRam, Helena Biosciences, Gateshead, UK), segundo método
descrito anteriormente [8]. Em termos gerais, PRP (225 uL, 2 - 3 x 10° plaquetas/mm?) foi
incubado por 10 minutos com diferentes reagentes tidlicos, dentre eles os alquilantes de
tiois, acido 5,5’-ditiobis 2-nitrobenzdico (DTNB, 2,5 mM) e 6xido fenilarsénico (PAO, 30 uM);
os inibidores da PDI, bacitracina (5mM) e anticorpo anti-PDI (RL90, 1:250 — Novus
Biologicals) ou os peptideos CxxC, Scr e AxxA nas concentragdes de 3, 10 e 30 uM. A ativagdo

da agregacao plaquetaria foi realizada com ADP (5uM) ou com os agentes redutores
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ditiotreitol (DTT, 1 mM) ou tris 2-carboxietil fosfeno (TCEP, 1 mM), sendo seguidas por até

10 minutos.

2.4 Marcacgao de tiois livres na superficie da plaqueta

A marcacao de tidis livres presentes na superficie de plaguetas humanas foi realizada
como descrito por Burgess et al [11] com modificacBes. Aliquotas contendo 1,7 x 10’
plaquetas em repouso, incubadas ou ndao com peptideos CxxC, Scr ou AxxA (25 uM) por 20
minutos a 37 °C, foram marcadas com 3-(N-maleimidilpropionil) biocitina (MPB, 100uM —
Molecular Probes) por 30 minutos a 25 °C sob rotacdo continua. A seguir, adicionou-se
glutationa reduzida (GSH, 200uM, 30 min., 25 °C). Os grupos sulfidrilicos residuais foram
neutralizados com iodoacetamida (400uM, 10 min., 25 °C). As plaquetas foram resuspensas
em tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 0,1% Triton X-100, 5mM EDTA em pH 8,
contendo inibidores de protease aprotinina, leupeptina e PMSF), incubadas por 50 minutos e
sonicadas. Os homogenatos celulares foram incubados com microesferas magnéticas de
estreptavidina (12 h, 4 °C) para interagdo com o MPB ligado aos tidis livres. As microesferas
foram lavadas duas vezes com solugdo salina para remocgao de ligacdes inespecificas e
fervidas em tampdo Laemmli por 5 minutos. As proteinas ligadas a estreptavidina foram
resolvidas em SDS/PAGE, transferidas para membranas de nitrocelulose e reveladas por
western blot utilizando-se os anticorpos anti-PDI (RL90, 1:2000) ou anti-biotina (1:1000) para
analise do conteldo total de tidis livres expostos na superficie das plaguetas. A deteccdo foi
feita por infra-vermelho com escaner Odyssey (Li-Cor, Lincoln, EUA) ou quimiluminescéncia,

respectivamente.
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2.5 Analise estatistica dos resultados

Os resultados quantitativos foram expressos como média * erro padrdao das médias de
3 a 6 experimentos independentes por protocolo. Andlises comparativas dos experimentos
teste versus a condicdo controle foram realizadas por Teste t paramétrico com o auxilio do
programa GraphPad Prism Versdao 5.0. As diferencas foram consideradas significativas

guando p < 0,05.

3.  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Andlise computacional da interagdo dos peptideos CxxC, Scr e AxxA com a PDI.

Com o objetivo de predizer o provavel sitio da interacao do peptideo CxxC
com a PDI, realizamos experimentos in silico utilizando o software Autodock Vina. A
estrutura molecular da PDI humana utilizada nos experimentos de ancoragem cega estd
mostrada na Fig. 1, painel superior. Ela é composta pelos dominios a, b, b’ e a’, os quais
apresentam enovelamento semelhante a tiorredoxina, além de uma regido ligadora x
localizada entre os dominios b’ e a’. As cisteinas dos sitios ativos CGHC localizados nos
dominios a e @’ foram mantidas na forma reduzida ditidlica, conforme proposta de Wang e
colaboradores [21]. Inicialmente, a molécula da PDI foi inteiramente perscrutada com os
modelos moleculares dos peptideos CxxC, Scr e AxxA para identificacdo das potenciais
posicOes de interacdo. Adotando um parametro de exaustividade de 128, todos os trés
peptideos apresentaram posicdes de ligacdo com energia de ligacdo inferior a —5,0 kcal/mol,
sendo que as posicdes de menor energia de ligacao estavam centradas no dominio b’.

Considerando que o numero de corridas independentes, controlado pelo
parametro de exaustividade no Autodock Vina, é determinante da qualidade da posicdo de

ligacdo predita [23], elevamos este pardametro para 256 e 512. Ao mesmo tempo,
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restringimos a area de escaneamento a um grid box centrado na face interna dos dominios
b’ e a’ (Fig 1, painel superior). Os resultados mostrados na Fig. 1 (painel inferior)
representam as posicdes de ligacdo que apresentaram menor energia de ligagdo nesta
etapa. O peptideo AxxA apresentou a menor energia de ligacdo com um valor predito de
—9,9 kcal/mol, seguido pelos peptideos CxxC e Scr com energias de ligacdo de —8,9 e —8.5
kcal/mol, respectivamente. Tal afinidade de ligacdo parece ser mediada principalmente por

interacdes hidrofébicas dos residuos Trp e Phe dos peptideos com os residuos Phe?*’, Phe?*°

7

Phe®® e Phe®® do dominio b’ da PDI. Nas trés posicdes apresentadas, o Trp peptidico

304, com distancia inferior a 4.0 A em todas

posiciona-se em interagao face-to-face com a Phe
elas. Além disso, uma interacdo face-to-face adicional entre o residuo de Tyr do peptideo
AxxA e a Phe?* parece conferir maior estabilidade que pode ser responsavel pela menor
energia de ligacdo predita para esta posicdo. Por outro lado, os peptideos CxxC e Scr
mostram-se como potenciais candidatos a formar pontes dissulfeto mistas com o sitio ativo
do dominio a’, uma vez que, apresentam residuos de Cys distantes 3.8 e 4.5 A,
respectivamente, da Cys397.

A existéncia de um bolso hidrofdbico de interacdo com substratos, localizado
na superficie interna do dominio b’, tem sido demonstrada tanto para a PDI da levedura [22]
guanto para a PDI humana [25]. Na isoforma humana, a superficie delimitada pelos residuos
Phe??®, Phe*® e Phe®® compde o sitio de interacdo da PDI com a ERO1a, responsével pela
(re)oxidacdo da PDI no RE [25]. Estes residuos também intermedeiam a associacdo de
peptideos hidrofébicos curtos e da A-somatostatina com o dominio b’ da PDI humana via
interacdes hidrofdbicas do tipo face-to-face entre residuos aromaticos [26], corroborando as

interacOes aqui descritas. Nao obstante, trabalho recente demonstrou que os dominios b’xa’

formam um moddulo estrutural compacto responsavel pela regulacdo mediada por
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mecanismos redox na PDI in natura [21]. Os dados da Figura 1 (painel inferior) deixam claro
gue ambos os peptideos CxxC e Scr ndo apenas associam-se ao bolso hidrofébico do dominio
b’, como também estdo habeis a formar uma ponte dissulfeto mista com a Cys*’.
Considerando que a oxidacdo do motivo CGHC do dominio a’ é necessaria a ativa¢do da PDI
[21], a formacdo desta ponte dissulfeto entre o peptideo e a PDI constitui um possivel
mecanismo para a inibicdo da atividade redutase desta enzima pelo peptideo CxxC, efeito ja

descrito pelo nosso grupo [19].

PDI

a'-domain

/

x-linker

b-domain

FIGURA 1: Predigdo computacional da ancoragem dos peptideos AxxA, CxxC e Scr a PDI humana. Painel
superior, estrutura multi-dominio da PDI humana (cddigo PDB 4EKZ) composta pelo dominios a (laranja), b
(azul), b’ (verde), a’ (lilds), mais a regido ligadora x (azul), mostrada como diagrama em fita. As esferas amarelas
indicam as cisteinas dos sitios ativos localizados nos dominios a e a’ da PDI. A caixa cinza indica a area
delimitada para os ensaios de ancoragem molecular da PDI com os peptideos AxxA, CxxC e Scr. Painel inferior,
visdo da interface de interagdo ndo covalente dos peptideos com a PDI. Os peptideos sdo mostrados em
estrutura palito colorida de acordo com os atomos que os compdem. As cadeias laterais dos residuos
hidrofébicos do dominio b’ sdo mostradas em verde e as cisteinas do sitio ativo do dominio a’ sdo mostradas
em lilds. Linhas pontilhadas indicam potenciais pontos de interagdo.
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3.2 Caracterizagdo da associagdo entre os peptideos CxxC, Scr, AxxA e os tiois livres

expostos na superficie da plaqueta

Para analisar a possivel associacdo dos peptideos CxxC, Scr e AxxA com os tidis da PDI e
demais proteinas tidlicas expostas na superficie da plaqueta, submetemos plaguetas em
repouso, pré-incubadas ou ndo com os peptideos, a marcacdo com MPB, um reagente
biotinilado especifico para tidis e impermedvel a membrana. A Fig. 2A mostra que a maioria
das cisteinas expostas na superficie da membrana da plagueta estd em estado oxidado, uma
vez que, a exposicdo de plaguetas ao TCEP (1 mM), um agente redutor hidrossoltuvel e
impermedvel a membrana, resultou em aumento de aproximadamente 3 vezes na marcacao
de tidis livres pelo MPB. Por outro lado, a incubacdo dos peptideos ndo modificou de
maneira significativa a marcacao dos tidis totais expostos na superficie da plaqueta (Fig. 2B).
Burgess e colaboradores [11] encontraram que a ativacao da agregacao plaquetaria com
trombina elevava em 460% a marcagao de tiois livres pelo MPB. Porém, quando as plaquetas
eram impedidas de agregar, esta elevagao era de apenas 60%. Mais recentemente,
demonstrou-se que sucessivas trocas tiol-dissulfeto entre cisteinas criticas, mais que a
reducdao de dissulfetos per si, constituem um evento chave na ativacdo—agregacao
plaquetadria, para o qual a PDI é um componente indispensavel [5, 10].

Sendo assim, dada a predicao da intima associacdo dos peptideos CxxC e Scr
com a PDI via formacdo de uma ponte dissulfeto mista (Fig. 1, painel inferior), resolvemos
investigar a possibilidade de uma ligacdo especifica destes peptideos com a PDI através da
precipitacdo das proteinas marcadas com MPB. A Figura 2C mostra que a reducdo de
dissulfetos com o TCEP dobrou a marcacdo da PDI. Este dado é corroborado por evidéncias

ja descritas de que os sitios ativos dos dominios a e a’ coexistem nas formas reduzida e
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oxidada [27]. Além disso, reducdo dos tidis da superficie ndo interferiu no conteddo de PDI
intracelular, analisado no sobrenadante obtido apds a lise das plaquetas e precipitacdo da

PDI de membrana marcada com MPB (Fig. 2C, inserto).
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FIGURA 2. Peptideo CxxC diminui a quantidade de tiois livres na PDI de membrana de plaquetas marcadas
com MPB. A, plaquetas humanas em repouso ou incubadas com TCEP (1 mM, 13 min, 25 °C) tiveram os
grupamentos sulfidrilicos extracelulares marcados com MPB e precipitados com o auxilio de micro-esferas
magnéticas de estreptadivina, segundo descricdo em Material e Métodos, para detecgao por western blot dos
tidis livres totais expostos na membrana. B, plaquetas em repouso foram incubadas ou ndo com os peptideos
CxxC, Scr ou AxxA (25 uM, 20 min, 25 °C) e submetidas aos mesmos procedimentos descritos em A. C e D, as
membranas de nitrocelulose dos procedimentos A e B foram reblotadas com anticorpo anti-PDI (RL90, 1:2000).
Os insertos em C e D sdo representantes do conteudo intracelular de PDI detectado no sobrenadante do lisado
celular apds precipitagdo das micro-esferas de estreptavidina ligadas aos tidis livres da superficie das plaquetas.
Em todos os painéis, as barras verticais representam andlises densitométricas expressas como média + EPM do
percentual relativo a condigdo de repouso e obtidas de 3 — 4 experimentos independentes. As médias foram
comparadas por teste t pareado entre a condicdo teste e a condi¢do de repouso para p < 0,05. *p < 0,05 vs.

repouso.
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Quando as plaquetas foram incubadas com os peptideos, observou-se que o peptideo
CxxC (25 uM) promoveu uma discreta, mas importante, redu¢do da marcagdo de tidis livres
da PDI pelo MPB, o que resultou em menor precipitacdo da proteina (Fig. 2D). O mesmo nao
foi observado nas amostras incubadas com os peptideos Scr e AxxA, na mesma
concentracdo. Estes dados reforcam a hipdtese de formacdo de uma ponte dissulfeto entre
o peptideo CxxC e a PDI, talvez por um mecanismo semelhante ao descrito para a
bacitracina. Embora o mecanismo da inibicdo da PDI pela bacitracina seja alvo de debate, foi
demonstrado que ela age via formacdo de pontes dissulfeto com as Cys>** e Cys**®,
localizadas no dominio b’ e na regido ligadora x, respectivamente. Além disso, tipos mais
hidrofébicos de bacitracina, tais como bacitracina F e H, promovem maior efeito inibidor da
atividade redutase da PDI [28]. Neste contexto, é notdvel que nossos dados mostrem que o
peptideo CxxC associa-se a PDI via interagdes hidrofébicas (Fig. 1) e também iniba a

atividade redutase desta enzima [19].

3.3 Auvaliagdo do efeito dos peptideos CxxC, Scr e AxxA sobre a agregagéo plaquetdria
induzida por ADP.

Frente aos achados recentes de que peptideos curtos e moléculas fendlicas inibidoras
da PDI sdo potenciais agentes antitrombéticos [16], testamos a capacidade do peptideo
CxxC, bem como seus controles Scr e AxxA, de inibir a agregacao plaquetdria induzida por
ADP (5 uM)em plasma rico em plaquetas (PRP). A escolha do ADP como agonista deveu-se
ao fato de ser um agente de grande relevancia fisioldgica, cujo padrao bifasico da resposta
agregante estd plenamente caracterizado no PRP. A primeira fase ocorre pela ligacdo do
agonista ao seu receptor e culmina na ativacdo da allbB3. A segunda ocorre com a ligacdo da

allbB3 ao fibrinogénio e promove uma agregacao mais estavel e irreversivel [8, 10].
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Inicialmente, caracterizamos o papel de moduladores do estado redox de proteinas
tidlicas e da propria PDI de superficie sobre a agregacao plaquetdria. A adicdo de 3 mM dos
agentes redutores TCEP e DTT promoveu lenta e progressiva agregacao plaquetdria, com
efeito maximo de 50% da agregacdo induzida por ADP (Fig. 3A). A semelhanca dos perfis da
agregacdao mostra que a permeabilidade do DTT a membrana ndo promove efeito adicional a
agregacao plaquetaria induzida pela reducdo de dissulfetos da superficie da plaqueta pelo
TCEP. Por outro lado, a atividade agregante do ADP foi drasticamente reduzida pela adi¢ao
de DTNB (2,5 mM), um alquilante de tiois, ou totalmente abolida pelo PAO (30 uM), um
bloqueador de tidis vicinais (Fig. 3B). Por tidis vicinais compreendem-se grupamentos tiélicos
que estdo suficientemente proximos para realizarem trocas tiol-dissulfeto, tais como aquelas
realizadas pelo sitio ativo CGHC da PDI [14]. Os dados apresentados na Figura 3C mostram
que tanto a adi¢do de bacitracina (5 mM) quanto do anticorpo anti-PDI RL90 (1:250) resultou
na reducdo de aproximadamente 50% da agregacdao maxima induzida por ADP (Fig. 3C).
Estes dados sdao corroborados por outros autores que mostraram que o anticorpo RL90 inibe
apenas parcialmente a agregacao plaquetdria induzida por este agonista [8]. Ademais, foi
demonstrado recentemente que o anticorpo RL90 inibe apenas a atividade redutase da PDI,
comprometendo a atividade isomerase, sem interferir com a atividade oxidase [18].

Quando analisada a capacidade dos peptideos de interferir com a agregacdo
plaquetdria induzida por ADP, encontramos que o peptideo CxxC reduziu a agregacao
maxima em 14%, 27% e 30% nas concentracdes de 3, 10 e 30uM, respectivamente (Fig. 4A).
Concentracbes maiores ndo resultaram em reducdo adicional (dados ndo mostrados). O
peptideo Scr que continha os mesmos aminoacidos do CxxC, porém em sequéncia aleatdria
sem tidis vicinais, e o peptideo AxxA, no qual as cisteinas foram substituidas por alanina, nao

afetaram a agregacdo plaquetdria induzida por ADP (Fig. 4B).
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Figura 3. Agregacdo plaquetaria induzida por ADP é dependente do estado redox de proteinas tidlicas da
superficie da membrana. A, plasma rico em plaquetas (PRP, 2-3 x 10° plaquetas/mm®, 25 °C) foi induzido a
agregacdo pela adicdo de ADP (5 uM) ou dos agentes redutores DTT (3 mM) e TCEP (3 mM). B, PRP sob as
mesmas condic¢des de A foi pré-incubado por 10 minutos com DTNB (1 mM), um bloqueador de tidis livres, ou
PAO (30 uM), um bloqueador de tidis vicinais, antes da ativacdo da agrega¢do com ADP (5 uM). C, bacitracina
(BAC, 5,0 mM) e anticorpo anti-PDI RL90 (1:250) inibidores foram incubados nas mesmas condi¢des descritas
em B. As curvas representam a agregacdo média de 3-4 experimentos independentes, a seta indica o momento

de adicdo do agonista.
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Figura 4. Agregacdo plaquetaria induzida por ADP é inibida pelo peptideo CxxC. A, plasma rico em plaquetas
(PRP, 2-3 x 10® plaquetas/mL, 25 °C) foi induzido & agregacdo pela adicdo de ADP (5 uM) em presenca do
peptideo CxxC nas concentragdes indicadas na figura. B, PRP sob as mesmas condi¢des de A foi pré-incubado
por 10 minutos com os peptideos Scr e AxxA em comparagdo ao CxxC, todos na concentragdo de 30 uM. As
curvas representam a agregacdao média de 3-4 experimentos independentes, a seta indica o momento de
adicdo do agonista.

Dada a predicdo da formacdo de pontes dissulfeto entre os peptideos CxxC e Scr
com a Cys>”’ do dominio a’ da PDI, parece estranho que o peptideo Scr ndo tenha interferido
nem com a marcacdo da PDI pelo MPB (Fig 2D), tampouco inibido a agregacao plaquetaria
(Fig. 4B). E sabido que a cisteina N-terminal do sitio ativo CGHC do dominio a da PDI tem pKa
6,7 que favorece a sua desprotonacdo em pH fisioldgico, adquirindo a forma de anion

tiolado [29]. Além disso, a protonacio da His> vicinal estabiliza a forma tiolado da Cys** e
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Ihe confere maior reatividade [30]. Levando-se em conta que os peptideos CxxC e Scr
estavam na forma reduzida, parece-nos plausivel supor que a sequéncia CGHC do peptideo
CxxC possa favorecer a forma tiolado, promovendo estabilizacdo da predita ponte dissulfeto
com a Cys>”’ do dominio a’ da PDI plaquetaria, o que ndo ocorreria como peptideo Scr. Um
outro aspecto a ser discutido, é a magnitude da inibicdo feita pelo peptideo CxxC sobre a
agregacdo maxima induzida por ADP (Fig. 4A). Foi demonstrado que o efeito inibidor da N-
etilmaleimida, um alquilante de tidis, sobre a acdo agregante do ADP é até 25 vezes menor
quando avaliada em PRP em comparac¢do ao efeito obtido em plaquetas lavadas [31]. Isto
abre a perspectiva de que esta agdao seja aumentada se testada em plaquetas purificadas,
embora insistamos na relevancia do PRP como um sistema mais representativo do ponto de
vista fisioldgico.

Sendo assim, o conjunto dos dados aqui apresentados sugerem que o peptideo
CxxC associa-se a PDI de superficie e inibe parcialmente a agregacao plaquetdria via
mecanismos mediados por trocas tiol-dissulfeto. No entanto, had andlises adicionais a serem
realizadas em estudos futuros. Especialmente, hd a necessidade de se avaliar a possibilidade
de interacdo direta do peptideo CxxC com tidis criticos da allbB3. Além disso, realizar
estudos de ancoragem molecular dos peptideos com a forma oxidada da PDI, a qual é
predominante nas plaguetas em repouso. Em todo caso, este trabalho reforca o potencial

uso do peptideo CxxC, ou moléculas similares, como agente antiagregante plaquetario.
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5.CONSIDERAGOES FINAIS

A investigacdo proposta neste trabalho sugere que a formagdao de uma ponte
dissulfeto mista entre o peptideo CxxC e o dominio a’ da PDI pode ser o responsdavel pelo
efeito inibidor da atividade redutase desta enzima.

O peptideo CxxC promoveu uma discreta, mas importante redu¢dao da marcagao de
tidis livres da PDI pelo MPB, um efeito que ndo foi observado com os peptideos controle e
que reforcam a hipdtese de formagao de uma ponte dissulfeto entre o peptideo CxxC e a
PDI.

Sendo assim, o conjunto dos dados aqui apresentados sugerem que o peptideo
CxxC associa-se a PDI de superficie e inibe parcialmente a agregacao plaquetdria via
mecanismos mediados por trocas tiol-dissulfeto.

Embora o mecanismo pelo qual a PDI participa da ativacdo/agregacdo plaquetaria
nao esteja exatamente compreendido nem como sua atividade é regulada, é fato que sua
presenca é essencial para a adequada funcdo plaquetaria. Mais investigacGes nesse campo
sdo necessarias, ndo apenas direcionadas a PDI, mas a outras tiol —isomerases que também
podem interferir na formacdo do trombo, para estabelecer e consolidar os inibidores dessas

proteinas como uma nova e promissora classe de agentes antitrombaticos.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Apresentagao:

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

Caso ndo se sinta a vontade para aceitar, por quaisquer motivos que sejam, o
Sr.(a) tem total liberdade para recusar este convite sem qualquer 6nus ou prejuizo.
Em aceitando, lhe agradecemos por contribuir para o desenvolvimento cientifico do
nosso Estado.

2. Consentimento:
Sao Luis, de de

Eu,
,  CPF/RG
, aceito ser doador voluntario de amostra de

sangue para o estudo acima descrito e que foi me foi apresentado e explicado pelos
pesquisadores abaixo —assinados.

3. Pesquisadores responsaveis:

Elyjany Morais Lima Sena Prof. Dr. Antonio Marcus de A. Paes
TEL: (98) 8113-2325 Tel: (98) 8234-0404
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundag3o Instituida nos termos da Lei n® 5.152, de 21/10/1986 — S&o Luis - Maranhzo.

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

X  PROJETO DE PESQUISA Nimero do-Protocolo: ~ 23115-01743:/2011-29
PROJETO DE INICIAGAO CIENTIFICA 22;3 de eqtrada no 12/12-2011
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO Data da assembléia 0170372012

I - Identificagéo:

Investigagdo da atividade anti-agregante plaquetaria in vitro de

Titilado projeta; peptideos inibidores da dissulfeto isomerase protéica

Identificacdo do Pesquisador

Responsavel:

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

Prof. Dr. Antonio Marcus de Andrade Paes

Instituicdo onde sera realizado: Departamento de Ciéncias Fisiologicas- CCBS/UFMA

Area tematicd? IIT | Multicéntrico: : Ndo Data de recebimento: 01/03/2012
Cooperag_ﬁo Nao Patrocinador: N3o Data de devolugéo 27702712
estrangeira:

II - Objetivos:

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

III - Sumario do projeto:
O presente projeto busca avaliar a potencial atividade antiagregante plaquetdria dos de pepticaos sintéticos
diti6licos PDI — miméticos, de modo a ser capaz de propor um mecanismo de aclo que os eleve 30 patamar de
potenciais agentes farmacolégicos antitrombogénicos. Visa desenhar e sintetizar novos peptidens com base na
estrutura tridimencional da PDI e submeter pedido de depésito de patente junto ao Instituts Nacional de
Propriedade Intelectual (INPI).

IV - Comentarios do relator:

Projeto n&o atende a descricdo detalhada e ordenada do projeto de pesquisa, conforme prega a Resolugdo 196/96,
- v
pois ndo esclarece como ocorrerd o recrutamento dos voluntérios e a coleta da amostra de sangue. Consta o Cv
Lattes de toda a equipe executora.
V - Pendéncias:
Nenhuma
VI — Recomendagdes:

Nenhuma

VII - Parecer Consubstanciado do CEP

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