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RESUMO 

Baldavira CM. Estudo do efeito da beta 2-glicoproteína I no desenvolvimento da 

rede vascular de membrana corioalantóica de embriões de galinha [Dissertação]. 

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

 

Angiogênese é a formação de novos capilares a partir de vasos pré-existentes, 

mediada por eventos de sinalização bioquímica que determinam proliferação, 

migração, diferenciação e morte celular e controlam crescimento e 

remodelação tecidual. A β2-glicoproteína I (β2GPI) é uma proteína plasmática 

com ação sobre a função vascular e a aterogênese. Monomêros de β2GPI 

apresentam efeito anti-inflamatório e anticoagulante; a clivagem enzimática 

favorece sua dimerização e induz o aparecimento de efeitos opostos. 

Resultados anteriores mostraram que monômeros e dímeros de β2GPI têm 

efeitos diferentes sobre a proliferação e a diferenciação de células endoteliais 

em culturas bidimensionais utilizadas como modelo de angiogênese. Os 

monômeros e dímeros de β2GPI foram obtidos por purificação fracionada e 

caracterizada por SDS-PAGE e ELISA, como descrito. Neste trabalho, foram 

utilizadas culturas tridimensionais de células humanas vasculares de cordão 

umbilical (HUVEC) sobre Matrigel foram utilizadas para identificar efeitos de 

monômeros e dímeros da β2GPI sobre a proliferação, migração e formação de 

estruturas de interação celular in vitro. O monômero de β2GPI atuou como um 

fator de diferenciação endotelial dependente da densidade de plaqueamento, 

induzindo nas culturas tridimensionais de HUVECs a formação de fenótipos 

alongados, prolongamentos e estruturas de interação célula-célula. A fração 

dimérica modulou negativamente a proliferação de HUVECs. A membrana 

corioalantóide (CAM) de embriões de galinha foi empregada para estudar 

efeitos da β2GPI sobre a angiogênese. In ovo, o dímero de β2GPI impediu a 

angiogênese e induziu a morte embrionária 48h após a exposição, enquanto o 

monômero permitiu o desenvolvimento do embrião até o 10º dia, apesar de 

induzir mudanças precoces no desenvolvimento dos vasos da membrana 

corioalantóide. As estruturas da microvasculatura foram analisadas através de 

uma abordagem morfológica quantitativa, baseada na classificação de padrões 

binários locais (LBP). Alvos moleculares de β2GPI relatados anteriormente 



 

foram considerados como fonte dos efeitos observados in vitro e in ovo. Os 

resultados obtidos suportam dados anteriores sobre a inibição da via de 

sinalização de anexina-2/Akt pela β2GPI. Adicionalmente, sugere-se a via de 

sinalização Notch como um alvo do efeito antiangiogênico de da β2GPI. 

 

Descritores: Beta 2-glicoproteína I, Membrana Corioalantóica, Inibidores de 

Angiogênese, Neovascularização Fisiológica, Células Endoteliais, Embrião de 

Galinha. 

  



 

ABSTRACT 

Baldavira CM. Studying the effect of beta 2-glycoprotein I on the development of the 

vascular network of chorioallantoic membrane of chicken embryos [dissertation]. 

São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 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. β2-glycoprotein I (β2GPI) 

is a plasma protein active on vascular function and atherogenesis. β2GPI monomers 

present anti-inflammatory and anticoagulant effects. Enzymatic cleavage favors 

β2GPI dimerization and induces the appearance of opposing effects. Previous 

results have shown that β2GPI monomers and dimers induce different effects upon 

the proliferation and differentiation of endothelial cells in two-dimensional cultures 

used as an angiogenesis model. β2GPI 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 β2GPI monomers and 

dimers upon proliferation, migration and in vitro formation of cellular interaction 

structures. The β2GPI 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 β2GPI upon angiogenesis. In ovo, the β2GPI 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 β2GPI 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 β2GPI. Additionally, the Notch signaling pathway is suggested as a target of the 

antiangiogenic effect of β2GPI. 

Descriptors: β2-glycoprotein I, Chorioallantoic Membrane, Angiogenesis 

Inhibitors, Neovascularization Physiologic, Endothelial Cells, Chick Embryo.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Células endoteliais 

As células endoteliais formam o endotélio vascular, que pode ser classificado 

como um tecido de revestimento pavimentoso simples, cujas células são 

geralmente achatadas e dispostas em monocamada, e que recobre a face interna 

dos vasos sanguíneos e o coração. 

O endotélio vascular, embora estruturalmente simples, é funcionalmente 

complexo, apresenta muitas propriedades sintéticas e metabólicas que regulam a 

homeostase, como a regulação da trombose e de trombólise, a adesão de 

plaquetas, a modulação do tônus vascular e o fluxo sanguíneo, a regulação de 

respostas imunes e inflamatórias, e a angiogênese. Alterações de estrutura e 

função endotelial podem resultar em estados patológicos (Sumpio et al., 2002; 

Bahia et al., 2004). 

As células endoteliais não apenas revestem os vasos, como mantém sua 

capacidade de divisão celular e movimento, sendo possível reparar e renovar o 

revestimento destes vasos em indivíduos adultos (Alberts et al., 2004). Além disso, 

estas células também podem formar novos vasos sanguíneos. 

 

1.1.1. Culturas celulares 

Os sistemas de cultura celular in vitro têm avançado rapidamente nas últimas 

décadas, sendo tais avanços associados aos métodos de cultura e suplementos 

utilizados. O uso de culturas tridimensionais (3D) representou um avanço 

significativo quanto aos ensaios atuais, visto que tal modelo apresenta 

características mais próximas às condições complexas (Vinci et al., 2012). 

 Enquanto o sistema bidimensional contribui para compreender a fisiologia 

celular e sobre como as células funcionam e respondem a estímulos, as culturas 3D 

permitem observar condições mais próximas às in vivo, com redução da janela 

entre a cultura celular e a fisiologia das células (Cukierman et al., 2001). 

 Algumas das áreas para as quais a aplicação de cultura 3D tem-se 

apresentado extremamente úteis incluem estudos de fármacos, ensaios de 

citotoxicidade, crescimento celular, apoptose, sobrevivência, expressão de genes e 

proteínas, diferenciação e alteração de desenvolvimento, bem como estudos sobre 

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

A angiogênese, ou neovascularização, é a formação de novos capilares a 

partir de vasos pré-existentes no organismo e, é essencial para vários processos 

fisiológicos e patológicos de crescimento (Hanahan e Folkman, 1996; Carmeliet e 

Jain, 2000; Carmeliet, 2005). Este processo é necessário para a sobrevivência de 

tumores e metástases, pois todo crescimento tecidual depende de um fornecimento 

sanguíneo 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 

interação adequada entre a migração das células endoteliais e a matriz extracelular 

circundante. 

Durante a neovascularização fisiológica os vasos recém-formados 

rapidamente amadurecem e tornam-se estáveis, cessando sua proliferação. 

Quando o crescimento dos vasos sanguíneos assume condições patológicas, há 

perda do equilíbrio entre reguladores positivos e negativos, fazendo com que o 

crescimento dos vasos não seja interrompido e estes permaneçam em constante 

reconstrução, gerando um sistema vascular aberrante (Bergers e Song, 2005). 

A hipóxia do tecido local é um fator chave para a angiogênese, pois ativa 

a produção celular local de fatores de crescimento pró-angiogênicos, tais como 

VEGF (do inglês, “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 angiogênese. O início 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 à rede vascular (Figura 1) (Blanco e Gerhardt, 2013). 
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Figura 1. Modelo esquemático da iniciação do broto vascular, ramificação e maturação do 
vaso. A angiogênese é ativada em resposta a hipóxia do tecido local. (A) O VEGF-A lançado 
pelo tecido hipóxico (re)ativa as células endoteliais quiescentes (EC). (B) O início do processo 
requer a degradação da matriz extracelular, (C) além da especificação de (re)ativação ECs em 
células “tip” e “stalk”. (D) ECs proliferam e invadem o tecido hipóxico coletivamente, enquanto 
permanecem ligadas à rede vascular inicial. No broto vascular nascente, as células “tip” 
caracterizadas por seu comportamento migratório e seu filopódia dinâmico 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 conexão 
entre diferentes brotos ocorre por meio de fusão das células “tip”; a formação do lúmen 
vascular inicia o fluxo sanguíneo, aumenta a oxigenação no tecido, e assim, reduz-se a 
liberação de fatores de crescimento endoteliais, reestabelecendo a quiescência. (F) A 
maturação e a estabilização do vaso prosseguem com o recrutamento de células suporte e a 
deposição de matriz extracelular. Fonte: Blanco e Gerhardt, 2013 - traduzido. 

  

Durante a formação do broto vascular, as células endoteliais individuais 

adotam fenótipos e funções especializadas para coordenar e integrar um 

comportamento coletivo de cooperatividade e interdependência, descrito na 

literatura como um “trabalho em equipe” (Phng e Gerhardt, 2009). As principais 

vias para a modulação destes fenótipos são a via de sinalização do VEGF e do 

Notch. 
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As células endoteliais que determinam a direção de crescimento dos 

brotos vasculares são chamadas células endoteliais “tip”. Elas caracterizam-se 

por sua posição terminal no broto, seus filopódios longos e dinâmicos (ricos em 

actina), e por seu comportamento migratório. Os filopódios são estruturas 

importantes para que a célula possa sondar a matriz extracelular permitindo 

uma resposta rápida às alterações do microambiente (Phng et al., 2009). 

Análogo 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” são necessárias para criar 

ligações entre brotos diferentes, gerando uma rede interligada e funcional 

(Isogai et al., 2003). 

Associadas às células “tip” na estrutura em formação, as células 

endoteliais “stalk” da extremidade do broto endotelial são altamente 

proliferativas e estabelecem junções aderentes e apertadas para garantir a 

estabilidade e formar o lúmen vascular nascente (Gerhardt et al., 2003; Dejana 

et al., 2009; Iruela-Arispe e Davis, 2009; Phng e Gerhardt, 2009). 

Além de diferenciarem-se quanto à morfologia, as células endoteliais 

exibem perfis distintos de expressão gênica. O perfil transcricional das células 

“tip” inclui genes que codificam receptores de superfície celular, fatores de 

crescimento, receptores de orientação 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 relações hierárquicas não simétricas entre as células endoteliais são 

dinâmicas e a diferenciação de células “tip” é reversível. Células “tip” e “stalk” 

competem continuamente para expressar o fenótipo “tip” e são controladas 

individualmente por níveis diferenciais de expressão de VEGF-R (Jakobsson et 

al., 2010). Caso uma célula “tip” migre erroneamente para uma região com 

níveis 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 fenótipo celular “tip” é definido pela sobrevivência e adaptação local e 

tem comportamento dominante sobre os demais, controlando o destino celular 

das células endoteliais adjacentes. 
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Existe ainda, um terceiro fenótipo de células endoteliais, as chamadas 

“phalanx” que, assim como as “stalk”, apresentam junções aderentes e 

compõem a camada celular intermediaria entre o vaso de origem e o broto 

vascular do novo vaso sanguíneo (De Bock et al., 2009). Estas células 

correspondem ao estado quiescente das células endoteliais e estão associadas 

a células de suporte (células de músculo liso vascular ou pericitos, dependendo 

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

 

1.3. Determinação bioquímica da angiogênese 

1.3.1. VEGF 

A via de sinalização do VEGF é essencial para a angiogênese tanto em 

condições fisiológicas quanto patológicas, pois controla vários aspectos do 

comportamento endotelial, tais como: diferenciação, migração, proliferação, 

sobrevivência e controle de permeabilidade (Ferrara et al., 2003). 

Em mamíferos, a família do VEGF compreende as glicoproteínas 

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 

três receptores de VEGF (-R1, -R2 e -R3). Tais receptores são expressos em 

diferentes células e tecidos, sendo –R1 e –R2 mais expressos em células 

mielóides e neurônios (Barleon et al., 1996; Bellon et al., 2010; Muramatsu et 

al., 2010). Em adultos, o –R3 limita-se ao endotélio linfático, contudo, as 

células ativadas do endotélio sanguíneo do embrião, no pós-parto e durante a 

angiogênese de tumores, expressam –R3 e são reguladas por sinalização 

através desse receptor (Tammela et al., 2008). 

O VEGF-A é o ligante mais predominantemente envolvido no processo 

angiogênico, sua expressão é induzida em condições hipóxicas, por citocinas, 

fatores de crescimento, hormônios, oncogenes e genes supressores de tumor 

(Dvorak, 2005), sendo o VEGF-R2 o principal receptor responsável por mediar 

os efeitos angiogênicos deste ligante (Takahashi e Shibuya, 2005; Olsson et 

al., 2006). A expressão relativa de –R2, crucial na diferenciação das células 

endoteliais, é maior em células “tip” do que nos outros fenótipos das células 

endoteliais (Gerhardt et al., 2003). Além disso, as células “tip” e seus filopódios 

expressam -R3 (Witmer et al., 2001; Siekmann e Lawson 2007; Tammela et al., 
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2008, Benedito et al., 2009; Tammela et al., 2011). A ativação do receptor -R3 

é feita pelo seu ligante VEGF-C e também é associada à sinalização pró-

angiogênica, como ativadora do –R2 (Benedito et al. 2009; Galvagni et al., 

2010; Zhang et al., 2010; Tammela et al., 2011).  

O receptor -R1 é 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 inibição competitiva da ligação 

de VEGF em –R2. Além disto, o splicing alternativo de -R1 produz uma 

isoforma solúvel deste receptor (sVEGF-R1) que sequestra o VEGF no meio 

extracelular e, consequentemente, compete com a sinalização de VEGF no 

endotélio (Tanaka et al., 1997). A ativação e a regulação de diferentes vias de 

sinalização controlam a migração, a sobrevivência, a proliferação e a formação 

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 sinalização de VEGF conduzem a 

morte do embrião de ratos, em consequência do desenvolvimento anormal da 

rede vascular, no período 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 há relatos de letalidade embrionária associada à 

supressão heterozigótica do VEGF-A no período E11 e E12 (Carmeliet et al., 

1996; Ferrara et al., 1996). Ainda, o VEGF-A e Delta-like 4 (Dll4) (via ligação 

Notch) são as únicas proteínas de ambas as vias para as quais um fenótipo 

heterozigoto causa letalidade do embrião, dado papel essencial e único destas 

proteínas durante o processo de angiogênese. 

 

1.3.2. Notch 

A via de sinalização Notch é uma via de sinalização altamente conservada 

entre diferentes espécies, que atua sobre o desenvolvimento de diferentes células 

em processos fisiológicos, dependente da comunicação direta entre estas células 

para regular a proliferação, sobrevivência, diferenciação e apoptose em diferentes 

tecidos (Bray, 2006; Rocha, 2009). 
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A família Notch é subdividida em quatro genes: Notch1, Notch2, Notch3 e 

Notch4, que são transcritos em proteínas que atuam como receptores 

transmembranas, com diferentes funções para cada um deles. Estes receptores são 

expressos em diferentes tipos de células e atuam na diferenciação, escolha e 

especificação de destino, e proliferação celular. A ativação destes receptores é 

normalmente induzida pela associação a ligantes expressos por células vizinhas, 

são 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 Notch1 é o mais amplamente estudado, cujo locus gênico está na 

região 9q34.3 e seu transcrito gera uma proteína de 2555 aminoácidos com mais de 

300kDa (Kovall, 2007; Kopan e Ilagan, 2009). Mesmo sendo traduzida em uma 

única cadeia peptídica, esta proteína Notch1 é clivada em seu sítio S1 antes de ser 

transportada para a membrana, assumindo caracter de receptor heterodimérico 

(Kopan e Ilagan, 2009).  

Estruturalmente, o receptor Notch pode ser dividido em 3 componentes: seu 

componente extracelular, responsável pela interação com os ligantes; o domínio 

transmembrana, responsável pela ativação do receptor; e o domínio de sinalização 

intracelular, que irá interagir com o material genético. A ligação entre o receptor 

Notch e o ligante ativa a via de sinalização Notch nesta célula e a supressão da 

atividade das células vizinhas por um mecanismo de inibição lateral (Garcia e 

Kandel, 2012). 

A porção extracelular do receptor Notch (NEC) é composta por uma série de 

domínios tipo fator de crescimento epidérmico (“EGF-Like”) que contêm diversos 

sítios de glicosilação e fucosilação, estes domínios EGF são responsáveis pelas 

interações com o ligante, seguido por três repetições LIN-12/NOTCH (LNR), que 

mantêm o receptor em conformação resistente a proteases na ausência de ligantes. 

A unidade transmembrana intracelular (NTM) permanece associada a NEC, em 

repouso, através do domínio de heterodimerização (HD). HD e LNR formam um 

bloqueio molecular importante para a prevenção da ativação espontânea do 

receptor Notch, na ausência da interação ligante-receptor. A porção intracelular 

(ICN) contém um domínio RAM associado ao CBF1 (do inglês, “c-promoter biding 

factor 1”; fator de transcrição CSL) importante para a ativação da via de sinalização, 

seguido por repetições do tipo ankyrin (ANK), o domínio de transativação (TAD), e o 
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domínio PEST [prolina (P), ácido glutâmico (E), serina (S) e treonina (T)] – que limita 

a intensidade e a duração da ativação de Notch (Figura 2) (Garcia e Kandel, 2012; 

Aste-Amézaga et al., 2010; Paganin e Ferrando, 2011). 

 

 

Figura 2. Organização estrutural dos domínios do receptor Notch1. A porção extracelular 
apresenta 36 repetições do tipo EGF e múltiplos sítios de glicosilação-fucosilação 
(representados na cor roxa); LNR: Repetições Notch-Lin12; TMD: domínio transmembrana; 
RAM: núcleo de associação a CBF1; ANK: repetições ankyrin; NSL: sítio de localização 
nuclear; e PEST: domínio rico em prolina/ácido glutâmico/serina/treonica; S1, S2 e S3 indicam 
os sítios de clivagem proteolíticas do receptor Notch1. Fonte: Yamashita, 2013. 

 

Os ligantes de Notch são denominados de proteínas DSL, são elas: Delta-

Like (Dll1, Dll3, Dll4) e Jagged (Jag1 e Jag2). Estes ligantes localizam-se na 

membrana plasmática das células e o contato célula-célula é importante para a 

ativação desta via de sinalização. Após interação com um ligante, o receptor Notch 

altera sua conformação estrutural, expondo o sitio de clivagem S2 na porção 

extracelular do receptor para clivagem proteolítica, via ação da metaloproteinase. A 

porção extracelular do receptor é então endocitada pela célula vizinha e direcionada 

para degradação proteica.  
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O receptor Notch sofre ainda uma segunda clivagem em seu sítio S3 na 

porção intracelular pelo complexo enzimático gama-secretase, que inclui as 

proteínas presinilin, niscatrin, Pen2 e APH1, liberando no citoplasma o domínio 

intracelular de Notch. No citoplasma, o domínio intracelular de Notch é translocado 

para o núcleo por meio da proteína adaptadora importina-α, e atua como fator de 

transcrição ligando-se ao seu co-ativador CSL (proteína RBP-Jk), ativando genes 

alvos, tal como HES1, HERP1 e HERP2, sendo que recentemente foram descritos 

sítios de ligação para CBF1 no promotor de CCND1 (Figura 3) (Iso et al., 2003; 

Stahl et al., 2006; Huenniger et al., 2010). 

 

 

Figura 3. Via de sinalização Notch1. O receptor Notch1 interage com o ligante DSL (Delta-Like 
ou Jagger) e é ativado, sofrendo mudança conformacional em Lin12/Notch (LNR) e dissociação 
das subunidades do domínio de heterodimerização (HD). Em seguida ocorre a clivagem do 
receptor pela metaloprotease no sítio de clivagem S2 e consecutivamente ocorre nova 
clivagem no sítio S3 pelo complexo gama-secretase. Estas clivagens liberam o domínio 
intracelular (ICN) de Notch que interage com a molécula de DNA por meio da formação de um 
heterodímero com a proteína RBP-Jk (CSL), ativando a transcrição dos genes alvo. Fonte: 
Organizada pelo autor 
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1.3.2.1. Inibição lateral 

O mecanismo de inibição lateral é o mais conhecido mecanismo de ação 

do Notch, pois parece ocorrer em diversos contextos celulares. No entanto, 

para que esta ação ocorra é necessário o contato célula-célula. Na célula em 

que há estimulo Notch, a via de sinalização funciona de modo inibitório: a 

produção de ligante é reduzida, e a do receptor, aumentada. Desta forma, 

implicam-se fenômenos de diferenciação distintos para células vizinhas (Kimble 

e Simpson, 1997). 

O mecanismo de inibição lateral ocorre durante a diferenciação de 

células endoteliais para a formação de novos vasos. A diferenciação de células 

“tip” em uma população de células endoteliais quiescentes é bem regulada, 

uma vez que o excesso de células “tip” resulta em uma rede vascular 

hiperdensa que pode não ser funcional. Através desse mecanismo, as células 

“tip” regulam negativamente o fenótipo “tip” nas células adjacentes e o fenótipo 

proliferativo “stalk” se mantém (Siemerink et al., 2013). Esta sinalização é 

produzida pelo balanço entre as vias de sinalização VEGF/Notch. 

Os níveis de expressão de VEGF-R2 e alguns outros receptores 

determinam se uma célula endotelial irá adquirir o fenótipo “tip” ou não. Para as 

células que foram induzidas ao fenótipo “tip” a sinalização de VEGF-R2 induz a 

expressão de Dll4 que é então transportado à membrana celular e liga-se ao 

receptor Notch da célula vizinha (Figura 4). Quando associado ao Dll4, o 

receptor Notch é clivado e dá origem ao domínio ICN, que atuará como 

regulador de transcrição e reduzirá a expressão de VEGF-R2, -R3, e 

neuropilina-1 (NRP-1) na célula adjacente que adota o fenótipo “stalk”, induz a 

transcrição de VEGF-R1 e de sua variante de splicing sVEGF-R1, solúvel 

(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 níveis locais 

(Harrington et al., 2008), consequentemente, reduzindo a sinalização 

VEGF/VEGF-R2 nas células “stalk” consolidando, assim, este fenótipo. 
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Figura 4. Representação esquemática da via de sinalização de VEGF-Dll4-Notch durante a 
angiogênese. 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 vários 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 
atração de células “tip”. Após a ativação, as células “tip” expressam Dll4, que se liga a 
receptores Notch nas células “stalk” adjacentes. Em células “stalk”, o receptor Notch é clivado 
por gama-secretase, libertando o domínio intracelular de Notch (NICD), que reduz a expressão 
de VEGF-R2 e VEGF-R3, e aumentando a expressão VEGF-R1. sVEGF-R1 é liberado pelas 
células “stalk” e se liga às moléculas de VEGF para bloquear a sinalização VEGF local. 
Jagged1 é expressa pelas células “stalk” e regula negativamente a atividade Notch em células 
“tip”. Fonte: Siemerink et al., 2012. 

 

1.3.3. Akt 

A proteína quinase B (PKB), também conhecida por Akt, é uma 

serina/treonina-quinase, que desempenha um importante papel sobre a 

proliferação e a sobrevivência celular de diferentes tipos celulares. No entanto, 

esta quinase encontra-se inativa em células em repouso. A Akt é ativada por 

vários estímulos como hormônios, fatores de crescimento e componentes da 

matriz extracelular (Nicholson et al., 2002). A cascata de sinalização inicia-se 

com a ativação da Akt por fosfoinositol-3-quinase (PI3K), que sofre 

autofosforilação após ligação com fatores de crescimento (Orcy et al., 2008). 
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A via de sinalização da Akt é regulada por múltiplos mecanismos, e 

muitas vezes envolve interações cruzadas com outras vias de sinalização 

com NF-κB (fator nuclear-κB), proteínas da família Bcl-2, mTOR (alvo da 

rapamicina em mamíferos), entre outras. Caso ocorram problemas com a 

regulação desta via, pode acarretar em um aumento na atividade de 

sinalização e este desequilíbrio vem sendo associado a uma variedade de 

doenças, como câncer e diabetes tipo II. 

Akt apresenta efeitos diretos na inativação de BAD (Datta et al., 1997), 

pode também recrutar Raf-1 para as mitocôndrias (Majewski et al., 1999), 

influenciar a expressão de proteínas envolvidas na permeabilidade mitocondrial 

(Nebigil et al., 2003) e participar da fosforilação da caspase-9 humana, 

inativando-a e reduzindo assim a sinalização de apoptose (Song et al, 2005). 

A Akt apresenta efeitos funcionais sobre células endoteliais e tumorais e 

atua sobre a angiogênese fisiológica e patológica. Em células endoteliais, esta 

via de sinalização é ativada por VEGF e a fosforilação dos alvos de Akt 

coopera com a sobrevivência, crescimento e proliferação. Akt ativa a eNOS 

(óxido nítrico-sintase endotelial), que estimula a vasodilatação, remodelagem 

vascular e também a angiogênese (Orcy et al., 2008). 

A via PI3K/Akt tem diferentes efeitos após sua ativação, exibindo 

fisiologicamente um estreito controle de regulação. A via é regulada 

negativamente por redução dos níveis de PI3K através de seu antagonista 

PTEN (Fosfatase homóloga a tensina), a perda desta molécula leva a sobre-

ativação de Akt, efeito comum em células cancerosas (Georgescu, 2010). 

 

1.4. Anexina 2 

A anexina 2 (anx-2) é uma proteína de 36kDa que pertence a família de 

proteínas que se ligam a fosfolipídios e são dependentes de cálcio (Hajjar et 

al., 1996; Gerke e Moss, 2002; Rescher e Gerke, 2004).  As anexinas são 

altamente conservadas na maioria dos organismos unicelulares e 

multicelulares e tal fato indica que tais proteínas possuem um papel essencial 

para a função celular (Gerke e Moss, 2002). 
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 Esta proteína apresenta um domínio N-terminal, que possui um sítio de 

ligação a S100A10 (Gerke et al., 2005), um resíduo reativo de cisteína (Madureira et 

al., 2011) e uma sequência de exportação nuclear (Liu et al., 2003). Já seu domínio 

C-terminal possui sítios de ligação a fofolipídios, F-actina, fibrina e heparina (Filipenko 

e Waisman, 2001). Esta proteína existe na forma monomérica ou como 

heterotetramero (Gerke e Weber, 1985). A anx-2 pode ser encontrada na membrana 

plasmática, no citoplasma e, em pequena quantidade, no núcleo celular (Courtneidge 

et al., 1983; Eberhard et al., 2001; Hitchcock et al., 2014). Sua localização é 

determinada pela fosforilação desta proteína, que também afeta sua função 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, monócitos, macrófagos, células mesangiais e diferentes tipos de células 

tumorais (Hajjar et al., 1994; Kaczan-Bourgois et al., 1996; Hitchcock et al., 2014). 

Dentre as muitas funções da anx-2, a melhor descrita é sua interação com o ativador 

de plasminogênio tecidual e com o plasminogênio, convertendo-o em plasmina, 

regulando desta forma a fibrinólise (Hajjar et al., 1994; Waisman, 1995; Kassam et al., 

1998; Hajjar e Krishnan, 1999). Além disso, facilita a remodelação do tecido, degrada 

a matriz extracelular e participa do processo de angiogênese (Jacovina et al., 2009; 

Sharma et al., 2010; Valapala et al., 2011). Segundo Su e colaboradores (2010), 

quando a anx-2 é estimulada por esfingosina 1 e fatores de crescimento 

angiogênicos, ela regula a ativação da via de sinalização Akt no processo de 

neovascularização. 

 A proteína anx-2 também está envolvida com o processo de inflamação, no 

qual interage com a β2GPI, recrutando o receptor TLR-4 e ativando as vias NF-κB, 

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 está envolvida com a regulação da dinâmica do 

citoesqueleto, os processos de endocitose e exocitose, a adesão célula-célula, a 

polaridade celular e a formação do endossoma (Rescher e Gerke, 2004; Yamada et 

al., 2005; Hayes et al., 2006; Morel et al., 2009; Hichcock et al., 2014).  Já no interior 

do núcleo foi descrita por desempenhar o papel de proteção a danos no DNA durante 

o estresse oxidativo (Madureira et al., 2012). 
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1.5. β2-glicoproteína I  

A β2-glicoproteína I (β2GPI), também denominada como apolipoproteína H 

(apoH), é uma proteína plasmática inicialmente descrita no sangue humano em 1961 

(Schultze et al., 1961). Apresenta uma cadeia polipeptídica de 326 aminoácidos 

organizados em cinco domínios de 60 aminoácidos e 11 pontes dissulfeto (Lozier et 

al., 1984; Steinkasserer et al., 1991).  

A β2GPI pertence à família das proteínas reguladoras do complemento (do 

inglês, “complement control proteins”, CCP) ou de “repetições consensuais curtas” 

(do inglês, “short consensus repeat”, SCR), (Ichinose et al., 1990). 

Seu quinto domínio possui uma região rica em lisina (K282NKEKK287) 

com afinidade de ligação a superfícies carregadas negativamente, como 

heparina, DNA (Schousboe et al., 1988), fosfolípides negativos como 

fosfaditilserina (PS) e cardiolipina (CL) e lipídios oxidados em membranas 

biológicas (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 

resíduos de aminoácidos positivos presentes neste domínio (Lisinas, Arginina e 

Histidina), contribuem para o posicionamento da região hidrofóbica 

denominada loop flexível, composto pelos aminoácidos Ser311-Ser-Leu-Ala-

Phe-Trp-Lys317, que se fixa na membrana fosfolipídica estabilizando a interação 

desta com a molécula de β2GPI (Figura 5). 

 
Figura 5. Modelo molecular do domínio V da β2GPI. (A) Modelo molecular do domínio V da 
β2GPI ligado a uma molécula de fosfatidilserina. Estão indicados os principais átomos 
carregados positivamente, parte rica em lisina (KNKEKK) (Hammel et al., 2001). (B) Potencial 
eletrostático de superfície do domínio V, positivamente carregado, e a organização dos 
resíduos de aminoácidos. Os 14 resíduos em destaque contribuem para o posicionamento da 
proteína sobre membranas fosfolipídicas, denominado loop flexível. Fonte: Bouma et al., 1999. 
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Em 1999, grupos publicaram resultados em que a estrutura cristalina da β2GPI 

apresentava forma de J ou anzol (Figura 6) (Schwarzenbacher et al., 1999; Bouma et 

al., 1999).Estudos mais recentes têm proposto estruturas diferentes para a proteína, 

em 2002, Hammel e colaboradores através de experiências de dispersão de raios X 

de pequeno ângulo afirmaram que em solução a β2GPI apresenta forma de S 

(Hammel et al., 2002). Recentemente foi descrita uma conformação da proteína 

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

 

Figura 6. Representação estrutural da β2GPI. (A) Representação estrutural da β2GPI 
apresentando seus cinco domínios e suas dimensões. As conformações em folhas-β são 
representadas em azul e as α-hélices em vermelho. (B) Superfície molecular da β2GPI, de 
acordo com seu potencial eletrostático. Carga positiva representada em azul, negativa em 
vermelho. Fonte: Schwarzenbacher et al., 1999. 

A β2GPI 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 vítreo (Simó et al., 

2008), na saliva (Ramachandran et al., 2008) e no fluido folicular (Aleporou-Marinou 

et al., 2001). No plasma, cerca de 60% da proteína total circula na forma livre e 40% 

associada a lipoproteínas, principalmente as ricas em triglicerídios, quilomícrons 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 várias 

outras espécies (Polz et al., 1980; De Groot et al., 2000, De Groot e Meijers, 2011). 
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Esta proteína tem por principal sítio de síntese o fígado, sendo reabsorvida 

nos rins ligada à megalina no túbulo proximal (Moestrup et al., 1998). No entanto, 

sua expressão (RNAm e proteína) vem sendo demostrada em outros tecidos e em 

diferentes linhagens celulares, como placenta, células endoteliais, linfócitos, 

monócitos, neurônios (Conti et al., 2003; Averna et al., 2004). Sua concentração 

plasmática em humanos é variável, cerca de 0,280 mg/mL, e possivelmente 

exercida por controle genético (Sanguera et al., 1997a; Mehdi et al., 1999), 

aumentando sua ocorrência devido a doenças inflamatórias 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 ausência ou deficiência não está 

associada a alterações patológicas conhecidas (Yasuda et al., 2000). 

O mecanismo de ação da β2GPI ainda não foi completamente elucidado, mas 

a proteína tem sido associada a várias funções fisiológicas, como o metabolismo de 

triglicerídeos, a coagulação sanguínea, a homeostase e a fibrinólise (Yasuda et al., 

2000; Takeuchi et al., 2000; Miyakis et al., 2004). Segundo Lin et al. (2001, 2005) a 

β2GPI também apresenta potencial em inibir a apoptose, a oxidação de LDL e o 

acumulo de colesterol em células vasculares, sugerindo um papel importante na 

regulação da função vascular. 

Recentemente, têm sido atribuídas propriedades anti-angiogênicas a β2GPI, 

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 β2GPI é capaz 

de se ligar ao endotélio através de moléculas de heparan sulfato expressas na 

membrana, além de fosfolipídios aniônicos, ApoER2, anexina II, 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 ativação e a morte das células endoteliais foram atribuídas à associação in 

vivo com as formas dimérica e clivada da proteína, que são obtidas durante a 

purificação da proteína nativa (Stella e Gomes, 2013). Efeitos de pH foram igualmente 

associados a mudanças de conformação e associação da proteína in vivo e in vitro, 

fenômenos não completamente caracterizados estruturalmente, mas cuja 

fisiopatologia potencialmente se associa a mecanismos precoces de resposta tecidual 

a lesão (Stella e Gomes, 2013). 
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A heparina favorece a clivagem da β2GPI em seu quinto domínio pela 

plasmina, produzindo uma forma clivada da cadeia da proteína, em que os 

fragmentos produzidos permanecem ligados por uma ponte dissulfeto (Hunt et 

al., 1993). Trombina, tPA, fator tecidual/fator VIIa e uroquinase não são 

capazes de clivar a β2GPI. A clivagem pelo fator Xa é muito lenta (Hagihara et 

al., 1997) ou não observável (Horbach et al., 1998). A forma clivada da β2GPI 

(cβ2GPI) é gerada in vivo em estados patológicos de fibrinólise aumentada e é 

incapaz de se ligar a fosfolipídeos (Horbach et al. 1998; Ohkura et al., 1998; 

Miyakis et al., 2004). Tanto a lesão quanto a ativação do endotélio levam a uma 

perda do caráter anticoagulante da proteína e o desenvolvimento de 

propriedades pró-inflamatórias e pró-coagulantes no entanto, a base molecular 

de sua conversão funcional ainda é desconhecida. 

Além da clivagem enzimática, alguns mecanismos de degradação redox 

foram estudados (Arvieux et al., 2001; Buttari et al., 2005; Rahgozar, 2012). 

Associa-se a secreção de tiol-oxiredutases por células endoteliais e plaquetas 

à redução da β2GPI (Passam et al., 2010a; Ioannou et al., 2010). Desta forma, 

é possível observar a participação da β2GPI em processos redox associados à 

biologia vascular (Giannakopoulos et al., 2010; Passam et al., 2010a). Ioannou 

et al. (2010) relataram que a β2GPI reduzida, através de tiorredoxinas e 

NADPH, aumentou a viabilidade das células endoteliais in vitro. 

 

1.6. Membrana Corioalantóide  

O ovo amniótico possui três membranas extraembrionárias: âmnio, córion, e 

alantoide, que circundam o embrião mediando às trocas entre ele e o ambiente e 

proporcionando um meio aquoso para o seu desenvolvimento dentro da casca do 

ovo. 

A membrana alantoide se funde com o córion para criar a membrana 

corioalantóide (CAM), um processo dirigido pelo aumento rápido da vesícula 

alantóica que ocorre a partir do 4° até o 10° dia de incubação, promovendo a fusão 

destas estruturas (Ribatti et al., 2001). Esta membrana altamente vascularizada é 

crucial para o desenvolvimento do embrião, uma vez que é responsável pelo 

transporte de cálcio a partir da casca de ovo, além de funcionar para a troca 
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gasosa, equilíbrio ácido-base e reabsorção de eletrólitos a partir da cavidade 

alantoide, onde os produtos de resíduos urinários estão excretados. 

Ao longo das décadas, o interesse da pesquisa sobre a CAM de 

embriões de galinha motivou trabalhos nas disciplinas de Embriologia, 

Morfologia, Bioquímica e Fisiologia em uma tentativa de relacionar as 

diferentes funções da CAM e identificar os componentes moleculares e os 

mecanismos pelos quais essas funções são realizadas (Narbaitz, 1995). 

Da mesma forma, o ensaio da CAM também tem sido amplamente utilizado 

como método bem estabelecido para realização de estudos de angiogênese e 

anti-angiogênese por permitir observar modificação mensurável na densidade 

de vasos (aumento ou redução) 72-96 horas após a estimulação (Ribatti et al., 

1995; Ribatti et al., 2001). A CAM também foi usada para estudar os passos 

envolvidos na formação da metástase em ensaios utilizando tumores sólidos ou 

suspensões de células cancerígenas de diferentes origens (Ribatti et al., 1996; 

Zijlstra, 2002) e para estudar o efeito de substâncias antineoplásicas e anti-

angiogênicas na presença de células tumorais (Pereira-Lopes, 2009). 

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

como in ovo. 

1.7. Análise Computacional – Padrões Binários Locais 

A técnica conhecida como “Padrões Binários Locais” (LPB) e consiste 

em classificar cada pixel na imagem segundo um critério de comparação que 

considera a relação de intensidades entre cada pixel e seus vizinhos (Ojala et 

al., 1996; Ojala et al., 2000). 

O método de classificação dos pixels é baseado num cálculo que utiliza 

as características da própria imagem. Inicialmente para cada pixel da imagem, 

associa-se uma sequência binária de tamanho P que representa a diferença de 

intensidades entre um pixel x e seus P vizinhos, assim um valor de 0 na 

sequencia binária informa que a intensidade de um dos vizinhos de x é menor 

que a intensidade x. Considera-as também que os pixels vizinhos encontram-

se distribuídos uniformemente ao redor de x a uma distância de R pixels. 
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Em seguida, a sequência de P valores binários é convertida para seu 

equivalente decimal. Este último valor contém informações sobre a relação de 

intensidades entre os pixels de sua vizinhança e também sobre as posições 

associadas aos valores maiores ou menores que foram comparados com o 

valor original de intensidade da imagem naquela posição (Figura 7).  

A literatura que descreve os métodos de visão computacional revela que 

determinados arranjos e simetrias são muito mais frequentes do que outros nas 

imagens de um mesmo conjunto de amostras. Alguns são ainda mais gerais e 

servem a todo tipo de amostras e imagens. Por exemplo, são descritos padrões 

associados a bordas, cantos, vales, picos, etc.  

Por isso, nesse tipo de análise, é possível produzir histogramas a partir 

de um número reduzido de classes que individualizam determinados valores 

(associados a padrões morfológicos 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 irá descrever quantitativamente a textura 

presente na imagem analisada ou em uma nova imagem colorida que 

demonstra visualmente a distribuição. A distribuição espacial dos padrões 

permite, ainda, estudar a correspondência entre os padrões atribuídos e as 

estruturas de interesse na imagem original. 

 
Figura 7. Exemplo de cálculo de um código LBP em uma análise de R=1, com conversão em 

números binários e sequencia numérica exponencial de base 2. Fonte: Machine Vision Group, 

[20--] 
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2. OBJETIVO 

Descrever os efeitos das subfrações de purificação da β2-glicoproteína I 

(β2GPI) sobre células endoteliais em culturas tridimensionais in vitro e sobre a 

angiogênese no modelo da membrana corioalantóide (CAM) de embriões de 

galinha. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Obtenção da β2GPI purificada 

A β2GPI foi purificada a partir de plasma humano (Polz et al, 1980, 

modificado), por cromatografia de afinidade, após precipitação em ácido perclórico 

(2,5 mL/100 mL de plasma, adicionados gota a gota, durante 15 min e sob 

agitação). 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 sódio saturado, seguido de 

diálise em tampão Tris 20mM/NaCl 30mM pH 7,0, por 24 h a 4°C. A amostra 

dialisada foi diluída 1:2 (volume:volume) em tampão Tris 20mM/NaCl 30mM pH 7,0 

e passada pela coluna de Sepharose-Heparina (GE HealthCare 6 Fast-Flow), 

equilibrada com o mesmo tampão. Ligações inespecíficas foram eliminadas por 

lavagem com tampão Tris 20mM/NaCl 50mM pH 7,0. A 2GPI purificada foi eluída 

com tampão Tris 20mM/NaCl 200mM pH 8,0. O perfil de eluição foi determinado 

pela absorbância das alíquotas em 280nm. A coluna foi então lavada com tampão 

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 120 V e 2 A. Foram utilizados 5 µg de 

proteína por poço e 3 µL do padrão de peso molecular (Sigma, mw-sds-200), 

em duplicata. Os géis foram corados utilizando coloração de prata. 

 

3.3. Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

O ensaio imunoenzimático foi realizado em placas NUNC MAXISORP 

(96 poços), próprio para este fim. A placa foi inicialmente sensibilizada durante 

uma noite com a solução de β2GPI (0,25µg/poço) e tampão 

Carbonato/Bicarbonato pH 9,6. No controle negativo não foi colocada proteína 

no poço; em outro controle, não foi adicionado o anticorpo primário. 
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Após a sensibilização, os poços foram lavados com 250 µL/poço de 

tampão PBS Tween 0,05%, por cinco vezes em lavadora automática (Washwell 

ELISA Plate Washe), seguida por etapa de bloqueio de ligações inespecíficas 

com 200 µL/poço o PBS Tween 0,05%/ Leite 5%, durante 1h a 37°C. Após 

nova lavagem, os poços foram incubados com 100 µL de AcMo anti-β2GPI 

humana (clone K22), durante uma hora à 37°C. Após posterior lavagem, os 

poços foram incubados com 100 µL de anticorpo secundário Anti-IgG Mouse 

(Fc específico), conjugado com peroxidase, por 1h a 37ºC. 

Realizou-se nova lavagem e seguiu-se a etapa da revelação com 

solução reveladora (O-Phenylenediamine–dihydrochloride (OPD) 1mg/mL, 

água oxigenada 30% 0,84 µL/mL e água destilada). A placa adicionada com a 

solução de revelação permaneceu em câmara escura por cinco minutos até 

que a reação foi interrompida com o ácido sulfúrico. A leitura da placa foi 

realizada em comprimento de onda de 492nm em leitora automática 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 verificação controle do processo de angiogênese e influência da 

proteína β2GPI 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 100g/mL estreptomicina (Invitrogen) 

e mantidas em estufa com 5% de atmosfera de C02 a 37C como descrito na 

literatura. A viabilidade das células foi avaliada através do método de exclusão de 

corante durante a contagem manual com Azul de Tripan. 

 

 

 

 



 23 

 

3.5. Crescimento Celular – Cultura Tridimensional (3D) 

Para esta etapa foi utilizada Matrigel®, uma membrana basal 

reconstituída composta por laminina, colágeno IV, entactina e nitrogênio 

(Kleinman et al., 1986) previamente descongelada à temperatura de 4ºC, para 

evitar sua gelificação prematura e diluída para uso em meio RPMI sem SFB. 

Foram utilizados 20µl de Matrigel®, reunidos com as células em meio 

sem SFB, e com diluições das diferentes frações de purificação da proteína 

β2GPI (0,2μM) previamente à gelificação. A mistura foi depositada no centro da 

placa de cultura seguida de sua incubação a 37ºC por 1 hora para gelificação, 

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 5x103 células/poço, para condição de baixa confluência inicial, e com 

1x105 células/poço, para condição de semi-confluência. 

 

3.6. Padronização da coloração do fundo das imagens das 

culturas celulares 

As fotomicrografias das culturas realizadas foram obtidas a partir da câmera 

AxioCam ERc5s acoplada ao microscópio Carl-Zeiss AX-10 através do software de 

captura Zen Lite 2011, utilizando aumento de 20x. Visando padronizar a coloração 

do fundo das imagens obtidas, estas foram tratadas utilizando o software Adobe 

Photoshop CS4 versão 11.0x20071101. Foram aplicados os filtros de cor, 

luminosidade e contraste para destacar a cultura de células, reduzindo ruídos e 

sombras produzidos por reflexos na lente do microscópio. As imagens foram 

normalizadas para o melhor ajuste de brilho e contraste com cores em escala de 

cinza. As imagens originais estão disponíveis no Anexo A. 
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3.7.  Ensaio in vivo de Angiogênese   

O efeito das diferentes frações da proteína β2GPI sobre o processo de 

angiogênese in vivo foi avaliado através utilização do modelo da membrana 

córioalantóica (CAM) de embriões de galinha em ovos embrionados. Os ovos foram 

incubados como descrito por Ribatti et al. (1996) com o auxílio de uma chocadeira 

(Zagas – São Paulo/SP; alocada no Instituto de Física - USP) a 51% de umidade 

interna e 37ºC (a estabilidade destes parâmetros foram acompanhados utilizando 

módulo de Arduino desenvolvido em colaboração pelo Prof. Dr. Adriano M. Alencar, 

do Instituto de Física – USP; exemplo apresentado no item 8.2.  Anexo B – 

Tabela de controle de umidade e temperatura).  

Os ovos foram expostos à β2GPI através de injeção cuidadosa e lenta das 

diferentes subfrações de purificação da proteína na albumina, em volumes 

reduzidos (2,5μg/mL), no 4º dia de incubação.  A viabilidade dos embriões durante 

a incubação foi acompanhada diariamente através de ovoscopia até o 10º dia de 

incubação, quando foi interrompida a incubação para a coleta do material. A 

inviabilidade do embrião foi utilizada como critério de interrupção do ensaio; neste 

caso o material foi colhido assim que constatada a perda de viabilidade e 

documentada a morfologia do embrião. A coleta dos embriões viáveis ocorreu após 

a hipotermia do embrião como descrito anteriormente (Pereira-Lopes, 2009). 

As medidas do peso e das dimensões dos embriões foram obtidas e depois 

os embriões foram fixados e processados para análise futura. As membranas foram 

fixadas rapidamente em formaldeído tamponado diluído e analisadas úmidas. 

Depois foram desidratadas e secas ao ar para arquivo do material. 

  

3.8.  Análise Computacional 

As imagens capturadas da CAM foram analisadas utilizando técnicas de visão 

computacional que permitiram obter informação quantitativa sobre a textura da 

imagem. A implementação 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 o Mestre Leandro Ticlia De La Cruz, do 

Instituto de Matemática da Universidade de São Paulo. 
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4. RESULTADOS 

4.1.  Caracterização da β2GPI purificada 

Após o processo de purificação e mensuração da densidade óptica de cada 

uma das frações coletadas, estas amostras foram analisadas quanto à migração 

eletroforética em gel de SDS-PAGE 12,5%, corado por prata, para observação da 

presença das bandas principais, correspondentes às frações monoméricas e 

diméricas da proteína, isoladas ou em conjunto, como ilustra a Figura 8. Outras 

ocorrências como a presença de agregados maiores e fragmentos foram 

consideradas como critério de exclusão para os testes in vitro e in vivo. Para uso, 

consideramos a fração 6 contendo o dímero e um concentrado de frações contendo 

somente o monômero como a fração 13 deste lote de purificação. 

 

Figura 8. Gel de SDS-PAGE 12,5%, corado por prata, representando algumas das alíquotas de 

eluição obtidas em Tampão Tris 20mM NaCl 200mM pH 8,0 durante a purificação da β2GPI.  

A caracterização da proteína através de ensaio ELISA direto, utilizando 
anticorpo monoclonal clone K22, está apresentada na Figura 9. Este ensaio 
permitiu selecionar as frações para utilização em ensaios posteriores.  
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Figura 9. ELISA direto para caracterização de β2GPI purificada, em diferentes lotes de 
purificação. As frações A representam a fração dimérica da proteína, e as frações B, a porção 
monomérica. Placa adsorvida com a concentração de 0,25µg/poço. Anticorpo primário 
monoclonal anti- β2GPI clone K22 (1:250). Anticorpo secundário anti-IgG conjudado à 
peroxidase (1:2000). Reação revelada com OPD 1mg/mL e H2O2, bloqueada com H2SO4 4N. 
Leitura em λ=492 nm.  

 

4.2.  Efeito in vitro de β2GPI sobre a proliferação e morfologia celular de 
HUVECs em cultura tridimensional  

O efeito da exposição das HUVECs à β2GPI em culturas 3D in vitro mostrou-

se dependente da densidade de plaqueamento. 

Nas HUVECs com baixa confluência inicial, correspondendo ao inóculo de 

5x103 células/poço, a exposição a 2µg β2GPI incluída no substrato de Matrigel® não 

modificou a morfologia celular, embora tenha atrasado o início da proliferação. O 

dímero mostrou um efeito maior do que o monômero, que foi quase indistinguível dos 

controles. Imagens do desenvolvimento celular das culturas em baixa confluência, 

durante 96h de cultivo, foram obtidas a cada 24h e estão mostradas na Figura 10. A 

frequência de células grandes, arredondadas ou com prolongamentos radiais parece 

ser maior nos controles do que nas amostras, havendo diferenças nas proporções 

entre fenótipos “tip” e “stalk”. 
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Quando o ensaio foi realizado com o inóculo de 1x105 células/poço, 

correspondendo a uma condição de semi-confluência, sob as mesmas condições, o 

monômero mostrou efeito indutor de diferenciação e promoveu o aparecimento de 

formas alongadas e organização de trabéculas entre grupos de células em 

proliferação, mais arredondadas e dispostas em estruturas multicamada. O dímero 

limitou a proliferação e a diferenciação, as culturas apresentaram-se 

predominantemente dispostas em monocamadas formadas por células pequenas e 

esféricas ou poligonais pouco alongadas, tendendo a confluência. Imagens do 

desenvolvimento celular das culturas em semi-confluência, durante 96h de cultivo, 

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

 

 

Figura 10. Efeito de β2GPI sobre a proliferação e a diferenciação de HUVECs em cultura 3D 
em baixa confluência. Substrato: Matrigel®; inoculo inicial: 5x10

3
 células/poço; Meio: RPMI sem 

suplementação de SFB. As setas indicam a morfologia de Tip cell. 
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Figura 11. Efeito de β2GPI sobre a proliferação e a diferenciação de HUVECs em cultura 3D 
em semi-confluência. Substrato: Matrigel®; inóculo inicial: 1x10

5
 células/poço; Meio: RPMI sem 

suplementação de SFB. 

  

4.3.  Efeito in vivo de β2GPI sobre a angiogênese 

A exposição ao dímero de β2GPI, no 4º dia de incubação in vivo, induziu 

a morte embrionária precoce. Quarenta e oito horas após a exposição, os 

vasos do saco vitelino, em alguns casos, apresentaram-se completamente 

involuídos, a CAM não se desenvolveu ou regrediu, o embrião interrompeu seu 

desenvolvimento, perdendo a viabilidade sem atingir o estágio compatível com 

o tempo de incubação correspondente, gerando embriões que se parecem com 

massas amorfas aderidas à casca dos ovos. Em alguns casos em que o 

desenvolvimento do embrião também foi interrompido, os vasos do saco 

vitelino permaneceram presentes, mas também foi observada a regressão em 

outros. Nestes casos, no entanto, a CAM não se formou ou involuiu e os 

embriões apresentaram-se à macroscopia bastante hemorrágicos, 

edemaciados e maiores que os embriões controle. 

Ao analisarmos o tamanho destes embriões (Tabela 1) observamos que 

os embriões controle apresentaram, em média, o comprimento cabeça-cauda 

de 1,90cm, enquanto os embriões tratados com a porção dimérica da proteína, 

cujo desenvolvimento foi interrompido no sexto dia, mediram 2,27cm. Quanto à 
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massa corporal, os embriões controle apresentaram uma média de 0,364g e os 

embriões que se desenvolveram após o tratamento com o dímero, 0,436g. 

Diferentemente ao dímero, a exposição ao monômero de β2GPI, no 4º 

dia de incubação in vivo, permitiu o desenvolvimento do embrião até o 10º dia, 

mas induziu alterações no desenvolvimento dos vasos da membrana 

corioalantóide.  

Buscando evidenciar a morfologia dos embriões no mesmo tempo e 

condições de incubação o desenvolvimento do grupo controle e do grupo 

tratado com a fração monomérica da proteína foi interrompido no 6º dia. Desta 

maneira, os aspectos macroscópicos dos ovos expostos e dos embriões estão 

mostrados nas Figuras Figura 12 e Figura 13. 

O desenvolvimento dos embriões expostos ao monômero não mostrou 

alterações tão importantes quanto às observadas com o dímero na 

macroscopia em nenhum dos intervalos de desenvolvimento (6º e 10º dia de 

incubação). No menor período, os embriões tratados com o monômero 

apresentaram um comprimento médio cabeça-cauda de 1,84cm e massa 

corporal média de 0,406g (Tabela 1; Figura 13). 

Após 10 dias de incubação, as medidas de comprimento cabeça-cauda 

mantiveram a mesma relação percentual, 3,65 cm para o grupo controle e 

3,40 cm para o grupo tratado com a fração monomérica, A massa corporal 

média do grupo controle aos 10 dias de incubação foi de 1,660g e a do grupo 

exposto ao monômero, de 1,963g. Os registros dos resultados da exposição ao 

monômero com o controle correspondente estão apresentados na Tabela 2 e 

na Figura 14.  
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Tabela 1. Tamanhos e pesos dos embriões analisados após 6 dias de 
incubação  

 Controle Monômero Dímero 

 
Comprimento 
cabeça-cauda 

(cm) 
Peso (g) 

Comprimento 
cabeça-cauda 

(cm) 
Peso (g) 

Comprimento 
cabeça-cauda 

(cm) 
Peso (g) 

 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 

Desvio 
Padrão 

0,207 0,184 0,364 0,172 0,228 0,131 

O sinal (*) representa os embriões aderidos à casca dos quais não foi possível obter 
informações 

 

 

Tabela 2. Tamanhos e pesos dos embriões analisados após 10 dias de 
incubação 

 Controle Monômero 

 Comprimento 
cabeça-cauda (cm) 

Peso (g) 
Comprimento 

cabeça-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 
Padrão 

0,071 0,184 0,173 0,235 
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Figura 12. Aspecto macroscópico da membrana corioalantóide (CAM) in vivo após tratamento 
com β2GPI, no 6º dia de incubação, 2º dia após a exposição. A imagem superior esquerda 
representa o aspecto macroscópico do ovo controle e a imagem superior direita, representa o 
aspecto do ovo tratado com monômero. As imagens inferiores representam as diferenças do 
aspecto macroscópico dos ovos tratados com a fração dimérica da proteína, quando os vasos 
regridem e resta apenas uma massa amorfa correspondente ao embrião e quando o embrião 
se desenvolve, mas tem sua viabilidade interrompida e a sua CAM regride. 
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Figura 13. Aspecto macroscópico dos embriões após tratamento com β2GPI, no 6º dia de 
incubação, 2º dia após a exposição. A imagem superior esquerda representa o aspecto 
macroscópico do embrião controle e a imagem superior direita, representa o aspecto do 
embrião tratado com a fração monomérica da proteína. As imagens inferiores representam as 
diferenças do aspecto macroscópico dos embriões tratados com a fração dimérica da proteína, 
quando os vasos regridem e resta apenas uma massa amorfa correspondente ao embrião e 
quando o embrião 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 macroscópico da membrana corioalantóide (CAM) in vivo e dos embriões 
após tratamento com monômero de β2GPI, no 10º dia de incubação, 6º dia após a exposição. A 
imagem superior representa o aspecto macroscópico das membranas ainda dentro do ovo. A 
imagem inferior representam os aspectos macroscópicos dos embriões no 10º dia de 
incubação, o embrião controle e o tratado com a fração monomérica da proteína, 
respectivamente. 

Ao exame em lupa estereoscópica da CAM, foram observados os 

padrões das ramificações dos vasos dos ovos dos grupos e dos ovos expostos 

à fração monomérica da proteína. As CAMs dos ovos controle apresentaram 

vasos organizados em padrão organizado em árvore (dendrítica) de 

ramificação com distribuição com ocorrências predominantemente simétricas, 

respeitando um padrão de hierarquia das ramificações vasculares sequenciais 

em relação ao calibre dos vasos e à distância entre as ramificações.  

Apresentaram, tipicamente, entre três e seis ramificações sequenciais entre os 

vasos mais finos e os mais calibrosos da membrana (Figura 15). 
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Figura 15. Imagens da membrana corioalontóica de ovos controles após 10 dias de incubação. 
As imagens foram obtidas em Lupa estereoscópica Nikon SMZ1800, no aumento de 1x. É 
possível evidenciando o preenchimento dos capilares e a hierarquia da rede vascular normal. 
Na CAM do embrião controle os vasos apresentaram tipicamente entre três e seis ramificações 
sequenciais entre os vasos mais finos e os mais calibrosos observáveis na rede vascular da 
CAM. 

 

Já a CAM dos embriões expostos ao monômero evidenciou uma 

diferença quanto ao respeito de hierarquia dos vasos, ocorrendo grande 

quantidade de vasos com segmentos longos sem nenhuma ramificação ou com 

ramificações assimétricas, das quais se originavam algumas vezes vasos 

paralelos. Foram observadas regiões com poucos brotamentos vasculares 

terminais e presença de anastomoses, ingurgitamento dos ramos mais 

calibrosos e de percursos de percolação, indicando alterações na pressão e no 

preenchimento da rede capilar (Figura 16). 
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Figura 16. Imagens da membrana corioalontóica de ovos tratados com a fração monomérica 
da β2GPI após 10 dias de incubação. As imagens foram obtidas em Lupa estereoscópica Nikon 
SMZ1800, no aumento de 1x. Na CAM do embrião tratado com a fração monomérica da β2GPI 
foi possível encontrar número de ramificações sequenciais mais reduzidas do que nos ovos 
controle, tipicamente entre duas e três. As setas indicam exemplos de padrões paralelos 
presentes na estrutura da rede vascular 

 

As imagens da CAM dos embriões de 6 dias, obtidas em escâner 

ultrassensível, revelaram que nesse período de incubação já é possível 

encontrar alterações estruturais na rede vascular. A CAM do controle mostra-se 

compatível com a estrutura de organização da rede vascular compatível com 

este estágio de desenvolvimento e início da formação das estruturas 

hierárquicas (Figura 17). 



 36 

 

 

Figura 17. Imagens da membrana corioalontóica de ovos controle após 6 dias de incubação. 
As imagens foram obtidas em escâner ultrassensível ZooScan, com resolução de 1200dpi, em 
escalas de cinza. É possível observar a hierarquia da rede vascular normal. Na CAM do 
embrião controle os vasos apresentaram tipicamente entre três e seis ramificações sequenciais 
entre os vasos mais finos e os mais calibrosos observáveis na rede vascular da CAM. 

 

Na CAM dos embriões expostos ao monômero da proteína (Figura 18), a 

hierarquia dos vasos mostrou uma organização mais pobre, quando 

comparada ao grupo controle. Assim como no estágio de 10 dias, os vasos dos 

ovos expostos ramificaram menos e ocorreu o fenômeno dos vasos paralelos. 

Não foi possível coletar amostras de CAM dos embriões tratados com a fração 

dimérica da proteína, pois elas involuiram ou não resistiram à manipulação, 

mesmo a mais delicada. 
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Figura 18. Imagens da membrana corioalontóica de ovos tratados com a fração monomérica 
da proteína após 6 dias de incubação. As imagens foram obtidas em escâner ultrassensível 
ZooScan, com resolução de 1200dpi, em escalas de cinza. Na CAM do embrião tratado com a 
fração monomérica da β2GPI foi possível encontrar número de ramificações sequenciais mais 
reduzidas do que nos ovos controle, tipicamente entre duas e três. 
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4.4.  Análise matemática da CAM através de descritor LBP 

Os padrões binários locais (LBP) foram utilizados como descritores de 

textura com intuito de analisar as estruturas da microcirculação e identificar 

padrões que permitissem classificar as imagens e discriminar entre os grupos 

controle e amostra.  

Exemplos do resultado destas análises feitas nas imagens da CAM do 

grupo controle e do grupo tratado com a fração monomérica de β2GPI estão 

apresentados nas Figuras Figura 19 e Figura 20. É possível perceber que com a 

alteração dos raios utilizados para a definição da região local analisada, os 

vasos menores e a microcirculação ficam mais contrastados com o fundo, 

porque aumentam as ocorrências de padrões não uniformes no fundo, em 

relação às ocorrências dos padrões uniformes associados às paredes dos 

vasos. Embora os histogramas resultantes em cada uma das imagens sejam 

diferentes, sua forma e proporções entre as densidades dos padrões binários 

analisados são relativamente semelhantes. Isso nos permite observar um 

comportamento padrão para as imagens da CAM nas diferentes análises e 

também verificar a tendência de variação das densidades dos padrões binários 

à medida que se analisam as texturas em regiões locais de tamanhos 

diferentes.  

 

Figura 19. Exemplo da análise realizada em uma das imagens obtidas da CAM do grupo 
controle após 6 dias de incubação. A primeira imagem da linha superior representa a imagem 
originas, e as demais imagens o resultado após a submissão ao método utilizando regiões 
locais diferentes, r=1, r=2 e r=3, respectivamente. A linha inferior apresenta os histogramas 
referentes a cada uma das imagens resultantes 
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Figura 20. Exemplo da análise realizada em uma das imagens obtidas da CAM do grupo 
submetido ao monômero de β2GPI após 6 dias de incubação. A primeira imagem da linha 
superior representa a imagem originas, e as demais imagens o resultado após a submissão ao 
método utilizando regiões 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 

características das imagens relacionadas à estrutura da rede vascular presente 

nas amostras com diferentes instrumentos de captura. As frequências de 

distribuição dos padrões binários nas imagens de lupa e de escâner 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 análise é capaz de 

discriminar entre texturas devidas à informação de interesse e texturas 

capturadas e registradas nas imagens como ruídos de fundo. Assim, em todo o 

conjunto de imagens, definiram-se as estruturas vasculares de interesse, 

caracteristicamente, pelo mesmo conjunto de padrões uniformes 

predominantes, com alguma variação na proporção relativa entre os diferentes 

padrões.  

Em cada grupo (controle ou amostra), as membranas de diferentes 

indivíduos também mostraram um padrão relativamente homogêneo para o 

perfil de frequências dos LBPs uniformes nas suas respectivas imagens com 

uma dispersão intragrupo menor para as amostras de indivíduos controles para 

todos os LBPs. Diferentes tempos de incubação e diferentes tratamentos 

resultaram em diferenças intergrupos maiores na distribuição dos perfis 
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individuais dos LBPs do que as observadas intragrupos, tanto para os 

indivíduos do grupo controle quanto para os indivíduos do grupo tratado com a 

proteína, resultando, em vários casos, uma mudança qualitativa no perfil de 

distribuições. Esses efeitos foram mais pronunciados nas amostras de 6 dias 

de incubação do que nas amostras de 10 dias de incubação. 

Uma síntese dos resultados obtidos está mostrada nos gráficos da 

Figura 21. Box Plot da análise das imagens das texturas da CAM nos ensaios de 6 dias, para 

r=1. Aos 6 dias de incubação, os grupos mostraram padrões associados às 

paredes dos vasos mais densos nos controles do que nas amostras, enquanto 

que as imagens de texturas do fundo e da microcirculação foram mais densos 

nas amostras do que nos controles.  

Nas imagens de 10 dias (Figura 22), a variação dos dados do grupo 

tratado com o monômero permaneceu maior que a do grupo controle, ambos 

apresentaram distribuição assimétrica. No entanto, o grupo controle apresentou 

mais ocorrências em que a média e a mediana eram próximas ou coincidentes. 

A maior variação do padrão 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 análise foi capaz de evidenciar diferenças que podem ser 

correlacionadas com a estrutura da rede vascular da CAM, relativas a efeitos 

sobre o desenvolvimento e funcionalidade dos percursos de percolação.  
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Figura 21. Box Plot da análise das imagens das texturas da CAM nos ensaios de 6 dias, para r=1 
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Figura 22. Box Plot da análise das imagens das texturas da CAM nos ensaios de 10 dias, para r=1
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5. DISCUSSÃO 

A ação sobre a angiogênese é apenas uma parte das funções 

fisiológicas descritas para a β2GPI e a multiplicidade de seus efeitos reitera as 

vias de sinalização intracelular como prováveis alvos bioquímicos para sua 

função. Diversos autores relataram o efeito da proteína sobre a angiogênese, 

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 não permitiu atribuir 

uma via alvo específico para os efeitos anti-angiogênicos da proteína. 

Entretanto, foi possível verificar uma compatibilidade entre os efeitos da β2GPI 

observados in vitro e in vivo com as outras observações relatadas na literatura, 

e basear nisso a proposta de a clivagem e a dimerização da proteína em 

situações de ativação inflamatória desempenhe um efeito regulador do 

crescimento e da maturação vascular dependente de endotélio. 

Os efeitos da β2GPI sobre a proliferação e diferenciação celular in vitro 

levaram à modificação na composição da população celular em seus fenótipos 

de diferenciação envolvidos na formação e estabilização de brotos vasculares e 

foram dependentes da subfração inoculada. Analogamente, no modelo da 

CAM, observaram-se anomalias estruturais da rede vascular relacionadas a 

perdas de complexidade e simetria ou até mesmo a ausência de ramos 

vasculares decorrente de provável interrupção do desenvolvimento ou indução 

precoce de regressão vascular. 

Os efeitos das subfrações de purificação da β2GPI, observados in vitro e 

in vivo confirmam sua ação sobre a angiogênese e também a possibilidade de 

uma regulação dessa ação em situações inflamatórias, como previamente 

descrito (Gomes et al., 2002). Os efeitos diferenciais das duas subfrações 

sobre o endotélio vascular sugerem que a sinalização intracelular ocorre como 

parte da fisiopatologia do desenvolvimento da rede vascular embrionária. Este 

resultado implica a inativação ou a clivagem induzidas por inflamação ou 

autoimunidade como possíveis mediadores de alterações do desenvolvimento 

embrionário, além das ações já bem descritas sobre a coagulação e fibrinólise.  
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A comparação entre os parâmetros quantitativos da análise da 

morfologia indica que é possível, como ocorreu com as culturas celulares, que 

os efeitos diretos da β2GPI sobre a angiogênese sejam dependentes da 

ocorrência de clivagem e dimerização e que sejam autolimitados e reversíveis. 

Serão necessários novos estudos para comprovar esta hipótese, com um 

desenho experimental que permita a observação do efeito em condições de 

preservação da viabilidade do embrião. 

Embora os resultados desse trabalho sejam pioneiros na descrição dos 

efeitos das subfrações da proteína, os efeitos de β2GPI sobre as vias 

bioquímicas de sinalização da Akt e das MAPKs, mais especificamente da 

família ERK 1/2, JNK e p38 já foram relatados na literatura. Estas vias são 

importantes no processo de angiogênese 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 ação da β2GPI sobre a fosforilação das MAPK foi observada por 

Beecken et al. (2010) em ensaios in vitro de angiogênese. As formas nativa e 

clivada da proteína mostraram efeitos inibitórios sobre o crescimento e a 

proliferação de HUVECs, sendo a forma clivada mais ativa. A forma clivada da 

proteína também inibiu a formação de tubos, reduziu a proliferação celular e 

modificou a regulação do ciclo celular; com alterações na fosforilação de 

ERK1/2, JNK e p38 e expressão de proteínas efetoras e controladoras do ciclo 

celular em células EOMA. Os efeitos da forma clivada mostraram-se 

dependentes de anexina II (anx-2), sugerida como um ligante funcional de 

β2GPI à superfície da célula endotelial (Beecken et al., 2010). Além disto, Chiu 

et al. (2016) também apresentou dados que demonstram que, quando induzida 

por VEGF, a β2GPI inibe a angiogênese de células endoteliais aórticas 

humanas (HAECs) através da supressão da fosforilação de ERK 1/2, Akt e 

eNOS. 

As anexinas estão bastante envolvidas em processos fisiológicos, como 

a regulação do crescimento e diferenciação celular, apoptose, fusão de 

membrana, exocitose, bem como eventos de sinalização celular e processos 

anti-inflamatórios. Dentro desta grande família, a anx-2 é descrita por modular 
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o processo de angiogênese e atuar como inibidor de fibrinólise (Hayes e Moss, 

2004). 

A anx-2 está associada à micropartículas endoteliais, que são 

marcadores de disfunção endotelial, participam da lesão vascular, no processo 

de aterogênese, desenvolvimento de rigidez arterial e comprometimento da 

angiogênese (VanWijk et al., 2003; Banfi et al., 2005;  Mezentsev et al., 2005; 

Chironi et al., 2009).  

Existem estudos que demonstram que alterações na expressão de anx-2 

podem estar relacionadas com as interações célula-célula prejudicadas em 

ensaios in vitro, por falta de adesão celular e alterações da via de sinalização 

Akt (Su et al., 2010; Di Marco et al., 2013). Além disto, quando se trata de sua 

relação com o processo de angiogênese, quando agentes se ligam a anx-2 na 

superfície da célula ocorre à indução da apoptose nas células endoteliais e a 

regressão da angiogênese (Sharma et al., 2007; Lima e Silva et al., 2010). 

Também há relatos de alterações no desenvolvimento de animais deficientes 

de anx-2, sendo menores e com ramificações dos vasos menos desenvolvidas 

(Ling et al., 2004). Bem como, alterações sobre anx-2 levam a mudanças na 

sinalização da via Akt (Su et al., 2010; Peng et al., 2011). 

O aumento e a diminuição da ativação da via PI3K/Akt provocam 

defeitos vasculares e angiogênese disfuncional com as mesmas características 

observadas em nossos ensaios. Segundo a literatura, a inibição da via 

PI3K/Akt resulta em redução da capilarização e arteriogênese, com redução na 

fosforilação de eNOS, na proliferação das células endoteliais e na produção de 

NO (Madeddu et al., 2008). A supressão completa da função 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 está descrita como um 

elemento importante na reparação vascular e cardíaca pós-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-expressão produz 

remodelação 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 formação de vasos funcionais durante a angiogênese embrionária 
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e em diversos modelos de angiogênese tumoral. Entre as moléculas de 

sinalização transmembrana que participam desta sinalização, a expressão de 

Dll4 é precoce durante a vasculogênese, Dll4 é o primeiro ligante Notch 

expresso no endotélio arterial (Chong et al., 2011) e a sua expressão é 

induzida por VEGF (Lawson et al., 2001). A perda de um alelo de Dll4 produz 

defeitos de especificação artério-venosa e letalidade embrionária em ratos 

(Duarte et al., 2004; Gale et al., 2004; Krebs et al., 2004). A sinalização Notch é 

ativada por VEGF, MAPKs e fatores de transcrição ETS, e regula a expressão 

de Dll4 e Notch4 em um ciclo de feedback positivo para determinar a 

especificação arterial (Caolo et al., 2010; Wythe et al., 2013). 

A inibição de Dll4 estimula a angiogênese durante a vascularização 

tumoral, aumenta os brotamentos e a ramificação. No entanto, este aumento é 

improdutivo e leva à queda na perfusão, aumentando a hipóxia, havendo assim 

uma rede vascular não funcional, incapaz de manter o crescimento tumoral. 

Esta inibição do crescimento de tumores por bloqueio de Dll4 é vista em 

diversos modelos de tumor (Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006; 

Scehnet et al., 2007). 

Desta maneira, ressaltamos a correspondência entre os efeitos da β2GPI 

observados in vitro, sobre o desenvolvimento de células endoteliais em culturas 

2D (Machado et al., 2013) e 3D e as alterações no desenvolvimento 

embrionário e formação da rede vascular in vivo induzidas na presença da 

β2GPI, compatíveis com inibição na sinalização Akt e Notch.  

Por outro lado, na célula endotelial, o principal receptor relacionado à 

angiogênese não parece ser um ligante de β2GPI. Em 2008, Yu e 

colaboradores, encontraram que a β2GPI não se liga à molécula de VEGF ou 

de bFGF, mas reduz a expressão de VEGF-R2 e inibe, de forma dose-

dependente, a formação de tubos sobre Matrigel e a proliferação de HUVECs 

induzida por VEGF ou bFGF em culturas 2D. O receptor VEGF-R1 não foi 

inibido, segundo os mesmos autores. Neste estudo, a forma clivada da proteína 

inibiu a fosforilação de Akt e ERK1/2. Mais recentemente, estes resultados 

foram confirmados em um modelo de células HAECs, nas quais a β2GPI 

regulou o crescimento e a migração direcional das células endoteliais após a 
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indução com VEGF e inibiu a fosforilação de VEGF-R2, ERK1/2 e Akt (Chiu et 

al., 2013).  

É através do receptor VEGF-R2 que o VEGF-A ativa enzimas de 

sinalização, 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 há 

uma relação de dependência de VEGF-R2 pela sinalização Notch para a 

indução da produção de NO. Pois, quando ocorre a inibição de Notch, em 

células endoteliais, há uma redução da produção de NO e da atividade de 

eNOS. 

Resultados anteriores do nosso grupo (GOMES et al., 2002) mostraram 

que o efeito indireto da β2GPI sobre a angiogênese pode ser adicionalmente 

modulado pela modificação da proteína in vivo. Este efeito indireto interfere 

potencialmente com a organização temporal dos eventos de crescimento e 

migração celular e com a proporção das frações de proliferação e diferenciação 

das células endoteliais. Estima-se que as células endoteliais em cultura sejam 

capazes de clivar monômeros de β2GPI e promover a sua dimerização. 

Relacionando-se a atividade da β2GPI apenas com a clivagem e 

dimerização seria de se esperar que, nas células endoteliais expostas 

independentemente às subfrações da proteína, os efeitos fossem equivalentes 

ou proporcionais, ou que apenas a forma dimérica mostrasse alguma atividade. 

Entretanto, os efeitos das duas subfrações sobre as culturas apresentaram-se 

qualitativamente diferentes. Em nossos testes in vitro, a fração de purificação 

rica em monômeros de β2GPI interferiu pouco com a proliferação de HUVECs e 

funcionou principalmente como um fator de diferenciação, enquanto a fração 

com predomínio de dímeros modulou negativamente a proliferação e a 

diferenciação. Os efeitos foram dependentes de densidade de plaqueamento e 

foram mais evidentes nas primeiras 24h, continuaram presentes após 48h e 

depois as culturas convergiram para um mesmo aspecto, sugerindo que a 

determinação de efeitos pode preceder a dimerização, que exista alguma 

hierarquia entre os sinais de monômero e dímero, ou que a atividade da 

proteína em cultura seja perdida por modificações subsequentes ou sequestro 

por outros substratos.  
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A exposição à fração de monômeros β2GPI induziu a diferenciação celular e 

a formação de tubos de maneira mais exuberante nas culturas confluentes do que 

nas culturas com baixa densidade de plaqueamento. A fração contendo dímeros 

inibiu a diferenciação e a formação de tubos nas culturas confluentes. A proliferação 

foi limitada nas primeiras 48h por ambas as frações, porém nas culturas com baixa 

densidade de plaqueamento o dímero mostrou efeito mais intenso do que o 

monômero.  

O monômero de β2GPI é a fração que predomina fisiologicamente in vivo, 

porém a proteína encontra-se, nos fluidos biológicos, principalmente associada a 

superfícies negativas, em estruturas de agregação reversíveis, em equilíbrio com 

formas monoméricas solúveis ou formando dímeros (Brington e Chesterman, 1994; 

Goldsmith et al., 1994; Sanguera et al., 1997b; Averna et al., 2004). A afinidade da 

β2GPI por substratos é modificada pela alteração conformacional resultante da 

dimerização. A formação do dímero, que inibe a proliferação e a diferenciação 

endotelial, é favorecida pela ligação de auto-anticorpos antifosfolipídio à proteína 

associada a superfícies negativas ou pela clivagem. A clivagem ocorre 

enzimaticamente pela ação da plasmina após a perda da integridade vascular e em 

eventos de trombose ou pela elastase durante a inflamação (Stella, 2009). Vários 

mecanismos cooperam para a capilarização necessária para o reparo tecidual. Os 

principais mecanismos de diferenciação terminal descritos são associados à via 

Notch de sinalização bioquímica. 

Diferente das vias das MAPK, que integram diferentes estímulos para um 

conjunto comum de sinalizadores citoplasmáticos, a via Notch constitui um 

mecanismo intracelular dependente de moléculas transmembrana, que transduzem 

sinais iniciados ou amplificados pelo contato célula-célula. Esta via é a responsável 

pelo estabelecimento de diferentes fenótipos de crescimento, diferenciação e 

especificação da função das células endoteliais, para a formação de brotos 

vasculares pérvios e funcionais (Phng e Gerhardt, 2009).  

Considerando a literatura, a ação diferencial de monômeros e dímeros de 

β2GPI sobre as vias de sinalização da Akt e do Notch pode explicar os efeitos 

dependentes de confluência das culturas celulares observados com as diferentes 
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subfrações da β2GPI sobre a proliferação e diferenciação de células endoteliais in 

vitro.  

O efeito dos monômeros e dímeros de β2GPI sobre o desenvolvimento 

dos embriões in vivo pode ser atribuído aos mesmos alvos bioquímicos nas 

vias de sinalização. Estas vias, quando alteradas, resultam em 

comprometimento da vasculogênese e angiogênese e também em 

anormalidade do desenvolvimento embrionário, inclusive com a ocorrência de 

letalidade precoce.  

Nos embriões expostos à fração dimérica da proteína, a estrutura da 

CAM foi bastante ou totalmente alterada, observou-se o efeito de letalidade ao 

embrião e a indução de alterações morfológicas macroscópicas.  

A anx-2, um potencial ligante da β2GPI, também já foi associada ao 

endotélio da CAM. A anx-2 aparece como um marcador do endotélio capilar da 

camada coriônica durante todo o desenvolvimento embrionário. 

Especificamente no período estudado do desenvolvimento da CAM (E8-E12) a 

expressão da anx-2 foi demonstrada nos capilares da camada epitelial 

coriônica e em células basais da camada epitelial alantoide (Matschke et al., 

2006). As alterações estruturais observadas na CAM das amostras tratadas 

com o monômero da proteína são compatíveis com alterações de vias de 

regulação de angiogênese como a Akt. As alterações morfológicas encontradas 

são semelhantes à de outras moléculas inibidoras de angiogênese 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 já no 6º dia de incubação, compatíveis com efeitos sobre a proliferação 

e maturação das estruturas. Segundo a literatura, o desenvolvimento da CAM é 

marcado por diferentes fases. O período entre o 5º e o 7º dias do 

desenvolvimento é onde ocorre o maior crescimento de novos vasos na CAM, 

depois disso, do 8º ao 12º dia predomina a maturação do processo de 

angiogênese. Na fase seguinte, que se inicia entre o 13º e 14º dia a rede 

vascular se expande, mas sem aumento da complexidade (Schlatter et al., 

1997). A fase correspondente ao 18º ao 21º dia é a fase de regressão, onde a 

maioria dos componentes está degenerando-se; contudo, tal processo é bem 

regulado e a transição entre as fases é gradual, já que a apoptose progressiva 
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das células é visível antes do 18º dia (Makanya et al., 2016). Os efeitos do 

dímero de β2GPI também são compatíveis com uma ação sobre a via de 

regulação relacionada à depleção da anx-2, induzindo a degradação prematura 

dos vasos da CAM e inviabilizando a CAM no período em que a mesma estaria 

se desenvolvendo.  

A análise matemática realizada utilizando LBPs tornou-se uma 

importante ferramenta para a análise quantitativa das estruturas da rede e deve 

permitir o refinamento dos resultados. Análises posteriores, empregando e 

morfologia matemática em imagens binárias da rede, foram propostas pelo 

grupo para o estudo da hierarquia das ramificações (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 

conclusões da análise e fornecer informação quantitativa já nesta etapa do 

processamento. 

Este tipo de análise também depende da qualidade da amostragem do 

material biológico, uma vez que o sistema de LBP é extremamente sensível ao 

tipo de ruído que afeta o contraste da imagem (Liu et al., 2012). Mesmo assim, 

é mais adequada do que os métodos anteriormente empregados e permitiu 

ampliar o estudo para amostras cujos vasos são frágeis, uma vez que ao 

avaliar o contraste entre o pixel central e sua vizinhança, pode-se obter grande 

contraste entre estes pixels, mesmo que tal flutuação seja mínima. O efeito de 

aumentar o raio da região analisada permitiu observar melhor alguns detalhes 

da microcirculação. 

A investigação dos efeitos sobre a estabilização da rede capilar foi 

conduzida em detalhes a partir da aplicação dessa ferramenta que permitiu 

estudar a estrutura da rede em condições em que os vasos apresentavam 

defeitos e vazamentos, prejudicando o contraste na imagem capturada.  

A hipótese de que as vias da Akt e da Notch sejam alvos funcionais da 

β2GPI também no modelo da CAM requer mais estudos para confirmação. As 

evidências observadas são compatíveis com efeitos de interferência sobre o 

desenvolvimento da rede vascular já 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 expansão da microcirculação, 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 formação de estruturas 

hierárquicas típicas na etapa de expansão. O aspecto de abertura dos 

capilares pode ser determinado pela inibição da via da anexina 2/Akt e pela 

não estabilização das paredes dos brotos vasculares, dependente de Notch. O 

efeito diferencial do monômero e do dímero de β2GPI indica que a indução do 

efeito do monômero e a sua inativação ocorrem antes da clivagem e 

dimerização da proteína, no ambiente do modelo, ou que ela ocorre em 

pequena extensão. Sugerem também que a dimerização não é revertida in 

vivo, nas condições empregadas para o ensaio. Este resultado morfológico foi 

confirmado pelos efeitos macroscópicos observados nos embriões e pelas 

diferenças de viabilidade entre as duas subfrações, o dímero apresentando-se 

muito mais letal. A comparação dos efeitos obtidos nas culturas celulares e no 

modelo da CAM demonstraram, em escalas diferentes, que o efeito do 

monômero pode ser autolimitado e que a clivagem e a dimerização ampliam o 

efeito antiangiogênico da proteína. 
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6. CONCLUSÃO 

 

In vitro, o monômero de β2GPI não interfere diretamente com a 

proliferação de HUVECs, mas funciona como um fator de diferenciação, 

induzindo a formação de um fenótipo alongado, com prolongamentos e 

estruturas de interação célula-célula. O efeito do monômero de β2GPI sobre a 

diferenciação das HUVECs é dependente da densidade de plaqueamento. O 

dímero de β2GPI modula negativamente a proliferação e a diferenciação de 

HUVECs. O efeito de uma exposição única às subfrações da β2GPI in vitro é 

transitório e reversível. Os efeitos observados são compatíveis com dados da 

literatura, que descrevem a inibição da via de sinalização Anexina 2/Akt pela 

β2GPI. O monômero de β2GPI modifica a determinação fenotípica associada à 

formação de células “tip” e “stalk” nas culturas de células endoteliais, sugerindo 

que a via Notch de sinalização possa ser alvo da β2GPI. 

In vivo, o dímero de β2GPI impede a angiogênese e induz a morte 

embrionária em 48h após a exposição no 4º dia de incubação. O monômero 

permite o desenvolvimento do embrião até o 10º dia, mas induz alterações no 

desenvolvimento dos vasos da membrana corioalantóide. Os efeitos 

observados no modelo também são compatíveis com a inibição da sinalização 

pelas vias bioquímicas 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 

padronização do fundo e tratamento em escalas de cinza, referentes às Figura 10 e 

Figura 11 apresentadas no texto. 

 
 
Figura 23. Imagem original - Efeito de β2GPI sobre o crescimento e a diferenciação de HUVECs em 

cultura 3D em baixa confluência. Substrato: Matrigel®; inoculo inicial: 5x10
3
 células/poço; Meio: RPMI 

sem suplementação de SFB. 

 
 
Figura 24. Imagem original - Efeito de β2GPI sobre o crescimento e a diferenciação de HUVECs em 

cultura 3D em semi confluência. Substrato: Matrigel®; inóculo inicial: 1x0
5
 células/poço; Meio: RPMI sem 

suplementação de SFB. 
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8.2.  Anexo B – Tabela de controle de umidade e temperatura 
medido pelo módulo Arduino 
 

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

Hora Minuto Umidade (%) Temperatura (ºC) 

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 
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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 – Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa 
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