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RESUMO

PIMENTA, L. A. Efeito da Crotoxina na acdo moduladora dos macrdfagos sobre eventos
da neovascularizacédo. Ensaios in vitro. 2015. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

Crotoxina (CTX), toxina majoritaria do veneno de serpente Crotalus durissus terrificus
apresenta efeito supressor sobre o crescimento tumoral, além de acarretar acao
imunomodulatéria, particularmente sobre a funcionalidade de macrofagos, células
fundamentais para os mecanismos da defesa inata. Estudos realizados pelo nosso grupo
demonstraram que a CTX estimula a capacidade secretoria de macréfagos peritoneais obtidos
de animais portadores de tumor de Walker 256 no flanco superior. Esse aumento é
acompanhado por significativa diminuicdo da massa tumoral. Adicionalmente, ensaios in
vitro, demonstraram que macrofagos previamente tratados com CTX inibem a proliferacao de
células tumorais, em modelo de co-cultura, mediada, em parte, pelo aumento da producédo de
reativos do oxigénio e nitrogénio, secre¢do de IL-1p e a geragdo da LXA4 e 15-epi-LXA,.
Além da acdo sobre a proliferacdo de células tumorais, os macréfagos também influenciam
em outros eventos do processo tumoral, como por exemplo, a neovascularizacdo. Assim,
considerando a acdo imunomodulatéria da CTX, a importancia central do macréfago na
génese e progressdo tumoral e a participacdo desta célula no microambiente estromal, o
objetivo geral do presente projeto foi investigar se a atividade secretéria de macrofagos
tratados com CTX interfere nos eventos-chave da neovascularizacdo, tais como a adeséo,
migracdo e proliferacdo de células endoteliais. Para tanto, macrdfagos peritoneais residentes
foram obtidos de ratos machos da linhagem Wistar. Esses macréfagos foram aderidos e
tratados com CTX (0,3ug/mL), por 2 horas e, em seguida incubados em meio fresco por 24
horas. Apds esse periodo, macrofagos tratados com CTX ou sobrenadantes obtidos dessas
células foram adicionados as culturas de células endoteliais timicas (t.End.1) e o0s seguintes
parametros, utilizando modelo de angiogénese in vitro, foram avaliados: 1) a capacidade
proliferativa das células endoteliais; 2) o comportamento de adesdo da célula endotelial aos
seus ligantes naturais (colageno tipo I-10ug/mL, fibronectina-3pg/mL e laminina-10 pg/mL);
3) a migracdo da célula endotelial sobre colageno tipo I (10 pg/mL), utilizando os métodos de
Wound healing e Time Lapse; 4) a formacéo de vasos induzidos em matrigel, no modelo 3D;
5) a liberacdo de VEGF e TNF-a, por macrofagos, por meio de ensaio imunoenzimatico (EIA)
e 6) o envolvimento de receptores peptideo formil (FPRs) nas acdes dos macrofagos sobre a
proliferacdo e adesdo de células endoteliais. Tanto os macrofagos tratados com CTX, como
seus sobrenadantes inibiram a proliferacdo, adesdo e o numero de células migradas, bem
como a velocidade de migracdo das células t.End.1 e, consequentemente, a formacao de tubos
no matrigel 3-D, acompanhadas pela diminui¢cdo da concentracdo de VEGF e TNF-a nos
sobrenadantes de macréfagos tratados com a CTX. Ainda, o bloqueio dos receptores peptideo
formil aboliu as atividades inibitérias dos macréfagos tratados com a toxina, evidenciando a
importancia destes receptores para a agdo da CTX sobre a atividade antiangiogénica de
macrofagos.

Palavras-chave: Crotoxina. Macrofagos. Célula endotelial. Matriz extracelular. Adesao.
Migracao.



ABSTRACT

PIMENTA, L. A. Crotoxin effect in modulating action of macrophages on angiogenesis.
In vitro assays. 2015. 80 p. Masters thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

Crotoxin (CTX), the main component of Crotalus durissus terrificus snake venom has
suppressive effect on tumor growth and immunomodulatory action, particularly on the
macrophages function, key cells to the mechanisms of innate defense. Studies by our group
have shown that CTX stimulates the secretory capacity of peritoneal macrophages obtained
from tumor-bearing rats. This increase is accompanied by a significant tumor mass decrease.
In addition, in vitro assays demonstrated that macrophages pretreated with CTX inhibit the
tumor cells proliferation in co-culture model, mediated, in part, by H,O, release and NO
production, IL-1p secretion and LXA4 and 15-epi-LXA, generation. Besides the action on the
tumor cells proliferation, macrophages influence also on other events of tumor process, such
as neovascularization. Thus, considering the immunomodulatory action of CTX, the pivotal
importance of macrophages in the genesis and tumor progression and participation of this cell
in the stromal microenvironment, the objective of this project was to investigate the
macrophages secretory activity treated with CTX on key events involved in the
neovascularization such as the adhesion, migration and proliferation of endothelial cells. To
this end, resident peritoneal macrophages were obtained from male Wistar rats. These
macrophages were adhered and treated with CTX (0.3pug/mL) for 2 hours and then incubated
in fresh medium for 24 hours. After this period, macrophages treated with CTX and
supernatants from these cells were added to thymic (t.End.1) endothelial cells cultures, and
the following parameters, using in vitro angiogenesis model were evaluated: 1) the
proliferative capacity of the cells endothelial; 2) the endothelial cell adhesion behavior to their
natural ligands (type | collagen-10ug/ml, fibronectin-3ug/ml and laminin-10ug/ml); 3)
endothelial cell migration on type I collagen (10 ug/ml) using the methods Wound healing
and Time Lapse; 4) formation of capillary-like tube formation on matrigel-3D matrix; 5)
VEGF and TNF-a release and 6) the involvement of the formyl peptide receptors (FPR) in the
macrophages actions on the proliferation and adhesion of the endothelial cells. Both
macrophages treated with CTX as their supernatants inhibited proliferation, adhesion and the
number of migrated cells as well as cell migration velocity, evaluated in Time Lapse.
Consequently, there was inhibition of the capillary-like tube formation on matrigel-3D matrix,
accompanied by VEGF and TNF-a secretion decrease in the macrophage supernatant treated
with CTX. Further, the FPRs blockade abolished the inhibitory activity of the macrophages
treated with the toxin, suggesting the importance of these receptors to the action of CTX on
the macrophages antiangiogenic activity.

Keywords: Crotoxin. Macrophages. Endothelial cell. Extracellular matrix. Adhesion.
Migration.
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1 INTRODUCAO

Os venenos animais contém grande variedade de toxinas, em sua maioria peptideos e
proteinas, que sdo utilizadas para a captura de presas e como defesa. Ainda, sdo constituidos
por misturas complexas de substancias inorganicas e organicas. Os constituintes inorganicos
incluem calcio, ferro, potassio, magnésio, manganés, sodio, fdésforo, cobre e zinco
(FRIEDERICH; TU, 1971). Os componentes organicos sao representados principalmente por
proteinas com propriedades enzimaticas, peptideos biologicamente ativos e algumas
moléculas ndo-proteicas que agem isolada ou sinergisticamente, interferindo em mecanismos
fisioldgicos, celulares e moleculares especificos (LEE, 1979). Alguns destes componentes do
veneno possuem varios efeitos toxicos, sendo assim denominados toxinas, e estas sdo
responsaveis por diversos efeitos bioldgicos, como distlirbios na coagulagdo sanguinea,
hemdlise, hemorragia local e sistémica, hipertensdo, efeitos neurotdxicos, necrose tecidual,
entre outros (IWANAGA; SUZUKI, 1979; MARKLAND, 1998; TANEN et al., 2001;
WALTER; BILDEN; GIBLY, 1999).

Apesar da sua toxicidade, varios trabalhos da literatura tém demonstrado a importancia
de compostos derivados de venenos de serpentes para o tratamento de diferentes patologias.
Isto se deve ao fato de milhdes de anos de evolucdo terem conferido a estas substancias, duas
caracteristicas importantes para o desenvolvimento de um farmaco: especificidade e
seletividade a seus alvos (celulares e moleculares, como canais idnicos, receptores, enzimas,
membranas celulares ou vias metabdlicas) (BAILEY; WILCE, 2001; CURY; PICOLO, 2006;
LEWIS; GARCIA, 2003).

Desta forma, as toxinas animais se constituem em importantes ferramentas para o
estudo das propriedades fisiologicas e farmacoldgicas destes alvos e para a compreensao de
como a disfungéo destes alvos podem contribuir para o desenvolvimento de diversas doencas.
Adicionalmente, estas toxinas, em decorréncia de sua seletividade ou mesmo especificidade
pelos seus alvos, sdo modelos importantes para o desenho de novos e eficazes agentes
terapéuticos. Proteinas obtidas de veneno de serpentes sdo amplamente estudadas em
diferentes areas das Ciéncias da Vida. Interacdes diretas destes compostos com diferentes
tipos celulares envolvem diversos mecanismos que resultam em ativagdo ou blogueio de
diversas funcdes fisioldgicas celulares.

No inicio da década de 30, do século passado, foi relatado o emprego de venenos
ofidicos como analgésicos, mostrando a eficacia do veneno de Naja tripudians e Naja naja

em diminuir a dor de pacientes portadores de carcinoma e em retardar a evolucdo de algumas
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neoplasias (MONAELESSER; TAGUE, 19337, apud on (BRAZIL, 1950). Estes trabalhos
repercutiram no meio médico brasileiro e nesta mesma década, estudos clinicos utilizando
doses homeopaticas do veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus (VCdt) foram
iniciados em pacientes portadores de algias, principalmente de origem neoplasicas (BRAZIL,
1934, 1950).

1.1 Veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus (VCdt) e suas toxinas isoladas

O género Crotalus inclui as serpentes popularmente conhecidas como cascavéis,
causadoras de aproximadamente 7,5% dos acidentes ofidicos no Brasil (SINAN, 2013), sendo
estes acidentes causados principalmente pela subespécie Crotalus durissus terrificus.

As manifestaces clinicas do envenenamento por serpentes Crotalus durissus
terrificus sdo decorrentes particularmente, da atividade neurotéxica do veneno e sdo
caracterizadas pelo aparecimento do chamado “facies miasténico” ou “facies neurotoxico”,
onde se observam ptose palpebral, diplopia, flacidez da musculatura facial e paralisia dos
nervos cranianos (ROSENFELD, 1971). Além disso, em decorréncia desta atividade
neurotoxica, é observada também insuficiéncia respiratéria (AMARAL; MAGALHAES; DE
REZENDE, 1991; ROSENFELD, 1971). Além desta atividade, 0 veneno destas serpentes
possui atividades miotdxica e coagulante (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985; CUPO;
AZEVEDO-MARQUES; HERING, 1988; NAHAS; MACFARLANE; DENSON, 1964;
ROSENFELD, 1971;), induzindo o quadro de rabdomidlise generalizada e incoagulabilidade
sanguinea (AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO, 1987; SANO-MARTINS et al.,
2001).

Apesar destes efeitos sisttmicos importantes, ndo sdo observados, nestes
envenenamentos, sinais inflamatdrios significativos no local da picada (AMORIM; FRANCO
DE MELLO; SALIBA, 1951; BRAZIL, 1934) e séo relatados ainda, auséncia de dor ou dor
de pequena intensidade, seguida de parestesia local (ROSENFELD, 1971). Como citado
acima, além de ndo causar dor, (BRAZIL, 1934, 1950) evidenciou que este veneno € capaz de
causar analgesia em humanos, sendo utilizado no inicio do seculo passado, no tratamento de
algias de origem neoplésica.

As principais toxinas presentes neste veneno incluem a crotoxina, crotamina,

convulxina e giroxina. A elevada toxicidade do veneno é atribuida a crotoxina (CTX), seu

" MONAELESSER; TAGUE. Trailement des algies et des tumeurs, par el venin de cobra.
Bull. De I’Acd. De Médicine, p371, 1933
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principal componente toxico (BRAZIL, 1972), contribuindo com cerca de 80% da letalidade
induzida pelo veneno total.

Isolada por (SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938), a CTX teve a sua estrutura
descrita por (FRAENKEL-CONRAT; SINGER, 1956) sendo uma [-neurotoxina
heterodimérica, formada pela associacdo ndo-covalente de duas diferentes subunidades: um
acido denominado crotapotina (CA) e uma base denominada fosfolipase A, (FLA,-CB)
(Figura 1). Corresponde a 60% do veneno total e seu peso molecular é de 24 a 26 kDa, ponto
isoelétrico de 4,7 e exibe atividades fosfolipasica, neurotoxica (blogueio da transmisséo
neuromuscular) e miotdxica (BRAZIL, 1972; GOPALAKRISHNAKONE et al.,, 1984;
STOCKER, 1990).

Figura 1. Estrutura de cristal do complexo heterodimérico ndo-covalente da Crotoxina
isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus (isoforma CA,CB,). Diagrama mostra a
estrutura global do complexo CA,CBy,. A subunidade CBy, basica (azul) é mostrada na orientacao
frente-face candnica do grupo estruturas 1A PLA,. As cadeias polipeptidicas ligadas por dissulfeto
a, B e y da subunidade acida CA, sdo mostradas em laranja, verde e vermelho, respectivamente. A
cristalografia mostra uma estrutura de suporte Unico da associacdo de suas subunidades. As duas
principais hélices da subunidade CA, do complexo Crotoxina apresentam giro de 180° em relacdo
ao eixo principal e candnica orientagdo face-frontal da subunidade CB (Faure, Xu e Saul, 2011).

A subunidade CB ou FLA; apresenta cerca de 14 kDa, ponto isoelétrico 9,7, sendo
constituida por uma cadeia Unica polipeptidica contendo 122 residuos de aminoacidos,
formando estruturas globulares associadas por sete pontes dissulfidicas. A subunidade CA
(crotapotina) apresenta seu peso molecular de 8,9 kDa, com ponto isoelétrico de 3,4,
caracteristicas acidas, sendo desprovida de atividade enzimatica e tdxica. Foi demonstrado,
por meio de estudos de caracterizacdo e sequenciamento, que essa subunidade é formada por
trés cadeias polipeptidicas, a (39 residuos), p (35 residuos) e y (14 residuos), totalizando 88
residuos de aminoacidos, unidas por sete pontes dissulfidicas (AIRD et al., 1986; FAURE;
XU; SAUL, 2011).
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A CTX exerce seu efeito por meio da associacdo da fragdo FLA, aos seus alvos,
levando a dissociacdo ao complexo, onde CA permanece em solucdo, enquanto CB interage
com seus aceptores. Foram realizados estudos com intuito de compreender a ligacdo da CTX
as membranas pré-sinapticas, e esclarecer a participacdo da subunidade CA. Délot e Bon
(1992) observaram que CA participa temporariamente da etapa na qual CB se associa com seu
aceptor na membrana, formando um complexo ternario transitorio. A subunidade CA so se
dissocia de CB ap6s o acoplamento irreversivel deste componente ao aceptor na membrana
das terminag6es nervosas.

Apesar da funcdo de CA ndo estar totalmente evidenciada, é aceito que ela pode agir
como uma molécula carreadora potencializando a atividade letal de CB, porém sua atividade
enzimatica diminui dentro do complexo CTX (BON et al., 1989; CHOUMET et al., 1996;
SANTOS et al.,, 2007). Para a subunidade CB sdo atribuidas as atividades fosfolipasicas
encontradas no VCdt ou na fracdo CTX. Esta fracdo possui maior atividade enzimatica que o
complexo CTX, porém com menor toxicidade, uma vez que maiores doses de CB, comparada
com CTX ou veneno, sdo necessarios para bloquear a transmissao neuromuscular
(CHOUMET et al., 1996).

Vale ressaltar que foram identificados 16 diferentes isoformas da CTX, resultantes de
uma associacdo aleatéria de quatro isoformas de CA (CA;, CA,, CA; e CA,;) e quatro
isoformas de CB (CBa,, CBy,, CB; e CBy), e as combinagfes destas isoformas determinam a
formacdo de diferentes complexos, responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas e
bioldgicas significativamente diferentes descritas para a Crotoxina (FAURE; XU; SAUL,
2011).

1.2 Estudos experimentais sobre os efeitos antitumoral e imunorregulatério da CTX

Varios estudos experimentais tém demonstrado que o VCdt ou a CTX, sdo capazes de
modular as respostas inflamatéria e imune (SAMPAIO et al., 2010).

Em estudos realizados em nosso laboratério, foi demonstrada a acdo antitumoral da
CTX in vivo. Nestes estudos, o tumor foi induzido pela administracdo intraplantar, em ratos,
de células do carcinoma de Walker 256. Em analises histopatoldgicas do coxim plantar de
ratos tratados com a CTX, observou-se a diminui¢do do tamanho do tumor acompanhada por
uma diminuicdo da formacgdo de neovasos, sugerindo que esta toxina possa interferir com a
neovascularizacdo na vigéncia do tumor (BRIGATTE et al., manuscrito em elaborac¢éo). Em
continuidade a caracterizacdo da acao antitumoral da CTX, em ensaios in vitro, foi observada
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a acdo inibitéria da toxina sobre eventos fundamentais da progressdo tumoral, agindo
diretamente sobre as células tumorais LLC WRC 256, linhagem correspondente ao tumor de
Walker 256, inibindo a proliferacdo, adesdo da célula tumoral a fibronectina, alem de inibir a
polimerizacéo dos filamentos de actina e proteinas sinalizadoras da familia das GTPases Rho,
tais como a RhoA e a quinase FAK nestas celulas (FAIAD; DELLA-CASA; SAMPAIOQ,
2008). Da mesma forma que observado para as células tumorais, a CTX age diretamente
sobre a funcdo de células endoteliais, inibindo a proliferacdo, a adesdo celular aos seus
ligantes naturais, tais como colageno I, fibronectina e laminina. Além disso, a formacéo de
tubos no matrigel 3-D, a migracdo celular avaliada no modelo de cicatrizacdo (wound
healing) e quimiotaxia, tanto na presenca de meio de cultura, como no meio condicionado de
célula tumoral (KATO et al., 2013).

Ainda em relacdo aos mecanismos envolvidos com a acdo antitumoral da CTX, nosso
grupo investigou a acdo desta toxina sobre a funcdo modulatéria de macréfagos durante a
progressao tumoral. Nestes estudos, as células tumorais de Walker 256 foram injetadas no
flanco de ratos e, apo6s o surgimento da massa tumoral (5° dia da injecdo das células
tumorais), a injecdo subcutdnea da CTX restabelece a atividade secretoria dos macrofagos
peritoneais, uma vez que esta é reduzida pelo tumor. Neste sentido foi observado que a CTX
aumenta a capacidade destas células em secretar mediadores pro-inflamatérios, tais como NO,
H,O, e citocinas, e tornando-as funcionalmente semelhantes aos macréfagos M1
(inflamatdrios). Estas alteragdes foram acompanhadas do incremento do metabolismo,
induzido pela CTX sobre a atividade maxima de enzimas-chave do metabolismo de glicose
(hexoquinase, glicose-6-fosfato desidrogenase e citrato sintase) e da oxidagdo de glicose e
glutamina. Estas acfes estimulatérias da CTX sobre a fungdo e metabolismo de macrdfagos
sdo de longa duracdo, pois foram observadas por até 14 dias apds a administracdo de uma
Unica dose da toxina, acompanhadas de significativa inibicdo do crescimento do tumor
(FAIAD, 2012).

Em continuidade a esse estudo, ensaios in vitro, aonde macréfagos tratados com CTX
e co-cultivados na presenga das células tumorais da linhagem LLC WRC 256 foi observado
aumento da producdo de reativos do oxigénio (H,0,) e do nitrogénio (NO), e da secrecdo de
IL-1B por macrdfagos. Ainda, neste mesmo estudo foi observado aumento da producéo de
mediadores lipidicos Lipoxina A; e analogo mais estavel 15-epi-LXA4 que resultou no
decréscimo da proliferacdo das células tumorais (COSTA et al., 2013).

Apesar destas evidéncias, até 0 momento, ndo foi demonstrada a importancia da agdo

da CTX sobre a atividade secretoria de macrofagos no controle do desenvolvimento tumoral,
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particularmente sobre a neovascularizagdo, processo essencial para 0 crescimento e
sobrevivéncia do tumor. Este estudo contribuird de maneira importante para a caracterizacdo

dos mecanismos envolvidos na acdo antitumoral descrita para esta toxina.

1.3 Angiogénese tumoral — Aspectos Gerais

E bem estabelecido que a angiogénese, processo de formagao de neovasos a partir da
vasculatura existente é fundamental para o crescimento e metastase tumoral (FOLKMAN,
1992; HANAHAN; FOLKMAN, 1996). A migracdo de células tumorais para tecidos
distantes ocorre por meio de vasos sanguineos e linfaticos, portanto, sdo 0s maiores
componentes do microambiente tumoral (HE et al., 2005). A formacdo de vasos sanguineos
(angiogénese) e vasos linfaticos (linfangiogénese) ocorre a partir de vasos pré-existentes
estimulados por fatores pro-angiogénicos expressos pelo microambiente tumoral
(FOLKMAN, 2007; ONIMARU; YONEMITSU, 2011).

No tumor, as células endoteliais vasculares (CEVSs) proliferam de 50 a 100 vezes mais
de cem células tumorais (DASS; TRAN; CHOONG, 2007). A angiogénese é um processo-
chave no crescimento tumoral e necessario para a manutengdo do tumor quando este esta
estabelecido, ou seja, quando atinge o tamanho de 1 cm® (DVORAK, 1986). Este processo
pode ser dividido em quatro etapas: 1) digestdo de componentes da matriz extracelular e
ativacdo de células endoteliais; 2) invasdo e migracdo de células endoteliais; 3) proliferacdo
de células endoteliais e 4) formacao de tubos tipo capilares e diferenciacdo em vasos maduros.
Estas etapas sdo moduladas por fatores derivados tanto das células tumorais quanto por
células do microambiente tumoral e ainda sdo essenciais para a angiogénese associada a
remodelagem e a nutricdo do crescimento tumoral (DAVIS et al.,, 2005; ELICEIRI,
CHERESH, 2001).

A adesdo celular é um processo complexo, que envolve o contato inicial de uma célula
a uma superficie, coordenado pela ligacdo do receptor ao ligante, pela polimerizagdo da
actina, e, finalmente, pelo estabelecimento de um estado de boa propagacdo celular
(REINHART-KING, 2008). Esta interacdo € mediada pela ligacdo da integrina a matriz
extracelular.

As integrinas sdo proteinas heterodiméricas, composta por subunidades a e P,
associadas por ligacdo ndo-covalente, da superficie celular que reconhecem ligantes
especificos da matriz extracelular (ELICEIRI; CHERESH, 1999; MIRANTI, 2002;
NOGUERA et al., 2012). Essas proteinas ndo servem apenas para ancorar as células em suas
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matrizes, mas também funcionam como transdutores de sinais quimicos e mecéanicos entre 0s
ambientes intracelulares e extracelulares (MIRANT]I, 2002).

Estudos focam na interacdo especifica entre integrinas endoteliais com seus
respectivos ligantes presentes na matriz extracelular, incluindo colageno, laminina e
fibronectina, sendo que estes componentes se ligam a subunidades de integrinas distintas
(REINHART-KING, 2008). Demonstrou-se na Tabela 1, cada ligante, as diferentes

integrinas.

Tabela 1. Integrinas das celulas endoteliais e ligantes

Integrin Subunits ECM Ligands

alfl collagen/laminin

a2f1 collagen/laminin

a3f1 laminin

2501 fibronectin

61 laminin

ovf3 vitronectin/fibronectin
avfi5 vitronectin

Principais integrinas envolvidas na regulacdo dos processos de vasculogénese e angiogénese
(Reinhart-King, 2008).

A adesdo e migracdo celular tém sido extensivamente estudadas em sistemas de
cultura de dimensional (2D) e descritas como processos de passos multiplos (RIDLEY et al.,
2003). Todos estes passos sdo um processo ciclico, com base na coordenacdo da adesdo
celular a matriz e a capacidade da célula para contrair o seu corpo de modo que ele possa se
projetar.

Nestes eventos, a actina € o principal componente do citoesqueleto das células
endoteliais, composto de subunidades globulares monoméricas (G-actina) de 43-kDa que se
polimerizam em filamentos helicoidais (F-actina), estruturas fundamentais para a
remodelacdo constante do citoesqueleto durante a migragdo, por meio da projecdo de
estruturas como filopodios e fibras de stress. As filopodias sdo projecdes membranicas que
contém longos filamentos de actina dispostos em feixes paralelos e proximos. Essas estruturas
agem como sensores de estimulos de motilidade. Classicamente, a formacgéo de filopddia é
regulada por ativacdo da pequena GTPase Cdc42 que se associa com proteinas da sindrome
de Wiskott-Aldrich (WASPs). As lamelipodias sdo saliéncias citoplasmaticas que se formam

na extremidade principal de espraiamento ou migracdo celular. Estas saliéncias sdo de
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aproximadamente 1 a 5 um de largura e cerca de 2 um de espessura e estdo associadas de
forma importante com a polimerizacdo de actina. As lamelipodias sdo coordenadas pela
sinalizacdo envolvendo a GTPases Rac e o complexo Arp2/3, provoca a nucleacao a partir da
extremidade (-), permitindo a rapida extensdo da extremidade (+) e também pode se ligar a
lateral de outro filamento de actina, dando origem a uma rede ramificada responsével pelo
direcionamento dos filamentos de actina para sua ancoragem no citoesqueleto. Fibras de
stress sdo filamentos de actina de polaridade invertida, ou seja, responsaveis pela atividade
contrétil do citoesqueleto e séo ligadas por o—actinina e miosina e distribuidas ao longo de
fibras contrateis. Todas as 3 estruturas sao essenciais para conduzir as varias etapas da
motilidade associada a actina das células endoteliais, como demonstrado na Figura 2. Desta
forma, considera-se que as funcdes de adesdo celular e migracéo estdo fortemente associadas
(LADOUX; NICOLAS, 2012).

A migracdo celular pode ser representada e dividida em diferentes eventos: (1)
deteccdo dos sinais pela filopddia; (2) formacdo e protrusdo da lamelipodia e extensdo para
frente; (3) fixacdo das protrusdes na matriz extracelular (MEC); (4) a contragdo mediada por
stress-fiber do corpo celular para permitir que o progresso para frente; (5) liberacéo posterior,
e (6) “reciclagem” da parte adesiva e sinalizadora da célula (LAMALICE; LE BOEUF;
HUQOT, 2007).
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Figura 2. Representacdo esquematica das diferentes etapas de migragdo celular em
substratos 2D. 1. Polimerizacdo de filamentos de actina em projecéo para a migracdo, traduzido
em vigor protrusivo. 2. As protrusdes da membrana facilitam a ligacdo de receptores
transmembranicos da superficie celular aos componentes de substrato. Novas aderéncias sdo
rapidamente ligadas a rede de filamentos de actina. 3. A atividade combinada entre movimento
retrégrado da actina e forgas contrateis produzidos pelas fibras de estresse gera tensdo para puxar o
corpo da célula para frente. 4. As forcas produzidas pela rede contractil combinada com filamentos
de actina e desarranjo das adesdes focais ajudam a retrair a borda da célula em migracdo. Imagem
cortesia do Instituto Mechanobiology, Universidade Nacional de Singapura. Por Ladoux and
Nicolas, em Rep. Prog. Phys. (75), 2012 e Lamalice et al., em Circ Res. (30), 2007, Review.

Durante a angiogénese tumoral, 0s vasos organizam-se em uma rede de capilares e
adquirem suas caracteristicas estruturais e funcionais (CUENOD et al., 2006). Este processo
de neovascularizacdo é dependente de um delicado balanco entre fatores angiogénicos e
antiagiogénicos secretados tanto por células tumorais, células endoteliais, bem como outras
células estromais, tais como macréfagos (GOMES et al., 2013).

Diversos trabalhos apontam a relevancia dos estudos que demonstram como a
populagéo celular estromal pode afetar a angiogénese e a linfangiogénese tumoral, uma vez
que a interacdo entre as células estromais, tais como, linfocitos, células dendriticas,
macrofagos com células tumorais é crucial para o estabelecimento e desenvolvimento tumoral
(POLYAK; HAVIV; CAMPBELL, 2009).

1.4 Caracteristicas gerais dos Macrofagos

O macrofago foi descrito por Metchnikoff no final do século dezenove, como uma
célula com capacidade fagocitaria. Somente a partir dos estudos de (MACKANESS, 1970), a
atividade secretoria desta célula adquiriu importancia.

Ontogeneticamente, o macréfago deriva do saco vitelinico (MOORE; METCALF;
1970) e, no homem adulto, da medula éssea (VAN FURTH, 1989), a partir da célula
precursora para mondcitos e neutrofilos, a CFU-GM (colony-forming unit, granulocyte-
macrophage) (METCALF, 1971). A primeira célula da linhagem monocitica na medula
Ossea, morfologicamente, é o0 monoblasto, ainda pouco diferenciado e cuja divisdo da origem
aos pré-monocitos que, ao contrario do seu precursor, ja apresentam capacidade de pinocitose
e expressam receptores caracteristicos de macrofagos (VAN FURTH; DIESSELHOFF-DEN
DULK; 1970; VAN FURTH et al., 1980). O pr6-mondcito, ao se dividir, da origem aos
monacitos, que permanecem na medula dssea por aproximadamente 24 horas, e a seguir
passam para a corrente sanguinea, na forma de monacitos circulantes, onde permanecem por
cerca de 70 horas no homem (WHITELAW, 1966) e 25 horas, no camundongo (VAN
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FURTH; COHN, 1968). Uma vez na circulagcdo, 0 mondcito migra para diferentes tecidos e
cavidades do organismo, onde se diferenciam em macrdfagos. Nestes tecidos e cavidades, o
macrofago permanece como célula residente, com pequena atividade funcional. A baixa
capacidade espraiamento, fagocitose e de secrecdo basal de determinados produtos tais como
lisozima, proteinases neutras e espécies reativas do oxigénio, confere a esta célula fraca
capacidade microbicida e fungicida (COHN, 1978; TAKEMURA; WERB, 1984).

O macrofago residente permanece no 6rgdo ou cavidade para o qual migrou por alguns
meses (VAN FURTH; COHN, 1968) e é considerada uma célula terminal, sem capacidade de
proliferacdo (GORDON, 1986), embora em algumas ocasides, tal fendmeno tenha sido
observado, como em macrofagos alveolares (TARLING; LIN; HSU, 1987).

Durante o processo inflamatorio, ocorre aumento do nimero de mondcitos circulantes
e da sua producdo na medula 6ssea (METCALF, 1971), assim como reducdo no tempo de
permanéncia dos mesmos na circula¢do, uma vez que ha migracdo destas células para o foco
da leséio (VAN FURTH; DIESSELHOFF-DEN DULK; MATTIE, 1973). No sitio
inflamatdrio, o mondcito, agora denominado macréfago, passa por processo de diferentes
estagios de ativacdo (COHN, 1978; GORDON, 1986; NATHAN, 1987; WERB et al., 1986),
definido como a aquisi¢cdo de competéncia para executar uma tarefa complexa (ADAMS,
HAMILTON, 1984). Exemplos de fungdes complexas incluem a quimiotaxia, fagocitose,
processamento e apresentacdo de antigeno, lise de parasitas intracelulares e capacidade
tumoricida (MANTOVANI et al., 2002).

1.5 Macrdéfagos, Angiogénese e Microambiente Tumoral

Em tumores sélidos, principalmente em carcinoma, as lesGes primarias e as metastases
sdo infiltradas por grande quantidade de leucdcitos, tais como linfocitos T (helper, supressor e
citotoxico), células B, natural killer (NK) e, principalmente por macr6fagos os quais
correspondem aproximadamente 80% do total de células associadas ao tumor (BINGLE;
BROWN; LEWIS, 2002; SIVEEN; KUTTAN, 2009; WANG et al., 2006). Durante o
desenvolvimento do tumor, diferentes subpopulagbes de macrofagos foram identificados
dentro de uma massa tumoral, uma vez que fatores quimiotaticos derivados de células
neoplasicas recrutam mondcitos circulantes que se localizam em diferentes nichos do tumor
(LEWIS; POLLARD, 2006). Essas células atraem um recrutamento de novos mondcitos
circulantes ativados, que amplificam as subpopulagdes de macrofagos no ambiente tumoral
(VAN OVERMEIRE et al., 2014). Dentre estas, estdo Macrofagos Associados ao Tumor
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(tumor-associated macrophages-TAMS) que suportam a progressdo tumoral e metéstase, a
medida que secretam fatores de crescimento pro-angiogénicos (RAHAT; HEMMERLEIN,
2013) e ainda, contribuem com o suprimento de nutrientes, troca gasosa e eliminacdo de
metabolitos. Outro subconjunto sdo os TEMs (Tie-2 expressing monocytes), que ao contrario
de TAMs residem muito perto de vasos sanguineos (VENNERI et al., 2007), mas sdo
semelhantes aos TAMs em relacdo a secrecdo de fatores pré-angiogénicos.

Experimentalmente foi demonstrado que a instalacdo do tumor no tecido subcutaneo
induz o recrutamento de mondcitos circulantes para 0 microambiente tumoral. Este
recrutamento estd associado ao declinio do nimero de macrofagos da cavidade peritoneal,
decorrente da migracdo destas células para o sitio tumoral instalado no subcutaneo, o que
demonstra que esta cavidade é uma importante rota para o trafego de macréfagos ativados que
migram para o sitio tumoral, controlando seu desenvolvimento (BHAUMIK et al., 2001).

Em relacdo a neovascularizagdo tumoral, estudos recentes demostraram que a
interacdo entre células tumorais e TAMs intensifica as funcdes de adesdo e migracdo das
células endoteliais e, consequentemente, a formacdo de tubos, promovendo assim a
progressdo tumoral (WANG et al., 2013, ZHANG et al., 2012). Este complexo processo esta
representado pela Figura 3, proposta por (LEE; LIU; HUANG, 2006).

Estas células podem ser fenotipicamente, polarizadas em dois estagios distintos: o
macréfago M1 (ou ativados classicamente) que podem induzir a morte da célula tumoral
(citotoxicidade ou apoptose) e/ou em macrofago M2 (ou tipo Il, ativados alternativamente),
qgue podem estimular a capacidade invasiva das células tumorais (GORDON; TAYLOR,
2005; MANTOVANI et al., 2002; MANTOVANI et al., 2004).

O fen6tipo M1 é comumente encontrado nas infeccGes e na inflamacéo crénica, sendo,
portanto, pro-inflamatério. Esta célula € caracterizada pela liberacdo de citocinas
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6 e TNF-a, reativos intermediarios do nitrogénio (RNI) e
dos reativos intermediarios do oxigénio (ROI). No contexto do tumor, os macréfagos M1
inibem o crescimento tumoral, erradicando as células tumorais e estimulando a resposta
imune. Por outro lado, os macréfagos M2, encontrados quando o tumor esta estabelecido, ou
seja, quando atinge o tamanho de 1 cm® e a angiogénese torna-se necesséaria para sua
manutencdo (DVORAK, 1986). Neste contexto, os macréfagos M2 contribuem para a
progressdao do tumor por produzir mediadores pro-angiogénicos e mediadores anti-
inflamatdrios, além de proteases e fatores de crescimento (GORDON, 2003; LAMAGNA;
AURRAND- LIONS; IMHOF, 2006; MANTOVANI et al., 2002; MANTOVANI et al., 2004;
POLLARD, 2004; SICA et al., 2008).
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Ainda, mudangas no metabolismo de glicose e glutamina dos macréfagos séo
fundamentais tanto para determinar o seu estado funcional e de ativagdo, quanto para
alterarem as funcgdes de outras células do microambiente tumoral (BISWAS; MANTOVANI,
2012), tais como as células endoteliais (MANTOVANI et al., 2013).

O estresse hipdxico na massa tumoral acarreta a expressdo aumentada de moléculas
inflamatérias (FOLKMAN, 1985),

macrofagos, como pela polarizacao destas células para o fendtipo M2 (angiogénicos).

responsaveis tanto pelo recrutamento de outros
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Figura 3. Macréfagos na Angiogénese Tumoral. O infiltrado de macréfagos facilita a
propagacdo tumoral por induzir a angiogénese tumoral e invasdo de células tumorais. Quando um
tumor sélido cresce mais do que 2 mm?® de diametro, a simples difuso de oxigénio e nutrientes aos
tecidos metabolizantes torna-se insuficiente. A presenca de multiplas areas de hipdxia se torna
uma caracteristica comum de tumores solidos. Muitos fatores sdo produzidos a partir das areas de
hipéxia. Os mondcitos sdo entdo recrutados continuamente para dentro do tumor, diferenciados em
TAM, e, em seguida, se acumulam nas areas hipdxicas. Eventualmente, TAMs funcionam como o
fornecedor de fatores tumorigénicos, e que auxiliam no crescimento tumoral, bem como VEFG,
favorecendo a angiogénese. Esquema proposto por Lee, Liu, Huang. Tumor-Associated
Macrophage: It’s Role in Tumor Angiogenesis in J. Cancer Mol. Vol 2(4), 2006.

Em relacdo a neovascularizacdo tumoral, os TAMs produzem fatores angiogénicos
(LEE; LIU; HUANG, 2006): fatores de crescimento para fibroblastos (FGF e FGF2); fatores
estimuladores de col6nias de mondcitos e granulocitos (GM-CSF); fatores de crescimento
tumoral- (TGF-p); fatores de necrose tumoral-a (TNF-a); fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGF), entre outros (TANAKA et al., 2002; UENO et al., 2000; WHITE et al.,
2001).
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Além desses mediadores, os TAMs secretam proteases derivadas, liberadas no tumor,
principalmente serino-proteases, tais como ativador de plasminogénio tipo-uroquinase
(KOCH et al., 1992) e metaloproteases (MMPs), os quais facilitam a angiogénese tumoral.

As MMPs sdo uma familia de enzimas que degradam a matriz extracelular,
representadas principalmente pela colagenase (MMP-1), gelatinase A (MMP-2), estromelisina
(MMP-3), matrilisina (MMP-7) e gelatinase B (MMP-9) que em conjunto com a MMP-2 sdo
as principais metaloproteases secretadas pelos TAMs (NAYLOR et al., 1994). Neste sentido,
durante a progressdo tumoral, a expressdo dessas MMPs encontra-se aumentada no tumor,
sendo os TAMs as maiores fontes de MMP-9, importantes para a intensificacdo da
angiogénese, invasdao e metéstase tumoral (GRIMSHAW; WILSON; BALKWILL, 2002;
KOCH etal., 1992; NAYLOR et al., 1994).

Descrita originalmente na década de 1970, como proteinas secretadas pelo tumor,
potentes no aumento da permeabilidade microvascular, as proteinas da familia VPF/VEGF
sdo geralmente consideradas as mais importantes envolvidas no desenvolvimento da
vasculatura e tém papeéis essenciais na angiogénese e linfangiogénese durante 0s processos
fisiopatoldgicos (BROWN et al., 1997; DVORAK et al., 1999).

O TNF-a, em conjunto com o VEGF ¢ o TGF-f é uma das principais citocinas
associadas a angiogénese tumoral, secretadas pelos macrofagos (KLIMP et al., 2002; LEE;
LIU; HUANG, 2006). Esta citocina estimula a reparacdo, e pode tanto estimular o
desenvolvimento de tumores, por meio de estimulo do crescimento de neovasos, como pode
participar na destruicdo do tumor por citotoxicidade direta (LEIBOVICH et al., 1987).

Além de substancias pré-angiogénicas, os macrofagos secretam, também, substancias
que inibem direta ou indiretamente o crescimento tumoral, tais como a lipoxina A; (LXA) e
seu analogo estavel (15-epi-LXA,), mediadores lipidicos gerados na via da lipoxigenase. Esses
mediadores apresentam importante acdo inibitdria sobre o crescimento tumoral (CALORINI et
al., 2005) e a proliferacdo de células endoteliais (LEEDOM et al., 2010), além de suprimir
fatores de crescimento angiogénicos e seus receptores, sendo, portanto, consideradas
reguladores-chave da neoangiogénese tumoral (CLARIA, 2006).

As lipoxinas (LXs) foram identificadas por (SERHAN; HAMBERG; SAMUELSSON,
1984), em fragdes purificadas de suspensdo de leucocitos. As LXs séo rapidamente produzidas
em resposta a diferentes estimulos e apresentam diversas bioatividades sobre leucdcitos,
estimulando a ativagdo de mondcitos e macréfagos, os quais inibem a atividade de neutrdéfilos,
eosinofilos e linfécitos. Ainda, estes mediadores lipidicos modulam as atividades de células de

origem nao mieldides, incluindo fibroblastos, células endoteliais, epiteliais gastrointestinais,
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mesangial renal e células dendriticas esplénicas (MCMAHON; GODSON, 2004). A LXAy,
bem como seus analogos naturais (ATLs), gerados a partir da acetilacdo da ciclooxigenase-2
(COX-2), na presenca de aspirina ou outros substratos enddgenos (citocromo P450 e espécies
reativas de oxigenio), induz a formacédo estéreo-selectiva (40% de R e 60% da forma S) de
lipoxinas 15-epi (15-Epi- LXA,), que sdo mais potentes e mais estaveis do que a forma nativa
LX contendo 15-S (CAPDEVILA et al., 1986; CLARIA, 2006; SPITE; CLARIA; SERHAN,
2014). Tanto a LXA4 nativa quanto seus analogos estaveis exercem seus efeitos bioldgicos
especificos apds a ligacdo a receptores transmembranicos, 0s ALXR (conhecidos também
como receptores para peptideo formil - Formyl Peptide Receptors-FPRS), acoplados a proteina
G, identificados em vérios tipos celulares, dentre eles, os macréfagos (FIORE et al., 1994;
CHIANG; SERHAN, 2006).

Em conjunto, muitos desses fatores sdo agentes-chaves na progressdo tumoral e 0s
macrofagos desempenham participacdo fundamental na modulacdo da secrecdo dos
mediadores pro e anti-angiogénicos. Portanto, o melhor entendimento da regulacdo e da
funcdo dos macrofagos no crosstalk com as células tumorais pode contribuir para estabelecer
novas alternativas imunoterapéuticas para o controle do desenvolvimento tumoral (BISWAS;
ALLAVENA; MANTOVANI, 2013; SIVEEN; KUTTAN, 2009).

1.6 Modelos experimentais para o estudo da interacao entre células

Nos ensaios experimentais, utilizando os modelos in vivo é essencial mimetizar as
condicBes naturais possiveis envolvidas no ambiente celular. Neste sentido, ao escolher um
modelo para a realizacdo de experimento in vitro é imprescindivel os cuidados com a
observacao, mensuracdo e a manipulacdo das células para que o sistema in vitro reproduza o
comportamento celular observado no ambiente in situ. No modelo de co-cultura, diferentes
tipos celulares sdo agregados em um mesmo ambiente, promovendo a comunicacao celular,
importante para a regulacdo da fisiologia e diferenciacdo dessas células. Esta comunicagdo
pode ocorrer por diferentes maneiras: via sinalizacdo parécrina (sinais liberados por uma
celula ligada a receptores de membrana de outras células), via sinalizagdo justacrina (sinais
expressos na membrana de uma célula sdo reconhecidos por receptores de membrana de
outras células), ou por comunicagdo juncional (gap) (trocas na sinalizacdo intracelular)
(HENDRIKS; RIESLE; VAN BLITTERSWIJK, 2007). Quando diferentes tipos celulares
estdo co-cultivados as células podem interagir e se comunicarem por essas diferentes vias,

dependendo da proximidade e habilidade de interagcdo ou comunicacéo.
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Por meio de ensaios em co-cultura Hauptmann et al. (1993), investigaram as
interacbes entre as células tumorais e diferentes subpopulagdes de macr6fagos murinos.
Nestes estudos, foi investigado o comportamento proliferativo e migratorio de células
tumorais quando co-cultivadas com as subpopulagdes de macréfagos. Outros estudos focaram
a participacdo do macrdéfago na angiogénese tumoral e inflamacdo (ONO, 2008), e ainda
demonstra a importancia da mediacdo quimica, como por exemplo, a mediacdo secretada por
macrofagos no controle das respostas inflamatoria e angiogénica, sugerindo novos alvos para
o0 desenvolvimento de farmacos com potencial terapéutico.

Recentemente, foi demonstrado que meio de cultura condicionado obtido de co-
culturas de macrofagos com células tumorais intensifica a migracdo das células endoteliais,
bem como a formacdo de tubos tipo-capilares, demonstrando que a interacdo de células
tumorais com macrofagos pode afetar o potencial angiogénico das células tumorais (WANG
etal., 2013).

Assim, considerando os diferentes estudos relatados na literatura, o modelo de co-
cultura provou ser uma ferramenta in vitro fundamental para elucidar a importancia de
interacdes celulares na fisiologia, homeostasia, reparo e regeneracdo tecidual e a génese e
desenvolvimentos de diversas doengas, tais como o cancer (HENDRIKS; RIESLE; VAN
BLITTERSWIJK, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A polarizacdo e a plasticidade funcional dos macréfagos sdo fundamentais na
progressdo tumoral regulando, particularmente, a angiogénese, processo de formagéo dos
neovasos fundamental para a proliferacdo, sobrevida e invasao de células malignas. Estudos
recentes demonstram importante acdo modulatoria da CTX sobre o metabolismo e,
consequentemente, sobre as fungdes de macrofagos no controle do desenvolvimento tumoral.
Portanto, ampliar os estudos que demonstrem a importancia da agdo da CTX sobre a atividade
secretdria de macréfagos no controle do processo de neovascularizagcdo contribuira de
maneira importante para a caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na acdo antitumoral
descrita para esta toxina. Ainda, favorecerd a utilizacdo desta toxina como ferramenta
cientifica para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos

fisiopatoldgicos relacionados com o desenvolvimento tumoral.
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3 OBJETIVO

Investigar a importancia da atividade secretdria de macrofagos acarretada pela CTX
sobre os eventos-chave da neovascularizacédo, tais como a adesdo, migracéo e proliferacdo de
celulas endoteliais.

Para tanto, células endoteliais timicas (t.End.1) foram incubadas na presenca de
macrdfagos previamente tratados com a CTX ou na presenca
de sobrenadantes obtidos desses macrofagos para avaliar:

1) eventos relacionados a formacéao de vasos, tais como:

a) a capacidade proliferativa das células endoteliais;

b) o comportamento de adesdo da célula endotelial aos seus ligantes naturais, tais

como colageno I, fibronectina e laminina;

c) a migracdo da célula t.End.1 em matriz extracelular, utilizando os métodos de

Wound healing e Time Lapse Long-Time;

d) aformacdo de vasos induzidos em matrigel, no modelo 3D;

2) aliberacdo de VEGF, MMP-2 e MMP-9, por meio de ensaio imunoenzimatico (EIA).

3) o envolvimento de receptores peptideo formil (FPRs) nas acdes dos macréfagos.



Material e Métodos |33

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao da Crotoxina (CTX)

A CTX foi purificada a partir de veneno da subespécie Crotalus durissus terrificus,
liofilizado. O veneno foi extraido de varios exemplares de espécimes adultos, fornecido pelo
Laboratdrio de Herpetologia do Instituto Butantan e estocado a 20 °C. A purificacdo da fracdo
CTX do veneno foi realizada segundo o método descrito por (RANGEL-SANTOS et al.,
2004), pelo Prof. André Fonseca Alves, assistente técnico responsavel do Laboratorio de

Fisiopatologia do Instituto Butantan.

4.2 Obtencao de macréfagos peritoneais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso médio variando entre 160 a 180
gramas, mantidos no laboratério, com livre acesso a agua e ragao, por um periodo minimo de
3 dias antes dos experimentos. Os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO,.
Em seguida, a pele da regido abdominal foi removida e 20 ml de PBS foram injetados na
cavidade peritoneal. Ap6s a massagem do abddémen, o fluido peritoneal foi colhido com o
auxilio de pipeta Pasteur de polietileno. Os protocolos experimentais propostos neste projeto
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB
no 1052/13).

4.3 Linhagem de células utilizada

Linhagem das Células endoteliais timicas (t.End.1), derivada de endotelioma de timo
de camundongo C57BL/6. Essas células foram estabelecidas como endotelial por
(WILLIAMS; COURTNEIDGE; WAGNER, 1988), e sdo amplamente utilizadas como
modelo experimental in vitro (BORASCHI et al., 1991; FRANCELINO, 2008; MENDES-
DA-CRUZ et al., 2008; RAMQOS, 2008). Amostras destas células foram mantidas em
nitrogénio liquido e descongeladas e restabelecidas as condi¢Ges de cultura, em garrafas
pequenas proprias para cultivo, com meio de cultura RPMI contendo soro bovino fetal (SBF)
a 10% e L-glutamina a 1%, na concentracdo de 5x10%/ml, em 10 ml de meio, em garrafa de
cultura de 75cm?® em estufa a 37 °C e 5% de CO,, por 72 horas. Ap6s encontrar-se em estado
de semi-confluéncia (80%), foram submetidas ao tratamento com tripsina/EDTA, para
posteriormente serem utilizadas de acordo com o protocolo experimental desejado. O repique
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das células foi realizado a cada 2 dias, utilizando tripsina 0,25% em PBS, por 5 minutos, em
estufa a 37 °C, coletadas, centrifugadas e ressuspensas em meio de cultura fresco.

4.4 Procedimento Experimental

Para avaliar a capacidade de macrofagos tratados com a CTX em modular a funcéo de
células endoteliais, inicialmente foram utilizadas duas concentracdes, baseados em ensaios in
vitro anteriores, realizados com diferentes tipos celulares, tais como macréfagos (SAMPAIO
et al., 2003), células tumorais (FAIAD; DELLA-CASA; SAMPAIO, 2008) e endotelial
(KATO et al., 2013). Em um primeiro momento foi avaliada a capacidade proliferativa das
células endoteliais, testando as duas concentracdes de CTX, tanto em ensaios de co-cultura
contato célula a célula, quanto em ensaios utilizando apenas os sobrenadantes destes
macrdfagos pré-tratados na presenca das células endoteliais.

Uma vez que a migracao celular é o componente essencial para a progressao tumoral,
foram realizados ensaios de migracdo in vitro, utilizando o modelo do Wound healing, que
avalia 0 movimento das células endoteliais em uma area vazia, criada por uma interrupgao na
monocamada de cultura de células endoteliais. A partir deste ensaio, apenas 0s sobrenadantes
de macréfagos tratados com uma Unica concentracdo de CTX foram utilizados. Para
complementacdo ao Wound healing, foi realizado ensaio em Time Lapse (Long Time), para
acompanhar, em tempo real, o comportamento migratério das células endoteliais apds
incubacdo dos sobrenadantes de macrofagos pré-tratados com a CTX ou apenas meio de
cultura (controle). Este ensaio registra a cada 20 minutos, por 18 horas, o comportamento
celular, sendo possivel analisar a velocidade de deslocamento, a distancia relativa (distancia
percorrida do ponto inicial ao ponto final, sem considerar o percurso total) e direcionalidade
(relacdo entre distancia relativa pela distancia total). Ainda, o comportamento proliferativo
das células endoteliais incubadas na presenca dos diferentes sobrenadantes de macréfagos,
tratados ou ndo com a CTX, foi avaliado por um periodo de 180 min, a partir das imagens
geradas em tempo real, durante o ensaio do Time Lapse. Em continuidade aos objetivos
propostos, levando em consideracdo que para que a migracdo ocorra é necessaria a adeséo da
célula a componentes da matriz extracelular, as células endoteliais foram incubadas na
presenca do sobrenadante de macrofagos pré-tratados com CTX ou apenas meio de cultura e
submetidas a adesdo sobre o coating de colageno tipo I, fibronectina e laminina. Os eventos
de proliferacéo, migracdo e adesédo estdo envolvidos com a formacéo de neovasos. Portanto, a

capacidade de formag&o de vasos pelas células endoteliais, na presenca dos sobrenadantes de
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macrofagos pré-tratados ou ndo com a CTX, foi avaliada em matrigel no modelo 3D. Para
investigar a acdo da CTX sobre a secrecdo de mediadores fundamentais envolvidos na
angiogénese tumoral, os macrofagos foram tratados com a CTX e a concentracdo de MMP-2,
MMP-9, VEGF e TNF-a foi quantificada do sobrenadante.

Finalmente, tanto os eventos como os mediadores angiogénicos podem ser inibidos
por substancias antiangiogénicas, tais como as LXs, mediadores lipidicos ligantes de
receptores peptideo formil. Considerando que a CTX é capaz de induzir aumento da secrecao
de LXA, e 15-Epi-LXA, por macrofagos e que FPRs sdo importantes para as a¢es da CTX
sobre as fungdes e atividade secretdria dos macréfagos em microambiente tumoral, o Boc-2,
antagonista seletivo de FPRs, foi utilizado previamente a incubacdo dos macréfagos com a
CTX para avaliar a importancia desses receptores as acdes dos sobrenadantes destas células

sobre alguns ensaios funcionais de células endoteliais.

4.5 Tratamentos Farmacolégicos
4.5.1 Incubacéo com CTX

Os macréfagos foram obtidos, conforme descrito no item 4.2 e aderidos (1x10%/mL)
em placas de cultura de 6 pocos, por 1 hora a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, foram lavados
com PBS e incubados na presenca de CTX (0,3 pg/mL - equivalente a 12,5 nM ou 1,2ug/mL
- equivalente a 50 nM, em meio de cultura RPMI-1640) ou apenas na presenca de meio de
cultura (controle), por 2 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apos este periodo de cultura, os
macrofagos foram lavados novamente com PBS e incubados na presenca de meio de cultura
fresco, por 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apos este procedimento, foram realizados 2
protocolos: a) Para a realizacdo de ensaio de co-cultura entre macréfagos e células
endoteliais, ap6s as 24 h de incubacdo, os sobrenadantes foram coletados e as monoculturas
de macréfagos foram incubadas na presenca das células endoteliais (5x10° células/pogo), por
24 horas a 37 °C e 5% de CO,. b) Para a realizacdo da cultura de células endoteliais com
sobrenadante de macrofagos, apds o periodo de 24 h, os sobrenadantes coletados das
monoculturas foram centrifugados para a remocao de debris celulares e entdo incubados em
cultura de células endoteliais, em diferentes periodos, para a realizagdo dos diferentes ensaios
experimentais. Esses protocolos foram baseados em estudos anteriores (COSTA et al., 2013;
CHO et al., 2012; WANG et al., 2009; WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2012).
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4.5.2 Incubagdo com Boc-2, antagonista de receptor para peptideo formil e ensaio de co-

cultura

Os macrdfagos foram obtidos, conforme descrito no item 4.2 e aderidos por 1 h, a 37
°C e 5% de CO, Em seguida, as celulas foram lavadas e incubadas em garrafas de cultura de
75cm® na presenca de 100 uM/mL de Boc-2, antagonista seletivo de FPR, por 15 minutos a
37°C (COSTA et al., 2013). Apos este periodo, os macréfagos foram lavados com PBS e foi
realizada a incubagdo com CTX (0,3pg/mL), por 2 horas, a 37 °C e 5% de CO,, Ap0s este
periodo, as monoculturas foram lavadas e incubadas em meio de cultura fresco, por um
periodo de 24 horas a 37 °C e 5% de CO, Apo0s este periodo, os sobrenadantes foram
coletados para avaliar o envolvimento dos FPRs na acdo inibitéria da CTX sobre alguns

eventos angiogénicos.

4.6 Ensaio de proliferacao

As células endoteliais t.End.1 (5x10° células/poco) foram aderidas em placas de 6
poc¢os, por 2 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apbs esse periodo, os pogos foram lavados e
adicionados os sobrenadantes obtidos de macréfagos ou suspencdo de células t.End.1 (5x10°)
foram incubadas diretamente com os macrofagos, conforme descrito no item 4.5.1. Apos 24
horas de cultura, os sobrenadantes foram retirados e as células endoteliais foram tripsinizadas,
ressuspensas com PBS contendo corante azul de Tripan 1% e o ndmero de células
determinado em camara de Neubauer, em microscopia de luz, conforme descrito por
(HOTCHKISS et al., 2002). A viabilidade das células foi determinada pela técnica de
excluséo por Azul de Tripan (1%).

4.7 Ensaio de adesdo da célula endotelial ao ligante natural

Para este ensaio, uma suspensdo de células t.End.1 (1x10%/mL) foi previamente
incubada, na auséncia ou presenca de sobrenadantes de macrdéfagos obtidos conforme item
4.5.1, por 24 horas, a 5% de CO, a 37 °C. A seguir, as células foram lavadas e ressuspensas
em 1 mL de meio de cultura sem soro e uma suspensdo de células (100uL/pogo) foi
adicionada as placas Maxsorp (Nunc® Apogent Technologies, Portsmouth, United States),
contendo 96 pocos, previamente sensibilizados overnight, com os diferentes componentes de
matriz [colageno tipo | - 10pg/poco (MEEROVITCH et al., 2003); fibronectina - 3pug/pogo
(MEEROVITCH et al., 2003) e laminina - 10ug/pogo (ZARIC, RUEGG, 2005)], a uma
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temperatura de 8 °C. Para assegurar que a adesdo das células ocorreu em resposta ao
reconhecimento da célula pelo componente da matriz, o controle negativo foi feito pela
sensibilizacdo de pocgos apenas com albumina (BSA 1%). No dia seguinte, as placas foram
lavadas com PBS e 100uL de BSA 1% foram adicionados em todos 0s pogos para bloquear os
sitios inespecificos. Apos 1 hora de aderéncia, as células que ndo aderiram foram removidas
dos pocos por meio de duas lavagens consecutivas com PBS. As células aderidas foram
incubadas com 100 pL de meio de cultura sem soro e 30 uL de MTT (5 mg/mL de PBS), por
3 horas. O corante MTT (3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium bromide -
Amresco®, Solon, Ohio, United States) é um substrato constituido por um composto tretazol
de coloracdo amarela (forma oxidada), sendo convertido em um composto insoltvel formazan
(forma reduzida) de cor azul escuro em células vidveis. Essa coloracdo € feita por
desidrogenases mitocondriais. Em seguida, 100 pl de SDS 10%, dissolvido em &gua destilada
(contendo 0,01M de HCI) foram adicionados em cada pogo. As placas foram mantidas na
estufa, por 18 horas a 37 °C e 5% de CO,, para que o precipitado seja solubilizado, permitindo
sua quantificacdo por espectrofotometria, em comprimento de onda a 595 nm, em leitor de
ELISA (Multiskan EX, Labsystem). As curvas padrées foram construidas partindo-se das
suspensdes de células nas concentraces de 10° células/mL, utilizando nimero de células
correspondentes a 100, 80, 65, 50, 35, 20ul dessa suspensdo. Os experimentos foram
realizados em octuplicatas. Os valores obtidos pela leitura da absorbancia foram inseridos no
programa GraphPad InNSTAT; Software V2.01 para a obtencdo do nimero de células finais

aderidas.

4.8 Ensaios de migracao
4.8.1 Modelo de Wound healing

Este ensaio é usado para avaliar o0 movimento de células no campo vazio criado por
uma interrupcdo na monocamada de cultura de células (DENKER, BARBER, 2002). Para a
obtencdo de uma monocamada celular confluente, as células endoteliais da linhagem t.End.1
foram ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% de SFB. Desta suspenséo,
as células (5,5x10° células/ImL/pogo) foram aderidas em placas de 24 pogos, contendo
laminulas previamente revestidas com colageno tipo | (10ug/100uL), por 1h, a 37 °C e 5% de
CO,. Ap0s este periodo, uma interrupgéo foi realizada utilizando uma ponteira de 200uL, com

0 objetivo de criar uma area livre de células. Para a obtencdo do TO (logo apds a realizacdo da
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interrupcdo da monocamada), uma das laminulas foi fixada e corada em corante Rosenfeld
(ROSENFELD, 1947). As demais laminulas foram lavadas com PBS para a retirada das
células desaderidas pela ponteira e, em seguida, incubadas na presenca dos sobrenadantes
obtidos conforme descrito no item 4.5.1. Simultaneamente, foi realizado o segundo protocolo,
onde as células t.End.1 foram aderidas aos po¢os na presenca de macréfagos previamente
tratados ou ndo com 0,3ug/mL de CTX. Nesta condicdo, a proporcéo das células foi de 1:1
(5x10° células, de cada tipo celular), totalizando a monocamada confluente de 1x10° células.
Apbs a interrupcdo da monocamada, as laminulas foram incubadas na presenca de meio de
cultura RPMI 1640. Em ambos os protocolos, o ensaio de migragdo foi realizado por 24
horas, a 37 °C e 5% de CO,. Ap0s este periodo, os sobrenadantes foram retirados e as
laminulas foram fixadas e coradas com corante Rosenfeld, retiradas dos pocos da placa de
cultura e montadas em laminas com auxilio do Entelan® (Merck KGaA, Frankfurter,
Darmstadt, Germany). Pelo menos 5 campos distintos por laminula foram fotografados em
(Leica DFC 420 acoplada ao microscépio Olympus BX51, utilizando o software Image-Pro
Plus 5.1). Para a contagem das células migrantes no campo induzido pela ponteira, nas
imagens foram inseridas as réguas nas margens esquerda e direita do campo, baseando-se na
imagem obtida na laminula TO. Ap6s a insercdo das réguas, a contagem das células migrantes
no campo foi realizada (DENKER; BARBER, 2002; DURHAM; HERMAN, 2009).

4.8.2 Modelo de Wound healing em Time Lapse

Para este ensaio, as células endoteliais da linhagem t.End.1 (2,5x10° células/pogo)
foram aderidas em placas TPP® (TPP — Techno Plastic Products AG, Switzerland) de 24
pocos, previamente revestidas com colageno tipo | (10ug/100uL), e incubadas overnight, a 37
°C e 5% de CO,. Apos este periodo, uma interrupcao foi realizada na monocamada utilizando
uma ponteira de 200pL, com o objetivo de criar uma &rea livre de células. Em seguida, 0s
pogos foram lavados e as células foram incubadas na presenga dos sobrenadantes obtidos no
item 4.5.1 e levadas ao CEFAP (Centro de Facilidades para a Pesquisa) para serem analisadas
no sistema IN CELL Analyser 2200, por 24 horas, a 37 °C e 5% de CO,, com auxilio do
técnico responsavel, o Prof. Mario Costa Cruz. A partir das imagens obtidas, em objetiva de
10x foi determinado o valor do espagamento das margens do rompimento da monocamada

apos os diferentes tratamentos.

4.8.3 Ensaio de migragédo Time-Lapse in Long Time



Material e Métodos |39

Um importante aspecto da migracao das células, ndo € apenas se elas sdo capazes de
migrar, mas também o qudo rapido elas migram. Entretanto, para o processo de célculo da
velocidade celular por meio da microscopia de Time-Lapse ndo é apenas levado em
consideracdo a obervacdo da célula em t = 0 e depois at = 1 h, mas também é avaliada a
distancia percorrida das células (REINHART-KING, 2008). A fim de obter valores numéricos
de velocidade, é necessario fazer alguma trigonometria. Para cada célula, calcula-se a
variacdo nas coordenadas X e Y de cada ponto de tempo em comparagdo com o ponto de
tempo anterior. A distancia percorrida pela célula entre imagens € estimada como a raiz
quadrada da soma de X® + YZ Desta forma, a distancia total percorrida por uma célula,
durante um determinado periodo, pode ser estimada a partir das derivadas e da velocidade
(distdncia = velocidade x tempo) (DANSON et al., 2007). Conforme descrito por
(CHIRIELEISON et al., 2011), com um controle automatizado, de alto rendimento a técnica
de Time-Lapse tornou-se uma plataforma ideal para experimentos de biologia celular com
maultiplas variaveis e medi¢des de parametros dependentes do tempo para rastrear milhares de
celulas em um determinado experimento.

Para este ensaio, as células endoteliais da linhagem t.End.1 (1x10° células/pogo) foram
aderidas em placas TTP® de 24 pocos, previamente revestidas com colageno tipo |
(10ug/100uL), e incubadas overnight, a 37 °C e 5% de CO,. Neste ensaio foi utilizada uma
baixa concentracdo celular (na ordem de 10%), por dois motivos importantes: 1) a avaliagdo
dos paré@metros é feita unitariamente e 2) as células devem ter campo livre para a sua
projecdo, sem interferéncia do contato célula-célula, para que a analise seja validada. Ap6s a
adesdo e o espraiamento, por 24 horas, as células foram incubadas na presenca dos
sobrenadantes obtidos no item 4.5.1 e levadas ao CEFAP (Centro de Facilidades para a
Pesquisa) para serem analisadas no sistema IN CELL Analyser 2200, por 18 horas, a 37 °C e
5% de CO,, com auxilio do técnico responsavel, o Prof. Mario Costa Cruz. A migracdo das
células endoteliais foi avaliada por 18 horas, visando os parametros de velocidade, distancia
relativa e direcionalidade destas células. Além da analise desses parametros, foram
selecionadas imagens de células endoteliais, correspondentes a um periodo de 180 min, a fim
de avaliar a capacidade proliferativa das celulas endoteliais, incubadas nos diferentes

sobrenadantes de macroéfagos.

4.9 Formacéo de vasos tipo-capilares em matrigel. Ensaio in vitro em 3D
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Placas de 96 pogos foram mantidas em gelo e 60uL de matrigel (gelado) (Matrigel BD
Biosciences®, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, United States),
foram adicionados por poc¢o. As placas foram mantidas, por 40 min, a 37 °C e 5% de CO,,
para a polimerizacdo do gel. Em seguida, as células t.End.1 (2,5x10%) foram plaqueadas em
50pL, em meio de cultura RPMI 1640 e em seguida 50uL dos sobrenadantes de macrofagos
tratados ou ndo com a CTX (0,3ug/mL), obtidos conforme descrito no protocolo realizado n
item 4.5.1, foram adicionados. Apds 2 horas, as imagens foram capturadas e o numero de
estruturas foi quantificado por contagem de todos os ramos observados, em pelo menos seis
campos aleatérios, conforme descrito por (WANG et al., 2009; WANG et al., 2013). As
imagens foram capturadas em microscopio Nikon Eclipse TS100, equipado com uma camera
DS-Fi2, em objetiva de 10x, utilizando o software Nis-Elements D. Este equipamento fica

locado no Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan.

4.10 Quantificacdo de TNF-a, VEGF, MMP-2 e MMP-9

Macréfagos peritoneais (1x10°) foram aderidos em placas de 6 pocos e incubados em
1mL de meio RPMI com 10% de SFB, por um periodo de 1 hora. Apds esta incubacdo, 0s
pocos foram lavados e tratados ou ndo com CTX (0,3ug/ml) por um periodo de 2 horas. Os
macréfagos foram lavados com PBS ap0s este periodo e incubados com 2 mL de meio RPMI
com 10% de SFB na estufa a 37°C, por 24 horas. Todos os sobrenadantes foram recolhidos e
congelados a -80 °C, para determinagdo dos fatores. Para das dosagens de TNF-a, VEGF,
MMP-2 e MMP-9, foram utilizados kits reagentes (R&D Systems, Inc, Minneapolis, MN e
Abcam, discover more, C), por meio da técnica de ensaio imunoenzimatico (EIA), de acordo
com as técnicas padronizadas pelo fabricante. (Abcam, ab100730-MMP2 Mouse Elisa Kit,
sensibilidade de 27,43 a 20.000 pg/mL, ab100732-MMP-9 Mouse Elisa Kit, sensibilidade de
74 a 18.000 pg/mL e ab100751 — VEGF Mouse Elisa Kit, sensibilidade de 4.1 a 1.000 pg/mL,
R&D Systems RTAOO-RAT TNF-o Immunoassay Quantikine Elisa, sensibilidade 5 pg/mL).

4.11 Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + e.p.m. (erro padrdo da meédia) e analisados
estatisticamente por ANOVA e teste de Tukey-Kramer (INSTAT — GraphPad Software),
comparando-se os valores do grupo controle com os valores dos experimentais. As diferencas

foram consideradas significativas para o nivel de p<0,05 (5%).
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5 RESULTADOS

5.1 A capacidade proliferativa das células endoteliais da linhagem t.End.1 induzida por
macrdéfagos tratados com a CTX

5.1.1 Determinagéo da concentracdo da CTX

Para este ensaio, inicialmente foi avaliada a concentracdo que seria capaz de alterar a
atividade de macrofagos. Assim, baseados em estudos anteriores, os macrdéfagos foram
incubados com CTX nas concentragcdes de 0,3pg/mL (COSTA et al., 2013) e 1,2ug/mL
(KATO et al., 2013).

Conforme demonstrado na Figura 4, os macrofagos tratados com ambas as
concentragcfes de CTX foram capazes de acarretar acao inibitoria, de mesma magnitude (44 e
36%, respectivamente), sobre a proliferacdo das células endoteliais, quando comparadas ao
grupo controle, composto por células t.End.1 incubadas com macrofagos previamente

incubados apenas com meio de cultura RPMI 1640.

5.1.2 Cultura de células endoteliais na presenca macréfagos tratados com CTX ou de
sobrenadantes obtidos dessas mesmas células

As células endoteliais foram incubadas, por 24 horas, na presenca de sobrenadantes
obtidos de monoculturas de macréfagos previamente tratados com CTX (0,3ug/mL). Os
dados obtidos demonstraram que a capacidade proliferativa das células endoteliais foi
significativamente diminuida (34%), quando comparada ao grupo controle, composto por
celulas endoteliais incubadas com sobrenadantes de macrdéfagos incubados apenas com meio
de cultura (Figura 5A). Simultaneamente, as co-culturas de macréfago/t.End.1 (cel:cel) foram
mantidas para comparar a magnitude da resposta entre as diferentes culturas. Conforme
observado ainda na Figura 5A, as células T.End.1 apresentaram a sua atividade proliferativa
inibida (32%) quando co-cultivadas na presenca de macrofago tratados com CTX, quando
comparada as t.End.1 co-cultivadas com macrdéfagos controles. Ainda, esta inibicdo foi de
magnitude similar ao observado na cultura de sobrenadante obtido de macréfagos tratados
com CTX/t.End.1(Figura 5A).

As Figuras 5B e 5C sdo representativas da migracdo da celula t.End.1, avaliada em
ensaio de Time Lapse, por 180 min, periodo que possibilitou 0 acompanhamento da divisdo
celular, até o espraiamento e nova migragdo das células divididas. A Figura 5B representa a

migracao da célula endotelial na presencga de sobrenadantes obtidos de macrofagos controle,
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ou seja, pré-tratados apenas em meio de cultura. Neste periodo observou-se que a célula
endotelial apresentou-se devidamente espraiada sobre o coating de coldgeno tipo I, no TO.
Apds 40 min de analise, o citoesqueleto da célula tornou-se retraido para a mitose, observada
apos 80 min do inicio da analise. Apés 100 min até 140 min, foi observado novo
espraiamento das células sobre o coating de coldgeno e a separacdo das células para a
continuidade da migracéo, observada ap6s 180 min de ensaio.

Diferentemente da Figura 5A, a célula endotelial da Figura 5B, incubada no mesmo
periodo, na presenca do sobrenadante obtido da monocultura de macréfagos tratados com a
CTX, apresentou nos periodos de 140 min a 180 min, dificuldade da diviséo do citoesqueleto
apos a divisao celular, evidenciando alteracdo da dinamica do citoesqueleto, o que leva ao
comprometimento da proliferacdo e migracdo da célula endotelial.

As figuras 5B e 5C sdo representativas da capacidade proliferativa das células t.End.1
incubadas com sobrenadantes de macré6fagos. Nessas figuras, estdo evidenciadas as etapas da
divisdo celular, até 0 momento da separacdo da célula recém-formada a partir da sua célula
existente. A figura 5C demonstra que, células endoteliais incubadas na presenca de
sobrenadantes obtidos de macréfagos tratados com CTX permanecem em contato célula a

celula a partir de 140 até 180 minutos quando comparado ao grupo controle (Figura 5B).
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Figura 4. Efeito do co-cultivo de macrdéfagos pré-incubados com diferentes
concentracgdes de CTX sobre a proliferacao de células endoteliais
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Macréfagos residentes foram obtidos da cavidade peritoneal de ratos, aderidos (1x10%poco), em placas de 6
pocos e incubados com CTX (0,3pug/mL ou 1,2ug/mL), por um periodo de 2 h. Apéds esta incubacdo, os
macréfagos foram lavados e incubados em meio de cultura fresco contendo as células endoteliais (5x10°
células/pogo) e incubadas por 24 horas, a 37 °C e 5% de CO,. Apds este periodo, as células foram tripsinizadas,
ressuspensas com PBS com adicdo de corante azul de Tripan 1% e o nimero apenas das células endoteliais foi
determinado em camara de Neubauer. *P<0,05, por comparagdo ao o0 grupo incubado com macrofagos pré-
tratados apenas com meio de cultura (controle).
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Figura 5. Efeito da atividade secretora de macrofagos pré-incubados com a CTX sobre a
proliferacdo de células endoteliais

Proliferacéo

1514

Lr/)\

S *

e * -1

S 10- — * %
= * * *
3 * e ek
o5} —

-o l-.-.-.-.-. l.-.-.-.-.-
° O

[«B] l:l:l:l:l:l :l:l:l:l:l:
e

\: p R EEENR e EEn
Z HEEEEN pEEEEN

0 = 1 1 1 ]
T Y R
Q/Qé 8§ é x® é
< © ® N o
& S > N\
‘é QO N x
2 @o'?’ NG N
Q
&{0 N
Q/Q



100

t= 100 min

100 pm

t= 100 min

t =40 min

100

t = 140 min

t =40 min

00 e

t= 140 min

Resultados |45

Macréfagos residentes foram obtidos da cavidade peritoneal de ratos, aderidos (1x10%pogo), em placas de 6
pocos e incubados com CTX (0,3ug/mL), por um periodo de 2 h. Apds esta incubacdo, os macrofagos foram
lavados e incubados em meio RPMI 1640 fresco, por 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Em A, ap06s este periodo
foram realizados dois protocolos: 1) os sobrenadantes foram coletados e adicionados as culturas de células
endoteliais ou 2) as células t.End.1 foram adicionadas as monoculturas de macréfagos (contato cel:cel). Apds 24
horas, as células foram lavadas, tripsinizadas, ressuspensas com PBS com adi¢do de corante azul de Tripan a 1%
e 0 nimero de células endoteliais foi determinado em cadmara de Neubauer. Os resultados estdo expressos como
Numero de Células e representam a média + e.p.m. para 6 amostras por grupo e representam 3 ensaios distintos.
*P<0,05 por comparagéo ao o grupo incubado com t.End. 1 (controle); **P<0,05 por comparag¢éo dos grupos aos
seus respectivos controles. As imagens representadas nos Painéis B e C foram obtidas em objetiva de 5x, apds
180 min de migragdo na presenca dos sobrenadantes dos macréfagos controles (B) ou tratados com CTX (C),

avaliadas em ensaio de Time Lapse.
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5.2 A adeséo de células endoteliais (t.End.1), sobre diferentes componentes da matriz
extracelular, apds cultura em sobrenadantes obtidos de cultura de macrofagos preé-
tratados com CTX

Para investigar a acdo dos sobrenadantes de macrdfagos pré-tratados com a CTX em
relagdo a adesdo da célula endotelial, foram utilizados diferentes componentes da matriz: o
colageno tipo I (10pg/mL), fibronectina (3ug/mL) e laminina (10pg/mL).

Como demonstrado nas Figuras 6A, 6B e 6C, os sobrenadantes obtidos de cultura de
macrdfagos controles induziram marcante aumento da adesdo das células endoteliais sobre o
coldgeno tipo 1 (3,35x), fibronectina (5,28x) e laminina (3,68x), quando comparados as
células t.End.1 incubadas em meio de cultura RPMI.

Entretanto, conforme observado na Figura 6A, o sobrenadante obtido de cultura de
macrofagos pré-tratados com CTX, inibiu significativamente (26%) a adesdo das t.End.1 ao
coldgeno tipo |, quando comparada ao respectivo grupo controle, constituido de t.End.1
incubada com sobrenadante de macrofagos tratados previamente apenas com meio de cultura.

O mesmo foi observado em relacdo a fibronectina, uma vez que o sobrenadante de
macrdfagos pré-incubados com a CTX acarretou inibicdo significativa das células endoteliais
(23%), em relacdo ao sobrenadante de macrofago controle (Figura 6B).

A incubacdo previa das células endoteliais em sobrenadantes obtidos das monoculturas
de macrofagos tratados previamente com CTX, inibiu significativamente (39%) a adesdo das
t.End.1 a este componente, quando comparado ao seu grupo controle tratado previamente

apenas com meio de cultura (Figura 6C).
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Figura 6. Efeito de sobrenadantes de macrofagos pré-tratados com CTX sobre a adeséo
de células endoteliais (t.End.1) em diferentes ligantes da matriz extracelular
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As células t.End.1 foram incubadas no dia anterior ao experimento, a 5% de CO, a 37 °C, na auséncia (apenas
RPMI 1640) ou na presenca de sobrenadantes de macrofagos, tratados ou ndo com a CTX. A seguir, a suspensao
de células (1x10° /100uL/pogo) foi adicionada as placas Maxsorp (Nunc®), contendo 96 pogos, previamente
sensibilizados com os diferentes componentes de matriz coléageno tipo | - 10ug/pogo; fibronectina - 3ug/pogo e
laminina - 10pg/poco. Apos 1 h, as células que ndo aderiram foram removidas dos pogos através de duas
lavagens consecutivas com PBS. As células aderidas foram incubadas com 30 uL de MTT (5 mg/mL de PBS),
por 3 horas e 100 pl de SDS 10%, dissolvido em PBS (contendo 0,01M de HCI) foram adicionados. As placas
foram mantidas na estufa a 37 °C por 18 horas. Apds esse periodo, foi realizada a leitura espectofotométrica a
595 nm, em leitor de ELISA (Multiskan EX, Labsystem). Os experimentos foram realizados em octuplicata. Os
valores obtidos foram inseridos no programa GraphPad INSTAT; Software VV2.01 para a conversdo de densidade
optica (DO) em nimero de células aderidas. Em A, B e C: *P<0,001, por compara¢do ao grupo controle (s6
meio de cultura). **P<0,001, por comparacdo ao grupo sobrenadante de macréfago controle. “P<0,001, por
comparacdo ao grupo BSA.
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5.3 A migracdo de células endoteliais (t.End.1) induzida por macréfagos tratados com CTX
ou por seus sobrenadantes

Os resultados apresentados na Figura 7 demonstram que as células endoteliais
incubadas na presenca de macrofagos previamente tratados com CTX na concentragdo de
0,3ug/mL apresentaram significativa diminuicdo (49%) da migracdo, quando comparada a
migracdo de células endoteliais cultivadas na presenga de macrofagos incubados apenas com
meio de cultura (controle).

Da mesma forma, as células endoteliais incubadas na presenca de sobrenadantes de
cultura de macréfagos tratados com CTX, na concentracdo de 0,3pg/mL, apresentaram
inibicdo diminuicdo significativa (48%) da sua capacidade migratdria, quando comparada a
migracdo de células endoteliais cultivadas na presenca de sobrenadantes de cultura de
macrofagos tratados apenas com meio de cultura (controle).

Na Figura 8A, os dados demostram que, apds 24 horas de cultura, os campos
apresentaram diminuicéo significativa do espacamento entre as margens do campo, quando
comparado aos respectivos TO, sendo esta diferenca de 25%, para os campos das células
endoteliais incubadas com meio de cultura; 38%, para os campos das células endoteliais
incubadas na presenca de sobrenadante de macrofagos controles, e de 18% para 0s campos
das células endoteliais incubadas com os sobrenadantes obtidos de macréfagos tratados com a
CTX (Figura 8A). Em relacdo ao tempo final (T 24h), os campos correspondentes as culturas
de células endoteliais incubadas na presenca de sobrenadantes obtidos de macréfagos tratados
com meio de cultura apresentaram o espacamento das margens diminuido em 18%, quando
comparado ao espagamento das culturas de células endoteliais incubadas apenas no meio de
cultura (Figura 8A). Por outro lado, os campos relativos as culturas de células t.End.1,
incubadas por 24 h na presenca de sobrenadante de macréfagos tratados com a CTX,
apresentaram maior espacamento (34%), quando comparado ao grupo t.End.1/sobrenadante
de macrdfagos controles, evidenciando a inibicdo da migracdo das células endoteliais ao
campo vazio (Figura 8A). A Figura B € representativa de cada cultura analisada: t.End.1 em
Meio de cultura, sobrenadante de macréfagos controles ou sobrenadantes de macréfagos
tratados, evidenciando os espacamentos em TO (tempo inicial) e T 24h (tempo final de

analise).



Resultados |49

Figura 7. Efeito do co-cultivo de macrofagos pré-incubados com a CTX e do
sobrenadante obtido de cultura de macrofagos pré-incubados com a CTX sobre a
migracao de células endoteliais, avaliada sobre o nimero de células migradas
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As células endoteliais da linhagem t.End.1 (1x10° células/pogo/mL) ou as células t.End.1 e macréfagos
previamente tratados ou ndo com a CTX (5x10°, de cada tipo celular) foram aderidos em placas de 24 pocos,
contendo laminulas previamente revestidas com colageno tipo I, por 1h, para a obtencdo de uma monocamada
confluente de células. Apds este periodo, foi realizada uma interrupcdo, com uma ponteira de 200ul, as placas
foram lavadas com PBS e 0s po¢os contendo apenas t.End.1 foram incubados na presenga dos sobrenadantes
obtidos de cultura de macréfagos tratados ou ndo com a CTX. Os pocos contendo o0s dois tipos celulares foram
incubados com meio de cultura RPMI. O ensaio foi realizado por 24 horas. Os resultados estdo expressos como
NUmero de Células Migradas no campo produzido pela interrup¢do com a ponteira de 200uL e representam a
média + e.p.m. para 6 amostras por grupo. *P<0,05, por comparagdo aos grupos incubados com macréfagos ou
sobrenadantes de macréfagos pré-tratados apenas com meio de cultura (respectivos controles).
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Figura 8. Efeito do sobrenadante obtido de cultura de macroéfagos pré-incubados com a
CTX sobre a distancia das margens do rompimento da monocamada de células
endoteliais
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Placas de 24 pogos foram sensibilizadas com colageno tipo | (10pg/mL), por 30 min a 37 °C. Em seguida, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS, para a remogdo de debris e 1x10% células/poco foram semeadas e
incubadas em meio RPMI por 24 horas. Apés este periodo, as células foram incubadas na presenca de
sobrenadantes tratados ou ndo com CTX (0,3ug/mL). Em seguida, a placa foi acoplada ao equipamento In Cell
Analyser GE 2200, locado no CEFAP, ICB/USP, em objetiva de 10x, por 24 h. O espacamento foi calculado a
partir do TO (inicial de incubacdo até 24 h). Esses parametros foram avaliados por meio do software Image J. Os
dados sdo a média de 5 amostras de cada grupo + e.p.m. Na Figura 8A *P<0,05 por compara¢do com o TO, dos
respectivos grupos; ** P<0,05 por comparagédo com grupo Meio de cultura e #P<0,05 por comparacdo com M@
Controle. Figura 8B, representativa das imagens tempo-resposta, obtidas em tempo real, a partir de TO (inicio da
cultura) e ap6s 24 h.
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5.4 Efeito dos sobrenadantes obtidos de monocultura de macréofagos pré-tratados com CTX
sobre 0 comportamento migratdrio de células endoteliais (t.End.1) em colageno I,
avaliado em Time-Lapse

Uma vez que as células t.End.1 co-cultivadas na presenca de macrofagos previamente
tratados com a CTX ou incubadas nos sobrenadantes provenientes desses macrofagos
apresentam sua capacidade de proliferacdo e migracdo, avaliada no modelo de Wound
healing, inibidas de maneira similar, a partir do presente ensaio, apenas sobrenadantes obtidos
das culturas de macro6fagos, tratados ou ndo com a toxina, foram utilizados.

Em continuidade aos objetivos propostos, foi investigada a acdo dos sobrenadantes
de macrdfagos pré-tratados com CTX (0,3ug/mL) sobre o comportamento dinamico das
células t.End.1, dentre eles (1) Velocidade; (2) Distancia Relativa (distancia percorrida do
ponto inicial ao ponto final, sem considerar o percurso total) e (3) Direcionalidade (isto €, a
relacdo entre a distancia relativa pela distancia total).

Este ensaio propiciou a obtencdo das imagens tempo-resposta, obtidas em tempo real
(desde TO, relativo ao inicio da analise, até T 18, relativo a 18 horas de incubacao). Ao longo
deste periodo, foi possivel acompanhar o comportamento migratério e proliferativo célula a
célula (por volta de cinco células por campo, 3 diferentes campos por poco, pelo menos 5
poc¢os por tratamento, obtidas simultaneamente.

Apesar da inibicdo significativa da velocidade (15%) (Figura 9A), ndo foram
observadas alteracdes sobre a distancia relativa (Figura 9B) e sobre a direcionalidade (Figura
9C), durante a incubacdo com os sobrenadantes obtidos das monoculturas de macréfagos
previamente tratados com a CTX, quando comparado aos seus respectivos grupos controles.
Vale ressaltar que, para a analise de velocidade, distancia relativa e direcionalidade, foram
considerados os valores obtidos durante o periodo de 18 horas de incubacao.

As figuras 9D e 9E sdo representativas da imagem da migracdo em Time-Lapse Long

Time.
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Figura 9. Efeito dos sobrenadantes de macrofagos tratados com CTX sobre o
comportamento migratério das células endoteliais (t.End.1) em colageno I, avaliadas em
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Placas de 24 pogos foram sensibilizadas com colageno tipo | (10ug/mL), por 30 min a 37 °C. Em seguida, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS, para a remogdo de debris e 1x10° células/poco foram semeadas e
incubadas em meio RPMI por 24 horas. Apds este periodo, as células foram incubadas na presenga de
sobrenadantes tratados ou ndo com CTX (0,3ug/mL). Em seguida, a placa foi acoplada ao equipamento In Cell
Analyser GE 2200, locado no CEFAP, ICB/USP, em objetiva de 10x, por 18 horas para avaliar a velocidade,
distancia relativa e direcionalidade das células t.End.1 em coating de coldgeno |. Esses parametros foram
avaliados por meio do software Image J. Os dados séo a media * e.p.m. e representam 2 ensaios distintos. Na
Figura 9A *P<0,05 por comparagdo com o grupo controle (N=41 e CTX: N=36). Figura 9D, representativa das
imagens tempo-resposta, obtidas em tempo real (0 a 18hs) que demonstram o comportamento migratdrio de
t.End.1 em sobrenadante de macréfagos controle e Figura 9E, incubadas com sobrenadante de macrdéfagos
tratados com CTX.
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5.5 Efeito de sobrenadantes de macrofagos pré-tratados com CTX sobre a formagéo de
tubos em matrigel 3D

Neste ensaio, foi avaliada a acdo de sobrenadantes coletados de monoculturas de
macrofagos previamente tratados com a CTX sobre a capacidade das células endoteliais em
invadir e formar estruturas tubulares do tipo capilares.

Como demonstrado na Figura 10, apds 2 horas de incubacdo na presenca de
sobrenadante de macréfagos controle (previamente incubado na presenca apenas de meio de
cultura), as células endoteliais apresentaram ampla formacéo das estruturas tipo capilares,
com estruturas alongadas e finas propiciando o contato célula-célula.

Por outro lado, células endoteliais incubadas na presenca de sobrenadantes de
monoculturas de macrdfagos tratados previamente com CTX (0,3ug/mL) apresentaram
significativa diminuicdo da capacidade de formacdo dessas estruturas do tipo capilar (53%),
apresentando poucas estruturas comunicantes, quando comparado ao grupo controle,

conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Efeito de sobrenadantes de macrofagos pré-incubados com a CTX a
formacao de estruturas do tipo tubulares no matrigel 3D
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Matrigel (9,3mg/mL) foi plagueado (60pL) em cada pogo da placa de 96 pocos e polimerizados por 30 min a 37
°C, 5% de CO, Apods o periodo, células endoteliais t.End.1 (2,5x10%células/50pL) foram adicionadas em 50pL
de sobrenadante de macrofagos pré-tratados na auséncia (controle) ou presenca de CTX (0,3 pg/mL). Em
seguida, o volume total de 100uL foi plaqueado sobre o Matrigel polimerizado e incubados por 2 horas, a 37 °C
5% de CO,. Os resultados estdo expressos em numero de estruturas tubulares e representam a contagem de 5
campos de 3 amostras distintas de cada grupo. *P<0,05, por comparac¢do ao grupo controle incubado apenas com
meio RPMI 1640. O Painel A representa a formacdo de tubos das células endoteliais incubadas com o
sobrenadante de macrdfagos incubados com meio de cultura (controle) e o Painel B representa a formacao de
tubos das células endoteliais incubadas com o sobrenadante de macréfagos pré-tratados com CTX. Imagens
obtidas em objetiva de 40x.
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5.6 Efeito da CTX sobre a secre¢do de fatores angiogénicos por macréfagos

Para avaliar a acdo da CTX (0,3ug/mL) sobre a secrecdo dos principais fatores
angiogénicos por macréfagos, apos o pré-tratamento de 2 horas, seguida pela incubagédo de 24
horas, em meio de cultura fresco, a concentragdo de MMP-2, MMP-9, VEGF e TNF-a foi
determinada.

Na Figura 11A, observa-se que a CTX foi capaz de diminuir (47%) a secrecdo de
MMP-2 de macrofagos, quando comparado ao seu respectivo grupo controle. Apesar desta
diferenca percentual, a diminuicdo néo foi estatisticamente diferente.

Ja, em relacdo a secrecdo de MMP-9, ndo foram observadas diferencas entre 0s
macrofagos tratados na auséncia ou na presenca de CTX, conforme demonstra a Figura 11B.

Em relacdo a secrecdo de VEGF, a Figura 11C demonstra significativa atividade
inibitoria da CTX (42%) sobre a secrecdo deste mediador por macréfagos, quando comparado
aos macrofagos incubados apenas na presenca do meio de cultura.

Da mesma forma, pode-se observar na Figura 11D, uma notavel inibicdo (67%) da
secrecdo de TNF-a por macréfagos tratados com a toxina, quando comparado aos macrofagos

controle, ou seja, incubados apenas com meio de cultura RPMI.
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Figura 11. Efeito da CTX sobre a liberagdo de MMP-2, MMP-9, VEGF e TNF-a por
macrdéfagos
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Os macréfagos (1x10%/mL) foram aderidos por 1 hora e incubadas na auséncia ou presenca de CTX (0,3pg /mL),
por 2 horas, a 37 °C e 5% de CO,. Apoés este periodo, as placas foram lavadas e incubadas por 24 h na presenca
de meio fresco. ApGs este periodo, os sobrenadantes foram coletados para a determinagdo da concentracdo de
MMP-2, MMP-9, VEGF e TNF-0, por meio de ensaio imunoenzimatico (EIA), utilizando kit comercial. A
leitura das placas foi realizada em leitor de ELISA (Multiscan), absorbancia em 450 nm. Os dados sdo a média +
e.p.m. Em C: *P<0,01, por comparacdo com o respectivo grupo de controle. Em D: *P<0,0001, por comparagao
com o grupo controle. Os gréficos sdo representativos de 6 amostras de 2 experimentos independentes.
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5.7 Envolvimento do receptor para peptideo formil (FPR), ligante da LXA4, na acéo
inibitéria dos sobrenadantes de macréfagos tratados com a CTX sobre a fungédo da
célula endotelial

Para avaliar a importancia dos FPRs no mecanismo envolvido com as acbes dos
sobrenadantes obtidos de monocultura de macréfagos tratados com a CTX, estas células
foram incubadas na presenca do antagonista seletivo para FPRs, o Boc-2. Este receptor é o
ligante da LXA,, mediador lipidico secretado em quantidades aumentadas tanto por
monocultura de macréfagos, como por macrofagos incubados na presenca de células
tumorais. Para essa avaliacdo, foram realizados os ensaios de proliferacdo e adesao celular.

Como demonstrado na Figura 12A, sobrenadantes obtidos de macréfagos incubados
com CTX, na concentracdo de 0,3ug/mL acarretou significativa inibicdo (44%) da
proliferacdo das células endoteliais, quando comparado ao seu respectivo grupo controle,
incubado apenas com meio de cultura. Por outro lado, quando os macrofagos foram incubados
primeiramente com o Boc-2 (100puM, por 15 min), observou-se o bloqueio total da acéo
inibitéria da CTX, quando comparado ao grupo CTX+Boc-2. Ainda, a porcentagem de
proliferacdo do grupo CTX+Boc-2 foi similar aos obtidos nos grupos Controle e
Controle+Boc-2, conforme demonstra a Figura 12A.

A incubagdo previa das células endoteliais em sobrenadantes obtidos das monoculturas
de macréfagos tratados previamente com CTX, inibiu significativamente (17%) a adesdo das
t.End.1 a este componente, quando comparado ao seu grupo controle tratado previamente
apenas com meio de cultura (Figura 12B). A incubacdo prévia com o Boc-2 (100uM, por 15
min), aboliu a acdo inibitéria da CTX sobre a adesdo, quando comparado ao grupo CTX+Boc-
2.
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Figura 12. Efeito do Boc-2 sobre acéo inibitoria de macréfagos tratados com a CTX na
proliferacdo e adesdo das células endoteliais
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Macréfagos (1x10°) foram incubados e aderidos em garrafas de cultura de 75cm® e incubados com 100 pM/mL
de Boc-2, antagonista seletivo de FPR, por 15 minutos a 37°C. Apos este periodo, os macréfagos foram lavados
com PBS e incubados com CTX (0,3ug/mL), por 2h. Ap6s este periodo, foram incubados em meio fresco por 24
h. Em Fig. 12A, células endoteliais t.End.1 (1x10° células/poco) foram aderidas em placas de 6 pogos, por 2
horas. Apoés esse periodo, os pogos foram lavados e os sobrenadantes dos macrofagos foram adicionados as
células t.End.1. Ap6s 24 h de cultura, os sobrenadantes foram retirados e as células endoteliais foram
tripsinizadas, ressuspensas com PBS e com corante azul de tripan 1% e o nimero de células determinado em
camara de Neubauer, em microscopia de luz. Em A Os dados sdo a media £ e.p.m. *P<0,05 por comparagdo com
0 grupo controle (N=6 e CTX: N=6). **P<0,05 por compara¢do com 0s grupos controle+Boc-2 e CTX+Boc-2
(N=6 cada). Em Fig. 12B, a suspensdo de células (1x10° /100pL/pogo) foi adicionada as placas Maxsorp
(Nunc®), contendo 96 pocos, previamente sensibilizados com laminina - 10ug/pogo. Apds 1 h, as células que
ndo aderiram foram removidas e incubadas com 30 pL de MTT (5 mg/mL de PBS), por 3 horas e 100 pl de SDS
10%, por 18 horas. Apds esse periodo, foi realizada a leitura espectofotométrica a 595 nm, em leitor de ELISA
(Multiskan EX, Labsystem). Os experimentos foram realizados em octuplicata. "P<0,001, por comparagdo ao
grupo BSA.**P<0,001, por comparacdo ao grupo controle. #P<0,001, por comparacdo aos grupos controle+Boc-
2 e CTX+Boc-2. Os valores obtidos foram inseridos no programa GraphPad InSTAT; Software V2.01 para a
conversdo de densidade optica (DO) em nimero de células aderidas. Estes graficos sdo representativos de 2
ensaios experimentais distintos para cada modelo.
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6 DISCUSSAO

Como citado na Introducédo, a formagdo do microambiente tumoral requer a interacéo
entre as células tumorais e as células estromais, tais como as endoteliais e as inflamatdrias,
particularmente os macréfagos, potentes efetores do crescimento tumoral, angiogénese e
linfangiogénese (LINDE et al., 2012). Os macréfagos sdo recrutados para todos os tumores
solidos e contribuem de forma crucial para a progressdo do tumor por secretarem proteases,
substéancias angiogeénicas e fatores de crescimento (MANTOVANI et al., 1992; POLLARD,
2009).

Portanto, em continuidade aos estudos que caracterizam os mecanismos envolvidos na
acao antitumoral da CTX, o objetivo do presente projeto foi investigar se a atividade
secretéria de macréfagos tratados com CTX interfere nos eventos-chave da
neovascularizacgdo, tais como a adesao, migracgdo e proliferacdo de células endoteliais.

Inicialmente as monoculturas de macrofagos foram estabelecidas para investigar a
influéncia dessas células, tratadas previamente com diferentes concentracGes da CTX, sobre a
proliferacdo das células endoteliais. As células endoteliais, quando em contato direto (co-
cultura cel:cel) com macréfagos tratados com CTX (0,3ug/mL e 1,2pg/mL) por 2 horas,
apresentaram importante reducdo da proliferacdo (44% e 36%, respectivamente). De fato,
macrofagos pré-tratados com a CTX (0,3ug/mL) por 2 horas, aumentam a capacidade
secretoria de reativos de oxigénio, nitrogénio e de lipoxinas, e também inibem a proliferacdo
de células tumorais, observada por até 48 horas, no modelo de co-cultura (COSTA et al.,
2013).

Da mesma forma, a escolha das concentracfes avaliadas foi baseada em estudos que
demonstram que a concentracdao de 0,3ug/mL modula a funcionalidade de macroéfagos,
inibindo ou estimulando suas atividades secretdrias (SAMPAIOQ, et al., 2006a; SAMPAIO, et
al., 2006b; COSTA et al., 2013). Ainda, a concentragdo de 1,2ug/mL de CTX acarreta
inibicdo direta (KATO et al., 2013) e mais pronunciada de diferentes fungdes das células
endoteliais da linhagem t.End.1, envolvidas com a neovascularizagdo. Baseado nestes fatos,
investigamos se a concentragdo de 1,2pug/mL ampliaria as a¢es da CTX sobre as atividades
secretorias dos macrofagos. Os resultados obtidos demonstram que as concentracgdes testadas
acarretam acdes inibitérias de magnitude similar, sugerindo que a concentracdo de 0,3pug/mL
ja é a minima necesséaria para induzir as alteracdes funcionais e secretérias. E importante

ressaltar, que em nenhuma das concentragbes utilizadas, a inibicdo observada ndo foi
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decorrente da perda de viabilidade, avaliada pelo corante azul de Tripan e pelo cristal violeta
(dados nao mostrados).

Estudos da literatura demonstraram que macrofagos peritoneais in vitro secretam
mediadores com potencial modulatério sobre a proliferacdo das células endoteliais, tais como
citocinas, fatores de crescimento, metaloproteinases e mediadores lipidicos que (COSTA et
al., 2013; HERRERA et al., 2014).

Baseado neste fato, com intuito de verificar se o sobrenadante de macréfagos obtido
de monoculturas de macréfagos previamente tratados com as diferentes concentracfes da
CTX poderia apresentar 0 mesmo efeito inibitdrio observado sobre a proliferacdo das células
endoteliais no contato célula-célula.

Os resultados mostraram que a incubacdo das células endoteliais com esses
sobrenadantes acarretou inibicdo da proliferacdo das t.End.1, de mesma magnitude, em todas
as concentragdes das CTX utilizadas na cultura dos macréfagos e de maneira similar ao
ensaio de co-cultura cel:cel. Por tanto, a partir deste ensaio, apenas a concentracdo de
0,3pg/mL foi utilizada.

Da mesma forma que observado nesses ensaios, as analises em Time Lapse
evidenciaram um retardo dos eventos da proliferacdo, quando as células endoteliais foram
incubadas com o sobrenadante dos macrofagos pré-tratados com CTX.

No inicio da proliferacdo foi observada uma similaridade entre o efeito dos
macrofagos tratados ou ndo com a CTX. Entretanto, ap0s a divisdo celular e a separacao do
citoesqueleto para a formacdo de duas células, o sobrenadante dos macréfagos tratados com
CTX dificultou esta dindmica do citoesqueleto, levando as células se dissociarem muito
tempo depois. Este resultado indica que a secre¢do dos macrofagos tratados com a CTX altera
a dinamica do citoesqueleto durante a divisdo celular, o que pode contribuir com a diminuicéo
da proliferacdo da célula endotelial.

Como mencionado anteriormente, os eventos de adesdo e migracdo sdo fundamentais
para varios processos fisiologicos, tais como o desenvolvimento vascular e angiogénese.
Nestes processos, a migragdo de células endoteliais, a partir de vasos preexistentes, bem como
a proliferacdo dessas células, é essencial para a angiogénese associada a remodelagem e a
nutricdo do crescimento tumoral, respectivamente (DAVIS et al., 2005; ELICEIRI,
CHERESH, 2001). O processo de neovascularizagdo € dependente de um delicado balango
entre fatores angiogénicos e antiangiogénicos secretados tanto por células tumorais, células

endoteliais, bem como outras células estromais, tais como macréfagos (GOMES et al., 2013).



Discussao |62

A proliferacéo e a migracdo de células endoteliais sdo dependentes do grau de adesdo entre a
célula e o seu ligante da matriz extracelular.

Assim, em continuidade aos objetivos propostos foi realizado o ensaio de adeséo,
utilizando diferentes componentes de matriz. Para tanto, foram realizados coating
bidimensional (2D) de col&geno tipo I, laminina e fibronectina, ou seja, diversos ligantes de
distintas integrinas.

Os dados obtidos demonstram que sobrenadantes de macrofagos intensificaram a
adesdo das células endoteliais, independentemente do componente de matriz avaliado. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura (WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2012;). Por
outro lado, os sobrenadantes de cultura de macréfagos tratados com a CTX, inibem a adesdo
da célula endotelial, a todos os substratos, sendo que essa inibicao foi mais pronunciada frente
a laminina. Durante a angiogénese, componentes da membrana basal, tais como colageno tipo
IV e laminina, a principal proteina adesiva da membrana basal, estabilizam 0s novos vasos
formados. A laminina € um componente biologicamente bem ativo e estd relacionada com
fenotipo de malignidade, sendo um componente que promove a adesdo, migracéo,
proliferacdo, crescimento tumoral, angiogénese e metastases (ENGBRING; KLEINMAN,
2003).

Uma vez que a migracdo celular é o componente essencial para a progressdo tumoral,
foram realizados ensaios de migracdo in vitro utilizando o modelo do wound healing.
Novamente, observamos que tanto o co-cultivo entre macréfagos tratados com CTX, quanto o
sobrenadante dessas monoculturas inibiram a capacidade migratoria das células endoteliais,
apo6s 24 horas de incubacdo. Complementando os dados obtidos em modelo de Wound
Healing, foi realizado o modelo de Time Lapse para avaliar os diferentes pardmetros da
migracdo de uma célula endotelial incubada com sobrenadantes dos macrofagos pré-tratados
com CTX. Nas analises por Time Lapse, em ensaio de migracdo (Long time) em 2D foi
observada diminuicdo da velocidade de migracdo da célula endoteliais incubada na presenca
do sobrenadantes de macrofagos previamente tratados com a CTX. Ainda, € importante
ressaltar que, para o ensaio de time lapse, as células foram submetidas & migracao prévia (por
24 horas) antes da pré-incubagdo com o0s sobrenadantes, pois o objetivo foi avaliar o
comportamento do citoesqueleto durante a migracdo e ndo durante a invasdo. Mesmo no
tratamento pds-migracdo, as imagens evidenciam que as t.End.1 apresentaram alteracdo da
morfologia e comportamento migratorio, durante as 18 horas de andlise. Vale ressaltar que
neste ensaio foi possivel acompanhar o comportamento célula a célula, incubadas com

sobrenadante controle ou de macrofagos tratados com CTX.
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A diminuicdo da velocidade de migracdo observada é sugestiva de que as células
endoteliais apresentaram dificuldade de estabelecer projecbes do citoesqueleto para a
migracdo. Apesar da distancia relativa e da direcionalidade ndo terem sido modificadas, uma
das caracteristicas morfoldgicas que indicam esse comportamento celular alterado pelo
sobrenadante é o prolongamento do citoesqueleto, tanto na parte dianteira, quanto traseira.
Essa morfologia é compativel ao observado em células endoteliais com inibi¢do da ativacéo
de RhoA e fosforilagdo de miosina (MOORE et al., 2005).

Considerando a importancia dos eventos de proliferacdo, adesdo e migracdo para a
formacdo dos vasos, no presente estudo investigamos se o efeito inibitério da CTX sobre
esses eventos comprometeria a formacdo de vasos. Nesse sentido, foi utilizado o Matrigel,
uma membrana basal reconstituida, que pode propiciar condi¢es similares ao observado em
microambiente tumoral, uma vez que é proveniente do sarcoma de murinos EHS, fornecendo
assim, rapida formacéo de estruturas tubulares em um sistema 3D, sendo um método simples
e facilmente quantifichvel (ARNAOUTOVA et al., 2009; BAZAA et al., 2010). As células
endoteliais na presenca apenas do meio de cultura apresentam rede estabilizada, com
formacédo de estruturas alongadas e com intensa comunicacao célula-célula a partir da 62 hora,
corroborando aos dados de Kato e colaboradores (2013), que observaram a formacao de vasos
neste periodo.

No presente estudo, investigamos apenas a acdo de sobrenadantes obtidos de
monoculturas de macrofagos tratados ou ndo com a toxina. Foi observado que a adi¢cdo de
sobrenadantes obtidos de cultura de macréfagos intensifica a formacdo da rede de capilares,
sendo observadas ja ap6s 2 horas de incubacdo. Esse efeito estimulatério foi observado em
outros estudos, que demonstraram que sobrenadante de macréfagos intensifica a formacéao de
estruturas tubulares, mediada por fatores angiogénicos (WANG et al., 2013). Esta formacéo
de estruturas do tipo capilar, etapa essencial do processo de angiogénese, também foi alterada
na presenca de sobrenadantes obtidos de macréfagos tratados com CTX, uma vez que foi
observada a alteracdo da morfologia da célula endotelial o que impede a formacéo da rede de
capilares no matrigel.

Além disso, os resultados deste ensaio corroboram com os dados obtidos nos ensaios
de migracdo celular, que nos permite sugerir que a macrofagos tratados com esta toxina
afetam os principais processos que dependem diretamente da reorganizacao do citoesqueleto.

E importante ressaltar que durante a angiogénese, a formacéo da adesdo, bem como
sua maturacdo e reorganizagdo do citoesqueleto € um processo continuo e balanceado entre a
polimerizacdo da actina e a contracdo da actomiosina (PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ,



Discussao |64

2010), essencial para a migracdo celular. A aderéncia das células endoteliais & matriz
extracelular durante a migracdo € um evento que ocorre dependente ou independentemente de
quimioatrativos (LAMMERMANN et al., 2008), iniciando uma cascata de sinalizacéo
angiogénica, via transducdo de sinal pelas integrinas e pelos receptores de fatores de
crescimento nas células endoteliais. Esta via de transdugdo estd co-localizada com a regido
citoplasmatica das integrinas e pode ativar direta e indiretamente moléculas sinalizadoras
responsaveis por regular a proliferacdo e a migracdo celular (AVRAAMIDES; GARMY-
SUSINI; VARNER, 2008). Esses eventos podem ser modulados pelos macrofagos, que
dependendo do seu estado de ativacdo, secretam substancias que inibem ou favorecem a
neovascularizacdo (LAMAGNA; AURRAND-LIONS; IMHOF, 2006).

Os nossos resultados demonstram que os sobrenadantes obtidos de monoculturas de
macrofagos tratados com CTX inibem todas as funcbes das células endoteliais presentemente
avaliadas, sugerindo que a CTX altera a liberacdo de mediadores secretados por macr6fagos
que afetam os eventos envolvidos com a angiogénese. Outras substancias promotoras da
neovascularizacdo e das funcdes relacionadas a formacdo do estroma tumoral, também sao
secretadas pelos macréfagos, tais como VEGF, serino-proteases, tais como MMP (RIABOV
et al., 2014). Nesse sentido com o intuito de caracterizar o efeito inibitério da agdo da CTX
sobre a secrecdo desses mediadores por macrofagos, foi determinada a liberacdo de VEGF,
TNF-0 ¢ MMP-2, MMP-9.

Os resultados evidenciaram que a CTX inibiu a secre¢do de VEGF em sobrenadantes
de macrofagos. E interessante ressaltar que as MMPs, especialmente de MMP-9, ativam e
liberam VEGF que é obtido pela matriz extracelular, permitindo a migracdo das células
endoteliais. Em adicdo as suas propriedades pro-angiogénicas, o VEGF é também um
regulador de MMP-9, criando assim um feedback positivo entre a MMP-9 e VEGF
(HOLLBORN et al., 2007). Apesar dessa associacdo entre esses dois mediadores ndo foram
observadas alteracdes estatisticamente significantes em relagdo ao MMP-2 e MMP-9.

Estudos demonstraram que a expressao de genes especificos, para IL-6, IL-8, VEGF,
MMPs, foi aumentada em co-cultura de células tumorais com macrofagos, em comparacgao a
meios de cultura sem o co-cultivo e demonstram que este sobrenadante de macrofagos induz a
proliferacdo e a migracdo das células tumorais (CHEN et al.,, 2005; JEDINAK;
DUDHGAONKAR; SLIVA, 2010; ZHANG et al., 2012).

Como mencionado na Introducdo, o0 TNF-a, em conjunto com o VEGF e o TGF-f ¢
uma das principais citocinas secretadas pelos macrofagos associadas a angiogénese tumoral
(KLIMP et al., 2002; LEE; LIU; HUANG, 2006).
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Portanto, a concentracdo deste mediador inflamatorio foi também determinada nos
sobrenadantes de macréfagos. Em nossos dados, podemos observar que houve inibicao
significativa da secrecdo de TNF-a nos sobrenadantes previamente tratados com a toxina.
Este dado estd de acordo ao observado em monoculturas de macrofagos tratados com CTX,
como demonstrado por Costa e colaboradores (2013).

Essas substancias podem ainda ser reguladas por mediadores lipidicos, tais como a
lipoxina A; (LXA,;) e seu analogo mais estavel, a 15-epi-lipoxina As, (15-epi- LXAy),
descritos como potentes fatores antitumorais e antiangiogénicos (FIERRO; KUTOK;
SERHAN, 2002). Nosso grupo demonstrou que a CTX estimula a secrecdo desses mediadores
lipidicos por macrofagos, tanto em monocultura como em co-cultura com células tumorais.
Ainda, neste estudo, foi demonstrado que o bloqueio dos receptores para peptideo formil
(FPRs), ligantes desses mediadores, impede as a¢fes da CTX sobre a atividade secretoria dos
macrofagos sobre as células tumorais, mostrando a participacdo desses receptores para esses
efeitos da CTX (COSTA et al., 2013).

Baseado nestes fatos foi investigada a possivel participacdo dos FPRs na atividade
inibitdéria da CTX sobre os efeitos dos macrofagos nos eventos da neovascularizacdo. De fato,
nossos resultados demonstraram que o receptor FRP pode contribuir para este efeito, uma vez
que o Boc antagonista seletivo dos FPRs bloqueou a atividade inibitéria de macrofagos
tratados com a CTX em ensaios de proliferacdo e adesao celular. Tanto a LXA, nativa quanto
seu analogo natural 15-epi-LXA,, mais potente e estavel que mimetiza algumas das
bioatividades das LXAs (PARKINSON, 2006), exercem seus efeitos bioldgicos especificos
apo6s a ligacdo a estes receptores transmembranicos, acoplados a proteina G, conhecidos
também como ALXR, os quais foram identificados em varios tipos celulares (CHIANG;
SERHAN, 2006; FIORE et al., 1994). Uma desses efeitos pode levar, por exemplo, a inibicao
de algumas interleucinas, tais como TNF-a, além da inibi¢do de MMPs e da secregdo de
VEGF, bem como a expressdo de receptor VEGF-2 (CEZAR-DE-MELLO et al., 2008;
FIERRO; KUTOK; SERHAN, 2002; VIEIRA et al., 2014; WU et al., 2005), sugerindo que
acdo inibitoria dos macrofagos sobre a secrecdo desses mediadores pode ser decorrente da
liberacdo de LXA; e 15-Epi-LXA, pelos macrofagos, apds o tratamento com a CTX,
demonstrada em estudos anteriores (COSTA et al., 2013; SAMPAIO et al., 20063).

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo demonstram que macréfagos
tratados com CTX ou sobrenadantes obtidos dessas células inibem funcbes de células
endoteliais, tais como proliferacdo, adesdo, migracdo, a secrecdo de mediadores pro-

angiogeénicos e, consequentemente, sua capacidade de formacdo de tubos. Portanto, nossos
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dados demonstram, pela primeira vez, a importancia da acdo imunomodulatoria da CTX sobre

as células do estroma na angiogénese.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados obtidos no presente Projeto de pesquisa demonstraram que a
CTX altera a atividade secretéria de macrofagos, em particular, inibindo fatores pro-
angiogénicos, levando a inibicdo dos eventos envolvidos na angiogénese, tais como
proliferacdo, adesdo e migracdo. Ainda, receptores para peptideo formil participam de
maneira importante das a¢bes da CTX. Esta atividade antiangiogénica dos macréfagos pode

ser crucial para a atividade antitumoral descrita para a CTX.
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