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RESUMO
Baldavira CM. Estudo do efeito da beta 2-glicoproteina | no desenvolvimento da
rede vascular de membrana corioalantdica de embrifes de galinha [Dissertacao].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

Angiogénese € a formacdo de novos capilares a partir de vasos pré-existentes,
mediada por eventos de sinalizacdo bioquimica que determinam proliferacao,
migracdo, diferenciacdo e morte celular e controlam crescimento e
remodelacao tecidual. A B-glicoproteina | (B.GPI) é uma proteina plasmatica
com agao sobre a fungdo vascular e a aterogénese. Monoméros de (B,GPI
apresentam efeito anti-inflamatorio e anticoagulante; a clivagem enzimatica
favorece sua dimerizacdo e induz o aparecimento de efeitos opostos.
Resultados anteriores mostraram que mondmeros e dimeros de (B,GPI tém
efeitos diferentes sobre a proliferacédo e a diferenciacdo de células endoteliais
em culturas bidimensionais utilizadas como modelo de angiogénese. Os
mondmeros e dimeros de (B,GPI foram obtidos por purificacdo fracionada e
caracterizada por SDS-PAGE e ELISA, como descrito. Neste trabalho, foram
utilizadas culturas tridimensionais de células humanas vasculares de cordéo
umbilical (HUVEC) sobre Matrigel foram utilizadas para identificar efeitos de
mondmeros e dimeros da B.GPI sobre a proliferacdo, migracédo e formacéo de
estruturas de interacao celular in vitro. O monémero de B,GPI atuou como um
fator de diferenciacdo endotelial dependente da densidade de plaqueamento,
induzindo nas culturas tridimensionais de HUVECs a formacédo de fendtipos
alongados, prolongamentos e estruturas de interacdo célula-célula. A fracéo
dimérica modulou negativamente a proliferacdo de HUVECs. A membrana
corioalantéide (CAM) de embribes de galinha foi empregada para estudar
efeitos da B,GPI sobre a angiogénese. In ovo, o dimero de B,GPI impediu a
angiogénese e induziu a morte embrionaria 48h apds a exposi¢do, enquanto o
mondmero permitiu o desenvolvimento do embrido até o 10° dia, apesar de
induzir mudangas precoces no desenvolvimento dos vasos da membrana
corioalantoide. As estruturas da microvasculatura foram analisadas através de
uma abordagem morfolégica quantitativa, baseada na classificacdo de padrdes

binarios locais (LBP). Alvos moleculares de [B,GPI relatados anteriormente



foram considerados como fonte dos efeitos observados in vitro e in ovo. Os
resultados obtidos suportam dados anteriores sobre a inibicdo da via de
sinalizacdo de anexina-2/Akt pela B.GPI. Adicionalmente, sugere-se a via de

sinalizagao Notch como um alvo do efeito antiangiogénico de da B.GPI.

Descritores: Beta 2-glicoproteina I, Membrana Corioalantdica, Inibidores de
Angiogénese, Neovascularizacdo Fisiologica, Células Endoteliais, Embrido de
Galinha.



ABSTRACT

Baldavira CM. Studying the effect of beta 2-glycoprotein | on the development of the
vascular network of chorioallantoic membrane of chicken embryos [dissertation].
S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2017.

Angiogenesis is the formation of new capillaries from pre-existing vessels, mediated
by biochemical signaling events that determine proliferation, migration, differentiation
and cell death, and control of tissue growth and remodeling. B2-glycoprotein | (3.GPI)
is a plasma protein active on vascular function and atherogenesis. 3,GPl monomers
present anti-inflammatory and anticoagulant effects. Enzymatic cleavage favors
B.GPI dimerization and induces the appearance of opposing effects. Previous
results have shown that 3,GPI monomers and dimers induce different effects upon
the proliferation and differentiation of endothelial cells in two-dimensional cultures
used as an angiogenesis model. B.GPl monomers and dimers were obtained by
fractioned purification and characterized by SDS-PAGE and ELISA, as described. In
this work, three-dimensional Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)
cultures on Matrigel were used to investigate the effects of B,GPI monomers and
dimers upon proliferation, migration and in vitro formation of cellular interaction
structures. The B,GPI monomer performed as a density-dependent endothelial
differentiation factor, inducing the formation of elongated phenotypes, membrane
extensions and cell-cell interaction structures in three-dimensional HUVEC cultures;
the dimeric fraction negatively modulated the proliferation and differentiation of
HUVECs. The chorioallantoic membrane (CAM) of chicken embryos was employed
to study the effects of B,GPI upon angiogenesis. In ovo, the B,GPI dimer prevented
angiogenesis and induced embryonic death after 48h exposure, while the monomer
allowed embryo development up to the 10th day, despite it induced early changes in
the development of chorioallantoic membrane vessels. Microvasculature structures
were evaluated through a quantitative morphology approach, based on local binary
pattern classification. Previously reported molecular B,GPI targets were then
considered as the source of the observed effects in vitro and in ovo. The obtained
results support previous data on the inhibition of the annexin-2/Akt signaling pathway
by B.GPI. Additionally, the Notch signaling pathway is suggested as a target of the
antiangiogenic effect of B,GPI.

Descriptors: B.-glycoprotein |, Chorioallantoic Membrane, Angiogenesis
Inhibitors, Neovascularization Physiologic, Endothelial Cells, Chick Embryo.



1. INTRODUCAO

1.1. Células endoteliais

As células endoteliais formam o endotélio vascular, que pode ser classificado
como um tecido de revestimento pavimentoso simples, cujas células séo
geralmente achatadas e dispostas em monocamada, e que recobre a face interna
dos vasos sanguineos e o coragao.

O endotélio vascular, embora estruturalmente simples, € funcionalmente
complexo, apresenta muitas propriedades sintéticas e metabodlicas que regulam a
homeostase, como a regulacdo da trombose e de trombolise, a adesdo de
plaguetas, a modulacéo do tbnus vascular e o fluxo sanguineo, a regulacdo de
respostas imunes e inflamatorias, e a angiogénese. Alteracdes de estrutura e
funcdo endotelial podem resultar em estados patologicos (Sumpio et al., 2002;
Bahia et al., 2004).

As células endoteliais ndo apenas revestem 0s vasos, COmMo mantém sua
capacidade de divisdo celular e movimento, sendo possivel reparar e renovar o
revestimento destes vasos em individuos adultos (Alberts et al., 2004). Além disso,

estas células também podem formar novos vasos sanguineos.

1.1.1. Culturas celulares

Os sistemas de cultura celular in vitro tém avancado rapidamente nas ultimas
décadas, sendo tais avancos associados aos métodos de cultura e suplementos
utilizados. O uso de -culturas tridimensionais (3D) representou um avango
significativo quanto aos ensaios atuais, visto que tal modelo apresenta
caracteristicas mais proximas as condicdes complexas (Vinci et al., 2012).

Enquanto o sistema bidimensional contribui para compreender a fisiologia
celular e sobre como as células funcionam e respondem a estimulos, as culturas 3D
permitem observar condi¢des mais proximas as in vivo, com reducdo da janela
entre a cultura celular e a fisiologia das células (Cukierman et al., 2001).

Algumas das é&reas para as quais a aplicagdo de cultura 3D tem-se
apresentado extremamente Uteis incluem estudos de farmacos, ensaios de
citotoxicidade, crescimento celular, apoptose, sobrevivéncia, expressao de genes e
proteinas, diferenciacdo e alteracdo de desenvolvimento, bem como estudos sobre

interacdes celulares em sistemas de co-culturas 3D (Ravi et al., 2015).



1.2. Angiogénese

A angiogénese, ou neovascularizacédo, é a formacao de novos capilares a
partir de vasos pré-existentes no organismo e, é essencial para varios processos
fisioldgicos e patoldgicos de crescimento (Hanahan e Folkman, 1996; Carmeliet e
Jain, 2000; Carmeliet, 2005). Este processo € necessario para a sobrevivéncia de
tumores e metastases, pois todo crescimento tecidual depende de um fornecimento
sanguineo adequado (Auerbach et al., 1991; Marme, 2002; Carmeliet, 2005; Silva et
al., 2005). E para que este ocorra de forma eficiente, existe a necessidade de
interacdo adequada entre a migragdo das células endoteliais e a matriz extracelular
circundante.

Durante a neovascularizacdo fisiologica os vasos recém-formados
rapidamente amadurecem e tornam-se estaveis, cessando sua proliferacao.
Quando o crescimento dos vasos sanguineos assume condi¢des patolégicas, ha
perda do equilibrio entre reguladores positivos e negativos, fazendo com que o
crescimento dos vasos ndo seja interrompido e estes permanecam em constante
reconstrucao, gerando um sistema vascular aberrante (Bergers e Song, 2005).

A hipoxia do tecido local € um fator chave para a angiogénese, pois ativa
a producao celular local de fatores de crescimento pré-angiogénicos, tais como
VEGF (do inglés, “vascular endothelial growth factor”) e citocinas. As células
endoteliais inativas dos vasos tornam-se (re)ativadas através do sinal de VEGF
e inicia-se o processo de angiogénese. O inicio do processo requer células que
rompam a parede do vaso, degradem a membrana basal, mudem sua forma
celular, proliferem e coletivamente invadam o tecido circundante, estando ainda

conectadas a rede vascular (Figura 1) (Blanco e Gerhardt, 2013).



(A) Endotélio quiescente (B) Ativagao de EC e degradagdo (C) Selegdo de células “tip” e
estimulado por VEGF-A da matriz extracelular “stalk”
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Figura 1. Modelo esquematico da iniciacdo do broto vascular, ramificacdo e maturacao do
vaso. A angiogénese é ativada em resposta a hipoxia do tecido local. (A) O VEGF-A lancado
pelo tecido hipéxico (re)ativa as células endoteliais quiescentes (EC). (B) O inicio do processo
requer a degradacéo da matriz extracelular, (C) além da especificacédo de (re)ativacdo ECs em
células “tip” e “stalk”. (D) ECs proliferam e invadem o tecido hipdxico coletivamente, enquanto
permanecem ligadas a rede vascular inicial. No broto vascular nascente, as células “tip”
caracterizadas por seu comportamento migratério e seu filopddia dinamico levam o broto para
a fonte de VEGF-A, a medida que as células “stalk” proliferam para apoiar o alongamento do
broto; as células “tip” conectam os novos brotos em uma rede funcional. (E) A nova conexao
entre diferentes brotos ocorre por meio de fusdo das células “tip”; a formagao do lumen
vascular inicia o fluxo sanguineo, aumenta a oxigenacdo no tecido, e assim, reduz-se a
liberacdo de fatores de crescimento endoteliais, reestabelecendo a quiescéncia. (F) A
maturacdo e a estabilizacdo do vaso prosseguem com o recrutamento de células suporte e a
deposicdo de matriz extracelular. Fonte: Blanco e Gerhardt, 2013 - traduzido.

Durante a formacao do broto vascular, as células endoteliais individuais
adotam fendtipos e funcbes especializadas para coordenar e integrar um
comportamento coletivo de cooperatividade e interdependéncia, descrito na
literatura como um “trabalho em equipe” (Phng e Gerhardt, 2009). As principais
vias para a modulacéo destes fenétipos séo a via de sinalizacdo do VEGF e do
Notch.



As células endoteliais que determinam a direcdo de crescimento dos
brotos vasculares sdo chamadas células endoteliais “tip”. Elas caracterizam-se
por sua posicao terminal no broto, seus filopodios longos e dinamicos (ricos em
actina), e por seu comportamento migratorio. Os filopédios sdo estruturas
importantes para que a célula possa sondar a matriz extracelular permitindo
uma resposta rapida as alteracdes do microambiente (Phng et al., 2009).
Andalogo ao crescimento axonal, a rota para o crescimento do broto vascular é
definida por estas células que interagem com sinais direcionais atrativos e
repulsivos apresentados pelo ambiente e migram, orientando o conjunto
(Gerhard et al., 2003). Além disto, as células “tip” sdo necessarias para criar
ligacbdes entre brotos diferentes, gerando uma rede interligada e funcional
(Isogai et al., 2003).

Associadas as células “tip” na estrutura em formacgdo, as células
endoteliais “stalk” da extremidade do broto endotelial s&o altamente
proliferativas e estabelecem juncBes aderentes e apertadas para garantir a
estabilidade e formar o limen vascular nascente (Gerhardt et al., 2003; Dejana
et al., 2009; Iruela-Arispe e Davis, 2009; Phng e Gerhardt, 2009).

Além de diferenciarem-se quanto a morfologia, as células endoteliais
exibem perfis distintos de expressédo génica. O perfil transcricional das células
“tip” inclui genes que codificam receptores de superficie celular, fatores de
crescimento, receptores de orientacdo neuronais, proteases que degradam
matriz, componentes da matriz, entre outros (Gerhardt et al., 2003; Claxton e
Fruttiger 2004; Lu et al., 2004; Tammela et al., 2008).

As relacBes hierarquicas ndo simétricas entre as células endoteliais séo
dinamicas e a diferenciacado de células “tip” é reversivel. Células “tip” e “stalk”
competem continuamente para expressar o fendtipo “tip” e sado controladas
individualmente por niveis diferenciais de expressao de VEGF-R (Jakobsson et
al., 2010). Caso uma célula “tip” migre erroneamente para uma regido com
niveis mais baixos de VEGF-A, ela pode perder a sensibilidade a este ligante e
também sua vantagem competitiva sobre as demais células (Jakobsson et al.,
2010). O fendtipo celular “tip” é definido pela sobrevivéncia e adaptagao local e
tem comportamento dominante sobre os demais, controlando o destino celular

das células endoteliais adjacentes.



Existe ainda, um terceiro fenétipo de células endoteliais, as chamadas
“‘phalanx” que, assim como as “stalk”, apresentam jungdes aderentes e
compdem a camada celular intermediaria entre o vaso de origem e o broto
vascular do novo vaso sanguineo (De Bock et al., 2009). Estas células
correspondem ao estado quiescente das células endoteliais e estdo associadas
a células de suporte (células de muasculo liso vascular ou pericitos, dependendo

do leito vascular) (Siemerink et al., 2012).

1.3. Determinacdo bioguimica da angiogénese

1.3.1. VEGF

A via de sinalizacdo do VEGF é essencial para a angiogénese tanto em
condicdes fisiolégicas quanto patoldgicas, pois controla varios aspectos do
comportamento endotelial, tais como: diferenciagdo, migracao, proliferacéo,
sobrevivéncia e controle de permeabilidade (Ferrara et al., 2003).

Em mamiferos, a familia do VEGF compreende as glicoproteinas
diméricas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento de
placenta (PIGF) (Witmer et al., 2003), que exibem diferentes afinidades com os
trés receptores de VEGF (-R1, -R2 e -R3). Tais receptores sao expressos em
diferentes células e tecidos, sendo —R1 e —R2 mais expressos em células
mieldides e neurdnios (Barleon et al., 1996; Bellon et al., 2010; Muramatsu et
al., 2010). Em adultos, o —R3 limita-se ao endotélio linfatico, contudo, as
células ativadas do endotélio sanguineo do embrido, no pés-parto e durante a
angiogénese de tumores, expressam —R3 e sdo reguladas por sinalizacéo
através desse receptor (Tammela et al., 2008).

O VEGF-A é o ligante mais predominantemente envolvido no processo
angiogénico, sua expressao € induzida em condi¢Bes hipoxicas, por citocinas,
fatores de crescimento, horménios, oncogenes e genes supressores de tumor
(Dvorak, 2005), sendo o VEGF-R2 o principal receptor responsavel por mediar
os efeitos angiogénicos deste ligante (Takahashi e Shibuya, 2005; Olsson et
al., 2006). A expresséo relativa de —R2, crucial na diferenciagdo das células
endoteliais, € maior em células “tip” do que nos outros fenétipos das células
endoteliais (Gerhardt et al., 2003). Além disso, as células “tip” e seus filopddios
expressam -R3 (Witmer et al., 2001; Siekmann e Lawson 2007; Tammela et al.,



2008, Benedito et al., 2009; Tammela et al., 2011). A ativacéo do receptor -R3
é feita pelo seu ligante VEGF-C e também € associada a sinalizagcdo proé-
angiogénica, como ativadora do —R2 (Benedito et al. 2009; Galvagni et al.,
2010; Zhang et al., 2010; Tammela et al., 2011).

O receptor -R1 € expresso em células “tip”, “stalk” e “phalanx”, e atua
como “isca” (devido sua baixa atividade quinase) limitando a atividade da via do
VEGF nas células endoteliais vasculares pela inibicdo competitiva da ligacéo
de VEGF em —-R2. Além disto, o splicing alternativo de -R1 produz uma
isoforma solUvel deste receptor (SVEGF-R1) que sequestra o VEGF no meio
extracelular e, consequentemente, compete com a sinalizacdo de VEGF no
endotélio (Tanaka et al., 1997). A ativacdo e a regulacao de diferentes vias de
sinalizacao controlam a migracao, a sobrevivéncia, a proliferacdo e a formacéao
de tubo das células endoteliais (Blanco e Gerhardt, 2013).

Existem relatos de que homozigotos silenciosos para o gene VEGF-A ou
qualquer gene VEGF-R envolvidos na via de sinalizacdo de VEGF conduzem a
morte do embrido de ratos, em consequéncia do desenvolvimento anormal da
rede vascular, no periodo E8,5 e E10,5 do desenvolvimento intrauterino (Fong
et al., 1995; Shalaby et al., 1995; Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996;
Dumont et al., 1998). Também ha relatos de letalidade embrionaria associada a
supressao heterozigética do VEGF-A no periodo E11 e E12 (Carmeliet et al.,
1996; Ferrara et al., 1996). Ainda, o VEGF-A e Delta-like 4 (Dll4) (via ligacao
Notch) sdo as Unicas proteinas de ambas as vias para as quais um fendtipo
heterozigoto causa letalidade do embrido, dado papel essencial e Unico destas

proteinas durante o processo de angiogénese.

1.3.2. Notch

A via de sinalizacdo Notch é uma via de sinalizagéo altamente conservada
entre diferentes espécies, que atua sobre o desenvolvimento de diferentes células
em processos fisiologicos, dependente da comunicacéo direta entre estas células
para regular a proliferacédo, sobrevivéncia, diferenciacéo e apoptose em diferentes
tecidos (Bray, 2006; Rocha, 2009).



A familia Notch é subdividida em quatro genes: Notchl, Notch2, Notch3 e
Notch4, que sado transcritos em proteinas que atuam como receptores
transmembranas, com diferentes funcdes para cada um deles. Estes receptores séo
expressos em diferentes tipos de células e atuam na diferenciacdo, escolha e
especificacdo de destino, e proliferacdo celular. A ativacdo destes receptores é
normalmente induzida pela associacdo a ligantes expressos por células vizinhas,
séo eles: Delta-like-1, Delta-like-3, Delta-like-4, Jagged-1 e Jagged-2 (Garcia e
Kandel, 2012; Aste-Amézaga et al., 2010).

O gene Notchl € o mais amplamente estudado, cujo locus génico esta na
regido 9g34.3 e seu transcrito gera uma proteina de 2555 aminoacidos com mais de
300kDa (Kovall, 2007; Kopan e llagan, 2009). Mesmo sendo traduzida em uma
Unica cadeia peptidica, esta proteina Notchl é clivada em seu sitio S1 antes de ser
transportada para a membrana, assumindo caracter de receptor heterodimérico
(Kopan e llagan, 2009).

Estruturalmente, o receptor Notch pode ser dividido em 3 componentes: seu
componente extracelular, responsavel pela interacdo com os ligantes; o dominio
transmembrana, responsavel pela ativacdo do receptor; e o dominio de sinalizacéo
intracelular, que ira interagir com o material genético. A ligacdo entre o receptor
Notch e o ligante ativa a via de sinalizacdo Notch nesta célula e a supressao da
atividade das células vizinhas por um mecanismo de inibicdo lateral (Garcia e
Kandel, 2012).

A porcao extracelular do receptor Notch (NEC) é composta por uma série de
dominios tipo fator de crescimento epidérmico (“EGF-Like”) que contém diversos
sitios de glicosilagéo e fucosilacdo, estes dominios EGF sdo responsaveis pelas
interacbes com o ligante, seguido por trés repeticdes LIN-12/NOTCH (LNR), que
mantém o receptor em conformacao resistente a proteases na auséncia de ligantes.
A unidade transmembrana intracelular (NTM) permanece associada a NEC, em
repouso, através do dominio de heterodimerizagdo (HD). HD e LNR formam um
bloqueio molecular importante para a prevencdo da ativacdo espontanea do
receptor Notch, na auséncia da interacdo ligante-receptor. A porcdo intracelular
(ICN) contém um dominio RAM associado ao CBF1 (do inglés, “c-promoter biding
factor 1”; fator de transcrigdo CSL) importante para a ativagéo da via de sinalizagao,

seguido por repetices do tipo ankyrin (ANK), o dominio de transativacéo (TAD), e 0



dominio PEST [prolina (P), acido glutamico (E), serina (S) e treonina (T)] — que limita
a intensidade e a duracéo da ativacéo de Notch (Figura 2) (Garcia e Kandel, 2012;
Aste-Amézaga et al., 2010; Paganin e Ferrando, 2011).

Repetigdes Notch-
Lin12

Moddulo de associagdo

Sitio de localizacdo
nuclear

CEF1

Repetigdes EGF (1-36)

RAM NSL
T ANK

PEST

Repeticdes

Dominio e

transmembrana

Figura 2. Organizacdo estrutural dos dominios do receptor Notchl. A porg&o extracelular
apresenta 36 repeticbes do tipo EGF e mudltiplos sitios de glicosilagdo-fucosilagédo
(representados na cor roxa); LNR: Repeticdes Notch-Lin12; TMD: dominio transmembrana;
RAM: nucleo de associacdo a CBF1; ANK: repeticBes ankyrin; NSL: sitio de localizacéo
nuclear; e PEST: dominio rico em prolina/acido glutamico/serinal/treonica; S1, S2 e S3 indicam
os sitios de clivagem proteoliticas do receptor Notchl. Fonte: Yamashita, 2013.

Os ligantes de Notch sdo denominados de proteinas DSL, séo elas: Delta-
Like (DIl1, DII3, DIi4) e Jagged (Jagl e Jag2). Estes ligantes localizam-se na
membrana plasmética das células e o contato célula-célula é importante para a
ativacdo desta via de sinalizacdo. Apés interacdo com um ligante, o receptor Notch
altera sua conformacao estrutural, expondo o sitio de clivagem S2 na porgéo
extracelular do receptor para clivagem proteolitica, via acdo da metaloproteinase. A
porcéo extracelular do receptor é entdo endocitada pela célula vizinha e direcionada
para degradacéao proteica.



O receptor Notch sofre ainda uma segunda clivagem em seu sitio S3 na
porcdo intracelular pelo complexo enzimatico gama-secretase, que inclui as
proteinas presinilin, niscatrin, Pen2 e APH1, liberando no citoplasma o dominio
intracelular de Notch. No citoplasma, o dominio intracelular de Notch é translocado
para o nucleo por meio da proteina adaptadora importina-a, e atua como fator de
transcricdo ligando-se ao seu co-ativador CSL (proteina RBP-JK), ativando genes
alvos, tal como HES1, HERP1 e HERP2, sendo que recentemente foram descritos
sitios de ligacdo para CBF1 no promotor de CCND1 (Figura 3) (Iso et al., 2003;
Stahl et al., 2006; Huenniger et al., 2010).

Ligante
DSL
Notch1
Associagao
ao ligante

v

Clivagem
LNR HD / em S2

.............

/
Clivagem \
em S3 Genes-Alvo
\ Notch1
ICN CSL

Figura 3. Via de sinalizacdo Notchl. O receptor Notchl interage com o ligante DSL (Delta-Like
ou Jagger) e é ativado, sofrendo mudanga conformacional em Lin12/Notch (LNR) e dissociagdo
das subunidades do dominio de heterodimerizagdo (HD). Em seguida ocorre a clivagem do
receptor pela metaloprotease no sitio de clivagem S2 e consecutivamente ocorre nova
clivagem no sitio S3 pelo complexo gama-secretase. Estas clivagens liberam o dominio
intracelular (ICN) de Notch que interage com a molécula de DNA por meio da formagéo de um
heterodimero com a proteina RBP-J, (CSL), ativando a transcricdo dos genes alvo. Fonte:
Organizada pelo autor
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1.3.2.1. Inibicao lateral

O mecanismo de inibi¢éo lateral € o mais conhecido mecanismo de acao
do Notch, pois parece ocorrer em diversos contextos celulares. No entanto,
para que esta acdo ocorra é necessario 0 contato célula-célula. Na célula em
que ha estimulo Notch, a via de sinalizacdo funciona de modo inibitério: a
producdo de ligante € reduzida, e a do receptor, aumentada. Desta forma,
implicam-se fenbmenos de diferenciacdo distintos para células vizinhas (Kimble
e Simpson, 1997).

O mecanismo de inibicdo lateral ocorre durante a diferenciagdo de
células endoteliais para a formacéo de novos vasos. A diferenciagcéo de células
“tip” em uma populagao de células endoteliais quiescentes é bem regulada,
uma vez que o excesso de células “tip” resulta em uma rede vascular
hiperdensa que pode néo ser funcional. Através desse mecanismo, as células
“tip” regulam negativamente o fenétipo “tip” nas células adjacentes e o fenétipo
proliferativo “stalk” se mantém (Siemerink et al., 2013). Esta sinalizacdo €
produzida pelo balanco entre as vias de sinalizacdo VEGF/Notch.

Os niveis de expressdao de VEGF-R2 e alguns outros receptores
determinam se uma célula endotelial ira adquirir o fendtipo “tip” ou ndo. Para as
células que foram induzidas ao fenoétipo “tip” a sinalizacdo de VEGF-R2 induz a
expressao de DIl4 que é entdo transportado a membrana celular e liga-se ao
receptor Notch da célula vizinha (Figura 4). Quando associado ao DIl4, o
receptor Notch é clivado e da origem ao dominio ICN, que atuar4d como
regulador de transcricdo e reduzird a expressdo de VEGF-R2, -R3, e
neuropilina-1 (NRP-1) na célula adjacente que adota o fenétipo “stalk”, induz a
transcricdo de VEGF-R1 e de sua variante de splicing sVEGF-R1, soluvel
(Siekmann e Lawson, 2007; Suchting et al., 2007; Harrington et al., 2008;
Tammela et al., 2008). O sVEGF-R1 secretado pelas células “stalk” se liga ao
VEGF-A presente na matriz extracelular, diminuindo seus niveis locais
(Harrington et al., 2008), consequentemente, reduzindo a sinalizacao

VEGF/VEGF-R2 nas células “stalk” consolidando, assim, este fenétipo.
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Figura 4. Representacdo esquematica da via de sinalizacdo de VEGF-DII4-Notch durante a
angiogénese. Células “tip” expressam o receptor do fator de crescimento vascular endotelial 2
(VEGF-R2) e receptor do fator de crescimento endotelial vascular 3 (VEGF-R3) em conjunto
com varios co-receptores, incluindo a neuropilina-1 (NRP1), para detectar os sinais do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Gradientes extracelulares de VEGF atuam sobre a
atracdo de células “tip”. Apds a ativacdo, as células “tip” expressam DIl4, que se liga a
receptores Notch nas células “stalk” adjacentes. Em células “stalk”, o receptor Notch é clivado
por gama-secretase, libertando o dominio intracelular de Notch (NICD), que reduz a expressao
de VEGF-R2 e VEGF-R3, e aumentando a expressdo VEGF-R1. sVEGF-R1 é liberado pelas
células “stalk” e se liga as moléculas de VEGF para bloquear a sinalizagdo VEGF local.
Jagged1 é expressa pelas células “stalk” e regula negativamente a atividade Notch em células
“tip”. Fonte: Siemerink et al., 2012.

NRP-1

1.3.3. Akt

A proteina quinase B (PKB), também conhecida por Akt, é uma
serina/treonina-quinase, que desempenha um importante papel sobre a
proliferacéo e a sobrevivéncia celular de diferentes tipos celulares. No entanto,
esta quinase encontra-se inativa em celulas em repouso. A Akt é ativada por
varios estimulos como hormdnios, fatores de crescimento e componentes da
matriz extracelular (Nicholson et al., 2002). A cascata de sinalizagao inicia-se
com a ativagdo da Akt por fosfoinositol-3-quinase (PI3K), que sofre

autofosforilacdo apos ligacdo com fatores de crescimento (Orcy et al., 2008).
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A via de sinalizagdo da Akt é regulada por multiplos mecanismos, e
muitas vezes envolve interagbes cruzadas com outras vias de sinalizacdo
com NF-kB (fator nuclear-kB), proteinas da familia Bcl-2, mTOR (alvo da
rapamicina em mamiferos), entre outras. Caso ocorram problemas com a
regulacdo desta via, pode acarretar em um aumento na atividade de
sinalizacdo e este desequilibrio vem sendo associado a uma variedade de
doencas, como cancer e diabetes tipo Il.

Akt apresenta efeitos diretos na inativacdo de BAD (Datta et al., 1997),
pode também recrutar Raf-1 para as mitocondrias (Majewski et al., 1999),
influenciar a expresséo de proteinas envolvidas na permeabilidade mitocondrial
(Nebigil et al., 2003) e participar da fosforilacdo da caspase-9 humana,
inativando-a e reduzindo assim a sinalizacdo de apoptose (Song et al, 2005).

A Akt apresenta efeitos funcionais sobre células endoteliais e tumorais e
atua sobre a angiogénese fisioldgica e patoldégica. Em células endoteliais, esta
via de sinalizacdo € ativada por VEGF e a fosforilacdo dos alvos de Akt
coopera com a sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo. Akt ativa a eNOS
(6xido nitrico-sintase endotelial), que estimula a vasodilatacdo, remodelagem
vascular e também a angiogénese (Orcy et al., 2008).

A via PI3K/Akt tem diferentes efeitos ap6s sua ativacdo, exibindo
fisiologicamente um estreito controle de regulacdo. A via € regulada
negativamente por reducdo dos niveis de PI3K através de seu antagonista
PTEN (Fosfatase homdloga a tensina), a perda desta molécula leva a sobre-
ativacdo de Akt, efeito comum em células cancerosas (Georgescu, 2010).

1.4. Anexina?2

A anexina 2 (anx-2) € uma proteina de 36kDa que pertence a familia de
proteinas que se ligam a fosfolipidios e sdo dependentes de calcio (Hajjar et
al., 1996; Gerke e Moss, 2002; Rescher e Gerke, 2004). As anexinas sao
altamente conservadas na maioria dos organismos unicelulares e
multicelulares e tal fato indica que tais proteinas possuem um papel essencial

para a funcéo celular (Gerke e Moss, 2002).



13

Esta proteina apresenta um dominio N-terminal, que possui um sitio de
ligacdo a S100A10 (Gerke et al., 2005), um residuo reativo de cisteina (Madureira et
al., 2011) e uma sequéncia de exportacdo nuclear (Liu et al., 2003). Ja seu dominio
C-terminal possui sitios de ligacdo a fofolipidios, F-actina, fibrina e heparina (Filipenko
e Waisman, 2001). Esta proteina existe na forma monomérica ou como
heterotetramero (Gerke e Weber, 1985). A anx-2 pode ser encontrada na membrana
plasmatica, no citoplasma e, em peguena quantidade, no nucleo celular (Courtneidge
et al., 1983; Eberhard et al., 2001; Hitchcock et al., 2014). Sua localizacdo é
determinada pela fosforilacdo desta proteina, que também afeta sua funcéo nos
diferentes tipos celulares em que é encontrada (Luo et al., 2008; de Graauw et al.,
2008; Morel e Gruenberg, 2009).

Anx-2 foi descrita em diferentes tipos celulares, como células endoteliais,
trofoblastos, mondcitos, macréfagos, células mesangiais e diferentes tipos de células
tumorais (Hajjar et al., 1994; Kaczan-Bourgois et al., 1996; Hitchcock et al., 2014).
Dentre as muitas fungdes da anx-2, a melhor descrita é sua interagdo com o ativador
de plasminogénio tecidual e com o plasminogénio, convertendo-o em plasmina,
regulando desta forma a fibrindlise (Hajjar et al., 1994; Waisman, 1995; Kassam et al.,
1998; Hajjar e Krishnan, 1999). Além disso, facilita a remodelacdo do tecido, degrada
a matriz extracelular e participa do processo de angiogénese (Jacovina et al., 2009;
Sharma et al., 2010; Valapala et al., 2011). Segundo Su e colaboradores (2010),
guando a anx-2 é estimulada por esfingosina 1 e fatores de crescimento
angiogénicos, ela regula a ativagdo da via de sinalizagdo Akt no processo de
neovascularizacéo.

A proteina anx-2 também esta envolvida com o processo de inflamacéo, no
qual interage com a B,GPI, recrutando o receptor TLR-4 e ativando as vias NF-kB,
PI3-quinase e a MAPK p38 (Swisher et al., 2007; Swisher et al., 2010; Li et al., 2007;
Li et al., 2010).

No interior da célula, a anx-2 esta envolvida com a regulacdo da dindmica do
citoesqueleto, os processos de endocitose e exocitose, a adesdo célula-célula, a
polaridade celular e a formacdo do endossoma (Rescher e Gerke, 2004; Yamada et
al., 2005; Hayes et al., 2006; Morel et al., 2009; Hichcock et al., 2014). Ja no interior
do nucleo foi descrita por desempenhar o papel de protecdo a danos no DNA durante

0 estresse oxidativo (Madureira et al., 2012).
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1.5. Bz-glicoproteinal

A Bo-glicoproteina | (B,GPI), também denominada como apolipoproteina H
(apoH), é uma proteina plasmatica inicialmente descrita no sangue humano em 1961
(Schultze et al., 1961). Apresenta uma cadeia polipeptidica de 326 aminoacidos
organizados em cinco dominios de 60 aminoéacidos e 11 pontes dissulfeto (Lozier et
al., 1984; Steinkasserer et al., 1991).

A B.GPI pertence a familia das proteinas reguladoras do complemento (do
inglés, “complement control proteins”, CCP) ou de “repeticbes consensuais curtas”
(do inglés, “short consensus repeat”’, SCR), (Ichinose et al., 1990).

Seu quinto dominio possui uma regido rica em lisina (K282NKEKK287)
com afinidade de ligacdo a superficies carregadas negativamente, como
heparina, DNA (Schousboe et al., 1988), fosfolipides negativos como
fosfaditilserina (PS) e cardiolipina (CL) e lipidios oxidados em membranas
biologicas (Brington e Chesterman, 1994; Goldsmith et al., 1994; Sanguera et
al., 1997b; Averna et al., 2004 Sheng et al.,1996; Yasuda et al., 2000). Os
residuos de aminoacidos positivos presentes neste dominio (Lisinas, Arginina e
Histidina), contribuem para o posicionamento da regido hidrofobica
denominada loop flexivel, composto pelos aminoacidos Ser*'’-Ser-Leu-Ala-

Phe-Trp-Lys*!’, que se fixa na membrana fosfolipidica estabilizando a interacdo

»
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desta com a molécula de B,GPI (Figura 5).
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Figura 5. Modelo molecular do dominio V da B,GPIl. (A) Modelo molecular do dominio V da
B.GPI ligado a uma molécula de fosfatidilserina. Estdo indicados os principais atomos
carregados positivamente, parte rica em lisina (KNKEKK) (Hammel et al., 2001). (B) Potencial
eletrostatico de superficie do dominio V, positivamente carregado, e a organizagdo dos
residuos de aminoacidos. Os 14 residuos em destaque contribuem para o posicionamento da
proteina sobre membranas fosfolipidicas, denominado loop flexivel. Fonte: Bouma et al., 1999.
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Em 1999, grupos publicaram resultados em que a estrutura cristalina da B,GPI
apresentava forma de J ou anzol (Figura 6) (Schwarzenbacher et al., 1999; Bouma et
al., 1999).Estudos mais recentes tém proposto estruturas diferentes para a proteina,
em 2002, Hammel e colaboradores através de experiéncias de dispersao de raios X
de pequeno angulo afirmaram que em solucdo a B,GPl apresenta forma de S
(Hammel et al., 2002). Recentemente foi descrita uma conformacdo da proteina

nativa em conformacao circular (Agar et al, 2010).

2,0nm

oINS
13.2nm

ccey

Figura 6. Representacdo estrutural da B,GPl. (A) Representacdo estrutural da B,GPI
apresentando seus cinco dominios e suas dimensfes. As conformagfes em folhas-B séo
representadas em azul e as a-hélices em vermelho. (B) Superficie molecular da B,GPI, de
acordo com seu potencial eletrostatico. Carga positiva representada em azul, negativa em
vermelho. Fonte: Schwarzenbacher et al., 1999.

A B.GPI pode ser encontrada no plasma (Polz et al., 1980), na linfa
(Borensztajn et al., 1985; Laplaud et al., 1991), no liquido cefalorraquidiano (Koch et
al., 2001), no humor aquoso (Richardson et al., 2009), no fluido vitreo (Simé et al.,
2008), na saliva (Ramachandran et al., 2008) e no fluido folicular (Aleporou-Marinou
et al., 2001). No plasma, cerca de 60% da proteina total circula na forma livre e 40%
associada a lipoproteinas, principalmente as ricas em trigliceridios, quilomicrons e
VLDL, um pouco menos na HDL (Polz et al., 1980, Balasubramanian et al., 1997,
Koch et al., 2001). Também pode ser encontrada no sangue circulante de varias
outras espécies (Polz et al., 1980; De Groot et al., 2000, De Groot e Meijers, 2011).
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Esta proteina tem por principal sitio de sintese o figado, sendo reabsorvida
nos rins ligada & megalina no tubulo proximal (Moestrup et al., 1998). No entanto,
sua expressao (RNAm e proteina) vem sendo demostrada em outros tecidos e em
diferentes linhagens celulares, como placenta, células endoteliais, linfocitos,
monacitos, neurdnios (Conti et al., 2003; Averna et al., 2004). Sua concentracao
plasmatica em humanos é variavel, cerca de 0,280 mg/mL, e possivelmente
exercida por controle genético (Sanguera et al.,, 1997a; Mehdi et al., 1999),
aumentando sua ocorréncia devido a doencas inflamatorias e autoimunes (Arvieux
et al., 1996; Brigton et al., 1996; Horbach et al., 1998; Balasubramanian et al., 1998;
Biasiolo et al., 1999; Gomes et al., 2004). Sua auséncia ou deficiéncia ndo esta
associada a alteracdes patoldgicas conhecidas (Yasuda et al., 2000).

O mecanismo de acdo da B.GPI ainda ndo foi completamente elucidado, mas
a proteina tem sido associada a varias funcgdes fisiologicas, como o metabolismo de
triglicerideos, a coagulacdo sanguinea, a homeostase e a fibrindlise (Yasuda et al.,
2000; Takeuchi et al., 2000; Miyakis et al., 2004). Segundo Lin et al. (2001, 2005) a
B.GPI também apresenta potencial em inibir a apoptose, a oxidacdo de LDL e o
acumulo de colesterol em células vasculares, sugerindo um papel importante na
regulacdo da fungéo vascular.

Recentemente, tém sido atribuidas propriedades anti-angiogénicas a B.GPI,
tanto in vitro como in vivo (Rakic et al., 2003; Beecken et al., 2006; Sakai et al., 2007;
Yu et al., 2008; Nakagawa et al., 2009; Machado et al., 2013). In vivo a 3,GPI é capaz
de se ligar ao endotélio através de moléculas de heparan sulfato expressas na
membrana, além de fosfolipidios anibnicos, ApoER2, anexina I, TRL (toll-like
receptors) 2 e 4 e proteoglicanas (Lutters et al., 2003; Ma et al., 2000; Pennings et al.,
2006; Alard et al., 2010).

A ativacdo e a morte das células endoteliais foram atribuidas a associacéo in
vivo com as formas dimérica e clivada da proteina, que sdo obtidas durante a
purificacdo da proteina nativa (Stella e Gomes, 2013). Efeitos de pH foram igualmente
associados a mudancas de conformacéo e associacado da proteina in vivo e in vitro,
fendbmenos ndo completamente caracterizados estruturalmente, mas cuja
fisiopatologia potencialmente se associa a mecanismos precoces de resposta tecidual

a lesao (Stella e Gomes, 2013).
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A heparina favorece a clivagem da B.GPl em seu quinto dominio pela
plasmina, produzindo uma forma clivada da cadeia da proteina, em que o0s
fragmentos produzidos permanecem ligados por uma ponte dissulfeto (Hunt et
al., 1993). Trombina, tPA, fator tecidual/fator Vila e uroquinase néo sao
capazes de clivar a B,GPI. A clivagem pelo fator Xa € muito lenta (Hagihara et
al., 1997) ou néo observavel (Horbach et al., 1998). A forma clivada da B,GPI
(cB2GPl) é gerada in vivo em estados patologicos de fibrindlise aumentada e é
incapaz de se ligar a fosfolipideos (Horbach et al. 1998; Ohkura et al., 1998;
Miyakis et al., 2004). Tanto a lesdo quanto a ativacdo do endotélio levam a uma
perda do carater anticoagulante da proteina e o desenvolvimento de
propriedades pro-inflamatérias e pré-coagulantes no entanto, a base molecular
de sua converséao funcional ainda é desconhecida.

Além da clivagem enzimatica, alguns mecanismos de degradacao redox
foram estudados (Arvieux et al., 2001; Buttari et al., 2005; Rahgozar, 2012).
Associa-se a secrecao de tiol-oxiredutases por células endoteliais e plaquetas
a reducao da B,GPI (Passam et al., 2010a; loannou et al., 2010). Desta forma,
€ possivel observar a participacdo da ,GPl em processos redox associados a
biologia vascular (Giannakopoulos et al., 2010; Passam et al., 2010a). loannou
et al. (2010) relataram que a B.GPI reduzida, através de tiorredoxinas e
NADPH, aumentou a viabilidade das células endoteliais in vitro.

1.6. Membrana Corioalantdide

O ovo amnidtico possui trés membranas extraembrionarias: amnio, corion, e
alantoide, que circundam o embrido mediando as trocas entre ele e o ambiente e
proporcionando um meio aquoso para o seu desenvolvimento dentro da casca do
0)V/e}

A membrana alantoide se funde com o coérion para criar a membrana
coriocalantéide (CAM), um processo dirigido pelo aumento rapido da vesicula
alantbica que ocorre a partir do 4° até o 10° dia de incubacéo, promovendo a fuséo
destas estruturas (Ribatti et al., 2001). Esta membrana altamente vascularizada é
crucial para o desenvolvimento do embrido, uma vez que é responsavel pelo

transporte de célcio a partir da casca de ovo, além de funcionar para a troca
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gasosa, equilibrio &cido-base e reabsorcdo de eletrdlitos a partir da cavidade
alantoide, onde os produtos de residuos urinarios estao excretados.

Ao longo das décadas, o interesse da pesquisa sobre a CAM de
embribes de galinha motivou trabalhos nas disciplinas de Embriologia,
Morfologia, Bioquimica e Fisiologia em uma tentativa de relacionar as
diferentes fungdes da CAM e identificar os componentes moleculares e 0s
mecanismos pelos quais essas funcdes sao realizadas (Narbaitz, 1995).

Da mesma forma, o ensaio da CAM também tem sido amplamente utilizado
como método bem estabelecido para realizacdo de estudos de angiogénese e
anti-angiogénese por permitir observar modificagdo mensuravel na densidade
de vasos (aumento ou reducdo) 72-96 horas apds a estimulacéo (Ribatti et al.,
1995; Ribatti et al., 2001). A CAM também foi usada para estudar 0os passos
envolvidos na formagéo da metastase em ensaios utilizando tumores sélidos ou
suspensdes de células cancerigenas de diferentes origens (Ribatti et al., 1996;
Zijlstra, 2002) e para estudar o efeito de substancias antineoplasicas e anti-
angiogénicas na presenca de células tumorais (Pereira-Lopes, 2009).

Ensaios de angiogénese com a CAM utilizam tanto a nomenclarura in vivo

como in ovo.

1.7. Anélise Computacional — Padrfes Binarios Locais

A técnica conhecida como “Padrdes Binarios Locais” (LPB) e consiste
em classificar cada pixel na imagem segundo um critério de comparacao que
considera a relacéo de intensidades entre cada pixel e seus vizinhos (Ojala et
al., 1996; Ojala et al., 2000).

O método de classificacao dos pixels é baseado num calculo que utiliza
as caracteristicas da prépria imagem. Inicialmente para cada pixel da imagem,
associa-se uma sequéncia binéria de tamanho P que representa a diferenca de
intensidades entre um pixel x e seus P vizinhos, assim um valor de 0 na
sequencia binaria informa que a intensidade de um dos vizinhos de x € menor
que a intensidade x. Considera-as também que os pixels vizinhos encontram-

se distribuidos uniformemente ao redor de x a uma distancia de R pixels.
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Em seguida, a sequéncia de P valores binarios € convertida para seu
equivalente decimal. Este ultimo valor contém informacdes sobre a relagdo de
intensidades entre os pixels de sua vizinhanca e também sobre as posi¢coes
associadas aos valores maiores ou menores que foram comparados com o
valor original de intensidade da imagem naquela posi¢éo (Figura 7).

A literatura que descreve os métodos de visdo computacional revela que
determinados arranjos e simetrias sdo muito mais frequentes do que outros nas
imagens de um mesmo conjunto de amostras. Alguns sdo ainda mais gerais e
servem a todo tipo de amostras e imagens. Por exemplo, sdo descritos padrdes
associados a bordas, cantos, vales, picos, etc.

Por isso, nesse tipo de analise, é possivel produzir histogramas a partir
de um numero reduzido de classes que individualizam determinados valores
(associados a padrées morfolégicos de interesse ou mais comuns) e considerar
de maneira agrupada os demais. Este recurso simplifica e abrevia muito o
tempo de processamento de imagens complexas. O resultado final pode ser
descrito em um histograma que ira descrever quantitativamente a textura
presente na imagem analisada ou em uma nova imagem colorida que
demonstra visualmente a distribuicdo. A distribuicdo espacial dos padrdes
permite, ainda, estudar a correspondéncia entre os padrdes atribuidos e as

estruturas de interesse na imagem original.

example thresholded weights
6 15 ]2
716 |1
9 18 |7

Figura 7. Exemplo de célculo de um cddigo LBP em uma analise de R=1, com conversdo em
nameros binarios e sequencia numérica exponencial de base 2. Fonte: Machine Vision Group,
[20-]
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2. OBJETIVO

Descrever os efeitos das subfracbes de purificacdo da B,-glicoproteina |
(B2GP1I) sobre células endoteliais em culturas tridimensionais in vitro e sobre a
angiogénese no modelo da membrana corioalantdide (CAM) de embrides de

galinha.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao da B,GPI purificada

A B2GPI foi purificada a partir de plasma humano (Polz et al, 1980,
modificado), por cromatografia de afinidade, apos precipitacdo em acido perclorico
(2,5 mL/100 mL de plasma, adicionados gota a gota, durante 15 min e sob
agitacao). A mistura foi centrifugada a 11000 g por 30 min, a 4°C. O sobrenadante
foi colhido e neutralizado a pH 7,0 com carbonato de sodio saturado, seguido de
didlise em tampéao Tris 20mM/NaCl 30mM pH 7,0, por 24 h a 4°C. A amostra
dialisada foi diluida 1:2 (volume:volume) em tampao Tris 20mM/NaCl 30mM pH 7,0
e passada pela coluna de Sepharose-Heparina (GE HealthCare 6 Fast-Flow),
equilibrada com o mesmo tamp&o. Ligacdes inespecificas foram eliminadas por
lavagem com tampéao Tris 20mM/NaCl 50mM pH 7,0. A B.GPI purificada foi eluida
com tampéao Tris 20mM/NaCl 200mM pH 8,0. O perfil de eluicdo foi determinado
pela absorbancia das aliguotas em 280nm. A coluna foi entdo lavada com tampé&o
Tris 20mM/NaCl 500mM pH 8,0. Todo o procedimento foi realizado a 4°C sob fluxo

constante de 2mL/min.

3.2. Eletroforese SDS-PAGE 12,5%

A eletroforese foi realizada em um sistema Protean 3 (BioRad), com gel
de SDS-PAGE (12,5%) por 80 min a 120V e 2 A. Foram utilizados 5 ug de
proteina por poco e 3 uL do padrdo de peso molecular (Sigma, mw-sds-200),
em duplicata. Os géis foram corados utilizando coloracao de prata.

3.3. Ensaio imunoenzimético (ELISA)

O ensaio imunoenzimatico foi realizado em placas NUNC MAXISORP
(96 pocos), proprio para este fim. A placa foi inicialmente sensibilizada durante
uma noite com a solugdgo de B,GPlI (0,25ug/poco) e tampéo
Carbonato/Bicarbonato pH 9,6. No controle negativo nédo foi colocada proteina

no po¢o; em outro controle, ndo foi adicionado o anticorpo primario.
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Apés a sensibilizagdo, os pocos foram lavados com 250 pL/pogo de
tampédo PBS Tween 0,05%, por cinco vezes em lavadora automatica (Washwell
ELISA Plate Washe), seguida por etapa de bloqueio de ligacGes inespecificas
com 200 pL/poco o PBS Tween 0,05%/ Leite 5%, durante 1h a 37°C. Apos
nova lavagem, os pocos foram incubados com 100 pL de AcMo anti-B,GPI
humana (clone K;2), durante uma hora a 37°C. ApGs posterior lavagem, 0s
pocos foram incubados com 100 pL de anticorpo secundario Anti-lgG Mouse
(Fc especifico), conjugado com peroxidase, por 1h a 37°C.

Realizou-se nova lavagem e seguiu-se a etapa da revelacdo com
solugcdo reveladora (O-Phenylenediamine—dihydrochloride (OPD) 1mg/mL,
agua oxigenada 30% 0,84 uL/mL e agua destilada). A placa adicionada com a
solucdo de revelacdo permaneceu em camara escura por cinco minutos até
que a reacdo foi interrompida com o acido sulfurico. A leitura da placa foi
realizada em comprimento de onda de 492nm em leitora automatica de placas
(TP-Reader NM Thermo Plate).

3.4. Cultura de células HUVEC

A linhagem de célula endotelial de veia umbilical humana (HUVEC), que foi
utilizada para a verificacdo controle do processo de angiogénese e influéncia da
proteina B,GPI sobre este processo, foi adquirida da American Type Culture
Collection (ATCC CRL-1730) (Rockville, MD, USA). As células foram cultivadas em
meio de cultura RPMI-1640 (Invitrogen) com 10% soro fetal bovino (SFB)
(Invitrogen), 100U/mL penicilina (Invitrogen) e 100ug/mL estreptomicina (Invitrogen)
e mantidas em estufa com 5% de atmosfera de CO, a 37°C como descrito na
literatura. A viabilidade das células foi avaliada através do método de excluséo de

corante durante a contagem manual com Azul de Tripan.



23

3.5. Crescimento Celular — Cultura Tridimensional (3D)

Para esta etapa foi utlizada Matrigel® uma membrana basal
reconstituida composta por laminina, colageno IV, entactina e nitrogénio
(Kleinman et al., 1986) previamente descongelada a temperatura de 4°C, para
evitar sua gelificacdo prematura e diluida para uso em meio RPMI sem SFB.

Foram utilizados 20pl de Matrigel®, reunidos com as células em meio
sem SFB, e com diluicbes das diferentes fracbes de purificacdo da proteina
B2GPI (0,2uM) previamente a gelificacdo. A mistura foi depositada no centro da
placa de cultura seguida de sua incubacéo a 37°C por 1 hora para gelificacao,
posteriormente foi adicionado meio de cultura sem SFB nas culturas. Seu
desenvolvimento foi fotodocumentado em intervalos de 24 horas.

Os ensaios celulares foram preparados em duas densidades diferentes,
com 5x10° células/poco, para condicdo de baixa confluéncia inicial, e com
1x10° células/poco, para condigéo de semi-confluéncia.

3.6. Padronizacéo da coloracao do fundo das imagens das

culturas celulares

As fotomicrografias das culturas realizadas foram obtidas a partir da camera
AxioCam ERc5s acoplada ao microscépio Carl-Zeiss AX-10 através do software de
captura Zen Lite 2011, utilizando aumento de 20x. Visando padronizar a coloracéo
do fundo das imagens obtidas, estas foram tratadas utilizando o software Adobe
Photoshop CS4 versdo 11.0x20071101. Foram aplicados os filtros de cor,
luminosidade e contraste para destacar a cultura de células, reduzindo ruidos e
sombras produzidos por reflexos na lente do microscopio. As imagens foram
normalizadas para o melhor ajuste de brilho e contraste com cores em escala de

cinza. As imagens originais estéo disponiveis no Anexo A.



24

3.7. Ensaio in vivo de Angiogénese

O efeito das diferentes fracbes da proteina B,GPI sobre o processo de
angiogénese in vivo foi avaliado através utlizacdo do modelo da membrana
corioalantéica (CAM) de embrides de galinha em ovos embrionados. Os ovos foram
incubados como descrito por Ribatti et al. (1996) com o auxilio de uma chocadeira
(Zagas — Séo Paulo/SP; alocada no Instituto de Fisica - USP) a 51% de umidade
interna e 37°C (a estabilidade destes parametros foram acompanhados utilizando
md&dulo de Arduino desenvolvido em colaboracéo pelo Prof. Dr. Adriano M. Alencar,
do Instituto de Fisica — USP; exemplo apresentado no item 8.2. Anexo B -
Tabela de controle de umidade e temperatura).

Os ovos foram expostos a B,GPI através de injecao cuidadosa e lenta das
diferentes subfracGes de purificacdo da proteina na albumina, em volumes
reduzidos (2,5ug/mL), no 4° dia de incubagdo. A viabilidade dos embrides durante
a incubacao foi acompanhada diariamente através de ovoscopia até o 10° dia de
incubacdo, quando foi interrompida a incubacdo para a coleta do material. A
inviabilidade do embrido foi utilizada como critério de interrup¢éo do ensaio; neste
caso o material foi colhido assim que constatada a perda de viabilidade e
documentada a morfologia do embrido. A coleta dos embrides viaveis ocorreu apés
a hipotermia do embrido como descrito anteriormente (Pereira-Lopes, 2009).

As medidas do peso e das dimensbes dos embrides foram obtidas e depois
os embrides foram fixados e processados para andlise futura. As membranas foram
fixadas rapidamente em formaldeido tamponado diluido e analisadas Umidas.
Depois foram desidratadas e secas ao ar para arquivo do material.

3.8. Anédlise Computacional

As imagens capturadas da CAM foram analisadas utilizando técnicas de viséo
computacional que permitiram obter informagdo quantitativa sobre a textura da
imagem. A implementagéo da técnica de LPB bem como o processamento das
imagens foram determinados através de um software escrito na linguagem Matlab
R2013, desenvolvido em parceria com o0 Mestre Leandro Ticlia De La Cruz, do

Instituto de Matematica da Universidade de Sao Paulo.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagao da B,GPI purificada

Apobs o processo de purificacdo e mensuracédo da densidade Optica de cada
uma das fracbes coletadas, estas amostras foram analisadas quanto a migracao
eletroforética em gel de SDS-PAGE 12,5%, corado por prata, para observacdo da
presenca das bandas principais, correspondentes as fragcdes monoméricas e
diméricas da proteina, isoladas ou em conjunto, como ilustra a Figura 8. Outras
ocorréncias como a presenca de agregados maiores e fragmentos foram
consideradas como critério de exclusdo para os testes in vitro e in vivo. Para uso,
consideramos a fracdo 6 contendo o dimero e um concentrado de fragbes contendo

somente o monémero como a fragéo 13 deste lote de purificag&o.
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Figura 8. Gel de SDS-PAGE 12,5%, corado por prata, representando algumas das aliquotas de
eluicéo obtidas em Tampao Tris 20mM NaCl 200mM pH 8,0 durante a purificagéo da $,GPI.

A caracterizacdo da proteina através de ensaio ELISA direto, utilizando
anticorpo monoclonal clone K2, estd apresentada na Figura 9. Este ensaio
permitiu selecionar as fracdes para utilizacdo em ensaios posteriores.
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Figura 9. ELISA direto para caracterizacdo de B,GPI purificada, em diferentes lotes de
purificagdo. As fracdes A representam a fracdo dimérica da proteina, e as fragdes B, a porcao
monomeérica. Placa adsorvida com a concentragdo de 0,25ug/poco. Anticorpo primario
monoclonal anti- B,GPI clone K,2 (1:250). Anticorpo secundario anti-lgG conjudado a
peroxidase (1:2000). Reagéo revelada com OPD 1mg/mL e H,0,, bloqueada com H,SO,4 4N.
Leitura em A=492 nm.

4.2. Efeito in vitro de B,GPI sobre a proliferacdo e morfologia celular de
HUVECs em cultura tridimensional

O efeito da exposicdo das HUVECs a [3,GPI em culturas 3D in vitro mostrou-
se dependente da densidade de plaqueamento.

Nas HUVECs com baixa confluéncia inicial, correspondendo ao indculo de
5x10° células/poco, a exposicdo a 2ug B.GP!I incluida no substrato de Matrigel® ndo
modificou a morfologia celular, embora tenha atrasado o inicio da proliferacdo. O
dimero mostrou um efeito maior do que o0 monémero, que foi quase indistinguivel dos
controles. Imagens do desenvolvimento celular das culturas em baixa confluéncia,
durante 96h de cultivo, foram obtidas a cada 24h e estdo mostradas na Figura 10. A
frequéncia de células grandes, arredondadas ou com prolongamentos radiais parece
ser maior nos controles do que nas amostras, havendo diferencas nas proporcoes

entre fendtipos “tip” e “stalk”.
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Quando o ensaio foi realizado com o inéculo de 1x10° células/poco,
correspondendo a uma condi¢do de semi-confluéncia, sob as mesmas condi¢cdes, o
mondmero mostrou efeito indutor de diferenciacdo e promoveu o aparecimento de
formas alongadas e organizacdo de trabéculas entre grupos de células em
proliferacéo, mais arredondadas e dispostas em estruturas multicamada. O dimero
limitou a proliferacdo e a diferenciagdo, as culturas apresentaram-se
predominantemente dispostas em monocamadas formadas por células pequenas e
esféricas ou poligonais pouco alongadas, tendendo a confluéncia. Imagens do
desenvolvimento celular das culturas em semi-confluéncia, durante 96h de cultivo,

foram obtidas a cada 24h e estdo mostradas na Figura 11.

24 h 48 h 72 h 96 h

Figura 10. Efeito de B,GPI sobre a proliferagéo e a diferenciagéo de HUVECs em cultura 3D
em baixa confluéncia. Substrato: Matrigel®; inoculo inicial: 5x10° células/poco; Meio: RPMI sem
suplementagdo de SFB. As setas indicam a morfologia de Tip cell.
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Figura 11. Efeito de B,GPI sobre a proliferacédo e a diferenciagéo de HUVECs em cultura 3D
em semi-confluéncia. Substrato: Matrigel®; inéculo inicial: 1x10° células/po¢o; Meio: RPMI sem
suplementacao de SFB.

4.3. Efeito in vivo de B,GPIl sobre a angiogénese

A exposicdo ao dimero de B,GPI, no 4° dia de incubacéo in vivo, induziu
a morte embrionaria precoce. Quarenta e oito horas apds a exposi¢do, 0s
vasos do saco vitelino, em alguns casos, apresentaram-se completamente
involuidos, a CAM nédo se desenvolveu ou regrediu, 0 embrido interrompeu seu
desenvolvimento, perdendo a viabilidade sem atingir o estagio compativel com
o tempo de incubacao correspondente, gerando embrides que se parecem com
massas amorfas aderidas a casca dos ovos. Em alguns casos em que o0
desenvolvimento do embrido também foi interrompido, os vasos do saco
vitelino permaneceram presentes, mas também foi observada a regressao em
outros. Nestes casos, no entanto, a CAM ndo se formou ou involuiu e os
embrides apresentaram-se a macroscopia bastante  hemorragicos,
edemaciados e maiores que os embrides controle.

Ao analisarmos o tamanho destes embrides (Tabela 1) observamos que
os embribes controle apresentaram, em meédia, o comprimento cabeca-cauda
de 1,90cm, enquanto os embrides tratados com a porcao dimérica da proteina,

cujo desenvolvimento foi interrompido no sexto dia, mediram 2,27cm. Quanto a
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massa corporal, os embrifes controle apresentaram uma meédia de 0,364g e o0s
embrides que se desenvolveram apds o tratamento com o dimero, 0,436g.

Diferentemente ao dimero, a exposicdo ao mondémero de B,GPI, no 4°
dia de incubacéo in vivo, permitiu o desenvolvimento do embrido até o 10° dia,
mas induziu alteracdes no desenvolvimento dos vasos da membrana
corioalantéide.

Buscando evidenciar a morfologia dos embrides no mesmo tempo e
condicbes de incubacdo o desenvolvimento do grupo controle e do grupo
tratado com a fracdo monomérica da proteina foi interrompido no 6° dia. Desta
maneira, 0s aspectos macroscopicos dos ovos expostos e dos embrides estdo
mostrados nas Figuras Figura 12 e Figura 13.

O desenvolvimento dos embrides expostos ao mondémero ndo mostrou
alteracbes tdo importantes quanto as observadas com o dimero na
macroscopia em nenhum dos intervalos de desenvolvimento (6° e 10° dia de
incubacdo). No menor periodo, os embrides tratados com o mondémero
apresentaram um comprimento médio cabeca-cauda de 1,84cm e massa
corporal média de 0,406g (Tabela 1; Figura 13).

Apés 10 dias de incubacao, as medidas de comprimento cabeca-cauda
mantiveram a mesma relacdo percentual, 3,65 cm para o grupo controle e
3,40 cm para o grupo tratado com a fracdo monomérica, A massa corporal
meédia do grupo controle aos 10 dias de incubacao foi de 1,660g e a do grupo
exposto ao mondémero, de 1,963g. Os registros dos resultados da exposicao ao
mondmero com o controle correspondente estdo apresentados na Tabela 2 e

na Figura 14.
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Tabela 1. Tamanhos e pesos dos embrides analisados apds 6 dias de

incubacéo
Controle Mondmero Dimero
Comprimento Comprimento Comprimento
cabecga-cauda | Peso (g) | cabeca-cauda | Peso (g) | cabeca-cauda | Peso ()
(cm) (cm) (cm)
2,09 0,470 1,94 0,488 2,53 0,493
1,99 0,481 2,11 0,537 2,13 0,287
2,06 0,530 1,83 0,413 2,14 0,530
2,15 0,511 2,06 0,525 * *
2,15 0,502 1,95 0,402 * *
1,66 0,244 1,12 0,074
1,80 0,388
1,77 0,163
1,70 0,140
1,64 0,113
Média 1,90 0,364 1,84 0,406 2,27 0,436
Eaej;’é% 0,207 0,184 0,364 0,172 0,228 0,131

O sinal (*) representa 0os embrides

informacdes

aderidos a casca dos quais ndo foi possivel obter

Tabela 2. Tamanhos e pesos dos embribes analisados apdés 10 dias de

incubacéao
Controle Mondmero
Comprimento Comprimento

cabeca-cauda (cm) Peso (9) cabeca-cauda (cm) Peso (g)

3,70 1,790 3,50 1,730

3,60 1,530 3,50 2,200

3,20 1,960

Média 3,65 1,660 3,40 1,963

Desvio 0,071 0,184 0,173 0,235
Padréo
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Figura 12. Aspecto macroscopico da membrana corioalantdide (CAM) in vivo apds tratamento
com B,GPI, no 6° dia de incubacéo, 2° dia apés a exposicdo. A imagem superior esquerda
representa o aspecto macroscépico do ovo controle e a imagem superior direita, representa o
aspecto do ovo tratado com monémero. As imagens inferiores representam as diferencas do
aspecto macroscoépico dos ovos tratados com a fragdo dimérica da proteina, quando os vasos
regridem e resta apenas uma massa amorfa correspondente ao embrido e quando o embrido
se desenvolve, mas tem sua viabilidade interrompida e a sua CAM regride.
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Figura 13. Aspecto macroscopico dos embrides apds tratamento com B,GPI, no 6° dia de
incubacdo, 2° dia apés a exposicao. A imagem superior esquerda representa 0 aspecto
macroscopico do embrido controle e a imagem superior direita, representa o aspecto do
embrido tratado com a fracdo monomérica da proteina. As imagens inferiores representam as
diferencas do aspecto macroscépico dos embrifes tratados com a fragdo dimérica da proteina,
quando os vasos regridem e resta apenas uma massa amorfa correspondente ao embrido e
quando o embrido se desenvolve, mas tem sua viabilidade interrompida e a sua CAM regride,
restando apenas a membrana do saco vitelino.
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Figura 14. Aspecto macroscopico da membrana corioalantdide (CAM) in vivo e dos embrides
apos tratamento com mondémero de B,GPI, no 10° dia de incubacao, 6° dia apds a exposi¢édo. A
imagem superior representa o aspecto macroscopico das membranas ainda dentro do ovo. A
imagem inferior representam o0s aspectos macroscopicos dos embrides no 10° dia de
incubacdo, o embrido controle e o tratado com a fragdo monomérica da proteina,
respectivamente.

Ao exame em lupa estereoscopica da CAM, foram observados os
padrées das ramificacdes dos vasos dos ovos dos grupos e dos ovos expostos
a fracdo monomérica da proteina. As CAMs dos ovos controle apresentaram
vasos organizados em padrdo organizado em arvore (dendritica) de
ramificacdo com distribuicdo com ocorréncias predominantemente simétricas,
respeitando um padréao de hierarquia das ramificacdes vasculares sequenciais
em relacdo ao calibre dos vasos e a distancia entre as ramificagdes.
Apresentaram, tipicamente, entre trés e seis ramificacdes sequenciais entre 0s

vasos mais finos e os mais calibrosos da membrana (Figura 15).
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Figura 15. Imagens da membrana corioalontéica de ovos controles apés 10 dias de incubacao.
As imagens foram obtidas em Lupa estereoscopica Nikon SMZ1800, no aumento de 1x. E
possivel evidenciando o preenchimento dos capilares e a hierarquia da rede vascular normal.
Na CAM do embrido controle os vasos apresentaram tipicamente entre trés e seis ramificacdes
seqguenciais entre os vasos mais finos e os mais calibrosos observaveis na rede vascular da
CAM.

J4& a CAM dos embribes expostos ao mondmero evidenciou uma
diferenca quanto ao respeito de hierarquia dos vasos, ocorrendo grande
guantidade de vasos com segmentos longos sem nenhuma ramificagdo ou com
ramificagbes assimétricas, das quais se originavam algumas vezes vasos
paralelos. Foram observadas regibes com poucos brotamentos vasculares
terminais e presenca de anastomoses, ingurgitamento dos ramos mais
calibrosos e de percursos de percolacao, indicando alteracfes na pressao e no

preenchimento da rede capilar (Figura 16).
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Figura 16. Imagens da membrana corioalontéica de ovos tratados com a fragdo monomérica
da B,GPI ap6s 10 dias de incubacédo. As imagens foram obtidas em Lupa estereoscépica Nikon
SMZ1800, no aumento de 1x. Na CAM do embrido tratado com a fragdo monomérica da 3,GPI
foi possivel encontrar numero de ramificacdes sequenciais mais reduzidas do que nos ovos
controle, tipicamente entre duas e trés. As setas indicam exemplos de padrdes paralelos
presentes na estrutura da rede vascular

As imagens da CAM dos embrides de 6 dias, obtidas em escaner
ultrassensivel, revelaram que nesse periodo de incubagdo ja é possivel
encontrar alteragfes estruturais na rede vascular. A CAM do controle mostra-se
compativel com a estrutura de organizacao da rede vascular compativel com
este estagio de desenvolvimento e inicio da formacdo das estruturas

hierarquicas (Figura 17).
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Figura 17. Imagens da membrana corioalontdica de ovos controle ap6s 6 dias de incubacéo.
As imagens foram obtidas em escaner ultrassensivel ZooScan, com resolucdo de 1200dpi, em
escalas de cinza. E possivel observar a hierarquia da rede vascular normal. Na CAM do
embrido controle os vasos apresentaram tipicamente entre trés e seis ramificacdes sequenciais
entre os vasos mais finos e os mais calibrosos observaveis na rede vascular da CAM.

Na CAM dos embrides expostos ao mondémero da proteina (Figura 18), a
hierarquia dos vasos mostrou uma organizacdo mais pobre, quando
comparada ao grupo controle. Assim como no estagio de 10 dias, os vasos dos
ovos expostos ramificaram menos e ocorreu o fendbmeno dos vasos paralelos.
N&o foi possivel coletar amostras de CAM dos embrides tratados com a fracao
dimérica da proteina, pois elas involuiram ou nao resistiram a manipulacéo,

mesmo a mais delicada.
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Figura 18. Imagens da membrana corioalontdica de ovos tratados com a fragdo monomérica
da proteina apés 6 dias de incubacdo. As imagens foram obtidas em escéner ultrassensivel
ZooScan, com resolucdo de 1200dpi, em escalas de cinza. Na CAM do embrido tratado com a
fracdo monomeérica da 3,GPI foi possivel encontrar nimero de ramifica¢gdes sequenciais mais
reduzidas do que nos ovos controle, tipicamente entre duas e trés.
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4.4. Analise matemética da CAM através de descritor LBP

Os padrdes binéarios locais (LBP) foram utilizados como descritores de
textura com intuito de analisar as estruturas da microcirculacédo e identificar
padrées que permitissem classificar as imagens e discriminar entre 0s grupos
controle e amostra.

Exemplos do resultado destas analises feitas nas imagens da CAM do
grupo controle e do grupo tratado com a fracdo monomérica de B,GPI estédo
apresentados nas Figuras Figura 19 e Figura 20. E possivel perceber que com a
alteracdo dos raios utilizados para a definicdo da regido local analisada, os
vasos menores e a microcirculagdo ficam mais contrastados com o fundo,
porque aumentam as ocorréncias de padrdes ndo uniformes no fundo, em
relacdo as ocorréncias dos padrbes uniformes associados as paredes dos
vasos. Embora os histogramas resultantes em cada uma das imagens sejam
diferentes, sua forma e proporcfes entre as densidades dos padrbes binarios
analisados sdo relativamente semelhantes. Isso nos permite observar um
comportamento padrdo para as imagens da CAM nas diferentes analises e
também verificar a tendéncia de variacdo das densidades dos padrdes binarios
a medida que se analisam as texturas em regifes locais de tamanhos

diferentes.

N H||| il ||| il |||

Figura 19. Exemplo da andlise realizada em uma das imagens obtidas da CAM do grupo
controle apés 6 dias de incubagdo. A primeira imagem da linha superior representa a imagem
originas, e as demais imagens o resultado ap6s a submissdo ao método utilizando regifes
locais diferentes, r=1, r=2 e r=3, respectivamente. A linha inferior apresenta os histogramas
referentes a cada uma das imagens resultantes




39

N Dlll M “l .nHll

Figura 20. Exemplo da analise realizada em uma das imagens obtidas da CAM do grupo
submetido ao monémero de B,GPI apds 6 dias de incubagéo. A primeira imagem da linha
superior representa a imagem originas, e as demais imagens o resultado apés a submissdo ao
método utilizando regides locais diferentes, r=1, r=2 e r=3, respectivamente. A linha inferior
apresenta os histogramas referentes a cada uma das imagens resultantes

As imagens quantitativas resultantes permitiram também investigar
caracteristicas das imagens relacionadas a estrutura da rede vascular presente
nas amostras com diferentes instrumentos de captura. As frequéncias de
distribuicdo dos padrBes binarios nas imagens de lupa e de escaner obtidas de
uma mesma membrana mostraram-se bastante semelhantes, e também foram
bastante semelhantes num conjunto de imagens analisadas de campos
diferentes em uma mesma membrana. Este tipo de andlise é capaz de
discriminar entre texturas devidas a informacdo de interesse e texturas
capturadas e registradas nas imagens como ruidos de fundo. Assim, em todo o
conjunto de imagens, definiram-se as estruturas vasculares de interesse,
caracteristicamente, pelo mesmo conjunto de padrbes uniformes
predominantes, com alguma variacdo na proporcao relativa entre os diferentes
padrdes.

Em cada grupo (controle ou amostra), as membranas de diferentes
individuos também mostraram um padrdo relativamente homogéneo para o
perfil de frequéncias dos LBPs uniformes nas suas respectivas imagens com
uma disperséo intragrupo menor para as amostras de individuos controles para
todos os LBPs. Diferentes tempos de incubagdo e diferentes tratamentos
resultaram em diferencas intergrupos maiores na distribuicdo dos perfis
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individuais dos LBPs do que as observadas intragrupos, tanto para o0s
individuos do grupo controle quanto para os individuos do grupo tratado com a
proteina, resultando, em varios casos, uma mudanca qualitativa no perfil de
distribuicdes. Esses efeitos foram mais pronunciados nas amostras de 6 dias
de incubacao do que nas amostras de 10 dias de incubacao.

Uma sintese dos resultados obtidos esta mostrada nos graficos da
Figura 21. Box Plot da analise das imagens das texturas da CAM nos ensaios de 6 dias, para
r=1. Aos 6 dias de incubacdo, os grupos mostraram padrdes associados as
paredes dos vasos mais densos nos controles do que nas amostras, enquanto
gue as imagens de texturas do fundo e da microcirculacdo foram mais densos
nas amostras do que nos controles.

Nas imagens de 10 dias (Figura 22), a variacdo dos dados do grupo
tratado com o mondémero permaneceu maior que a do grupo controle, ambos
apresentaram distribuicdo assimétrica. No entanto, o grupo controle apresentou
mais ocorréncias em que a média e a mediana eram préximas ou coincidentes.
A maior variacdo do padréo de texturas da CAM parece estar associada a uma
rede mais ramificada no grupo controle e com uma maior densidade de
pequenos vasos, enquanto o grupo tratado mostrou vasos maiores mais
preenchidos e uma rede capilar menos densa, mais interconectada por
anastomoses e com mais terminais abertos de aspecto sincicial, ou seja, a
metodologia de andlise foi capaz de evidenciar diferencas que podem ser
correlacionadas com a estrutura da rede vascular da CAM, relativas a efeitos
sobre o desenvolvimento e funcionalidade dos percursos de percolagao.
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Figura 21. Box Plot da analise das imagens das texturas da CAM nos ensaios de 6 dias, para r=1
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Figura 22. Box Plot da andalise das imagens das texturas da CAM nos ensaios de 10 dias, para r=1
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5.  DISCUSSAO

A acdo sobre a angiogénese € apenas uma parte das funcdes
fisioloégicas descritas para a B,GPI e a multiplicidade de seus efeitos reitera as
vias de sinalizacao intracelular como provaveis alvos bioquimicos para sua
funcdo. Diversos autores relataram o efeito da proteina sobre a angiogénese,
tanto in vitro quanto in vivo (Rakic et al., 2003; Beecken et al., 2006; Sakai et
al., 2007; Nakagawa et al., 2009; Passam et al., 2010b; Machado et al., 2013;
Chiu et al., 2016). A abordagem utilizada neste trabalho ndo permitiu atribuir
uma via alvo especifico para os efeitos anti-angiogénicos da proteina.
Entretanto, foi possivel verificar uma compatibilidade entre os efeitos da ,GPI
observados in vitro e in vivo com as outras observacoes relatadas na literatura,
e basear nisso a proposta de a clivagem e a dimerizacdo da proteina em
situacbes de ativacdo inflamatoria desempenhe um efeito regulador do
crescimento e da maturacao vascular dependente de endotélio.

Os efeitos da B,GPI sobre a proliferacdo e diferenciacao celular in vitro
levaram a modificacdo na composicado da populacao celular em seus fenotipos
de diferenciacao envolvidos na formacao e estabilizacdo de brotos vasculares e
foram dependentes da subfracdo inoculada. Analogamente, no modelo da
CAM, observaram-se anomalias estruturais da rede vascular relacionadas a
perdas de complexidade e simetria ou até mesmo a auséncia de ramos
vasculares decorrente de provavel interrupcdo do desenvolvimento ou inducéo
precoce de regressao vascular.

Os efeitos das subfracdes de purificacdo da B.GPI, observados in vitro e
in vivo confirmam sua acao sobre a angiogénese e também a possibilidade de
uma regulacdo dessa acdo em situacles inflamatorias, como previamente
descrito (Gomes et al., 2002). Os efeitos diferenciais das duas subfractes
sobre o endotélio vascular sugerem que a sinalizacéo intracelular ocorre como
parte da fisiopatologia do desenvolvimento da rede vascular embrionaria. Este
resultado implica a inativagdo ou a clivagem induzidas por inflamacdo ou
autoimunidade como possiveis mediadores de alteracbes do desenvolvimento

embrionario, além das acdes ja bem descritas sobre a coagulagao e fibrindlise.
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A comparacdo entre os parametros quantitativos da anélise da
morfologia indica que é possivel, como ocorreu com as culturas celulares, que
os efeitos diretos da B,GPI sobre a angiogénese sejam dependentes da
ocorréncia de clivagem e dimerizacdo e que sejam autolimitados e reversiveis.
Serdo necessarios novos estudos para comprovar esta hipétese, com um
desenho experimental que permita a observacdo do efeito em condi¢gbes de
preservacao da viabilidade do embrido.

Embora os resultados desse trabalho sejam pioneiros na descricdo dos
efeitos das subfragcdes da proteina, os efeitos de [B.,GPl sobre as vias
bioquimicas de sinalizacdo da Akt e das MAPKs, mais especificamente da
familia ERK 1/2, JNK e p38 ja foram relatados na literatura. Estas vias séo
importantes no processo de angiogénese e relevantes para a fisiologia e o
desenvolvimento do sistema cardiovascular (Feuerstein e Young, 2000; Regan
et al, 2002; Yang et al., 2000; Bi et al., 1999).

A acdo da B.GPI sobre a fosforilacdo das MAPK foi observada por
Beecken et al. (2010) em ensaios in vitro de angiogénese. As formas nativa e
clivada da proteina mostraram efeitos inibitérios sobre o crescimento e a
proliferacdo de HUVECSs, sendo a forma clivada mais ativa. A forma clivada da
proteina também inibiu a formacédo de tubos, reduziu a proliferacédo celular e
modificou a regulacdo do ciclo celular; com alteragdes na fosforilacdo de
ERK1/2, JNK e p38 e expressdo de proteinas efetoras e controladoras do ciclo
celular em células EOMA. Os efeitos da forma clivada mostraram-se
dependentes de anexina Il (anx-2), sugerida como um ligante funcional de
B.GPI a superficie da célula endotelial (Beecken et al., 2010). Além disto, Chiu
et al. (2016) também apresentou dados que demonstram que, quando induzida
por VEGF, a [B,GPI inibe a angiogénese de células endoteliais aodrticas
humanas (HAECs) através da supressao da fosforilagdo de ERK 1/2, Akt e
eNOS.

As anexinas estao bastante envolvidas em processos fisiolégicos, como
a regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular, apoptose, fusdo de
membrana, exocitose, bem como eventos de sinalizacdo celular e processos

anti-inflamatérios. Dentro desta grande familia, a anx-2 é descrita por modular
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0 processo de angiogénese e atuar como inibidor de fibrindlise (Hayes e Moss,
2004).

A anx-2 esta associada a microparticulas endoteliais, que s&o
marcadores de disfuncdo endotelial, participam da leséo vascular, no processo
de aterogénese, desenvolvimento de rigidez arterial e comprometimento da
angiogénese (VanWijk et al., 2003; Banfi et al., 2005; Mezentsev et al., 2005;
Chironi et al., 2009).

Existem estudos que demonstram que alteracdes na expressao de anx-2
podem estar relacionadas com as interagfes célula-célula prejudicadas em
ensaios in vitro, por falta de adeséo celular e alteracdes da via de sinalizacao
Akt (Su et al., 2010; Di Marco et al., 2013). Além disto, quando se trata de sua
relacdo com o processo de angiogénese, quando agentes se ligam a anx-2 na
superficie da célula ocorre a inducado da apoptose nas células endoteliais e a
regressdo da angiogénese (Sharma et al., 2007; Lima e Silva et al., 2010).
Também ha relatos de alteracdes no desenvolvimento de animais deficientes
de anx-2, sendo menores e com ramificacbes dos vasos menos desenvolvidas
(Ling et al., 2004). Bem como, alteragbes sobre anx-2 levam a mudangas na
sinalizacdo da via Akt (Su et al., 2010; Peng et al., 2011).

O aumento e a diminuicdo da ativagcdo da via PI3K/Akt provocam
defeitos vasculares e angiogénese disfuncional com as mesmas caracteristicas
observadas em nossos ensaios. Segundo a literatura, a inibicdo da via
PI3K/Akt resulta em reducédo da capilarizacéo e arteriogénese, com reducéo na
fosforilacdo de eNOS, na proliferacédo das células endoteliais e na producéo de
NO (Madeddu et al., 2008). A supressdo completa da funcdo da Akt produz
vasos mal formados e prejudica o recrutamento de progenitoras em resposta a
VEGF em animais knockout (Chen et al., 2005). A Akt esta descrita como um
elemento importante na reparacdo vascular e cardiaca pos-isquemica (Abid et
al., 2004; Ackah et al., 2005; Ceci et al., 2007; Mukai et al., 2006; Ouchi et al.,
2008; Schiekofer et al., 2008), porém sua sobre-expressao produz
remodelagdo vascular anormal e defeitos vasculares fatais em ratos (Chen et
al., 2005; Phung et al., 2006).

Um novo alvo considerado a partir dos ensaios in vitro, a via Notch

determina a formag&o de vasos funcionais durante a angiogénese embrionaria
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e em diversos modelos de angiogénese tumoral. Entre as moléculas de
sinalizacdo transmembrana que participam desta sinalizagdo, a expressao de
DIll4 é precoce durante a vasculogénese, DIl4 é o primeiro ligante Notch
expresso no endotélio arterial (Chong et al., 2011) e a sua expressdo €
induzida por VEGF (Lawson et al., 2001). A perda de um alelo de DIl4 produz
defeitos de especificacdo artério-venosa e letalidade embriondria em ratos
(Duarte et al., 2004; Gale et al., 2004; Krebs et al., 2004). A sinalizacao Notch &
ativada por VEGF, MAPKs e fatores de transcricdo ETS, e regula a expressao
de DIl4 e Notch4 em um ciclo de feedback positivo para determinar a
especificacao arterial (Caolo et al., 2010; Wythe et al., 2013).

A inibicdo de DIl4 estimula a angiogénese durante a vascularizacdo
tumoral, aumenta os brotamentos e a ramificacdo. No entanto, este aumento é
improdutivo e leva a queda na perfusdo, aumentando a hipoxia, havendo assim
uma rede vascular ndo funcional, incapaz de manter o crescimento tumoral.
Esta inibicdo do crescimento de tumores por bloqueio de DIl4 é vista em
diversos modelos de tumor (Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006;
Scehnet et al., 2007).

Desta maneira, ressaltamos a correspondéncia entre os efeitos da B,GPI
observados in vitro, sobre o desenvolvimento de células endoteliais em culturas
2D (Machado et al., 2013) e 3D e as alteracbes no desenvolvimento
embrionario e formacdo da rede vascular in vivo induzidas na presenca da
B.GPI, compativeis com inibicao na sinalizacdo Akt e Notch.

Por outro lado, na célula endotelial, o principal receptor relacionado a
angiogénese nao parece ser um ligante de B.GPl. Em 2008, Yu e
colaboradores, encontraram que a B,GPI nédo se liga a molécula de VEGF ou
de bFGF, mas reduz a expressdo de VEGF-R2 e inibe, de forma dose-
dependente, a formacao de tubos sobre Matrigel e a proliferacdo de HUVECs
induzida por VEGF ou bFGF em culturas 2D. O receptor VEGF-R1 nao foi
inibido, segundo os mesmos autores. Neste estudo, a forma clivada da proteina
inibiu a fosforilagdo de Akt e ERK1/2. Mais recentemente, estes resultados
foram confirmados em um modelo de células HAECs, nas quais a B.GPI

regulou o crescimento e a migracdo direcional das células endoteliais apés a
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indug&do com VEGEF e inibiu a fosforilagdo de VEGF-R2, ERK1/2 e Akt (Chiu et
al., 2013).

E através do receptor VEGF-R2 que o VEGF-A ativa enzimas de
sinalizacao, incluindo MAPK, Akt, PKC e eNOS (Bekhite et al., 2011; Tong et
al., 2014; Kim et al., 2015). Patenaude et al. (2014) demonstrou ainda que h&
uma relacdo de dependéncia de VEGF-R2 pela sinalizacdo Notch para a
inducdo da producdo de NO. Pois, quando ocorre a inibicdo de Notch, em
células endoteliais, ha uma reducdo da producdo de NO e da atividade de
eNOS.

Resultados anteriores do nosso grupo (GOMES et al., 2002) mostraram
que o efeito indireto da B,GPI sobre a angiogénese pode ser adicionalmente
modulado pela modificacdo da proteina in vivo. Este efeito indireto interfere
potencialmente com a organizacdo temporal dos eventos de crescimento e
migracao celular e com a proporcao das fracdes de proliferacdo e diferenciacao
das células endoteliais. Estima-se que as células endoteliais em cultura sejam
capazes de clivar monémeros de B,GPI e promover a sua dimerizacao.

Relacionando-se a atividade da [(,GPI apenas com a clivagem e
dimerizacdo seria de se esperar que, nas células endoteliais expostas
independentemente as subfracdes da proteina, os efeitos fossem equivalentes
ou proporcionais, ou que apenas a forma dimérica mostrasse alguma atividade.
Entretanto, os efeitos das duas subfracdes sobre as culturas apresentaram-se
qualitativamente diferentes. Em nossos testes in vitro, a fracdo de purificacéo
rica em mondmeros de B,GPI interferiu pouco com a proliferacdo de HUVECs e
funcionou principalmente como um fator de diferenciacdo, enquanto a fracédo
com predominio de dimeros modulou negativamente a proliferacdo e a
diferenciacdo. Os efeitos foram dependentes de densidade de plaqueamento e
foram mais evidentes nas primeiras 24h, continuaram presentes apos 48h e
depois as culturas convergiram para um mesmo aspecto, sugerindo que a
determinacdo de efeitos pode preceder a dimerizacdo, que exista alguma
hierarquia entre os sinais de mondmero e dimero, ou que a atividade da
proteina em cultura seja perdida por modificacdes subsequentes ou sequestro

por outros substratos.
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A exposicao a fragdo de mondmeros [3,GPI induziu a diferenciacao celular e
a formacao de tubos de maneira mais exuberante nas culturas confluentes do que
nas culturas com baixa densidade de plaqueamento. A fracdo contendo dimeros
inibiu a diferenciacao e a formacgéo de tubos nas culturas confluentes. A proliferacao
foi limitada nas primeiras 48h por ambas as fra¢des, porém nas culturas com baixa
densidade de plagueamento o dimero mostrou efeito mais intenso do que o
mondmero.

O mondmero de B,GPI é a fracdo que predomina fisiologicamente in vivo,
porém a proteina encontra-se, nos fluidos biolégicos, principalmente associada a
superficies negativas, em estruturas de agregacao reversiveis, em equilibrio com
formas monoméricas solUveis ou formando dimeros (Brington e Chesterman, 1994;
Goldsmith et al., 1994; Sanguera et al., 1997b; Averna et al., 2004). A afinidade da
B2GPI por substratos € modificada pela alteracdo conformacional resultante da
dimerizacdo. A formacdo do dimero, que inibe a proliferacdo e a diferenciacéo
endotelial, é favorecida pela ligacdo de auto-anticorpos antifosfolipidio a proteina
associada a superficies negativas ou pela clivagem. A clivagem ocorre
enzimaticamente pela acdo da plasmina apés a perda da integridade vascular e em
eventos de trombose ou pela elastase durante a inflamacéo (Stella, 2009). Vérios
mecanismos cooperam para a capilarizacdo necessaria para o reparo tecidual. Os
principais mecanismos de diferenciacdo terminal descritos sdo associados a via
Notch de sinalizagdo bioguimica.

Diferente das vias das MAPK, que integram diferentes estimulos para um
conjunto comum de sinalizadores citoplasmaticos, a via Notch constitui um
mecanismo intracelular dependente de moléculas transmembrana, que transduzem
sinais iniciados ou amplificados pelo contato célula-célula. Esta via € a responsavel
pelo estabelecimento de diferentes fenétipos de crescimento, diferenciacdo e
especificacdo da funcdo das células endoteliais, para a formacdo de brotos
vasculares pérvios e funcionais (Phng e Gerhardt, 2009).

Considerando a literatura, a acéo diferencial de monémeros e dimeros de
B-GPI sobre as vias de sinalizacdo da Akt e do Notch pode explicar os efeitos

dependentes de confluéncia das culturas celulares observados com as diferentes
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subfracdes da B.GPI sobre a proliferacéo e diferenciacéo de células endoteliais in
vitro.

O efeito dos monémeros e dimeros de B.GPI sobre o desenvolvimento
dos embrides in vivo pode ser atribuido aos mesmos alvos bioquimicos nas
vias de sinalizagdo. Estas vias, quando alteradas, resultam em
comprometimento da vasculogénese e angiogénese e também em
anormalidade do desenvolvimento embrionario, inclusive com a ocorréncia de
letalidade precoce.

Nos embrifes expostos a fracdo dimérica da proteina, a estrutura da
CAM foi bastante ou totalmente alterada, observou-se o efeito de letalidade ao
embrido e a inducéo de alteracdes morfoldégicas macroscopicas.

A anx-2, um potencial ligante da B.GPI, também ja foi associada ao
endotélio da CAM. A anx-2 aparece como um marcador do endotélio capilar da
camada coribnica durante todo o0 desenvolvimento embrionario.
Especificamente no periodo estudado do desenvolvimento da CAM (E8-E12) a
expressdo da anx-2 foi demonstrada nos capilares da camada epitelial
coribnica e em células basais da camada epitelial alantoide (Matschke et al.,
2006). As alteracdes estruturais observadas na CAM das amostras tratadas
com o monémero da proteina sdo compativeis com alteracdes de vias de
regulacdo de angiogénese como a Akt. As alterac6es morfoldgicas encontradas
sdo semelhantes a de outras moléculas inibidoras de angiogénese testadas em
outros estudos (Melkonian et al., 2002; Ejaz et al., 2006; Gatne et al., 2016).

As amostras de membrana mostraram efeitos sobre o desenvolvimento
da rede ja no 6° dia de incubacao, compativeis com efeitos sobre a proliferacao
e maturacdo das estruturas. Segundo a literatura, o desenvolvimento da CAM é
marcado por diferentes fases. O periodo entre o 5° e o 7° dias do
desenvolvimento € onde ocorre 0 maior crescimento de novos vasos na CAM,
depois disso, do 8° ao 12° dia predomina a maturacdo do processo de
angiogénese. Na fase seguinte, que se inicia entre o 13° e 14° dia a rede
vascular se expande, mas sem aumento da complexidade (Schlatter et al.,
1997). A fase correspondente ao 18° ao 21° dia é a fase de regresséo, onde a
maioria dos componentes esta degenerando-se; contudo, tal processo é bem

regulado e a transicdo entre as fases € gradual, j& que a apoptose progressiva
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das células é visivel antes do 18° dia (Makanya et al., 2016). Os efeitos do
dimero de B,GPI também sdo compativeis com uma acdo sobre a via de
regulacdo relacionada a deplecao da anx-2, induzindo a degradacao prematura
dos vasos da CAM e inviabilizando a CAM no periodo em que a mesma estaria
se desenvolvendo.

A analise mateméatica realizada utilizando LBPs tornou-se uma
importante ferramenta para a analise quantitativa das estruturas da rede e deve
permitir o refinamento dos resultados. Analises posteriores, empregando e
morfologia matematica em imagens binarias da rede, foram propostas pelo
grupo para o estudo da hierarquia das ramificacdes (De La Cruz, 2015). A
grande qualidade da ferramenta aplicada neste grupo de amostras foi permitir
utilizar imagens de diferentes fontes de captura sem comprometer as
conclusbes da analise e fornecer informagdo quantitativa ja nesta etapa do
processamento.

Este tipo de analise também depende da qualidade da amostragem do
material biol6gico, uma vez que o sistema de LBP € extremamente sensivel ao
tipo de ruido que afeta o contraste da imagem (Liu et al., 2012). Mesmo assim,
€ mais adequada do que os métodos anteriormente empregados e permitiu
ampliar o estudo para amostras cujos vasos sdo frageis, uma vez que ao
avaliar o contraste entre o pixel central e sua vizinhanca, pode-se obter grande
contraste entre estes pixels, mesmo que tal flutuacdo seja minima. O efeito de
aumentar o raio da regido analisada permitiu observar melhor alguns detalhes
da microcirculagéo.

A investigacdo dos efeitos sobre a estabilizacdo da rede capilar foi
conduzida em detalhes a partir da aplicacdo dessa ferramenta que permitiu
estudar a estrutura da rede em condicdes em que 0S vasos apresentavam
defeitos e vazamentos, prejudicando o contraste na imagem capturada.

A hipo6tese de que as vias da Akt e da Notch sejam alvos funcionais da
B.GPI também no modelo da CAM requer mais estudos para confirmacédo. As
evidéncias observadas sdo compativeis com efeitos de interferéncia sobre o
desenvolvimento da rede vascular ja descritos para ambas as vias. A CAM do
grupo controle mostrou uma rede mais ramificada e uma maior densidade de

pequenos vasos que se originam de um desenvolvimento mais coordenado
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desde a etapa de expansdo da microcirculacdo, enquanto o grupo tratado
mostrou vasos maiores mais preenchidos, uma rede capilar menos densa, mais
interconectada por anastomoses e, com mais terminais capilares abertos
(leaky), originados de uma rede com atraso na formacdo de estruturas
hierdrquicas tipicas na etapa de expansdo. O aspecto de abertura dos
capilares pode ser determinado pela inibicdo da via da anexina 2/Akt e pela
nao estabilizacdo das paredes dos brotos vasculares, dependente de Notch. O
efeito diferencial do monémero e do dimero de B,GPI indica que a inducdo do
efeito do mondmero e a sua inativacdo ocorrem antes da clivagem e
dimerizacdo da proteina, no ambiente do modelo, ou que ela ocorre em
pequena extensdo. Sugerem também que a dimerizacdo ndo € revertida in
vivo, nas condicfes empregadas para o ensaio. Este resultado morfologico foi
confirmado pelos efeitos macroscopicos observados nos embrides e pelas
diferencas de viabilidade entre as duas subfracfes, o dimero apresentando-se
muito mais letal. A comparacédo dos efeitos obtidos nas culturas celulares e no
modelo da CAM demonstraram, em escalas diferentes, que o efeito do
mondmero pode ser autolimitado e que a clivagem e a dimerizagdo ampliam o

efeito antiangiogénico da proteina.
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6. CONCLUSAO

In vitro, o monbmero de B,GPI n&o interfere diretamente com a
proliferacdo de HUVECs, mas funciona como um fator de diferenciagéo,
induzindo a formacdo de um fendtipo alongado, com prolongamentos e
estruturas de interacdo célula-célula. O efeito do monémero de B,GPI sobre a
diferenciacdo das HUVECs é dependente da densidade de plagueamento. O
dimero de B,GPI modula negativamente a proliferacdo e a diferenciacdo de
HUVECs. O efeito de uma exposi¢ao unica as subfragdes da B,GPI in vitro €
transitorio e reversivel. Os efeitos observados sdo compativeis com dados da
literatura, que descrevem a inibicdo da via de sinalizacdo Anexina 2/Akt pela
B-GPIl. O monémero de B,GPI modifica a determinacgéo fenotipica associada a
formacgao de células “tip” e “stalk” nas culturas de células endoteliais, sugerindo
gue a via Notch de sinalizacéo possa ser alvo da p.GPI.

In vivo, o dimero de B,GPIl impede a angiogénese e induz a morte
embrionéria em 48h apds a exposicao no 4° dia de incubacdo. O monbémero
permite o desenvolvimento do embrido até o 10° dia, mas induz altera¢cdes no
desenvolvimento dos vasos da membrana corioalantéide. Os efeitos
observados no modelo também sdo compativeis com a inibicdo da sinalizacdo

pelas vias bioquimicas de Anexina 2/Akt e Notch.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo A -Imagens originais das culturas 3D
As imagens aqui apresentadas representam as imagens originais, sem

padronizacdo do fundo e tratamento em escalas de cinza, referentes as Figura 10 €
Figura 11 apresentadas no texto.

24 h 48 h 72 h 96 h

Mondémero Controle

Dimero

Figura 23. Imagem original - Efeito de B.GPI sobre o crescimento e a diferenciagdo de HUVECs em
cultura 3D em baixa confluéncia. Substrato: Matrigel®; inoculo inicial: 5x10° células/pogo; Meio: RPMI
sem suplementacgéo de SFB.
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Figura 24. Imagem original - Efeito de B.GPI sobre o crescimento e a diferenciagdo de HUVECs em
cultura 3D em semi confluéncia. Substrato: Matrigel®; in6culo inicial: 1x0° células/pogo; Meio: RPMI sem
suplementacgéo de SFB.
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8.2. Anexo B - Tabela de controle de umidade e temperatura
medido pelo modulo Arduino

Tabela 3. Exemplo de dados de controle de temperatura e umidade do interior
da chocadeira, no periodo de uma hora, obtidos durante o processo de
experimentacao

Hora Minuto Umidade (%) Temperatura (°C)
8 0 41,97 37,78
8 1 41,25 37,71
8 2 41,58 37,74
8 3 41,29 37,72
8 4 41,43 37,72
8 5 41,47 37,77
8 6 41,28 37,71
8 7 41,58 37,74
8 8 41,33 37,73
8 9 41,42 37,72
8 10 41,45 37,77
8 11 41,28 37,72
8 12 41,55 37,75
8 13 41,36 37,73
8 14 41,47 37,73
8 15 41,37 37,75
8 16 41,27 37,71
8 17 41,60 37,75
8 18 41,34 37,73
8 19 41,49 37,73
8 20 41,38 37,73
8 21 41,28 37,71
8 22 41,52 37,74
8 23 41,32 37,72
8 24 41,57 37,74
8 25 41,41 37,73
8 26 41,42 37,72
8 27 41,42 37,74
8 28 41,28 37,7
8 29 41,56 37,74
8 30 41,30 37,72
8 31 41,57 37,73
8 32 41,40 37,74
8 33 41,33 37,72
8 34 41,48 37,73
8 35 41,30 37,73




8 36 41,58 37,72
8 37 41,38 37,73
8 38 41,35 37,72
8 39 41,47 37,77
8 40 41,33 37,72
8 41 41,59 37,74
8 42 41,37 37,73
8 43 41,42 37,72
8 44 41,45 37,78
8 45 41,29 37,72
8 46 41,56 37,75
8 47 41,30 37,72
8 48 41,54 37,73
8 49 41,38 37,73
8 50 41,34 37,72
8 51 41,55 37,77
8 52 41,35 37,72
8 53 41,58 37,75
8 54 41,42 37,75
8 55 41,43 37,72
8 56 41,42 37,76
8 57 41,32 37,72
8 58 41,54 37,75
8 59 41,31 37,73
9 0 41,50 37,72
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8.3. Anexo C - Aprovacido no Comité de Etica em Pesquisa

:i_lﬁ ]-l-I I-I-I-:
MEDICINA
ST
CEUA-FMUSP

A CEUA do Comité de Etica em Pesquiza da  Faculdade de
Mediving da Universidads de 53o Paulo, em sescio de 10/12/2043, APROVOU o
Protocolo de Pesguisa no 52g/13 intitulado: “Estudo do Efeito da Betaz-
Glicoproteina I no desenvolvimento da rede vasmular de membrana
corioalantoica de embrides de galinha®, apresentado pelo Programa de
Fisiopatologia Experimental.

Cabe an pesquisador elaborar & apresentar a0 CEP-FMUSPE, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientfico de
Animais - Lei M0 11 704 -8 de oumbro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Durvanel Angnsto Maria
Pesquisador (a) Executante: Camila Machado

CEP-FMUSP. 10 de Dezembro de 2043,

Dr. Eduardo Pompen
{'qnm'denadur
Comissio de Etica no Tso de Animais

lll". {{.aq.l.l-li'-"".' -

Prof. Dr. Roger Chammas
Coordenador
Coordenadoria de Etica em Pesquisa

CEUA-AUSFP
=mal: CEua EEJJT
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

INSTITUTO BUTANTAN
Av. Dr. Vital Brazil, 1500, CEP 05503-900, Sdo Paulo, SP, Brazil
INSTITUTO Telefone: (55) (011) 2627-9585 - Fax: (55) (011) 2627-9505
BUTANTAN ceuaib@butantan.gov.br

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Estudo do efeito da beta2-Glicoproteina I no
desenvolvimento da rede vascular de membrana corioalantéica de embrides de galinha",
protocolo n° 1124/13, sob a responsabilidade de Durvanei Augusto Maria e Camila Machado
- que envolve a criagdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - estd de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6.899, de 15 de juiho de 2009 e
de normas complementares, bem como estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO
INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reuniao de 9/11/2013.

Vigéncia do Projeto: N° de animais/espécie
10/2013 - 10/2015
Laboratorio de Bioquimica e 63 ovos embrionados de galinha (M,F)
Biofisica

Sao Paulo, 9 de outubro de 2013




