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InteracOes da glicoproteina associada a microfibrila (MAGP-1) com proteinas de plaguetas e
do plasma
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Resumo

A (glicoproteina associada a microfibrila tem papel fundamental na trombogénese, visto que a sua auséncia
(camundongos deficientes em MAGP-1) em ensaios de trombose arterial levaram a um tempo de oclusédo (formacéo de
trombo) quase duas vezes maior do que quando presente (camundongos selvagens). Os experimentos com MAGP-1 e
mutada visaram identificar as diferentes interacdes destas com proteinas do plasma e plaquetas. Foram observadas
diferentes interacdes na eletroforese em gel de poliacrilamida para MAGP-1 e MAGP-VG apés o ensaio de pull-down

com plasma humano.
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Introducgéo

A MAGP-1, glicoproteina associada a microfibrila, € uma
proteina integrante da rede de microfibrilas de quase
todos os vertebrados!. Camundongos nulos para MAGP-
1, em ensaio de trombose arterial, levaram o dobro do
tempo para a formacdo do tempo quando comparado a
camundongos selvagens, e a injecdo de MAGP-1
recombinante recuperou o tempo de oclusdo?. A MAGP-
VG, mutado nos dois residuos de valina da regido C-
terminal, contudo, ndo apresentou 0 mesmo resultado
guando previamente injetada nos camundongos, o que
nos leva a crer que o peptideo em questdo tem papel
fundamental na trombogénese. Deste modo, este
trabalho teve como objetivo estudar as interacdes da
MAGP-1 e da MAGP-VG com proteinas do plasma e de
plaquetas.

Resultados e Discusséo
As proteinas foram expressas em E. coli transformada
com o cassete que confere resisténcia aos antibidticos
ampicilina e canamicina. A purificacdo € feita por
cromatografia de afinidade com resina Ni-NTA agarose,
em gue os seis residuos de histidina inseridos na cauda
N-terminal irdo se ligar. A eluicdo é feita com tampao de
pH 4,5.
Neste ponto, é feita uma eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS, a fim de nos certificarmos da
presenca das proteinas de interesse na solugao
purificada obtida, e podermos dar sequéncia no
experimento com a coleta do sangue humano.
O plasma rico em plaquetas foi separado das heméacias
por centrifugacéo e ressuspendido em solucdo de Krebs.
O ensaio de pull-down foi feito a partir da incubacéo das
proteinas recombinantes com o plasma rico em
plaquetas, em resina de niquel (Ni-NTA), e o extrato foi
lavado com tampéo B.
O extrato de proteinas recombinantes com plasma rico
em plaquetas foi submetido a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS, tanto para MAGP-1 quanto para
MAGP-VG. O resultado observado foi o aparecimento de
diferentes bandas nas duas variedades da MAGP, o que
reforca a importancia dos dois residuos de valina da
regido C-terminal para a ligacdo com diferentes fatores
envolvidos no processo de trombogénese. A identificacdo
dessas proteinas ainda nao foi feita. Contudo, algumas

interacdes da MAGP-1 ja sdo conhecidas, como com o
fibrinogénio, fibronectina e fator de von Willebrand?.

Conclusodes

A partir da andlise do gel de eletroforese, pode-se
confirmar que ocorrem diferentes interagBes entre
MAGP-1 e proteinas de plaquetas e do plasma e entre a
MAGP-VG com estas Ultimas, corroborando a hip6tese
do papel dos dois residuos de valina na cauda C-terminal
no processo de trombogénese.

Os resultados obtidos neste experimento servirdo de
base para pesquisas futuras, para a devida identificacéo
das proteinas por espectrometria de massa.
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