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PROLACTINA HUMANA PSEUDOFOSFORILADA (S179D-hPRL) E UM
POTENTE FATOR ANTI-ANGIOGENICO IN VITRO E IN VIVO

Eric Kinnosuke Martins Ueda

RESUMO

S179D prolactina (hPRL) é uma mimica molecular da prolactina humana
fosforilada. Demonstrou-se que a S179D-hPRL era anti angiogénica nos ensaios
de angiogénese baseados na membrana corialantdéica de galinha e na cornea de
camundongos. Investigagdes posteriores realizadas empregando modelos in vitro
demonstraram que o tratamento com S179D-hPRL diminuiu o numero de células
viaveis, reduziu a formacao de tubulos em Matrigel e interferiu com a migracao e
invasdo da matriz extracelular. A analise dos fatores de crescimento de células
endoteliais humanas tratadas com S179D-hPRL revelou: uma diminuigdo na
expressédo ou liberagcdo da PRL enddgena, da heme-oxigenase-1, do fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF) e um aumento na expressdo de dois
inibidores teciduais de metaloproteases. A S179D-hPRL também bloqueou a
sinalizagao provocada por bFGF nessas células. Nés concluimos que essa mimica
molecular do hormdnio pituitario fosforilado é uma potente proteina anti-
angiogénica, em parte devido a sua habilidade de reduzir o estimulo autécrino de
fatores de crescimento de células endoteliais de corddao umbilical humano
(HUVEC), por sua capacidade de bloquear a sinalizagdo promovida pelo bFGF e
por sua habilidade de interferir na migracéo endotelial.

Também foi estudada a influéncia da S179D-hPRL na apoptose em células
endoteliais humanas, empregando caspase-8 como um marcador da via
extrinseca, e a liberagao de citocromo C como um marcador da via intrinseca. As
duas cascatas convergem na ativagdo da caspase-3, que cliva a fator de
fragmentacdo de DNA (DFF45). Uma incubacgao de trés dias com 50 ng/mL de
S179D-hPRL quadruplicou o numero de células apoptéticas; esse efeito duplicou-
se com uma concentracdo de 100 ng/mL e atingiu um apice com 500 ng/mL. A
clivagem de DFF45 e da pro-caspase-8 foi detectado com 100 ng/mL. Citocromo

C, porém, s6 foi observado com concentragdes de 500 ng/mL. O
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regulador de ciclo celular p21 (um marcador pré-apoptético) elevou-se com 100
ng/mL, enquanto que um incremento do supressor tumoral p53 necessitou trés
vezes o tempo de incubagédo e 500 ng/mL. A atividade do promotor de p21 foi
maxima com 50 ng/mL do analogo de hPRL, enquanto que 500 ng/mL foram
necessarios para se visualizar uma alteragao significativa na atividade do promotor
de Bax (um indicador da atividade de p53). Como previamente demonstrado na
literatura, S179D-hPRL bloqueou a fosforilagdo da quinase regulada
extracelularmente (ERK) em resposta ao bFGF, mas também causou uma
ativagdo tardia e prolongada da ERK. PD 98059 [inibidor especifico da proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPkinase)] inibiu essa ativacdo tardia e
sustentada assim como outros efeitos da S179D-hPRL, exceto aquele sobre a
inducdo de p53 e ativacdo do promotor de Bax. Podemos concluir que baixas
doses de S179D-hPRL bloqueiam a sinalizacdo de ERK induzida por bFGF e
concomitantemente ativam a ERK em um tempo diferente, resultando na elevagao
de p21 e ativando a via extrinseca de apoptose. Maiores tempos de incubacgao e
concentragdo, entretanto, ativam a via intrinseca empregando uma cascata
intracelular diferente.

Esses achados sugerem que niveis circulantes de PRL fosforilada podem
inibir a progressdo do cancer e, portanto, S179D-hPRL poderia ser um agente

anti-angiogénico util na terapéutica.



PHOSPHORYLATED HUMAN PROLACTIN (S179D-hPRL) IS A POTENT
ANTI-ANGIOGENIC HORMONE IN VITRO AND IN VIVO

Eric Kinnosuke Martins Ueda

ABSTRACT

S179D-prolactin (hPRL) is an experimentally useful mimic of naturally
phosphorylated human prolactin. S179D-hPRL, but not unmodified PRL, was found
to be anti-angiogenic in both the chorioallantoic membrane and corneal assays.
Further investigation using human endothelial in vitro models showed reduced cell
number, reduced tubule formation in Matrigel, and reduced migration and invasion,
as a function of treatment with S179D-hPRL. Analysis of growth factors in human
endothelial cells in response to S179D-hPRL showed a decreased expression or
release of endogenous PRL, heme-oxygenase-1, basic fibroblast growth factor
(bFGF), angiogenin, epidermal growth factor and vascular endothelial growth factor
and an increased expression of inhibitors of matrix metalloproteases. S179D-hPRL
also blocked signaling from bFGF in these cells. We conclude that this molecular
mimic of a pituitary hormone is a potent anti-angiogenic protein, partly as a result
of its ability to reduce utilization of several well-established endothelial autocrine
growth loops, partly by its ability to block signaling from bFGF and partly because
of its ability to decrease endothelial migration.

We also examined the influence of S179D-hPRL on apoptosis in human
endothelial cells, using procaspase-8 as a marker of the extrinsic pathway, and
cytochrome C release as a marker of the intrinsic pathway. Both pathways
converge at caspase-3, which cleaves DNA fragmentation factor (DFF45). A 3-day
incubation with 50 ng/ml S179D-hPRL quadrupled the early apoptotic cells; this
effect was doubled at 100 ng/ml and maximal at 500 ng/ml. DFF45 and pro-
caspase 8 cleavage were detectable at 100 ng/ml. Cytochrome C, however, was
unaffected until 500 ng/ml. p21 increased at 100 ng/ml, whereas a change in p53
activity required both triple the time and 500 ng/ml. p21 promoter activity was

maximal at 50 ng/ml, whereas 500 ng/ml were required to see a significant



change in the Bax promoter (a measure of p53 activity). As previously shown,
S179D-hPRL blocked extracelular regulated kinase (ERK) phosphorylation in
response to bFGF, but, in addition, continued co-incubation showed a delayed and
prolonged activation of ERK. PD98059 [a specific mitogen-activated protein kinase
(MAPkinase) inhibitor] inhibited this delayed activation of ERK and the effects of
S179D-hPRL on all parameters except p53, or activity of the Bax promoter. We
conclude that low doses of S179D-hPRL block bFGF-induced ERK signaling and
yet activates ERK in a different time frame to elevate p21, and activate the extrinsic
pathway. Longer incubations and higher concentrations, however, additionally
activate the intrinsic pathway using an alternate intracellular signal.

These findings suggest that circulating levels of phosphorylated hPRL may
reduce the progression of cancer and, furthermore, that S179D-hPRL may be a

useful anti-angiogenic therapeutic.
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1.0. INTRODUCAO

A prolactina (PRL) € um horménio pituitario envolvido em um amplo
espectro de atividades bioldgicas, possuindo mais agdes bioldgicas que todos os
outros horménios pituitarios combinados. O numero de diferentes atividades
biolégicas desse versatil hormoénio pode chegar a 300 fungdes separadas em
vertebrados. O primeiro passo para a agao fisioldogica da PRL, assim como para
todos os outros horménios, é a sua ligagdo ao um receptor de membrana
especifico, o chamado receptor de PRL (PRLR) (23,91). Estudos sobre a estrutura
secundaria da PRL, tais como dicroismo circular (CD), demonstraram que a PRL
possui 50% de a-hélices, enquanto que o restante da molécula se organiza em
estruturas desorganizadas tipo alga ("loop"). Tentativas iniciais de se determinar a
estrutura terciaria da PRL (difragao de raios-X, ressonancia magnética) nao foram
bem sucedidas. A unica informagao antes disponivel sobre a estrutura terciaria da
PRL foi fornecida por modelos baseando-se em sua homologia com o horménio do
crescimento (GH), empregando-se a estrutura do GH porcino (1,95). Como
antecipado, a PRL se organiza como um ramo de quatro a-hélices e compartilha
com os GHs, a disposi¢cao de dois pares de a-hélices antiparalelos (figura 1 e 2).
Recentemente a estrutura da PRL foi revelada por ressonéncia magnética nuclear
(RMN) (119,230) e maiores detalhes sobre suas caracteristicas puderam ser
observados. Péde-se observar que o modelo baseado na estrutura do GH porcino
estava correto, com algumas discretas variagdes (119). Em ambos os trabalhos
referentes a estrutura 3D da PRL, constatou-se que a PRL em solugdo adota a
classica conformacgao de outras proteinas da familia das citocinas hematopoiéticas
(ex. GH, figura 2).
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Figura 1. Estrutura da PRL humana. (a) Viséo estérica da estrutura resolvida por
espectroscopia de RMN. Os atomos C, C* e N das quatro principais hélices
(Leu15- Arg43, Lys78-Arg103, Ala111-Val137 e Glu161-lle193) foram empregados
para alinhamento das estruturas. (b) Representagdo de fitas da estrutura das
hélices como indicadas. (230).
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hPRL, visdo posterior hGH

Figura 2. Diagrama de fitas da estrutura resolvida por espectroscopia RMN pelo
grupo de Hodsdon (119). (a) Estrutura da PRL obtida por espectroscopia RMN; (b)
estrutura do GH obtida por difragcao de raios-X.



Os receptores de hPRL (PRLRs) sdo membros da superfamilia de receptores de
citocinas classe |, e como tais possuem uma série de caracteristicas em comum
com receptores de citocinas classicos (56,57,88). Essa superfamilia de receptores
possui as seguintes caracteristicas estruturais: (1) todos possuem dominios
transmembranicos que se associam com quinases efetoras ao invés de possuirem
uma atividade de quinase intrinseca e (2) a formagdao de homo ou hetero-
multimeros de isoformas dos receptores envolvidos € teoricamente iniciada pela
interacdo com seu ligante (ex. PRL), que por sua vez leva a transfosforilagdo da
quinase associada e iniciacao de diversas cascatas de sinalizacdo intracelular
(51,61) (figura 3). Para o PRLR, a dimerizacdo € considerada suficiente para
iniciar a sinalizagao intracelular e correspondente efeito biologico (51). Esse
modelo, onde a dimerizagao se da pela formagdo do complexo ternario (dimero de
PRLR e PRL), foi desenvolvido pela analise de hormdnios analogos (ex. GH) e é
apoiado por estudos onde duas cépias do dominio extracelular do PRLR de rato
formam um complexo com o lactogénio placentario ovino (40). Ao contrario da
PRL, onde um gene da origem a apenas uma proteina madura, o gene do PRLR,
através de “splicing” alternativo, da origem a varias isoformas de PRLR. Em ratos,
as diversas isoformas diferem em seu comprimento e composi¢ao de sua porgao
intracelular e sdao denominados formas curta, intermediaria e longa (figura 4)
(89,120). Formas soluveis também foram identificadas em humanos, onde apenas
o dominio extracelular é secretado, ndo sabendo-se se esta isoforma deriva de um

produto de “splicing” alternativo ou protedlise do PRLR integro (figura 4) (47,64).



tirosina
fosforilada

Figura 3. Relagao estrutura-fungdo do dominio citoplasmatico da forma longa de
PRLR (LF-PRLR). A regiao “Box 1” € necessaria para a ligagdo com JAK2; nédo se
sabe contudo se essa ligacdo € direta ou necessita de uma proteina adaptadora.
Os dois residuos de leucina (aa 259-260), identificados na forma curta do PRLR
(SF-PRLR), sao provavelmente envolvidos na internalizagdo de todas as
isoformas do PRLR. Seis tirosinas (das nove presentes no PRLR de rato) séo
possiveis alvos de fosforilagdo. A extremidade C-terminal (Y580) é necessaria
para ativagao da Stat5, e é proposto como o principal sitio de ligagdo da proteina
Stats. Y479 e Y473 também podem ativar Stat5, mas sdo sitios de menor
afinidade. Stat1 e Stat3 provavelmente interagem com regides do receptor
préximas a membrana; locais candidatos seriam Y309 no receptor ou tirosinas a
serem identificadas da JAK2. A regido do receptor proxima a membrana é comum
a todas as isoformas de receptores e € necessaria para interacao e ativagéo de
JAK2, Fyn e MAP quinases assim como também para ativagdo da proliferagdo



celular e transcrigdo de proteinas do leite (ex. Beta-caseina). (23).

LF IF SH1a SF1b

Receptor

Membrana

598

Figura 4. Todo o receptor de hPRL tem dominios transmembranicos unicos e
suas regides transmembranica e extracelular possuem sequéncia de aminoacidos
idénticas. Todos os receptores possuem um sitio “box 1” conservado, que é
importante para a ligagdao de JAK2. A fungdo da regidao conservada “box 2" é
atualmente desconhecida mas, para alguns membros da superfamilia de citocinas,
a regiao “box 2” ndo parece ser necessaria para a ativagao de JAK2. Pode ser que
seja requerida para a ancoragem de outras moléculas de sinalizagdo ainda a
serem definidas. Os numeros sob os receptores indicam o niumero de aminoacidos
da sequéncia. IF, receptor forma intermediaria; LF receptor forma longa; SF,
receptor forma curta; Y, tirosina. (246).

Em humanos, além da forma soluvel (PRLbp), temos outras formas de
receptores de membrana, produzidas por “splicing” alternativo que foram
recentemente identificadas (110,236). Foram identificadas duas isoformas curtas,
somando-se a forma longa (LF-PRLR) e a forma intermediaria (IF-PRLR),
clonadas de células de cancer de mama humano (25,125). As denominagdes
desses receptores como LF-PRLR, IF-PRLR e formas curtas (SF-PRLR),

entretanto € um pouco equivocada, visto que a IF-PRLR é de fato menor que



uma das SF-PRLR. LF-PRLR possui 598 aminoacidos, enquanto que a IF-PRLR
possui 325 aminoacidos, sendo menor que a forma curta 1a (SF1a-PRLR) de 352
aminoacidos e maior que a isoforma curta 1b (SF1b-PRLR) de 264 aminoacidos
(25,125).

Apesar da hPRL possuir apenas um transcrito, a proteina sofre diversas
modificagdes pods traducionais tais como protedlise, glicosilacdo e fosforilagdo
(167,219). Foi demonstrado que modificagdes, tais como protedlise e fosforilagao,
podem dar origem a diferentes atividades biolégicas de hPRL. A clivagem da
prolactina em um produto denominado 16K-PRL apresentou atividade anti-
angiogénica em sistemas in vitro e modelos in vivo (43,44,45,46,74,143). De
forma similar o grupo de Walker observou que preparagdes de PRL humana
quando defosforiladas apresentavam uma maior atividade biolégica que amostras
nao digeridas com fosfatase (250). Baseando-se nessas observagdes iniciais,
postulou-se que a hPRL fosforilada (hPRL-P) estaria agindo como um antagonista
da isoforma ndao modificada (hPRL). Observagao similar foi reportada para a PRL
de origem bovina (259). Como a quantidade de hPRL-P é muito baixa, e sua
separacao da hPRL nao fosforilada complexa (35), optou-se pela sintese de uma
isoforma pseudofosforilada onde a serina 179 foi substituida por um residuo de
aspartato, criando-se assim uma conformagao e cargas similares a forma
fosforilada da PRL. Tal metodologia € extensamente empregada na produgao de
formas pseudofosforiladas de outras proteinas, onde os sitios de fosforilacdo sao
substituidos por residuos acidos como aspartato (65,66,235). O residuo de serina
179 seria o sitio mais provavel de fosforilagdo da PRL humana (237), baseando-se
na homologia com o sitio de fosforilagdo da PRL de ratos, o residuo de serina 177
(249). Essa isoforma pseudofosforilada mostrou-se um antagonista da PRL em
ensaios in vitro (35) e abriu novas possibilidades de estudo sobre o papel da PRL

em doengas como cancer de mama (50) e cancer de prostata (205).



1.1. Cancer e Prolactina (PRL)

1.1.1. Cancer de mama

Evidéncias recentes sugerem que a PRL é produzida localmente em
diversos orgaos, incluindo o tecido da mama, o endométrio e células T (48,172).
Sabe-se também que a PRL age como um fator autécrino/paracrino no tecido
mamario (87,257). Diversos estudos tém demonstrado que mRNA de PRL é
produzido no epitélio mamario humano e que células de cancer mama produzem
quantidades significativas de PRL in vitro (201). Nos anos 80, diversas pesquisas
clinicas foram realizadas para estudar a possibilidade do uso de drogas que
pudessem inibir a produ¢cao de PRL em cancer de mama. Os resultados, porém,
foram negativos, provavelmente devido ao fato que estas drogas apenas inibiam a
producdo de PRL pituitaria, e ndo interferiam na produgdo de PRL pelo tecido
mamario. Mais recentemente, varios estudos in vivo e in vitro indicam que a PRL
pode estar envolvida na formacéo de tumores (50) estimulando a proliferagdo e
sobrevivéncia celular (97,159,196,214), aumentando a motilidade celular (163) e
promovendo a vascularizagao tumoral (50,224). Varios fatores indicam que a PRL
tem multiplos efeitos sobre células normais e tumorais. Esta bem estabelecido que
a PRL tem um efeito mitogénico em células de mama (50). Em linhagens de
células de céncer de mama, a administragdo de PRL exdgena aumentou a
proliferagdo celular (32,150,214), e em outro estudo a PRL reverteu os efeitos
inibitorios do ciclo celular provocados pela radiagao (32). De forma similar, quando
uma linhagem celular de cancer de mama foi induzida a produzir altos niveis de
PRL endoégena, observou-se um aumento de 1,5 vezes da proliferacdo
comparando com os controless, sendo que o efeito da PRL foi exacerbado pela
co-administragcao de estradiol (97). A administragdo de anticorpos contra PRL é
capaz de inibir a proliferagao celular e coibir a progressao do ciclo celular in vitro

(37,85,155). Postula-se que a PRL influencia a proliferagdo e crescimento
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celular alterando a ciclina D1, uma importante proteina reguladora do ciclo celular
(28,50). A prolactina endogena aumenta os niveis de ciclina D1, e esse efeito
pode ser magnificado com a adi¢cdo de estradiol, o que sugere que a PRL poderia
aumentar a sensibilidade das células aos efeitos estrogénicos (97). A prolactina
também parece possuir efeito anti-apoptotico em células de cancer de mama (10).
De fato foi também descrito que a PRL enddgena estava negativamente
correlacionada com apoptose induzida por C2-cermida (50,196). A adicdo de
anticorpos anti-PRL resultou em um aumento de morte celular em cerca de trés a
dez vezes no mesmo modelo. De forma analoga, a adicdo de PRL exdgena
diminui o numero de células apoptéticas em 30%/100 ng/mL de S179D-hPRL
(196). Dados em animais também s&o consistentes com o papel da PRL no
processo de formacdo de tumores. Entre 65 e 80% dos camundongos
transgénicos com expressdao constante de PRL no epitélio mamario
desenvolveram carcinomas, em comparagdo com os controles (5%) (206). A
expressao transgénica resultou em um aumento da porcentagem de células na
fase S, aos seis meses de idade. De forma similar todos os animais transgénicos
expressando prolactina desenvolveram carcinomas mamarios aos 11-15 meses de
idade, enquanto os controles apresentaram tecido mamario normal (257). Ratos
que receberam xenoimplantes de células tumorais expressando altos niveis de
PRL tiveram uma progress&do do tumor mais rapida e um aumento no numero de
metastases em comparagao aos controles (150).

Existe evidéncia limitada que sugere que a PRL esta associada com uma
maior motilidade celular e angiogénese. Em um estudo, a PRL promoveu um
aumento significativo na migragéao de células de cancer de mama; sendo que 70%
das células migraram em diregcdo ao gradiente de PRL (163). Esses dados,
combinados com os resultados in vivo, onde a administragdo de PRL aumenta o
nuamero de metastases (150), sugerem que existe envolvimento da PRL no
processo de metastase tumoral.

O PRLR foi detectado por imunohistoquimica (IHC) em tecidos normais e
em tumores de mama. Entretanto, a concentragcdo de receptores foi maior em

tecidos tumorais, com 70-95% dos tumores positivos para PRLR
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(83,150,166,191,201,234). Aparentemente a localizagao dos PRLRs também foi
diferente, sendo que em células normais a localizacdo foi ao longo da borda
luminal, enquanto que a localizagdo em células cancerosas era primariamente no
citoplasma (83). Apesar destes dados, uma analise em busca de mutagdes no
PRLR em tumores n&o observou nenhum tipo de mutagdes (86). A presenga de
PRLRs em tumores de mama ndo esteve associado com varias caracteristicas
clinicas incluindo grau de desenvolvimento do tumor (86), mas pode estar
associado com diferenciagcado tumoral (199). Presenga do horménio PRL também
foi observada em tumores malignos da mama. Dois estudos reportaram que cerca
de 80% dos tumores de mama eram positivos para PRL no citoplasma (22). Um
aumento da positividade estava significantemente associado com um aumento no
tamanho tumoral, malignidade, envolvimento de ndédulos (22). Além disso, a
presenca de PRL estava positivamente associada com a presenca de seu receptor
(22). Embora a positividade de PRL esteja associada com o estagio do tumor e
presenca de receptor, a presencga de receptor por si s6 ndo estava associada com

o estagio tumoral (22).

1.1.2. Cancer de prostata e hiperplasia benigna da préstata (HPB)

Devido ao aumento na expectativa de vida, doencas como HPB e cancer de
préstata se tornaram comuns. Cancer de préstata € agora a primeira causa de
Obitos provocados por cancer em homens. O crescimento, diferenciacdo e
apoptose de células da préstata sdo regulados principalmente por androgénios.
Por esta razao, o tratamento principal de tumores prostaticos consiste na inibicao
da sintese ou agéo dos androgénios. Infelizmente, na maioria dos casos, o0 volume
do tumor sofre um decréscimo inicial, mas células malignas continuam a divisdo
celular.

Embora o papel da PRL na fisiologia da préstata tem sido colocado em
evidéncia por algum tempo (58,142), a importancia da PRL em doengas da
prostata foi subestimada devido a varios estudos clinicos que falharam ao tentar

encontrar uma correlagao clara entre niveis circulantes de PRL e a presenca ou
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auséncia de doencga (101,185,211). Existem duas razdes importantes para esse
fato. A primeira razdo é que a PRL é secretada em uma variedade de isoformas
com modificagbes pods-traducionais, que por sua vez nao sao igualmente
reconhecidas por imunoensaios sendo que algumas tém demonstrado diferentes
atividades bioldgicas (219). Dessa forma, niveis séricos de PRL poderiam estar
elevados sem um aumento concomitante na atividade estimulatoria da prostata e
vice-versa. O segundo motivo, seria a producédo de PRL prostatica. Se a fonte de
PRL extrapituitaria, que inclui uma grande quantidade de tecidos (15), contribui
coletivamente com cerca de 10-20% dos niveis circulantes de PRL, um aumento
de duas vezes ou mais de PRL na préstata nao acarretaria um aumento detectavel
nos niveis seéricos totais. Entretanto esse aumento regional de PRL poderia ter
efeitos significativos sobre a proliferagéo de células na préstata.

Esta bem definido que outros fatores nao-androgénicos interferem com
esse fendbmeno. Demonstrou-se que PRL é um dos fatores nao esteroidais que se
supde estar envolvido tanto na proliferacao celular (179), como também no
desenvolvimento da HPB e cancer da prostata (116,179,180,241,242). O papel da
PRL na fisiopatologia da prostata se torna mais importante com a idade. De fato,
os niveis de PRL prostatica aumentam de acordo com a idade (146), enquanto
que os niveis de testosterona diminuem (176). Além disso, a prostata sintetiza
PRL (179), que provavelmente deve atuar via os PRLRs localizados no lado apical
das células do epitélio acinar prostatico. Esse fato poderia levar a uma
estimulagado paracrina/autocrina induzida por PRL da proliferacdo das células
prostaticas. A PRL é capaz de produzir hiperplasia do estroma e displasias
intraepiteliais quando é empregada em longa exposigédo (258). O mecanismo da
acao da PRL é complexo. A PRL pode influeciar a prostata indiretamente via
regulacéo dos niveis de receptores de hormdnio luteinizante testicular e enzimas
esteroidogénicas para aumentar a produgdo de testosterona. Em humanos as
glandulas  adrenais  produzem  precursores androgénicos, DHEA e
dehidroepiandrosterona, em grandes quantidades em resposta a PRL (3). A PRL
pode também agir diretamente; PRL e PRLR s&o expressos na préstata humana e

de ratos (180) pelas células epiteliais. In vitro, a PRL é mitogénica para células
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epiteliais de proéstata cultivadas (165) e em culturas de 6rgaos a morfologia é
melhor conservada pela adigao de andrégeno a PRL (182). A expressao de PRL e
PRLR é aumentada por tratamento com andrégeno in vivo, e os niveis de PRLR
também aumentam em resposta a PRL (180,181). A PRL também desempenha
um papel em doencgas da prostata de forma direta e indireta. Células tumorais e

células hiperplasicas da prostata mantém a expressao de PRLR (116,180).

1.2. Efeitos da S179D-hPRL como antagonista da PRL em estudos in vitro e
in vivo

A S179D-hPRL foi primeiramente descrita como um antagonista da PRL
empregando-se como modelo, o ensaio in vitro que utiliza células de linfoma de
rato Nb2 que sdo lactogénio-dependentes para sua proliferacdo (35). O
antagonismo observado nesse estudo provou que a S179D-hPRL apresentava um
antagonismo competitivo e dose dependente no ensaio in vitro com células Nb2.
Observou-se ainda nesse trabalho, a importancia da Serina 179 para a atividade
geral da PRL selvagem, sendo que o mutante de alanina demonstrou uma baixa
atividade bioldgica. Quatro grupos de pesquisa independentes demonstraram o
antagonismo de S179D-hPRL em diferentes sistemas (136,178,213,265,267). A
partir do estudo inicial de Chen et al. (35), diversos outros trabalhos mostraram o
efeito da S179D-hPRL. Levando em conta que STAT5a e STATS5b estao
envolvidas na sinalizagao de PRL, foi investigado o efeito da S179D-hPRL sobre a
fosforilacdao destas duas proteinas intracelulares e demonstrou-se que S179D-
hPRL inibe a ativacdo da STAT5b. Essa inibicdo na fosforilacdo, resultou na
menor formagao de heterodimeros de STA5a-STATS5b, culminando numa menor
proliferacdo das células Nb2 (57). Em outro estudo o antagonista S179D-hPRL
inibiu os efeitos da PRL selvagem sobre os niveis de ciclina D1, a ativacdo da
STATS5a na tirosina Y694 e a duragdo da ativagdo da quinase regulada
extracelularmente (ERK), que estéo ligados a proliferagdo de células tumorais de

cancer de mama (213). Também foi demonstrada a atividade antagonista da
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S179D-hPRL em ensaios in vitro com células tumorais de préstata LnCap, DU 145
e PC3, onde o antagonista inibiu a proliferagao celular e em modelos in vivo onde
S179D-hPRL inibiu o crescimento tumoral de xenoimplantes de células DU145 em
camundongos nude (265). Em sistemas in vitro, onde a S179D-hPRL foi
empregada para antagonizar os efeitos da PRL selvagem e concentragbes dessa
ultima sao precisamente quantificadas (ex. em casos onde ndo ha producéo de
PRL pela célula ou organismo em tratamento), a quantidade de S179D-hPRL
eficaz para o antagonismo é cerca um décimo da concentracdo de PRL no
sistema (213). Sob essas condi¢gdes, a S179D-hPRL bloqueia a sinalizagéo
iniciada pela isoforma longa do PRLR, através da via de sinalizacao JAK-STAT

(figura 5), resultando numa inibigdo da proliferagao celular (213).
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Figura 5. Representagdo esquematica da via de sinalizagdao JAK-STAT do PRLR.
PRLR ativa Stat1, Stat3 e principalmente Stat5. Interagbes de Stat5 como o
receptor de glucocorticoides (GR) ja foram descritas (23).

1.3. S179D-hPRL como agonista: vias de sinalizagao celular da S179D-hPRL

Apesar da S179D-hPRL possuir efeito antagonista da PRL em diversos
sistemas in vitro e in vivo (35,136,178,213,265,267), sabe-se também que esse
antagonista pode atuar como agonista parcial da PRL em certas circunstancias

(18,21), o que gerou certa controvérsia sobre o real papel dessa molécula
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(18,21). S179D-hPRL também é capaz de promover a diferenciacédo celular
(137,262,263) e induzir apoptose (239,267,268), via ativacao prolongada da
quinase regulada extracelularmente (ERK 1/2) (262,263). A PRL é capaz de ativar
tanto a cascata de sinalizacdo da JAK-STAT, como a via da proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK). No caso da via da MAPK, a ativagao pela PRL se
da nos primeiros minutos de ativacao, diferente da ativacao tardia e prolongada
provocada pela S179D-hPRL (240,262,263) (figura 6). Isso sugere que a diferenca
entre as conformagdes da PRL e S179D-hPRL, causaria uma diferengca também

nos complexos receptor-ligante iniciando diferentes sinais intracelulares (figura 7).

Membrana celular

Complexo receptor de PRL+ PRL (2:1)

Membrana nuclear

N K
Expresséo
génica Y
Apoptose Proliferacio celular

Figura 6. A transducdo de sinal pelo PRLR ativa multiplas cascatas de
sinalizagdo. A ativagdo induzida pelo ligante do complexo de PRLR ativa as vias
de sinalizagdo JAK-STAT, MAPK e Fyn. O “cross talk” entre essas vias de
sinalizagdo parece ser mais comum do que a ativagao especifica de uma unica
cascata de sinalizagao intracelular (49).
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Figura 7. Diagrama da ativagao do PRLR. A-A figura mostra de forma simplificada
o receptor (PRLR) e seu ligante (PRL), sendo que se sugere que os receptores
estejam pré-dimerizados e que a PRL n&o seja simétrica bilateralmente. Estudos
de mutagénese claramente apdiam a teoria de um processo de dois passos na
ligagdo da PRL ao PRLR. Em primeiro lugar ocorre a interagdo com o primeiro
receptor, que gera uma mudanga conformacional na PRL, que entdo se liga ao
segundo sitio no segundo receptor. A formagao do complexo PRLR-PRL, gera por
sua vez uma mudanga conformacional do receptor em seu dominio intracelular
que permite as JAKs associadas se aproximarem entre si e iniciar a
transfosforilagdo. Y, tirosina. B-Ativagdo do PRLR pela S179D-hPRL. Diagrama

mostrando como um ligante de conformag&o diferente pode alterar a 43



sinalizagao intracelular. Um ligante alterado pode interagir de forma diferente com
0s receptores causando uma mudanga conformacional que inibiria a ligagdo de
STAT (ilustrado aqui como o impedimento estérico dos sitios ligantes de STAT),
enquanto que manteria a ativagdo das JAKs associadas e efeitos “dowstream”
associados. Evidéncias que apdiam esse tipo de modelo sdo demonstradas em
Seubert et al (216). S179D inibe a fosforilagdo de STAT induzida pela PRL (213) e
€ um agonista fraco quando empregado sozinho, produzindo uma baixa ativagao
de STAT (262). No entanto S179D-hPRL é um otimo ativador da cascata da
MAPK (240,262,263). Tal modelo poderia fornecer uma explicagdo para o modo
de agao deste analogo.

A S179D-hPRL possuiria dessa forma, algumas vantagens pelo fato de
nao ser um antagonista puro de PRL, como no caso da G129R-hPRL (37),
possuindo na mesma molécula, propriedades de antagonista e agonista:
- S179D-hPRL diminui a proliferacdo de células de préstata humana em modelos
in vivo e in vitro bloqueando a estimulagao autécrina de PRL (265);
- S179D-hPRL induz a expresséao da proteina reguladora de ciclo celular p21, um
marcador pro-apoptético, e do receptor da vitamina D, sendo que os efeitos de
S179D-hPRL e 1,25-dihidroxivitamina D3 sao adititivos para a inibicdo da
proliferagdo de células tumorais de préstata (263);
- Em glandulas mamarias e prostata, S179D-hPRL promove a expressao de genes
tecido-especificos levando essas células a um estado mais diferenciado
(137,262,263);
- O antagonista S179D-hPRL diminui os niveis séricos de testosterona e
dihidrotestosterone (266), um efeito que parece ser mediado por uma agao direta
sobre as células de Leydig;
- A forma pseudofosforilada ainda demonstrou propriedades anti-inflamatorias,
sendo que essa caracteristica foi demonstrada através uma resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia (158). Sabe-se que a inflamacgao frequentemente
precede o processo de cancer (96);
- também demonstramos que a S179D-hPRL é um potente agente anti-
angiogénico in vitro e in vivo (239), uma propriedade que provavelmente contribui
para sua acgao anti-tumoral in vivo.

Como resultado da combinagao dessas propriedades, pode-
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se afirmar que a S179D-hPRL é mais potente em modelos in vivo que em ensaios
in vitro, Como exemplo podemos citar que o antagonista pode inibir o crescimento
das glandulas mamarias em concentragdes séricas de 50 ng/mL (administracéo de
25 pg/Kg/dia) (137) e o de xenoimplantes tumorais humanos androgeno-

dependentes, em doses de 170 ug/Kg/dia (265).

1.4. Outros antagonistas de PRL

Baseando-se no desenvolvimento do antagonista de GH humano, o G120R
GH (36), e pela sua analogia estrutural do GH com a PRL, Chen et al e Kelly et al
produziram independentemente o antagonista G129R-hPRL (37,89). Nesse
mutante o sitio modificado tinha um residuo hidrofébico que foi substituido por um
residuo de carater hidrofilico, dessa forma interferindo com a ligagdo ao segundo
sitio de ligagdo do PRLR. Ambos os autores foram capazes de demonstrar a
habilidade desse mutante em inibir o crescimento de células de cancer mama in
vitro (37,155,194), porém apenas Chen et al foi capaz de obter os mesmos
resultados in vivo (34). Entretanto, em modelos in vivo, foi necessario o uso de
grandes concentracdes para obter o efeito antagonista desejado (8 mg/Kg/dia)
(34). Estudos posteriores de Kelly et al tentaram, através de mutagdes adicionais,
aumentar a afinidade e poténcia da G129R-hPRL, porém sem sucesso (89,124).
Embora o antagonista G129R-hPRL tenha sido considerado “puro”, mais tarde se
demonstrou que este analogo possuia propriedades agonistas tal como S179D-
hPRL (18), sendo que o agonismo ou antagonismo poderia variar de acordo com a
sensibilidade do ensaio utilizado (18). Na busca de um antagonista “puro”, Kelly et
al. observaram que delegcbes da porcao N-terminal da PRL tinham um impacto
significativo na afinidade ao PRLR (19). Combinando essa alteracdo com a
mutacdo G129R, Kelly et al. conseguiram produzir antagonistas puros que porém
se mostraram menos potentes que a G129R-hPRL original e portanto ainda sem

aplicagao na terapéutica (20).
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O grupo de Chen et al. (14) adotou outra abordagem e sintetizou G129R-
hPRL como proteina de fusdo com uma variedade de moléculas. A idéia principal
era empregar a porcdo G129R-hPRL como antagonista de PRL bloqueando a
atividade autdcrina e endocrina da PRL e também direcionando a acido da
proteina de fusdo para células que expressam PRLR. Combinando-se a mutacao
G129R com a interleucina-2, visou-se estimular a morte de células expressando
PRLR por células T (274). A fusdo com endostatina associou os efeitos anti-
proliferativos do mutante e o efeito anti-angiogénico da endostatina (14), enquanto
que a combinagdo com a exotoxina A visou a morte seletiva de células PRLR
positivas (140). Todas as proteinas de fusdo mantiveram ambas as atividades
biolégicas dos componentes combinados. As duas primeiras proteinas de fus&o
demonstraram uma eficacia maior in vivo na redugao de xenoimplantes de células
tumorais em comparagdo com as proteinas separadas. As dose empregadas,
entretanto, foram muito altas para uso clinico (a proteina de fusdo G129R-
endostatina foi testada na concentracdo de 5 mg/Kg/dia) (14). Outra limitacao
encontrada com a proteina G129R-exotoxina A foi a necessidade de uma
cuidadosa titulacdo para produzir a morte apenas das células com alta expressao
de PRLR, sem efeitos colaterais significativos em outro tecidos sadios que
também expressam o receptor (68,80,98,125,159,194,236,244,272).

1.5. Angiogénese

Angiogénese é o processo biologico pelo qual novos vasos capilares sao
formados podendo ser observada em varios processos fisiologicos e patoldgicos.
O termo angiogénese, ou neovascularizagdo se refere a todo processo de
angiogénese posterior a fase embrionaria, caso contrario a denominacgao correta
seria vasculogénese. O processo se assemelha muito a vasculogénese
embrionaria, e segue 0 mesmo padréo onde ocorre a angiogénese associada a
expansao tecidual. Esse processo inclui o crescimento e desaparecimento de
capilares e a formacado de arteriolas e vénulas (112,203,204). O processo de

angiogénese € controlado pelo equilibrio entre diversas moléculas que possuem
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atividade regulatéria positivas e negativas, o que levou a criagdo do termo
“interruptor angiogénico” (“angiogenic switch”), que dependeria de sua ativagao
pela producdo de um ou mais elementos angiogénicos (202). Este processo
envolve a diferenciacdo e organizagao de células endoteliais em tubos capilares e
a interacéo entre citocinas e fatores de crescimento. As etapas da angiogénese
podem ser visualizadas na tabela 1 em forma resumida. Moléculas de adeséao
celular geralmente mediam inumeras interagdes célula-célula ou célula-matriz
extracelular (ECM). Estas moléculas, em conjungdo com a captacéo de células de
apoio pré endoteliais, fornecem a manutencio e as fungdes moduladoras para os
vasos. Células associadas incluem periocitos nos pequenos capilares e células da
musculatura lisa em vasos de maior calibre (79,99,112). A angiogénese ocorre em
situagdes fisioldgicas tais como na recuperagdo de traumas e ferimentos, e na
restauracdo do fluxo sanguineo para tecidos que foram lesados ou danificados.
Em mulheres também ocorre durante o ciclo reprodutivo (para a formagéao do
tecido uterino e maturagcédo dos 6vulos durante a ovulagado) e durante a gravidez
(para a formacédo da placenta e circulagéo entre mae e feto) (figura 8). Em certas
doengas, o controle da angiogénese € perdido. Em doengas angiogénese-
dependentes a formagao de novo vasos é excessiva ou insuficiente. Com relagao
aos casos em que ocorrem processos exacerbados de angiogénese, podemos
citar até 70 condigbes patologicas. Entre elas varios tipos de cancer, cegueira
relacionada a diabetes (retinopatia diabética), degeneracdo macular relacionada
ao envelhecimento, artrite reumatéide, hemangiomas juvenis e psoriase
(74,113,126,198). Nessas condi¢des, tais como certos tipos de cancer, a formacgao
de vasos tem a funcdo de alimentar o tumor, destruir tecidos para expansao e
invasdo tumoral, além de permitir que células tumorais migrem pela circulagéo
permitindo assim a formagao de metastases em outros focos no organismo (figura
9 e 10). Em quadros onde existe uma deficiéncia na formacao de novos vasos, o
crescimento inadequado de capilares impede a circulagdo sanguinea apropriada,
levando a necrose e morte tecidual, devido a producao insuficiente de fatores
angiogénicos. A angiogénese é essencial especialmente em doencgas onde a

formagado de vasos ocorre em resposta a lesao tecidual (130,134,209,233). Sao
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exemplos de doengas envolvendo processos com deficiéncia de angiogénese a
doenca coronaria arterial, acidentes vasculares cerebrais e problemas com
cicatrizagdo de feridas (76). A tabela 2 fornece os varios tipos de doencas

relacionadas com a angiogénese.

Angiogénese no
revestimento uterino

angiogénese tecidual
durante cicatrizacao

Figura 8. Processos fisioldgicos onde ocorre um aumento na angiogénese.(177).
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Figura 9. A angiogénese ¢ iniciada pela liberagdo de fatores pré angiogénicos e
fatores quimiotaticos pelas células tumorais que, em contrapartida, atraem e
ativam as células endoteliais da microvasculatura para a formacdo de novos
capilares. bFGF, fator de crescimento de fibroblastos basico. (177)
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Tabela 1. Eventos chave no processo angiogénico

Fase

Evento chave

Ativacdo de células endoteliais e
pericito

Mundangas morfologicas de células
endoteliais preparando-as para
proliferacdo e secrecdo, vasodilatagao
local, aumento da permeabilidade
vascular, acumulacao de fibrina extra

Degradagao da membrana basal
Migracao de células endoteliais

Estimulo angiogénico resulta na
degradagdo da membrana basal
vascular

Fatores quimiotaticos produzidos por
fibroblastos, mondcitos e plaquetas
induzem migracdo e ramificagdo de
células endoteliais

Proliferagao de células endoteliais
Diferenciacao de células endoteliais

Mitogénios  produzidos  localmente
induzem sintese de DNA e mitose em
células endoteliais

Proliferagdo das células endoteliais
diminui e contato célula-célula é
restabelecido, ramos formam limen

Reconstituicdo da membrana basal

A maturacao dos vasos é realizada pela
reconstituicdo da membrana basal
sintetizada pelas células endoteliais e
pericitos

Maturagao e da

vasculatura

estabilizagao

Remodelagem capilar por estabilizagao
e regressao
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Tabela 2. Doencas relacionadas com deficiéncias no processo angiogénico
(Polverini, 2002)

Neoplasia

Tumores solidos e liquidos (leucemias)

Malformagoes e neoplasias vasculares

Angiofibroma

Malformagdes arteriovenosas

Hemangiomatose

Desordens do aparelho reprodutor

Endometriose

Insuficiéncia placentaria

Pré-eclampsia

Doenca do Sistema Nervoso Central, Cardiovascular e Pulmonar
Aterosclerose

Adesbes vasculares

Deméncia vascular

Restenose/lesao de reperfusao

Fibrose pulmonar

Doencga de Alzheimer

CADASIL (arteriopatia dominante autossémica cerebral com infartos subcorticais e
leucoencefalopatia)

Sindromes

Discondrosplasia com harmatomas vasculares (sindrome de Maffuci)
Telangiectasia hemorragica hereditaria (sindrome de Rendu-Osler-Weber)
Sindrome de Von Hippel-Lindau

Desordens Oculares

Neovascularizagado de enxerto cérneo

Retinopatia diabética

Retinopatia isquémica

Glaucoma neovascular

Fibroplasia retrolental

Retinopatia prematura

tracoma

1.6. Angiogénese e cancer

A vascularizagdo de tumores tem sido observada por muitos anos (26).
Alguire notou que a formagao de novos vasos era estimulada pelo tumor em

crescimento: “Uma caracteristica marcante do tumor em crescimento é
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sua capacidade de produzir um novo endotélio capilar a partir do hospedeiro” (4).
Tannock mostrou que a taxa de divisdo de células tumorais diminue na propor¢ao
em que estas se afastam dos vasos sanguineos e relacionou esse efeito a
diminuicdo no fornecimento de oxigénio (228). Além disso, ele demonstrou que a
taxa global de crescimento do tumor era ditado ndo pela proliferacdo das células
tumorais mas pela baixa taxa de proliferacdo das células endoteliais, concluindo
que o fornecimento de oxigénio e nutrientes é critico para o crescimento da massa
tumoral.

A vascularizagdo é um processo vital para a progressao de uma neoplasia
partindo de um tumor pequeno e localizado para uma massa tumoral maior, com a
habilidade de formar metastases (figura 10) (78,152). O conceito terapéutico de
anti-angiogénese surgiu no inicio dos anos 70 baseado nas observacbes de que
tumores que nao desenvolviam vascularizagdo nao progrediam para massas
maiores de cerca de poucos milimetros de didametro (77). Comparando-se o
crescimento de tumores transplantados para o humor aquoso avascular de
coelhos com aqueles implantados na iris vascular, Folkman pode mostrar as fases
vascular e avascular do crescimento tumoral. O inicio da fase vascular coincidiu
com a expans3o de tumores maiores que 2-3 mm? e um aumento de cerca de 20
vezes na velocidade de crescimento do tumor. Tumores implantados no humor
aquoso tiveram sua entrada na fase vascular inibida e permaneceram dormentes
(84). Concluiu-se que a vascularizagéo era essencial para o crescimento do tumor
e inferiu-se que a prevencgado dessa vascularizagao poderia ser uma abordagem
terapéutica viavel.

O endotélio adulto €& essencialmente quiescente, mas em resposta a
estimulos fisioldgico ou patolégico o endotélio pode mudar de estado e passar a
proliferar-se. A angiogénese fisioldgica pode ser rapidamente inibida, indicando
um controle fisiologico estringente, ainda podendo ser ativada com um estimulo
adequado, mecanismo analogo ao da cascata de coagulagéo.

O tumor altera a resposta vascular dos vasos do hospedeiro, interrompendo
localmente o equilibrio entre reguladores positivos e negativos. Esse “interruptor

angiogénico” € necessario para o0 crescimento do tumor e pode limitar a
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sua taxa de crescimento (100). Existem evidéncias convincentes mostrando que
tumores sofrem uma mudanga para uma fase angiogénica de acordo com a sua
progressdo. Em carcinoma cervical, por exemplo, o desenvolvimento de
vasculatura pode ser associado com a evolugdo de um estagio pré maligno nao
invasivo para um estado de carcinoma invasivo (221). A densidade da
microvasculatura é um poderoso indicador progndstico independente de
metastase e sobrevida, sugerindo que a vascularizagdo tumoral se correlaciona
com o potencial de metastase e progressao (252).

Os primeiros estudos e teorias sobre a angiogénese tumoral se
concentraram nos efeitos de novos vasos sobre a expansao tumoral e o potencial
de se inibir esse crescimento com inibidores de angiogénese. O que foi de certa
forma subestimado foi o papel da angiogénese na metastase tumoral e que
tumores altamente vascularizados tem um potencial de produzir um niumero maior
de metastases que tumores menos vascularizados. Além de seu efeito positivo
sobre a expansao do tumor, a angiogénese fornece uma rota para células
tumorais deixarem o tumor primario e entrarem na circulagdo, facilitando o
processo de metastase (figura 10 e 11). A angiogénese aumenta a entrada de
células tumorais na circulacdo fornecendo uma maior densidade de capilares
imaturos e altamente permeaveis que possuem uma membrana basal menor e
também um menor numero de complexos juncionais intercelulares que a
vasculatura normal (71). Cerca de 2 x 10° células de carcinoma mamario/dia
podem ser langadas na circulagdo a partir de um tumor primario de 1 cm (31),
apesar de apenas poucas destas formem metastases. O numero de metastases
formadas é geralmente proporcional ao numero de células tumorais liberadas.
Consequentemente, uma diminuigdo na angiogénese em um dado tumor poderia
produzir uma diminuicdo no numero de células langadas na circulagao, resultando
numa menor freqiéncia de metastases.

A correlagdo entre angiogénese e metastase tumoral pode ser claramente
vista em experimentos onde animais com tumores primarios estabelecidos séo
tratados com inibidores de angiogénese. Uma diminuigcdo na vascularidade do

tumor primario € sempre associada com uma diminuicdo da formagado de
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colonias metastasicas. Este fato foi primeiramente demonstrado com o inibidor de
angiogénese, sulfato de protamina (229). Resultados similares tém sido relatados
para quase todos os compostos anti-angiogénicos descobertos, independente de
seu mecanismo de agado. As listas de inibidores de angiogénese, que também
inibem a metastase de tumores, incluem esterdides angiostaticos (59), talidomida
(60), o analogo da fumagilina TNP-470 (114,129,174), trombospondina (256),
angiostatina (189), endostatina (190), fator de plaqueta 4 (128) e o inibidor de
protease sintético BB94 (251).

estagio 1 estégio 3 et ey 2
oiumor & pequens & avascular, novos vasos crescem a partir dos vasos clAnimors's, {or sechiT, el
com tamanhe limitadoe pela difusdo vizinhos o vascularizan o humos argacs dlsti}ﬂtﬂﬁ- A ITIEtEEtEE?‘E
{ de nutrientes sofrem angiogéne se secundaria

estagio?
balango positive de fatores angiogénicos estagio 4
produzidos pelo tumor induzem formagio células tumorais invadam a5 novos Vasos
de capilares & formam um émbal o tumoral

Figura 10. Angiogénese e formagdo de metastase a partir de tumor primario
(estagio 1) (104).
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Figura 11. Componentes vasculares de uma metastase tumoral. Os passo da via
metastatica que envolve interacbes com vasos sanguineos: (a) tumores primarios
pequenos (< 2mm) permancem avasculares até (b) invadirem a membrana basal
epitelial local. Se o tumor produzir fatores pré angiogénicos (c) o processo de
angiogénese ¢ iniciado, permitindo a expansao do tumor. (d) Os novos capilares
fornecem uma rota de entrada na circulagdo sanguinea (geralmente vénulas) de
orgaos distantes. (f) as células tumorais extravasam através da parede do vaso e
entdo (g) migram para sitios proximos as arteriolas onde seu crescimento é
estimulado. (h) Micrometastases podem ficar dormentes por periodos
prolongados, nos quais a angiogénese esta suprimida. (i) Iniciacdo de
angiogénese no sitio secundario libera as colénias metastaticas de seu estado
dormente e permite assim uma rapida progresséo (273).

1.7. Angiogénese e PRL

Pensava-se que a diversidade funcional da PRL pudesse ser explicada, em

parte, pela heterogeneidade molecular do hormdnio (219), mas na verdade
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existem poucos exemplos que apodiam essa nogdo. A atividade bioldgica dos
diferentes membros da familia da PRL sobre a angiogénese fornece um dos
exemplos mais claros correlacionando diversidade funcional com heterogeneidade
estrutural. Como exemplo tem-se o efeito da PRL sobre o crescimento dos vasos
sanguineos que recentemente foi observado como pré-angiogénico em modelo in
Vivo (224), em oposicao a forma clivada 16K-PRL (43) e a forma pseudofosforilada
da PRL (239), que sao potentes agentes anti-angiogénicos in vitro e in vivo.

Os efeitos da PRL sobre a angiogénese eram amplamente desconhecidos,
uma vez que a maioria dos estudos nao foram bem sucedidos em demonstrar
efeitos significativos da PRL, empregando ensaios in vitro e modelos in vivo de
angiogénese (43,69,74). Apesar disso, evidéncias recentes mostraram que a PRL
pode estimular o processo angiogénico, mas sua agao biolégica depende do
modelo utilizado e das condigdes locais do endotélio vascular (168,224). Esse fato
€ melhor exemplificado por estudos que visavam identificar o papel da PRL no
ensaio da membrana coriolantdica de galinha (CAM). Esta € uma abordagem
experimental, usada tradicionalmente por embriologistas, que envolve analise do
potencial de desenvolvimento de implantes na membrana corioalantéica do
embrido de galinha (52). A CAM aparece no saco vitelino apos 48 horas de
incubacao do ovo fertilizado, tornando-se vascularizada e crescendo rapidamente
nos préoximos 6-8 dias e finalmente interrompendo seu crescimento apos 11 dias
(8). Dessa forma, o ensaio CAM pode ser realizado em dois diferentes estagios:
antes do 11°, quando as células endoteliais estdo se dividindo ativamente
(bioensaio no estagio inicial) e apds o 11° dia , quando as células endoteliais se
dividem menos frequentemente e gradualmente se diferenciam (bioensaio no
estagio final). A PRL ndo teve nenhum efeito sobre o crescimento capilar no
bioensaio de estagio inicial, ou seja, sobre vasos sanguineos em desenvolvimento
(43,224). Porém, a PRL demonstrou a habilidade de estimular a formacao de
novos capilares quando testada em vasos sanguineos quiescentes no biosensaio
CAM de estagio final (224). Esses resultados paradoxais sugerem que a PRL
talvez apenas promova a angiogénese em estados mais maduros de

desenvolvimento, a por isso sua atividade biolégica dependa do estado
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local da vasculatura. A PRL pode agir indiretamente através da estimulagcédo de
fatores angiogénicos produzidos por tipos celulares nao endoteliais, ou ainda por
células endoteliais maduras em estagios mais avangados de desenvolvimento,
que poderiam expressar o PRLR e assim responder diretamente a PRL. De fato,
essas observagdes podem ser o reflexo da regulagado da expressao do PRLR em
células endoteliais. De acordo com essa possibilidade, o PRLR ndo é encontrado
em todos os tipos de células endoteliais. Por exemplo, nenhum sitio de ligac&o da
PRL foi encontrado na membrana de células endoteliais capilares da retina de rato
(46) assim como a expressdao do mRNA de PRLR nao foi detectada nesse mesmo
modelo (184). Da mesma forma, estudos com essas células falharam ao tentar
demonstrar efeitos diretos da PRL sobre a proliferagéo celular (43,74,184,224),
como também falhou a formacao de tubulos em gel de colageno tipo | (43), e a
expressdo do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) (224). PAI-1 &€ um
conhecido inibidor do ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (uPA) e
acredita-se que esteja envolvido na estimulagédo de alguns passos iniciais da
angiogénese (ex. remodelagem proteolitica da matriz protéica local e migragcéo de
células endoteliais) (9).

Entretanto, em contraste com os estudos citados acima, um estudo
demonstrou que células endoteliais de artéria pulmonar bovina expressam mRNA
do PRLR e que estas células respondem a PRL (168). Nesse estudo,
monocamadas de endotélio de artéria pulmonar bovino foram submetidas a leséo
mecanica e entdo tratadas com PRL. A PRL interferiu com a estrutura do
citoesqueleto de actina, produziu mudangas no formato celular e reduziu a adesao
das células ao substrato (168). Nao investigou-se, porém, se a expressao de
PRLRs e a acdo da PRL dependiam da condicdo empregada (lesdo mecéanica) ou
do tipo de endotélio (artéria pulmonar bovina). Da mesma forma, as implicagcdes
funcionais dessas agdes ndo sao claras. Possiveis implicagdes seriam as
alteragdes da fungéo de barreira e da migracao de células endoteliais, sendo que
ambas sao essenciais na formacdo de capilares e dessa forma a PRL
desempenharia um papel no processo angiogénico associado com a lesdo

tecidual. Mais recentemente nosso laboratério demonstrou a presenca de
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PRLRs em células endoteliais de cordao umbilical humano (HUVEC) e em células
endoteliais microvasculares humanas (HmVEC), sendo observadas as proteinas
correspondentes as duas isoformas curtas do PRLR (S1a e S1b) e detectados os
MRNAs das formas longa, curtas (S1a e S1b) e deletada, onde uma porgéo do

dominio extracelular é ausente (239).

1.8. Apoptose e ciclo celular: consideragoes gerais

A apoptose € um processo ativo que leva a morte celular, que é mediada
por vias de sinalizagdo programadas, cuja ativagcdo pode ser iniciada por uma
grande variedade de estimulos intracelulares ou extracelulares. O processo de
apoptose descreve as mudancas morfologicas da célula que incluem o
encolhimento do citoplasma, degradagdo da membrana, compactagdo da
cromatina nuclear, fragmentagdo de DNA cromossémico e a formagédo de
pequenas vesiculas (chamados de corpos apoptoticos). Essas células terminam
por ser fagocitadas por macréfagos e outras células epiteliais vizinhas (5). Essas
mudancas morfolégicas resultam da ativacdo de uma série de cascatas de
sinalizagao apoptaoticas.

A apoptose desempenha um papel importante em uma variedade de
processos fisiolégicos normais. Estes incluem processos de auto organizagao
funcional no sistema imune e no sistema nervoso central, mudangas morfogénicas
durante o desenvolvimento embrionario, homeostase tecidual em adultos e
remocao de ceélulas danificadas (5). A apoptose também estd profundamente
envolvida na patogénese de muitas doengas humanas, como cancer, AIDS e
outras doencas imunes, doengas cardiovasculares e muitas doengas
neurodegenerativas incluindo doenca de Alzheimers, doenga de Parkinson, AVC e
isquemia (231). Dessa forma, o estudo da apoptose € importante, ndo apenas
para se entender os mecanismos regulatérios de processos fisiolégicos normais,
mas também para definir os mecanismos pato-fisiolégicos de muitas doengas
humanas.

Numerosos fatores celulares que estdao associados com as cascatas de

sinalizagdo apoptoticas tém sido identificados na ultima década. Estes
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incluem os receptores de superficie celular (receptores da morte celular da
superfamilia do receptor de TNF), reguladores de ciclo celular (pRb e proteinas
inibitorias Cdk), enzimas proteoliticas (caspases e calpaina), membros da familia
Bcl-2, inibidores da proteina apoptética (IAPs), muitas proteinas de resposta ao
stress (“heat shock proteins”) e proteinas de adeséao celular. A maquinaria celular
ligada a apoptose parece ser bem conservada entre os organismos multicelulares,
desde vermes como C. elegans, até mamiferos, incluindo humanos. Horvitz et al
demonstraram que diversos genes, incluindo ced-3, ced-4 e ced-9, estdo
envolvidos nos processos apoptéticos durante o desenvolvimento embrionario de
C. elegans (169). A proteina codificada por ced-3 possui a mesma fungcao que
outras cisteina-proteases conhecidas como caspases e expressas em mamiferos.
As caspases sao proteases (“Cysteine proteASE cleaving after ASPartic acid”) que
sao produzidas na forma de pré enzimas, e podem ser ativadas por meio de
protedlise em resposta a diversos estimulos apoptéticos. Cada caspase € clivada
para produzir uma subnunidade grande (pL) e outra pequena (pS), dessa forma
dando origem a uma forma ativa tetramérica (pL;pS2) oriunda de duas pro-
enzimas (135).

A proteina equivalente ao ced-9 foi identificada como Bcl-2, que é um tipico
fator anti-apoptético pertencente a familia Bcl-2 em células de mamiferos (107). O
homdlogo de ced-4 em mamiferos &€ também identificado como um novo gene,
que codifica uma nova proteina chamada de Apaf-1 (fator ativador de protease
apoptética-1) (277). Demonstrou-se que Apaf-1, na presenga de citocromo C e

dATP, ativa a pro-enzima caspase-9.

1.8.1. Via extrinseca (receptores da morte)

A via de sinalizagdo da apoptose mais conhecida e estudada é a via das
caspases. Uma das rotas para ativar a cascata das caspases € aquela iniciada a
partir de receptores na superficie celular (117). Por exemplo, TNF (“tumor necrosis
factor’ ou fator de necrose tumoral) e FasL (ligante do receptor Fas), induzem a via
da caspase pela ligacdo com seus respectivos receptores: receptor de TNF-1

(“tumor necrosis factor-1” ou fator de necrose tumoral-1) e Fas (um tipo de
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receptor da morte) respectivamente. Esses receptores pertencem a superfamilia
de receptores de TNF na qual outros receptores relacionados, como TNFR,
Fas/Apo-1/CD95, DR3, o receptor do fator de crescimento p75 e CD40 também
estdo incluidos (6). Muitos dos receptores da familia TNFR contém o dominio da
morte na regido citoplasmica. Ligacao de TNF ou FasL aos seus receptores induz
a formagdao de um complexo homotrimérico de receptores e ligantes. Essa
mudancga estrutural parece aumentar a interagdo entre os dominios da morte dos
receptores e proteinas citoplasmicas contendo também o dominio da morte,
também chamadas de proteinas adaptadoras (117). Por exemplo, TNFR1 se
associa com uma proteina com dominio da morte associada ao TNRF (TRADD)
através da interacdo dos dominios da morte de ambos (figura 12). De forma
similar, Fas associa-se com a proteina de dominio de morte associada ao Fas
(FADD) através da interacdo DD-DD. A FADD possui outro importante dominio
chamado de dominio efetor da morte (DED). Dessa forma, FADD ligado a Fas
pode associar-se com a caspase-8, que também possui DED, através de uma
interacdo DED-DED (figura 12). Esse complexo pode ainda recrutar as caspase-2
e -10 e ativa-las. A caspase-8 ativa € um mediador central da via de sinalizagao
extrinseca. Essa proteina pode ativar diretamente a caspase-3, -6 e -7 e pode
ativar indiretamente a cascata mitocdndrial (via intrinseca) pela clivagem e
translocacgao da proteina Bid para a membrana mitocéndrial (figura 13). Quando a
caspase-8 é capaz de ativar a cascata das caspases de forma efetiva e culminar
na clivagem de substratos intracelulares e morte ceular programada, essa
resposta € chamada de ativagcédo da via extrinseca tipo |, e é dependente apenas
da ativagdo de um ou mais tipos de DRs (ex. Fas, CD95, etc) (212). Quando o
sinal gerado pelo receptor ativado ndo é suficiente para gerar a ativagdo da via
das caspases efetoras e subsequente apoptose, ocorrendo amplificagcdo deste
sinal pela via mitocondrial, essa resposta € denominada de via extrinseca do tipo |l
(157). A interconexdo entre as vias exirinseca e intrinseca € realizada pelo
membro da familia Bcl-2, Bid (figura 13). A proteina Bid é clivada pela caspase-8
ativada via receptor DR e em sua forma truncada (iBid) & translocada até a

membrana mitocondrial, onde age em conjunto com outros membros pré
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apoptoticos da familia Bcl-2, Bak e Bax, para induzir a liberacdo no citoplasma de
citocromo c e de outros fatores mitocondriais pré-apoptoéticos. O citocromo ¢ se
liga a proteina Apaf-1 monomérica que, de uma forma dATP-dependente,
oligomeriza e se liga ao apoptossomo, um complexo em forma de roda, que
dispara a ativacado da caspase-9 (2). A caspase-9 ativada por sua vez inicia uma
cascata de ativacdes envolvendo caspases efetoras como as caspases-3, -6 e -7,
resultando em morte celular (220).

Os receptores de membrana da morte (DRs) possuem dominios
citoplasmicos adicionais, que recrutam proteinas adaptadoras adicionais como o ja
mencionado TRADD. TRADD, além de interagir com a proteina efetora caspase-8,
pode interagir com a proteina de interagdo com receptor (RIP) e com o fator
associado a TNRF 2 (TRAF-2), que resultam na ativagdo de dois importantes

fatores de transcri¢do: o fator nuclear Kappa p (NF-kB) e o c-Jun.

1.8.2. Via intrinseca (mitocondrial)

Além de amplificar e mediar sinais da via extrinseca de apoptose, a mitocdndria
também desempenha um papel central na integracéo e propagagéao de sinalizagao
de apoptose originados dentro da célula tais como fragmentacdo de DNA,
estresse oxidativo, privagao de nutrientes, assim como aqueles danos provocados
por drogas quimioterapicas (118,248). A maioria das condi¢bes de inducdo a
apoptose envolvem uma perturbacao do potencial transmembranico mitocdndrial
(AW) interno assim como a transigcdo de permeabilidade (PT), um aumento
repentino na permeabilidade interna mitocondrial para solutos com uma massa
molecular menor que 1,5 KDa. Concomitantemente, o intumescimento osmatico
mitocdndrial tem sido observado pelo influxo de agua dentro da matriz e eventual
ruptura da membrana da mitocéndria, resultando na liberacdo de proteinas pro-
apoptéticas do espacgo intermembranico mitocdndrial para o citoplasma (17,156).
Proteinas que sao liberadas seriam o citocromo C, que ativa o apoptossomo e por

sua vez a cascata das caspases, mas também outros fatores como o AlF (fator
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indutor de apoptose) (226), a endonuclease endoG (148), Smac/Diablo (243) e
Htr/Omi (243).

+
Apoptose(=y)

Figura 12. Via extrinseca da apoptose. A, Fas, DR4 e DR5 sao receptores
transmembranicos pertencentes a familia de receptores da morte (DR). Em termos
gerais, um DR é composto por um dominio extracelular contendo o sitio de
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interagdo com o ligante, um dominio transmembranico e um dominio intracelular,
denominado de dominio da morte (DD), envolvido na transdugdo do sinal de
apoptose. B, ligacdo dos receptores com seu ligante induz a ativagéo do receptor
da morte por homotrimerizacdo. C, uma vez ativados os DRs recrutam proteinas
adaptadoras através da interacdo de seus DDs com os DDs das proteinas
adaptadoras (proteinas com DDs) como FADD (ou TRADD). As proteinas
adaptadoras possuem um dominio adicional, o chamado dominio efetor da morte
(DED), necessario para recutamento da procaspase. D, no passo seguinte o DED
da proteina adaptadora reage com o DED de uma enzima iniciadora de apoptose
denominada de pro-caspase-8. o complexo formado € chamado de DISC. E, a
pré-caspase-8 é sintetizada como um precursor inativo que é ativado por clivagem
autoproteolitica depois de recrutada pelo DISC. F, a ativacdo da pro-caspase-8
inicia a ativacdo de caspases efetoras em um efeito cascata. A caspase-3 ativada
€ a responsavel pela morte celular, devida a protedlise de substratos celulares
(207).

Além da liberagao desses fatores pr6 apoptéticos, a dissipagao do AW e do
PT, também causa uma perda da homeostase bioquimica da célula: a sintese de
ATP é bloqueada, moléculas como NADH, NADPH e glutationa sao oxidadas e
espécies reativas do O, sdo acumuladas (132,133). Outra via intrinseca menos
estudada e caracterizada também ja foi descrita. Trata-se da acumulacéo de
proteinas com “folding” incorreto e alteracdes na homeostase do Ca?* que podem
levar a estresse do no reticulo endoplasmatico (ER) e levar @ morte celular (figura
13) (200). Uma vez que PT, AW e a liberagdo de proteinas da mitocondria
desempenham um papel central na mediacdo e amplificacdo das vias de
apoptose, esses eventos devem ser submetidos a um controle estrito por
mecanismos regulatérios que, sob diversas formas, sdo dependentes de membros

da familia Bcl-2.
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Figura 13. Componentes principais da cascata apoptotica. As duas principais vias
de apoptose: a via do receptor da morte (extrinseca) e a via mitocondrial
(intrinseca) estado representadas. A cascata extrinseca é deflagrada por estimulo
extracelular, que é transduzido através de receptores de membrana da
superfamilia dos receptores de TNF (“Tumor Necrosis Factor”’). O estimulo
intracelular induz a apoptose através da mitocondria e, em menor grau, pelo
reticulo endoplasmatico (ER). TNFR I, receptor de TNF tipo I; FasL, ligante de
Fas; TRADD, dominio da morte associado ao TNFR; FADD, dominio da morte
associado com Fas; TRAF2, fator associado ao TNFR- membro 2; RIP, proteina
de interagdo com receptor; c-IAP, inibidor celular da proteina apoptdtica; IKK,
complexo I-kapaB quinase; JNK, c-jun N-terminal quinase; NF-kB, fator nuclear
kappa B; Apaf-1, fator ativador de proteases pré-apoptéticas; Bax, membro pré
apoptotico da familia Bcl-2; Bcl-2, membro anti apoptético da familia Bcel-2; Bcl-X,
membro anti apoptético da familia Bcl-2; PTPC, complexo do poro de transi¢ao de
permeabilidade na mitocdndria; Smac/Diablo, segundo ativador das caspases
derivado da mitocondria. (271).

Quando foram identificados homdlogos da familia Bcl-2, tornou-se aparente
que a familia Bcl-2 pode ser definida pela presenca de sequéncias conservadas

conhecidas como dominios de homologia Bcl-2 (BH1 até BH4). Em mamiferos

foram descritos, até 30 membros relacionados com esta familia, sendo que uma
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parte pertence a um grupo anti apoptéticos e outro a um grupo pré apoptoticos
(24). Em adicao ao proéprio Bcl-2, existem varios outros membros anti apoptoticos
(ex. Bcl-X, Bcl-w, A1 e Mcl-1), sendo que todos possuem os dominios BH1-BH4. O
grupo pro apoptético dos membros Bcl-2 pode ser subdividido em dois subgrupos:
a subfamilia Bax consiste de Bax, Bak e Bok, todos com os dominios Bh1-BH3,
enquanto que as proteinas com dominio BH3 (Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrf, Noxa,
Puma, BIk, NIP3 e Spike) possuem apenas este dominio, trata-se de um dominio

de interacdo, necessario e suficiente para sua agao apoptética (54,175).

1.8.3. Controle do ciclo celular

A ativagdo sequencial dos complexos quinase ciclina-dependentes
(Cdks)/Ciclinas regula a progressédo através do ciclo celular (173). Complexos
Cdk/ciclina fosforilam e inativam os membros da familia da proteina
retinoblastoma (Rb), que sdo os reguladores negativos da fase G1 e da fase S,
levando a indugao da expressado génica regulada por E2F (fator de transcricao
inibido por Rb) e a proliferagdo celular (217). Essas proteinas desempenham
papéis importantes na regulacédo da proliferacdo durante o desenvolvimento e a
diferenciacao celular. Na auséncia de fatores de crescimento ou de outros
estimulos mitogénicos, as células cessam a proliferacao e entram na fase GO, um

estagio inicial e reversivel do ciclo celular (figura 14).
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Figura 14. Representacao do ciclo celular eucariético e das respectivas ciclinas e
quinases ciclina dependentes (Cdks) envolvidas no processo. Fases: M, mitose,
divisdo nuclear e divisdo celular (citoquinese) em duas células filhas; Cdk1
interage com Ciclinas B, que permanecem ativas nessa fase até a divisdo
completa. G1 (GAP 1 ou fase 1), crescimento celular e aumento da sensibilidade a
fatores de crescimento e contato célula-célula e sintese de RNA e proteinas. As
quinases ciclina-dependentes (Cdks) Cdk4 ou Cdk6 sao ativadas por ciclina tipo D
(ciclina D) que formam o complexo ciclina D/Cdk 4-6 que fosforila a proteina Rb
(proteina retinoblastoma), que age como inibidora de varios fatores de transcrigéo.
GO0, células em estado de quiescéncia, que saem do ciclo celular na fase G1. As
células podem retornar da fase GO e reentrar no inicio da fase G1. Células
diferenciadas nao voltam ao ciclo celular permanentemente. S, Sintese de DNA,
regida por ciclinas D e E, e Cdk2. G2 (GAP 2), a replicacdo de DNA cessa, Cdk1
substitui Cdk2 e acopla-se com as ciclinas A ou B. PR, ponto de restricido da fase
G1, a célula que passa desse ponto esta fadada a entrar para a fase S (173).

A proteina p21VAF" (p21) exerce efeitos positivos e negativos sobre a
progressao da fase G1 (217) (figura 15). Niveis basais de p21 sdo necessarios
para que os complexos Cdk/ciclina se formem e se tornem ativos; entretanto
niveis elevados bloqueiam a atividade das Cdks. Os efeitos inibitorios de p21 séo
dominantes, uma vez que sua indug¢ao ou expressao além dos niveis basais inibe

a atividade das Cdks, em especial do complexo Cdk2/ciclina E (264).
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Figura 15. Controle positivo e negativo da progresséo da fase G1 por p21VA™,
p21 exerce um efeito negativo sobre a fase G1 inibindo a atividade do complexo
Cdk2/ciclina E (1), assim como a fungao de PCNA na fase S (4). Entretanto p21
pode facilitar a progressédo de G1 como fator de montagem para o complexo
Cdk4/ciclina D (2). A indugao de ciclinas tipo D na fase inicial de G1 recruta p21
nos complexos ativos Cdk4/ciclina D ou Cdk6/ciclina D, depletando a reserva de
p21 disponivel e diminuindo a inibicdo de p21 sobre o complexo Cdk2/ciclina E (3).
PCNA, subunidade da DNA polimerase delta; CDK, quinase ciclina-dependente;
Rb, proteina retinoblastoma; pRb, proteina retinoblastoma fosforilada (inativa); ~P,
sitios fosforilados. (253).

Em contraste ao efeito de p21 sobre o complexo Cdk2/ciclina E, p21 nado é
capaz de inibir o complexo Cdk4/ciclina D em concentragdes molares fisiologicas,
sendo necessarios maiores niveis para atingir a inibicdo (138). A atividade de
inibicdo do crescimento de p21 é consistente com sua indugéo, observada durante
a diferenciacdo de células e inibicdo da proliferagdo induzida por TGF-f e em
células senescentes (102,159,171,223,232,253,276). Os efeitos positivos de p21
sobre a fase G1 sdo principalmente devido a sua fungao como fator de montagem
para complexos ativos de Cdk/ciclina. De fato, p21 age como fator de
recrutamento e € um integrante do complexo Cdk/ciclina (39,138). A incorporagéo
de p21 nesses complexos Cdk/ciclina diminui os niveis de p21, o que acarreta

uma menor inibicado sobre os complexos Cdk2/ciclina 2, promovendo a
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progressao do estagio final de G1. De acordo com a necessidade de p21 para a
progressao através da fase G1, observa-se que em células quiescentes, os niveis
de p21 sao bastante reduzidos, e sua expressao é induzida por mitogénios, assim
como a expressao de ciclinas tipo D, integrantes do complexo.

O p21 também exerce seu efeito inibitério, bloqueando o ciclo celular na
fase S, devido a sua habilidade de se ligar e inibir a PCNA (245). Inibe também a
interacdo entre a PCNA e a DNA metiltransferase, o que sugere que p21 possa
regular o recrutamento de DNA metiltransferase para sitios de DNA recém
sintetizado (41). Pode ainda interagir com E2F, assim inibindo a transcricdo a
partir do promotor da ciclina A, o que sugere um efeito sobre a transcricao de
genes envolvidos na fase S (67).

O papel duplo de p21 como supressor do crescimento e estimulante da
progressao do ciclo celular sugere que exista uma regulagdo delicada dos niveis
de p21. A proteina p21 foi inicialmente isolada com base na sua indug¢ao por p53,
mas constatou-se posteriormente que existem varias vias de indugao de p21 que
sdo p53 independentes (72,208). Existem multiplos fatores que estdo envolvidos
na regulacdo de crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo que induzem a
expressao de p21 independente de p53, tais como fatores de crescimento,
glucocorticéides, citocinas, e retindides (53,63,153,170).

O supressor de tumor p53 ja foi denominado “guardido da célula”. Esta
proteina no entanto ndo é essencial para a vida sendo que camundongos p53-
deficientes nascem aparentemente normais, mas ela é essencial para a protecao
do organismo contra células anémalas. O supressor p53 regula duas vias: a via
para a morte e a via para a sobrevivéncia celular. Quando ocorrem danos ao DNA
(ex. fragmentagdo de DNA), a proteina p53 pode iniciar dois processos para isolar
as células danificadas e prevenir seu crescimento descontrolado. O p53 pode inibir
a divisao, deixando a célula estagnada no ponto de restricdo da fase G1 do ciclo
celular. Dessa forma a célula fica incapaz de se reproduzir, e seu genoma
danificado é isolado de forma segura. O supressor p53 pode também iniciar um
processo ainda mais permanente: morte celular programada.

O supressor tumoral p53 age como um ativador de transcrigao,
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controlando a expressao de uma variedade de genes importantes na regulagéo do
ciclo celular e apoptose. A proteina p53, composta de quatro subunidades
idénticas, se liga a um sitio especifico do DNA, e interage com fatores de
transcricdo, levando a iniciacdo da transcricdo pela RNA polimerase Il. O p53 é
presente em niveis muito baixos na maioria das células, e possui uma meia vida
biologica de poucos minutos. Esses baixos niveis de p53 podem ser controlados
génicamente. Os niveis de p53 podem elevar-se rapidamente aumentando-se a
sua expressao, e niveis elevados podem ser reduzidos rapidamente quando sua
sintese é cessada. A indugdo da sintese de p53 é altamente regulada: apenas
uma quebra de fita dupla de DNA pode induzir sua expressao. Apos dano ao DNA,
hipoxia, indugdo de oncogenes e deplecdo de nucleotideos, p53 sofre varias
modificacdes pos-traducionais que resultam numa maior interacdo de p53 com o
DNA e ativagdo transcricional de varios genes alvos. Esses genes regulam
diversos processos biologicos, sendo que os mais conhecidos sio relativos a
inibicdo do ciclo celular e da apoptose. O p53 desempenha um papel importante
na regulagdo da via extrinseca que € ativada pelos receptores da morte (DRs)
incluindo Fas, DR4 e DR5. Além disso, o p53 pode induzir ou potencializar a
apoptose iniciada por TRAIL e por agentes quimioterapicos. O supressor p53
também possui um papel regulador da via intrinseca de apoptose, agindo com
proteinas da familia Bcl-2 e outras proteinas mitocondriais (270) (figura 16).

Por exercer esta fungcdo de deteccao de alteracdes no DNA e consequente
corregao ou morte celular, a proteina p53 é considerada como uma guardia do
genoma, € € um importante elemento na prevencdo do desenvolvimento de
tumores, sendo seu gene codificador classificado como gene supressor de tumor.
A relacéo entre a proteina p53 e a carcinogénese tem sido amplamente observada
através do elevado indice de mutagbes de seu gene em tumores malignos de
diferentes tecidos do organismo. Além disto, tem sido estudada sua possivel
atuacdo como elemento potencializador dos efeitos da quimioterapia e
radioterapia. Numerosos estudos tém sido realizados com o objetivo de analisar
seu potencial para utilizagdo clinica, em especial como elemento de valor

prognostico.
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Figura 16. Modelo dos alvos transcricionais do p53 no controle da apoptose. Em
resposta a fragmentacao de DNA ou a outros estresses, p53 é ativado apoés varias
modificagdes pods traducionais, que ativam seus alvos e culminam em apoptose e
inibicdo do ciclo celular. As diferentes modificacbes do p53 podem mediar suas
interagcdes com os cofatores transcricionais para controlar a expressao dos seus
alvos. A inducao da expressao desses alvos apoptéticos através de cofatores (ex.
ASPP1, p63 e p73) pode promover a apoptose. A inibicdo do crescimento
provocada por inibidores do ciclo celular (ex. p21) pode inibir a resposta
apoptaotica. A ativacdo de alvos apoptaticos por si s6 nao € suficiente para induzir
a apoptose em algumas células, se tornando necessaria a inibicao da indugao de
p21 e de outros reguladores do ciclo celular para provocar a morte celular
programada.
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1.8.4. S179D-hPRL, apoptose e regulagao do ciclo celular

A PRL nao modificada estimula o crescimento celular e induz a expressao
de cilcina D1 de uma forma dose dependente em células de cancer de mama
MCF-7 PRL-deficientes. A ciclina D1 desempenha um papel importante na
transicao da fase G1-S. Foi demonstrado que a forma pseudofosforilada S179D-
hPRL nao possui efeitos detectaveis sobre os niveis de ciclina D1 quando
empregada como tratamento unico, a ndo ser que sejam empregadas altas doses
(1000 ng/mL). No entanto quando S179D-hPRL pode competir efetivamente com a
PRL ndo modificada, inibe a indugao de ciclina D1 promovida por PRL. Em outra
linhagens de células tumorais (MCF-7 e T47D) que expressam PRL, o tratamento
com S179D-hPRL reduziu os niveis de ciclina D1 para niveis basais,
provavelmente devido ao seu antagonismo pela PRL endogena dessas células
tumorais (213). Além de seu efeito antagonista que bloqueia os efeitos
proliferativos da PRL in vitro e in vivo (213,265), a S179D também, age como
agonista parcial, apresentando efeitos sobre a diferenciacao celular e ciclo celular,
independentes da sua interferéncia sobre os efeitos autocrinos da PRL. S179D-
hPRL mostrou-se portanto capaz de induzir a expressdo de [-caseina, um
marcador de diferenciagdo de células epiteliais de mama, sugerindo que esse
agonista parcial exerce efeitos sobre a transicao da fase G1-GO dessas células
(137,227). S179D-hPRL ainda demonstrou a capacidade de promover a
diferenciagao do tecido mamario, em oposig¢ao a atividade mitogénica da PRL nao
modificada (137). Também foi demonstrado que a S179D-hPRL pode interferir no
ciclo celular, gragas a sua capacidade de induzir a expressao de p21, proteina que
pode acarretar apoptose ou a paralizagdo do crescimento celular (264). S179D-
hPRL induziu a expressdo de p21 em células de cancer de prostata, DU 145,
LnCap e PC3. O mecanismo de inducado se deu pelo estimulo da expressido dos
PRLRs de forma curta SF1a e SF1b (263).
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2.0. OBJETIVOS

Baseando-se em observacdes de que a S179D-hPRL tem um efeito mais
pronunciado em modelos in vivo que em ensaio in vitro devido a combinagao de
seus efeitos de antagonista e agonista parcial (246), postulou-se que os efeitos
observados em ensaios in vivo poderiam envolver diferentes mecanismos de agao
ou diferentes tipos celulares, ndo presentes em ensaios in vitro (ex. ceélulas
endoteliais, periocitos).

A inibicdo do crescimento de xenoimplantes de células tumorais de prostata
humana por parte da S179D-hPRL foi mais efetiva do que a inibicdo do
crescimento das mesmas células in vitro (265). O crescimento tumoral e a
formagdo de tumores secundarios (processo de metastase) dependem de um
maior suprimento de nutrientes e oxigénio, assim como de uma maior
vascularizagcado do perimetro tumoral. Sabe-se que o meio condicionado de células
de tumor de prostata estimula o crescimento de células endoteliais, sugerindo que
essas células produzem fatores pro angiogénicos. De fato, bFGF, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e interleucina-8 (IL-8) foram observados
na urina de pacientes com cancer de prostata (255).

Dessa forma empregamos varios ensaios in vitro para determinar a
atividade de S179D-hPRL sobre a proliferagao, migracao, diferenciagcéo de células
endoteliais humanas de origem macrovascular (HUVEC) e microvascular
(HmVEC). Os ensaios in vitro serao importantes para se determinar o potencial da
S179D-hPRL como agente ativo sobre a formagao de novos capilares. Sendo que
outros tipos celulares, como por exemplo periocitos e células da musculatura lisa,
também estao envolvidos na angiogénese (112,79,99) também usaremos ensaios
in vivo para a avaliacdo da acao desse antagonista sobre a formagao de novos
vaso. Dentre de todos os ensaios empregados (modelos in vitro e in vivo), dois
modelos utilizados se destacam pela sua importancia como ferramentas para o

estudo da angiogénese: o ensaio in vitro do anel de aorta de rato e o ensaio in
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vivo da cérnea que sao considerados os melhores modelos disponiveis para essa
finalidade (7).

E importante frisar a orginalidade e relevancia do trabalho, uma vez que a
atividade desse antagonista sobre a angiogénese nunca foi avaliada antes, em
contraste com outro antagonista da hPRL (G129R-hPRL) que nado demonstrou
acao anti-angiogénica in vitro. Além desse fator, também ressaltamos a
importancia do estudo para uma melhor compreensdo do papel da PRL na

angiogénese fisiologica e em doengas angiogénese-dependentes.

3.0. MATERIAIS E METODOS

3.1. Producao de PRL e S179D-hPRL como corpos de inclusao renaturados

3.1.1. Subclonagem e mutagao sitio especifica

O clone de DNA contendo a sequéncia complementar da PRL humana
(pPBR-hPRL) foi obtido da ATCC (“American Type Culture Collection”, Manassas,
VA, EUA). Um fragmento PpuMI, contendo a sequéncia completa da PRL, foi
subclonado em um sition Smal de um plasmideo pUC118 (US Biochemical Corp.,
Cleveland, OH, EUA) onde o sitio BamHI foi eliminado. Esse plasmideo
recombinante foi empregado para transformar uma cepa de Escherichia coli
CJ236 [dut-I ung-I thi-I relAl (pCJ105 Cm")], capaz de produzir DNAss contendo
deoxiuridina apos infeccdo com fago M13K07 e incubagdo com 0,25 ug/mL de
uridina.

A mutagénese sitio especifica foi realizada empregando o kit de
mutagénenese Muta-Gene (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). O primer 5-
ACGCAGGGATGNKATAAAATCG-3' foi usado para substituicido da Serina por
Aspartato. Um segundo primer foi empregado para facilitar a clonagem em um

vetor de expressao através da insercao do sitio Ndel. A mutacdo foi confirmada

48



por sequenciamento. O DNA mutado foi subclonado no plasmideo pT7-SCIl (US
Biochemical Corp.,OH, EUA), que foi usado para transformagao de uma cepa de

E. coli BL21 (DE3) [F ompT hsdSg (r's m'g) gal dcm] para expressao da proteina.

3.1.2. Expressao das proteinas e renaturagao dos corpos de inclusao

As células foram cultivadas em meio Luria Broth (LB) com ampicilina (200
pg/mL) a 37°C por 12 horas. A cultura ent&o foi diluida 10 vezes no mesmo meio
LB, e aliquotadas em fra¢des de 250 mL, incubando a 37°C com agitagao até que
a densidade dtica (OD 600 nm) atingisse 0,55-0,60. Isopropil p-tiogalactosideo
(IPTG), 0,5 nM foi adicionado ao meio de cultura para induzir a expressao das
proteinas. A padronizacdo dos experimentos determinou que os melhores
rendimentos, associados a uma melhor pureza, foram obtidos apds um periodo de
indugdo de duas horas. As bactérias entdo foram centrifugadas e o pellet
ressuspendido em 50 mL de tampao Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5, a 4°C. A suspensao
de células entdo foi lisada empregando-se um Ultrasonicador MicroUltrasonic cell
disrupter (Kontes, Vineland, NJ, EUA) com pulsos de 15 segundos na poténcia 9,
em gelo, com um intervalo de 30 segundos entre os pulsos, depois centrifugadas a
14.000 g por 10 minutos a 4°C.

As PRLs foram expressas principalmente na forma de corpos de inclusao
que precipitaram no pellet da centrifugagcdo a 14.000 g. Apos a lavagem dos
pellets com tampdo Tris-HCI, 50 mM, pH 75 a 4°C, os
corpos de inclusdo foram desnaturados com uréia 8M, (3-mercapetanol (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) 1% em tampé&o fostato de sodio 0,2 M, pH 7,0 e posteriormente
dializados contra 20 volumes de tampao de NH4HCO3, 50 mM, realizando oito
trocas em 3 dias a 4°C, obtendo uma concentracao final em PRL de cerca de 0,1

mg/mL.
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3.2. Producao de PRL e S179D-hPRL em células humanas (HEK 293)

3.2.1. Cultura de células e vetores de expressao

Foram empregadas células embrionarias de rin humano HEK-293 (ATCC,
Manassas, VA, EUA) para a expressao das PRLs, secretadas no meio de cultura
celular. As células foram mantidas a 37°C, em incubadora umidificada de CO,, em
meio essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) suplementado com soro fetal bovino (FBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), 50 pg/ml streptomicina e 50 U/ml penicilina. O vetor de expressdo
empregado foi o pcDNA 3.1, comercialmente disponivel (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Insertos BamHI/Hindlll, contendo as seqiéncias da PRL e S179D-hPRL,
foram obtidos dos vetores de expressdo p658-PRL (222) e p658-179
respectivamente e inseridos no vetor pcDNA 3.1 digerido com as mesmas

enzimas, orginando os vetores pcDNA-PRL e pcDNA-179 (figura 17).
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Figura 17. Construcao dos vetores de expressao pcDNA-PRL e pcDNA-S179D-
hPRL a partir do vetor comercial pcDNA 3.1 e dos insertos contendo as
sequéncias que codificam PRL e S179D-hPRL provenientes dos vetores de
expressdo p658-PRL (222) e p658-179, todos digeridos com Hindlll e BamHI
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

3.2.2. Transfeccao transiente de células HEK-293 para expressao das PRLs

Células HEK293 foram mantidas em meio DMEM (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) contendo 4.500 mg de D-glicose/L, TmM piruvato de sédio, 1mM de

hidrocloreto de pirodoxina, 2 mM de L-glutamina suplementada com 10% FBS,
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100 U/mL penicilina e 0,7 uM de estreptomicina. As células foram semeadas com
uma densidade de 5 x 10° células por poco, em placas de 6 pogos (Corning,
Acton, MA, EUA). As trasnfecgdes transientes foram realizadas no dia seguinte,
quando a células estavam 90-95% confluentes, com o reagente Lipofectamina
2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante. Aliquotas de 2-4 ug de DNA foram usadas em cada pogo. O DNA foi
inicialmente incubado com meio “Opti-MEM | Reduced Serum” (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), sem FBS e antibiéticos, e homogeneizado. foi entéo
preparada uma diluicao 1:25 de Lipofectamina 2000 em 250 yL do mesmo meio.
Apos 5 minutos de incubacao a temperatura ambiente, o DNA diluido e a solugao
de Lipofectamina 2000 foram misturadas e incubadas a temperatura ambiente por
20 minutos para a formacdo dos complexos Lipofectamina 2000-DNA. Os
complexos foram entdo adicionados as células sempre em meio sem soro e sem
antibiéticos, homogeneizando. Ap6s um periodo de 48 horas em incubadora de
CO, a 37°C, o meio condicionado contendo as diferentes PRLs foi coletado e
concentrado usando-se Microcons YM-3 (“cutoff” de 3000 Da) (Millipore, Billerica,
MA, EUA).

3.3. Determinacao de proteinas (ensaio de Bradford e radioimunoensaio)

A quantificagdo de proteinas (PRLs) foi realizada pelo método descrito por
Bradford, 1976 (27) (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) devido a maior rapidez e menor
interferéncia encontradas quando comparadas as medidas realizadas pelo método
de Lowry. A quantificacdo foi realizada em microescala em placas de ELISA (96
pocos, Corning, NY, EUA) e as medidas realizadas em leitor de ELISA, modelo
MR 4.000 (Dynatech Laboratories Inc., VA, EUA). Albumina sérica bovina (BSA,
Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada na curva padrdo para calibragdo. O
método foi padronizado comparando-se os resultados do ensaio de Bradford com
os obtidos com o kit de radioimunoensaio (RIA) (Diagnostic Products Corp., CA,
EUA). A detecgdo, quantificagdo e caracterizagdo por RIA foi realizada

comparando-se as PRLs recombinantes (corpos de incluséo renaturados e meio
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condicionado) com dois padrdes de hPRL: hPRL I-8 e rPRL B7 (NIDDK, MD, EUA)
dissolvidos em NH4HCO3; BSA altamente purificada (Sigma, MO, EUA) foi
adicionada aos padrdes de PRL usados no RIA para evitar protedlise ou adsorcao

das proteinas na parede dos tubos.

3.4. Densitometria a laser dos géis de SDS-PAGE corados com Coomassie

Blue

A pureza das preparacdoes de PRLs apds SDS-PAGE foram determinadas
por densitometria e a intensidade das bandas em Western blots. Utilizando um
densitdbmetro CS 9301 Dual Wavelength Flying Spot Scanning (Shimadzu
Scientific Instruments, MD, EUA), a intensidade das bandas sendo estimada pelo
software CS 9301 PC 1.0 optical bench version.

3.5. Determinacao da atividade biolégica (poténcia) da PRL nao modificada

A bioatividade das PRLs purificadas e das PRLs em meio condicionado
foram avaliadas frente a uma preparagao pituitaria (hPRL WHO 84/500), no
ensaio proliferativo usando células de linfoma Nb2 (94). A proliferagao celular foi
estimada mediante ensaio colorimétrico (Cell titer, Promega, WI, EUA). O ensaio
se baseia na conversdo de um composto de tetrazoélio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H- tetrazdlio ou MTS] que é bioreduzido
pelas células em produto de formazana soluvel no meio de cultura. A conversao
do MTS em formazana é realizada por desidrogenases encontradas em células
metabolicamente ativas. A quantidade de formazana formada € monitorada a 490
nm, sendo que a absorbancia é diretamente proporcional ao numero de células

vivas presentes na cultura (111).
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3.6. Determinagao da atividade biolégica (poténcia) da S179D-hPRL

Sabendo-se que a S179D-hPRL induz a expressao de B-caseina (137) foi
utilizado um ensaio onde se avalia a capacidade da S179D-hPRL de promover a
expresséo desta proteina (227). O ensaio consiste na transfecgdo de células de
cancer humano de mama T47D (ATCC, MD, EUA) com uma porgao de 2,4-Kb do
promotor da B-caseina em fusdo ao gene repérter da luciferase. As células T47D
foram utilizadas por possuirem altos niveis de PRLRs (194) e portanto mais
sensiveis a S179D-hPRL. Para analise da bioatividade da S179D-hPRL, foram
transfectados 2 ug da construgao contendo a porgao de 2,4-Kb do promotor de [3-
caseina e gene repérter da luciferase (pCasein-Luc). O meio foi trocado para
DMEM sem soro contendo 1 pg/mL da preparagao de S179D-hPRL 24 horas apds
a transfeccdo. Apds a adigdo do antagonista e incubagao de 24 horas, as células
foram lavadas com solugéo salina fosfatada Dulbecco (DPBS), e apds a lavagem,
adicionou-se tampao de lise celular (“Reporter lysis buffer’, Promega, WI, EUA).
As células lisadas foram raspadas da placa e centrifugadas (12.000 g) por 5
minutos. Vinte microlitros do sobrenadante foram adicionados a tubos de
lumindmetro contendo 50 uL de reagente de ensaio de Luciferase e o substrato
luciferina (Promega, WI, EUA). O sinal de luminescéncia relativo foi quantificado
empregando-se um luminémetro Monolight 2010 (Analytical Luminescence, CA,
EUA).

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

SDS-PAGE descontinuo em gel de poliacrilamida a 12% foi realizado como
descrito anteriormente (139) sob condigbes desnaturantes, empregando-se o
reagente redutor 2-mercaptoetanol (Sigma, MO, EUA) no tampao da amostra.
Coomassie Blue R250 (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Upsala, Suécia) foi
usado para visializagdo das bandas. hPRL (NIDDK-anti-hPRL-3, AFP-CI1580) foi
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usada como padrdo a uma diluicado de 1:5.000. Os padrbes de peso molecular
utilizados foram: fosforilase b (94 Kda), albumina bovina (67 Kda), ovoalbumina
(43 Kda), anidrase carbbnica (30 Kda), inibidor de tripsina (20,1 Kda) e a-
lactoalbulmina (LMW Kit, GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Upsala, Suécia).

3.8. Western Blots (Imunoblots) e imunoprecipitagao (IP)

3.8.1. Preparacao de lisado de extrato celular total

Para a obtencao de extratos celulares totais, as células foram lisadas com
tampao de lise (Nonidet P-40 1%, 20 mM Tris, pH 8,0, 137 mM NaCl, Glicerol
10%, suplementado com um coquetel anti-protease (Boheringer, Mannheim,

Alemanha) em gelo por 15 minutos.

3.8.2. Preparacao de lisado de extrato celular citosélico

Para avaliar a liberacdo de citocromo C mitocondrial, extratos citosoélicos
foram obtidos de acordo como a modificacdo do protocolo descrito anteriormente
(95). As células foram lavadas duas vezes com DPBS e os pellets de células
foram ressuspendidos com 1 mL de tampé&o a 4°C contendo 20 mM HEPES pH
7,5, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT e 1 mM
PMSF. O extrato citosodlico foi obtido lisando-se as células através da passagem
da suspensao de células por uma agulha calibre 22G (22G x 30mm) 3 vezes. O
lisado foi centrifigado (10.000 g) por 10 minutos e o sobrenadante foi novamente

centrifugado (10.000 g) por 1 hora.

3.8.3. Western blots (imunoblots)

Para detectar a clivagem das proteases pro-apotéticas (caspase-8 e
DFF45), das quinases dependentes de ciclinas (CDKs, p21 e p53), ERK1/2, JNK e
Akt, HUVECs confluentes cultivadas em placas de 100 mm (Corning, NY, EUA)
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foram coletadas em DPBS a 4°C e seus respectivos extratos totais obtidos como
descrito (240). Quantidades iguais de lisados totais de HUVEC (40 pg/pogo para
todos os imunoblots, exceto para os estudos de ativacao/fosforilagcdo de ERK1/2,
JNK e Akt onde utilizaram-se 20 pg/pogo) foram resolvidos por SDS-PAGE e
transferidos para membranas de nitrocelulose (Amersham Biosciences, NJ, EUA).
Imunoblots foram realizados empregando-se uma variedade de anticorpos: anti-
caspase-8 (1:4000, BD Pharmigen, NJ, EUA), anti-DFF45/ICAD (1:1000, Santa
Cruz biotechnology, CA, EUA), anti-p21 (1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA), anti-p52 (1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), anti-ERK fosforilada
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). Para estimar a quantidade de
citocromo C liberada para o citosol a partir de mitocéndrias, extratos citosolicos
obtidos como descrito foram empregados e analisados (rabbit anti-human
cytocrome C/ 1:1000; BD Pharmigen, NJ, EUA). Para normalizar a quantidade de
lisado celular transferido para as membranas empregou-se anticorpos anti-actina
humana (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) para todos os imunoblots
exceto para os estudos de ativacdo de ERK 1/2, JNK e Akt onde anti-ERK total
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), anti-JNK2 total (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA) e anti-Akt total (1:1000, Cell Signaling, MA, EUA) foram
usados respectivamente para a corregao/normalizagdo da transferéncia. A
interacdo anticorpo-antigeno foi detectada usando-se um anticorpo secundario
acoplado com peroxidase de rabano e sistema de quimioluminescéncia (sistema
ECL, Amersham Biosciences, NY, EUA).

3.8.4. Imunoprecipitagcao e Western blotting (imunoblot)

Para a detecgao das isoformas do PRLR, quantidades iguais de lisado total
celular (1 mg proteina) de células HUVEC tratadas e n&o tratadas, foram
imunoprecipitadas com 1 ug de anticorpo de camundongo anti-PRLR, que
reconhece a porgao extracelular do receptor (Zymed, CA, EUA); os
imunocomplexos foram capturados com 100 uL de suspensado de pérolas de

agarose com proteina A imobilizada (Upstate Biotechnology, Inc., NY, EUA)
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e lavadas 3 vezes com DPBS. As pérolas foram entao ressuspendidas em 50 pL
de tampéao de amostra de PAGE-SDS e, ap6s fervura por 5 minutos, 20 pL do
sobrenadante foram transferidos para uma membrana de PVDF (Amersham
Biosciences, NJ, EUA). Anti-PRLR foi utilizado na diluicdo de 1:1000. A interagéo
anticorpo-antigeno foi detectada usando-se um anticorpo secundario anti IgG de
camundongo, acoplado com peroxidase de rabano e sistema de

quimioluminescéncia (sistema ECL, Amersham Biosciences, NY, EUA).

3.9. Espectrometria de massa (MALDI-TOF)

As amostras de PRL/S179D-hPRL purificadas foram submetida a
espectrometria de massa MALDI-TOF para uma determinagdo mais exata de sua
massa molecular utilizando um espectrémetro de massa Voyager DETM (PE
Biosystems, Foster City, CA, EUA). O instrumento foi calibrado com uma mistura
de mioglobina e citocromo-C (Sigma Chemicals Co., MO, EUA). Amostras de
PRL/S179D-hPRL purificadas foram testadas em uma concentragao final 100 nM
usando com matriz o acido sinapinico (0,1 M acido sinapinico em uma mistura de
1:1:1 de acetonitrila, metanol e H20). As anadlises foram conduzidas em ion
positivo a 40 kV (238).

3.10. Determinagao dos niveis de endotoxina (LPS)

A contaminacdo por endotoxinas das preparagdes de PRLs (corpos de
inclusdo e meio condicionado) foi avaliada de forma semiquantitativa com o kit E-
TOXATE (Sigma, MO, EUA) que emprega o ensaio do lisado de amebdcito
Limulus (LAL).

57



3.11. Ensaio de angiogénese na membrana coriolantdéica de embridoes de

galinha (CAM)

Esses ensaios foram realizados empregando uma modificagdo da
metodologia previamente utilizada (161). Dois mililitros da albumina foram
retirados de ovos de 4 dias de idade para que a membrana CAM se separasse da
casca. Janelas foram abertas por meio de perfuragdao 3 horas apds e os ovos
foram incubados até o dia 9. Pellets contendo as diferentes PRLs, bFGF ou
anticorpos anti-hPRL foram preparados misturando-se uma solugdo de
metilcelulose 1% (1:1) com 1 ug de PRL ou S179D-hPRL e 500 ng de bFGF em
um volume total de 40 uyL por pellet. Os pellets foram deixados a secar em
condigdes estéreis por 2 horas. Esse procedimento rendeu discos de metilcelulose
de cerca de 5 mm de diametro e 0,1 mm de espessura contendo as proteinas. Os
discos entao foram colocados sobre as membranas, pelas janelas, entre dois
grandes vasos de CAMs de 9 dias de idade; 5 dias apds o implante dos discos, os
pellets e areas adjacentes foram removidos, fixados e as CAMs examinadas para
avaliagcao do grau de angiogénese. A angiogénese foi quantificada pela estimativa
da area avascular. Os controles negativos utilizados foram pellets contendo
metilcelulose e agua somente, e pellets contendo S179D-hPRL e trés vezes um
excesso de anticorpo de coelho anti-PRL humana (NIDDK, MD, EUA). O pellet de
bFGF (Invitrogen, CA, EUA) foi usado como controle positivo. O experimento foi

realizado cinco vezes com 10 amostragens para cada tratamento.

3.12. Ensaio de angiogénese na cérnea de ratos

O procedimento cirurgico para a indugdo da angiogénese na coérnea em
ratos (122) foi modificado incorporando-se 2 pellets no interior do estroma da
cérnea ao invés de apenas um pellet. Confeccionou-se uma microbolsa (“pocket”)
préxima ao limbo (1,0 mm) onde forma introduzidos os dois pellets (192).
Polihidroxietil metacrilato de liberacdo gradual (hydron) (Hydro Med Sciences, NJ,

EUA) foi preparado para conter 45 ug de sal de aluminio do sulfato de sacarose
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(sucralfate) (Sigma, MO, EUA), além de uma das trés proteinas teste: 52,5 ng de
S179D-hPRL, 52,5 ng de PRL e 90 ng de bFGF (Invitrogen, CA, EUA). Dez ratos
(6 semanas de idade; C57BL/6) foram anestesiados com Avertin (Tribromoetanol,
0,015-0,017 mL/g peso corporal) e dois pellets foram introduzidos no estroma da
cérnea destes ratos a uma distancia de 0,7 mm do limbo cérneo-escleral. 10 olhos
direitos receberam 2 pellets, sendo que um continha S179D-hPRL e outro bFGF.
Os 10 olhos esquerdos correspondentes receberam 2 pellets, um contendo PRL e
outro bFGF. Apds 8 dias da cirurgia, os ratos foram examinados para avaliar-se a

area de vascularizagao, como ja descrito anteriormente (121,122).

3.13. Cultura de células endoteliais humanas

Células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) e células endoteliais
microvasculares humanas (HMVEc) foram obtidas da Clonetics (CA, USA). As
células foram usadas até a passagem 5, mas em alguns experimentos foram
empregadas células de passagem 10. HUVEC foram cultivadas em placas
revestidas com colageno (Sigma, MO, EUA) em meio M199 suplementado com
Hepes 10 mM, 2,5 ug/mL de timidina, 140 unidades USP/mL de heparina, 5ng/mL
de bFGF (Sigma, MO, EUA), 20% soro fetal bovino (FBS, Invitrogen, CA, EUA)
como recomendado pelo fabricante. HMVEc foram cultivadas em meio de
crescimento endotelial com fatores de crescimento (meio EGM-2MV, Clonetics,
CA, EUA).

3.14. Ensaio de proliferagao celular

HUVEC foram semeadas em placas de 24 pogos (Corning, NY, EUA) em
densidade de 3x10* células/pogo em 1 mL de meio. Apds 24 horas, as células
foram incubadas com S179D-hPRL ou PRL em meio de crescimento endotelial
livre de soro, contendo bFGF (5 ng/mL, Sigma, MO, EUA) e fator de crescimento
epidermal (Sigma, MO, EUA) (SFM). As células foram incubadas por mais 72

horas a 37°C. O nuimero de células foi determinado empregando-se um ensaio
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colorimétrico com as modificagdes estringentes descritas anteriormente (111).

3.15. Formacgao de tubulos endoteliais em Matrigel

Matrigel com baixa concentracdo de fatores de crescimento (BD
Biosciences, CA, EUA), diluido 1:1 com meio SFM, foi adicionado em cada poco
de uma placa de 24 pogos (Corning, NY, EUA) em um volume de 350 uL. Apos
sua polimerizagado, realizada a 37°C por 30 minutos, uma suspensdo de 3x 10*
células HUVEC/pogco em 400 pL de meio SFM com bFGF (2,5 ng/mL)
suplementado com 5% de FBS foi transferida para cada pogo contendo o Matrigel
previamente polimerizado. As células entdo foram tratadas com 1 uyg/mL de uma
das duas PRLs. As células foram incubadas por 24 horas a 37°C em uma
incubadora com 5% de CO,. As estruturas tubulares foram observadas e
quantificadas em seis campos microscopicos aleatérios adjacentes ao centro dos

poco (magnificacdo de 20x).

3.16. Analise por citometria de fluxo

3.16.1. Analise do conteudo de DNA (fragmentacao de DNA)

HUVEC foram cultivadas por trés dias em meo SFM com bFGF (2,5 ng/mL)
suplementado com 5% de FBS, S179D-hPRL ou hPRL (1pL/mL). As células foram
coletadas por tripsinizagdo, lavadas com DPBS e fixadas com 75% etanol em
DPBS a 4°C, por 30 minutos. Apds centrifugagdo a 4°C (2000 g), o pellet de
células foi resuspendido em 0,1% Triton X-100 (Sigma, MO, EUA) em DPBS
contendo 200 pg/mL de RNase (Sigma, MO, EUA) e 10 pg/mL de iodeto de
propidio (Sigma, MO, EUA), e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. A
fluorescéncia das células individuais foi medida com um citofluorébmetro FACScan
equipado com o software CellQuest (Becton Dickinson, NJ, EUA). Quando houve
tratamento com o inibidor especifico da MAPkinase, PD 98059 (Sigma, MO, EUA),

a duracao do tratamento foi de 2 dias.
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3.16.2. Dupla visualizagao com anexina V (V) e iodeto de propidio (PI)

(externalizacao de fostatidilserina [PS])

A dupla visualizagdo com anexina V-Isotiocianato de Fluoresceina (anexina
V-FITC) e PI foi realizada para detectar o numero de células em processo de
morte celular programada (apoptose). Para esse propésito o kit BD apopalert
Annexin-V (BD Biosciences Clontech, CA, EUA) foi utilizado de acordo com as
recomendag¢des do fabricante. HUVEC foram coletadas por tripsinizagao, lavadas
e incubadas com anexina V-FITC e Pl como indicado. Analise bivariante da
fluorescéncia-FITC (FL-1) e fluorescéncia PI (FL-3) rendeu diferentes populagdes
celulares onde células FITC negativas (FITC-) e Pl negativas (PI-) foram
designadas como células viaveis; células FITC positivas (FITC+) e PIl- foram
designadas como células em processo de apoptose inicial e células FITC+ e PI
positivas (Pl+) foram designadas como células necréticas ou em estagio de
apoptose avancado. A fluorescéncia individual das células foi medida com um
citbmetro de fluxo FACScan equipado com o software CellQuest (Becton
Dickinson, NJ, EUA).

3.17. Ensaio de migracao celular (“Cloning ring assay”)

Um anel de clonagem foi empregado para criar uma area de contencao e
assim criar uma monocamada circular de células. O anel de clonagem foi colocado
no centro de uma placa de petri de 35 mm (Corning, NY, EUA) e um suspenséo de
10* HMVEc em 100 pL de meio EGM-2MV foi adicionada dentro do anel e
incubada por 40 minutos a 37°C para permitir a aderéncia e formacgédo da
monocamada circular. O anel de clonagem foi cuidadosamente retirado, e as
bordas da monocamada foram marcadas para referéncia. Foi entdo adicionado um
mililitro de meio EGM-2MV [suplementado com bFGF (controle), hPRL+bFGF,

S179D-hPRL+bFGF)]. As células foram tratadas por trés dias e a migragao celular
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foi estimada no terceiro dia. A migracao celular foi estimada pelo raio de migragao

celular a partir das bordas iniciais da monocamada circular inicial.

3.18. Ensaio de quimiotaxia celular

HMVEc (10° células) em 100 pL de meio EGM-2MV foram plaqueadas na
parte inferior de membranas tipo Boyden (6,5 mm transwell filter inserts; tamanho
dos poros, 8 um, Corning Costar Corporation, NY, EUA) invertendo-se o
inserto/membrana. Incubaram-se as células e inserto para permitir-se a aderéncia,
e apods esse periodo, os insertos foram colocados nos pogos na posigao nao

invertida com as células aderidas a parte inferior (vide figura 18).

Camara superior
100 uL meio EGM-2MV+
HMVEc tratamentos

\ oy >
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em direcao ao gradiente
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1000 pL meio
EGM-2MV

Figura 18. Diagrama do ensaio de quimiotaxia realizado com insertos Transwell®
(camara de Boyden).

Adicionou-se meio EGM-2MV as duas camaras: 1000 yL na camara inferior
e 100 yL na camara superior com bFGF apenas, bFGF com PRL e bFGF com

S179D-hPRL (figura 18). As células foram incubadas por 4 horas para a migragao
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em direcdo ao gradiente de bFGF na camara superiora do inserto. Ao final do
experimento, para a avaliagdao da migragao, as ceélulas remanescentes na parte
inferior do inserto (camara inferior) foram removidas e as membranas foram
fixadas e coradas com uma solugao de toluidina azul em 4% de formaldeido. As
células que migraram para a camara superior do filtro foram fotografadas e
contadas em dez campos microscopicos por filtro em magnificagdo 10x para se

obter o numero relativo de células migrantes por cada tipo de tratamento (149).

3.19. Cultura de anéis de aorta de rato (ensaio ex vivo)

A aorta proximal foi retirada de ratos adultos Sprague-Dawley como descrito
anteriormente (247), e seccionada em anéis de 1 mm. Placas de 24 pogos foram
pré revestidas com 200 uL de Matrigel (BD Biosciences, CA, EUA) diluido 1:1 com
meio EGM-2MV. Um anel de aorta foi colocado em cima dessa camada
previamente polimerizada e coberta com Matrigel liquido (200 pL). Apds a
polimerizagao completa do Matrigel, 500 uL de meio EGM-2MV contendo 2% de
FBS (meio seletivo para crescimento de células endoteliais) foram adicionados
aos pogos. Os anéis de aorta em matrigel foram entdo incubados por 24 horas.
Apds essa incubacdo inicial, novo meio foi adicionado com S179D-hPRL ou PRL

(1 ou 2 pg/mL) e incubados por 8-10 dias adicionais.

3.20. Avaliagao qualitativa e quantitativa do crescimento endotelial no ensaio
de anéis de aorta

A avaliagdo qualitativa foi realizada como descrito anteriormente (Wang
2004) com a visualizagdo com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-2-H-
tetrazdlio brometo). A avaliagado quantitativa empregou o ensaio com MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2H-tetrazolio) para obter o numero
relativo de células viaveis que cresceram a partir do anel de aorta. Apds o final do
experimento, 300 pL de solugéo recém preparada contendo 100 yL de MTS e 1 ug

de PMS (fenazina metosulfato) em DPBS foram adicionados em cada pogo, e
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incubados por 24 horas a 37°C. O meio EGM-2MV empregado nesse estudo &
seletivo para o crescimento de células endoteliais, embora o numero total de

celular também incluira fibroblastos (103).

3.21. Estudo da expressao génica por RT-PCR e real time RT-PCR

RNA total de HUVEC n&o confluentes (2 x 10° células/placa 100 mm) foi
isolado com Trizol (Gibco/Invitrogen, CA, EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante. Os primers empregados para RT-PCR sao apresentados na tabela 3.
A expresséo foi normalizada contra 0 mMRNA de GAPDH (D-gliceraldeido 3-fosfato

desidrogenase) para RT-PCR e contra mRNA de -actina para “real time”’RT-PCR.
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Tabela 3. Seqliéncias do oligonucleotideos empregados.

Primer

9 - sequéncia- 3'

PRLR-LF -revierse
PRLR-LF -forward
PRELR-S

LF -forsard

PRLR-S

LF -reverse
PRLR-SF1A-feverse
PRLR-SF 1A-forsard
FRLR-SF 1B-reverse
PRLR-SF1B-fonward
PRL-EXONZ
PRL-EXONS

BETA ACTIN-forward
BETA ACTINTeverse
CTGF-lorward
CTGF-reversa
TIKP-1 forward
TIMP-1 reverse
TIKMP-2 forward
TIKMP-2 reverse

IL-8 forward

IL-8 reverse
VEGF-foreard
VEGF-reverse
HO-1-forware
HO-1-reverse
T5P-1-forward
TSP-1-1everse
ANG -2 forward
ANG-2-reverse
ANG-1 forward
ANG-1reverse
FGF-forward
FGF-reverse
ANGIDGEMNIN-forsard
ANGIOGEMNIN-reverse
FGFR-reversa
FGFR-forward
VEGFR-11everse
VEGFR-1-foreard
VEGFR-2-reverse
WEGFR-2-forward
GAPDH-reverse
GAPDH-forward

GATTTGATGCTCATCTGTTGGA
TCCAGGTATGTGGGTTTCAT
ATCATGATGGTCAATGCCACTA

TGGGGTTCCTCACACTTTTC

GATAGTGAGGACCAGCATCTAATG
TGGACTGTGGTCAATGTTGE
CATGAATGATACAACCGTGTGG
CAACATCAAGGGGTCACCTC
GCAGTTGTTGTTGTGGATGATT
GATGCCAGGTGACCCTTCGAGA
AAAGACCTGTACGCCAACAC
GTCATACTCCTGCTTGCTGAT
GAGGAAAACATTAAGAACGGCAAA
CGGCACAGGTCTTGATGA
CTGCGGATACTTCCACAGGTC
GCAAGAGTCCATCCTGCAGTT
TTGAGAGTGGACCACACTGCGE
CTGGCAACCCTACAACAGACCC
ATAAGCAGGCCTCCAACGC
GAGCTGGACCAGTCGAAMACC
GCCTTGCTGCTCTACCTCCA
CAAGGCCCACAGGGATTTT
CAGGCAGAGAATGCTGAGTTC
GATGTTGAGCAGGAACGCAGT
CCCTTCAAAACAAATAGGAGTTCA
ATCCTGTGATTCCARATGCCAG
TGGGATTTGGTAACCCTTCA
GTAAGCCTCATTCCCTTCCC
GCAACTGGAGCTGATGGACACA
CATCTGUCACAGTCTCTAAATGET
IGTGCTAACCGTTACCTGGCT
CAGTGCCACATACCAACTG
TGGGCGTTTTGTITGTTGGTCTTIC
CGTTTCTGAACCCCGCTGTGG
GCCAGCAGTCCCGCATCATCAT
GACGCAACAGAGAAAGACTTGT
GATGTAGTCTTTACCATCCTG
CAAGTGGCCAGAGGCATGGAGTT
TGCCAGCAGTCCAGCATGGTCTG
GAGGGCCTCTCATGGTGATTGT
GGCATGGACTGTGGTCATGAG
TGCACCACCAACTGCTTAGE
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3.21.1. RT-PCR semiquantitativo

Cinco microgramas de RNA total de cada amostra foi usado para a sintese
de cDNA utilizando o Kit Super Script First Strand Synthesis (Invitrogen, CA, EUA).
Um volume total de 2 yL de cDNA da reagao de transcriptase reversa (RT) foi
usado com o PCR Master Mix (Invitrogen, CA, EUA). O programa de amplificagéo
consistiu de a 95°C, seguidos por 30 ciclos consistindo de uma etapa de
desnaturagdo (95°C por 30 s), um passo de anelamento (55 ou 56°C) e uma etapa
de extensdo (72°C por 30 s). Os produtos amplificados foram visualizados por
eletroforese em géis de agarose 1% (Invitrogen, CA, EUA)/Tris-borato EDTA
(tampaoTBE) (0,089 M Tris e borato, 0,002 M EDTA sddico) e coloragdo com
brometo de etideo.

3.21.2. “Real time” RT-PCR quantitativo

Vinte e cinco reacdes foram preparadas em placas de reacgao otica de 96 pogos
(ABI Prism/ Applied Biosystems, CA, EUA) empregando SYBR green master mix
(ABI Prism/ Applied Biosystems, CA, EUA). Utilizando o termociclador ABI Prism
7700 (ABI Prism/ Applied Biosystems, CA, EUA), as amostras foram aquecidas
por 2 minutos a 50 °C, seguidos por 10 minutos a 95°C, e 40 ciclos de 95°C por 15
s e 55 ou 56°C por 1 minuto. Os dados de tempo real (“real time”) foram

analisados empregando o método comparativo Cr (30).

3.22. Protein array (arranjo de proteinas)

Com a finalidade de detectar a influéncia da S179D-hPRL sobre a liberagao
de fatores ligados a angiogénese, um arranjo de anticorpos contra determinadas
proteinas foi utilizado para o estudo (Chemicon International Inc.Temecula,
CHEMIARRAY human angiogenesis antibody array, CA, EUA). Para esse ensaio,
um controle consistindo de HUVEC cultivadas em meio SFM suplementado com
bFGF (2,5 ng/mL) e EGF (1ng/mL), e um grupo tratado com o mesmo meio
adicionado de S179D-hPRL (1 pg/mL) foram usados. O meio condicionado foi
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entdo coletado ap6s um periodo de incubacédo de 24 horas. Empregou-se meio
sem FBS para se reduzir a interferéncia de fatores de crescimento ja presentes
em soro fetal bovino. A normalizagdo de um arranjo para outro utilizou os controles

positivos incluidos no arranjo pelo fabricante.

3.23. Estudo da atividade dos promotores das proteinas p21 e Bax (ensaios
de transativagado do gene repérter)

3.23.1. Construcgoes (plasmideos-gene reporter Luciferase)

Para estudar a atividade do promotor da proteina p21, foi empregado uma
construgcéo (pp21-luc) contendo a sequéncia completa da regido promotora da
proteina p21 em fusdo com o gene da luciferase (repérter) (153). Para a via
ativada por p53, empregou-se um plasmideo (pBax-luc) com a regido completa do
promotor da proteina Bax, em fusdo ao gene reporter da luciferase (210,215). A
transativagcdo do gene Bax é importante para a fungdo supressora tumoral de p53
e a expressdao desse gene é geralmente induzida quando os niveis de p53
aumentam em resposta a um evento apoptaético.

Para os ensaios com PD 98059 empregamos um controle consisitindo de
uma construcédo que codifica uma forma mutante de ERK, com efeito dominante
negativo (P ERK-DN) (145).

3.23.2. Transfecg¢ao transiente e quantificagao das atividades da luciferase e
da B-galactosidase

Construgdes repérter e pSV- 3-galactosidase (construgéo contendo o gene
da B-galactosidase sob controle do promotor SV40, Promega, WI, EUA) foram
usados para trasnfecgao transiente de HUVEC. Os experimentos de transfeccgao
foram realizados em HUVEC semiconfluentes (80% a 90% de confluéncia), antes
da quatro passagens em placas de 35 mm, em triplicatas. Os complexos de DNA-
lipofectamina 2000 (Invitrogen, CA, EUA) foram obtidos mediante incubacédo do
DNA (2 ug da construcdo do gene:reporter/ 2 ug do pSV- B-galactosidase) e
Lipofectamina 2000 (8 pL), em meio endotelial de crescimento SFM (sem

suplementos e antibidticos) por 20 minutos a temperatura ambiente (reagao
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por poco). As culturas de HUVEC foram entdo lavadas duas vezes com meio SFM
e transfectadas transientemente com os complexos pré-formados de DNA-
Lipofectamine 2000, no mesmo meio por 4 horas. Apds a transfecgcdo o meio SFM
foi trocado por meio de crescimento completo suplementado. As células
transfectadas foram tratadas com as diferentes PRLs e PD 98059 (inibidor seletivo
da MAPkinase, Sigma, MO, EUA) 24 horas ap0ds a transfecgdo com Lipofectamina
2000. Os tratamentos foram realizados por 12 ou 24 horas. O plasmideo de
controle interno pSV-B-galactosidase foi empregado para normalizagdo da
transfecgcdo (atividade da B-galactosidase) juntamente com a concentragéo total
de proteinas (Bradford protein assay, Bio-Rad, CA, EUA). As atividades individuais
da luciferase foram normalizadas/corrigidas com base na eficiéncia da
transfeccdo, dividindo-se as unidades relativas de luminosidade pelas atividade

de B-galactosidase (unidades arbitrarias, UA).

3.24. Analise estatistica

Todos os dados numéricos apresentados sdo a médiatdesvio padréao (SD)
exceto onde indicado. Todos os experimentos utilizaram pelo menos ftriplicatas e
foram conduzidos por um minimo de trés vezes. A significancia estatistica foi
calculada empregando o texto do t Student para a comparagdo das médias
individuais, com ou sem correcdes de Bonferroni. Um valor de < 0,05 para P foi
considerado como significante. Para o ensaio de angiogénese na cornea, os dois

grupos foram comparados com o teste de Mann-Whitney.

3.25. Manipulagao de animais

Todos os procedimentos envolvendo os animais receberam aprovacao
prévia dos comités institucionais e foram realizados em concordancia com as
diretrizes da “American Association for Laboratory Animal Care”, “The United

States Department of Agriculture” e do “National Institutes of Health (NIH)”.
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4.0. RESULTADOS

4.1. Caracterizagcao das preparagoes de S179D-hPRL e PRL produzidas em E.
coli

4.1.1. SDS-PAGE, Western Blot e espectrometria de massa das preparagoes
de horménios

Apos a renaturacdo dos corpos de inclusao purificados, analizaram-se as
preparagdes de hPRL e S179D-hPRL para verificar a pureza das amostras (figura
19 A). O rendimento para ambas as PRLs foi similar, assim como sua pureza que
foi de cerca de 97% estimada por densitometria. Como as células endoteliais sao
sensiveis a endotoxina, os niveis de lipopolissacarideos (LPS) foram avaliados em
ambas as preparacdes. Tanto as amostras de S179D-hPRL como a de PRL
também apresentaram baixos niveis de LPS (>0,0015 EU/mL) e portanto foram
consideradas apropriadas para ensaios in vitro com células endoteliais. Sendo que
as duas proteinas sdo expressas nos mesmo niveis, e purificadas em paralelo, os
contaminantes provenientes do processo (como por exemplo LPS e as proteinas

derivadas das células hospedeiras) também devem estar presentes nas mesmas

concentragoes.

A

123 45 6
E B
- E.coli HEK 253

PRL

31 NIDDK S179D S179D
—» PRL pRL  PRL PRL

Figura 19. Caracterizagao das preparac¢des de PRL e S179D-hPRL. (A) grau de
pureza estimado por SDS-PAGE, 12,5 % acrilamida em condi¢gbées redutoras e
coloracao realizada mediante Coomassie Blue; 1, marcador de peso molecular
(Sigma, MO, EUA); 2 e 3, hPRL expressa em E. coli; 4 e 5, S179D-hPRL expressa
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em E. coli; 6, PRL hipofisaria em empregada como padrao (NIDDK, MD, EUA).
Numeros a esquerda indicam peso molecular em KDa (B) Imunoblots, as
preparacdes foram analisados por Western blot para confirmar sua identidade
imunoldgica frente a anticorpos anti-PRL (NIDDK, MD, EUA). As PRLs
apresentaram padrdo idéntico ao da preparagcado pituitaria utilizada como
referéncia (NIDDK, MD, EUA), confirmando sua imunoreatividade. E. coli, PRLs
expressas em E. coli na forma de corpos de inclusao renaturados; HEK 293, PRLs
expressas em ceélulas humanas transfectadas com vetor de expressao codificando
para as PRLs (PRL e S179D-hPRL); PRL NIDDK, padrao hipofisario empregado.

As preparacdes foram analisadas também por Western blot para confirmar
sua identidade imunoldgica frente a anticorpos anti-PRL (figura 19 B). As PRLs
apresentaram padroes idénticos ao da preparacdo pituitaria utilizada como
referéncia (NIDDK, MD, EUA), confirmando sua imunoatividade e identidade.

Para se determinar as massas precisas das S179D-hPRLs estas
foram submetidas a espectrometria de massa MALDI-TOF. A massa molecular
para S179D-hPRL obtida do meio condicionado de HEK 293 transfectadas foi de
22.939 Da (figura 20 A), compativel com o valor calculado com base no valor para
a hPRL de 22.927, considerando a mutagdo. Também resultou compativel o valor
de 23.065 Da para S179D-hPRL obtida em E. coli (figura 20 B) levando-se em
conta a mutagao pontual e a metionina, caracteristica de proteinas citoplasmicas
expressas na forma de corpos de inclusdo (Massa teodrica de 22.076). As
diferencas sao aceitaveis sendo que o método prevé erros entre 10 e 50 Da para
proteinas com mesma massa molecular da ordem de 10.000 Da (183), ou cerca
de 0,1% de erro (~ 22,9 Da e 23,1 Da de erros para a S179D-hPRL de E. coli e
S179D-hPRL de HEK 293, respectivamente) de acordo com a calibragao do

instrumento (260).
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Figura 20. Espectrometria de massa (MALDI-TOF) de amostras de S179D-hPRL.
(A) S179D-hPRL sintetizada em células humanas HEK 293 (meio condicionado).
(B) S179D-hPRL sintetizada em E. coli a partir da renaturagdo de corpos de
inclusdo Os resultados sdo expressos como a razdo massa/carga (m/z). As

massas das espécies monoprotonadas estao
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4.1.2. Avaliagao da atividade bioldgica (poténcia)

A bioatividade da PRL obtida de corpos de inclusdo renaturados e de meio
condicionado de células HEK 293 transfectadas foi avaliada frente a uma
preparagao pituitaria de referéncia (PRL, NIDDK, MD, EUA) em ensaio
proliferativo baseado em células Nb2 de linfoma de rato (94). Os dados obtidos
indicam que a poténcia da PRL expressa em E. coli é de cerca de 38,0 £ 1,5
uUl/mg (n=3) enquanto que a poténcia da PRL expressa em células eucaribticas é
de 35,9 £ 1,2 Ul/mg (n=3), indicando que ndo existe uma diferenga significativa na
atividade biologica dessas preparagdoes frente a preparacéo pituitaria de referéncia
(poténcia nominal de 35,0 Ul/mg, (figura 21 A), sendo portanto as preparagdes
recombinantes indistinguiveis da PRL natural em termos de atividade biologica. A
proliferacdo celular foi estimada por ensaio colorimétrico com modificacbes que

diminuiram as interferéncias (111).
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Figura 20. Bioatividades da PRL (A) e da S179D-hPRL (B). (A) a bioatividade da
PRL foi avaliada pelo ensaio in vitro com células Nb2 de linfoma de rato como
anteriormente descrito (94) comparando-se as PRLs com a PRL pituitaria de
referéncia (atividade nominal de 35,0 Ul/mg). (B) bioatividade da S179D-hPRL
avaliada pela sua capacidade de induzir a expressdao de [B-caseina (137,227).
Células T47D transfectadas com construgdo contendo o gene repoérter da
luciferase sob controle do promotor da (3-caseina foram empregadas nesse ensaio
de poténcia (bioatividade).

O ensaio com células Nb2 também poderia ser empregado para avaliagéo
do antagonismo da S179D-hPRL, que possui um perfil de antagonista competitivo
nesse ensaio in vitro (35). No entanto esse ensaio ndo permite avaliar a atividade
do antagonista, que no caso da S179D-hPRL pode ser estimada com base em sua
capacidade de induzir a expressédo de (3-caseina (ensaio de diferenciagéo) (137).
O ensaio utilizado € uma modificacdo do ensaio ja descrito na literatura (227) e
que emprega células de cancer de mama humano T47D, que possuem uma alta
densidade de PRLRs (194). Nesse bioensaio, demonstrou-se que as preparacgdes
de S179D-hPRL de E. coli e de células humanas (HEK 293) possuiam
praticamente a mesma capacidade de induzir a expressdo de luciferase por
ativacdo do promotor da [-caseina, apresentando portanto ambas uma

bioatividade equivalente (figura 21 B).
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4.2. Ensaios in vivo

O ensaio baseado em CAM de galinhas permitiu a investigagao in vivo dos
efeitos de S179D-hPRL e da hPRL sobre um tecido em processo de angiogénese

fisioldgica. A hPRL ndo demonstrou efeitos detectaveis e por esse motivo foi

empregada como um dos controles nesse ensaio (figura 22 A e 22 B).
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Figura 22. Efeitos da S179D-hPRL sobre o ensaio in vivo CAM. (A) A CAM
tratada com PRL ndo mostrou diferencas significativas das CAMs néo tratadas. (B)
CAM tratada com S179D-hPRL. As flechas brancas indicam as bordas dos pellets
implantados que continham 1 ug de cada uma das PRLs e 500 ng de bFGF. (C)
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Quantificacdo da area avascular e resultados do bloqueio da atividade da S179D-
hPRL com anticorpo anti-PRL (NIDDK, MD, EUA). * P < 0,05 com relagdo ao
controle de solugéao salina (C) ou a hPRL.

O efeito inibitdrio sobre a angiogénese é evidente: ndo se levando em conta
os dois vasos entre os quais o pellet com S179D-hPRL foi implantado, as
amostras tratadas com S179D-hPRL se apresentaram essencialmente
avasculares sob a area ocupada pelo mesmo pellet. Mesmo ao redor do perimetro
do pellet, a formagao de novos capilares foi menor que a observada nos controles
com PRL. Os efeitos anti-angiogénicos da S179D-hPRL foram quantificados pela
area avascular presente (figura 22 C), onde a area avascular sob o perimetro do
pellet foi quantificada. O efeito anti-angiogénico da S179D-hPRL foi quase
completamente revertido pela presenca de anti-PRL.

Além do teste in vivo no sistema CAM de galinhas, a S179D-hPRL também
foi testada em outro ensaio in vivo, aquele baseado na angiogénese aa cérnea de
ratos. Nesse ensaio a cornea, naturalmente avascular, desenvolve capilares em
resposta a um composto pr6é angiogénico como bFGF. O bFGF é colocado em um
pellet de hydron de liberagédo gradual proximo a outro pellet contendo a substancia
teste em area adjacente no mesmo olho (PRL ou S179D-hPRL). A alta
sensibilidade desse ensaio in vivo também permitiu a analise de concentracdes
bem menores de S179D-hPRL e PRL em comparag¢ao ao ensaio CAM. Devido ao
fato que a PRL ndo demonstrou nenhuma propriedade detectavel sobre a
angiogénese in vivo no ensaio CAM e em ensaios preliminares in vitro, a PRL foi
empregada como controle para o ensaio com S179D-hPRL uma vez que difere da
proteina teste em apenas um aminoacido. Como demonstrado na figura 23,
quantidades de apenas 52 ng de S179D-hPRL foram capazes de diminuir a
angiogénese induzida por 90 ng de bFGF em 50%. Em termos de concentragao
molar, a S179D-hPRL era metade da concentracdo de bFGF empregada no

estudo da coérnea.
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Figura 23. S179D-hPRL se mostrou um composto anti-angiogénico no ensaio
baseado na cérnea de ratos com dois pellets de hydron. (A) escassez de formagéao
de novos capilares induzidos por bFGF (90 ng/pellet) em coérnea tratada com
S179D-hPRL (52,5 ng/pellet). (B) Abundancia de novos capilares induzidos por
bFGF na cornea tratada com hPRL (52,5 ng/pellet). Setas indicam vasos
penetrando na cornea a partir do limbo. P indica a localizagdo dos pellets de
hydron implantados. Escala, 250 um em A e B. (C) A magnitude da angiogénese
na coérnea induzida por bFGF foi significantemente menor (0,2827 mm?) em
cérneas implantadas com pellets de hydron contendo S179D-hPRL do que em
cérneas tratadas com pellets de hydron contendo hPRL (0,5717 mm?) (Teste de
Mann-Whitney, P= 0,0147).
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4.3. Ensaio sobre a proliferacao celular endotelial

Uma vez que a S179D-hPRL provou ser anti-angiogénica in vivo, decidiu-se
investigar o mecanismo de acdo da S179D-hPRL sobre o processo de
angiogénese. Em primeiro lugar verificou-se que isoformas do PRLR estariam
sendo expressas em células endoteliais humanas. A figura 24 A mostra os
produtos de PCR obtidos com primers desenhados para serem especificos para
as duas isoformas curtas (SF1a e SF1b) e para a forma longa do PRLR humano.
Os amplicons foram sequenciados para verificagdo de suas identidades. A figura
24 B mostra que o mRNA das duas formas curtas, PRLR-SF1a e PRLR-SF1b séo
traduzidas para as respectivas proteinas, que sao reconhecidas pelo anti-PRLR

dirigido contra o dominio extracelular do receptor (ECD).

SFla —— -7H 56 KDa
sFib — [ o s ——————42KDa
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Figura 43. Expressédo de PRLR em HUVEC. RT-PCR (A) e imunoprecipitagao e
Western blotting (B) das isoformas de PRLR. (A) coluna 1 contém um marcador de
peso molecular; coluna 2, o produto do PRLR forma longa (200 bp); coluna 3, o
produto da isoforma curta PRLR-SF1a (174 bp); coluna 4, o produto da
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isoforma curta PRLR-SF1a (179 bp). (B) colunas 1 e 2 mostram lisados de células
HEK 293 transfectadas com quantidades iguais de vetores de expresséo
codificando para as isoformas do PRLR-SF1b e PRLR-SF1a respectivamente
como controles; coluna 3 mostra o imunoprecipitado do extrato de HUVEC néao
tratadas. H, cadeia pesada; L, cadeia leve; SF1a, PRLR-SF1a; SF1b, PRLR-SF1b.
Os numeros a direita indicam as massas moleculares estimadas a partir dos
marcadores de peso molecular. (C) amplicons de PCR de HMVEc. FLF, amplicon
da forma longa do PRLR; DFL, amplicon da isoforma apresentando uma delegéo
no dominio extracelular da FLF. Células de cancer de préstata humana PC3,
controle positivo para expressao da FLF e DLF; EC, célula endotelial.

Nenhuma banda com peso molecular compativel com a forma longa do
PRLR foi detectada, mesmo com 1 mg de proteina sendo utilizado para a
imunoprecipitacdo. Experimentos posteriores determinaram que uma proporcao
significativa dos amplicons que tinhamos identificado como PRLR de forma longa
(FLF) eram na verdade isoformas de PRLRs com parte do ECD deletado (DLF). A
figura 24 C mostra o resultado de PCRs que indicam a presengca de ambas as
isoformas: FLF e DLF. Uma variante similar, com a porgdo S1 do ECD deletada, ja
foi descrita em uma grande variedade de tecidos (125).

Para determinar o efeito da S179D-hPRL sobre a proliferacao de células
endoteliais, um ensaio que mede a quantidade de células viaveis foi conduzido em
um periodo de trés dias de incubagao. Para a sobrevivéncia de células endoteliais,
HUVEC em particular, € necessario o uso de bFGF e heparina para a completa
atividade biolégica do bFGF, FBS e EGF. O efeito da S179D-hPRL sofreu
portanto, a interferéncia de todos esses fatores pré angiogénicos necessarios para
o crescimento endotelial. Como pode ser visto na figura 25 A, altas concentragdes
de S179D-hPRL (500-1000 ng/mL) causaram uma diminuigdo no numero de
células viaveis. Na maioria dos ensaios, a resposta foi modesta, em cerca de 25%

de inibicdo da proliferacdo (como representado em 25 A), podendo chegar a 40%.
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pg/mL (S’) de S179D-hPRL, 1 ug/mL PRL (U) ou 0,02 EU/mL de endotoxina (L)
(10x a concentracédo de endotoxina nas preparagdes de proteina recombinante de
E. coli). As barras brancas representam proteina recombinante expressa em E.
coli, e as barras listradas representam a mesma concentracdo de proteinas
expressas em células eucaridticas. O.D. 492, densidade oética em 492 nm. (B)
proteina recombinante de E. coli com (barras negras) ou sem polimixina B (barras
brancas). (C) analise por citometria de fluxo da fragmentagdo de DNA (conteudo
de DNA) de células HUVEC tratadas com 0,02 EU/mL de endotoxina (LPS), 1
pMg/mL de S179D-hPRL (S) e controle (C). Legenda:1, sub Go/Gy; 2, Go/Gy; 3,
Go/M.

Baixas concentracbées de S179D-hPRL ndo produziram efeito sobre a
fragmentacdo de DNA (conteudo de DNA), assim como altas concentracdes de
PRL também foram sem efeito. Essas observagdes confirmam a especificidade da
preparacdo de S179D-hPRL que difere apenas em um aminoacido da amostra de
PRL. Devido ao efeito nocivo da endotoxina sobre as células endoteliais,
empregamos controles de endotoxina além da dosagem de LPS na amostras
usadas (>0,015 EU/mL ou cerca de 0,00166 EU/ug de proteina recombinante). O
controle utilizado empregou concentragbes 10 vezes maiores de LPS que as
encontradas nas preparacdes e nenhum efeito foi observado no numero de células
viaveis (designado “L” na figura 25 A).

Para certificar-se que o efeito observado nao era devido ao folding incorreto
da preparagcédo de S179D-hPRL, realizamos, além do teste de sua atividade
biolégica in vitro (ensaio de indugédo do gene da B-caseina, figura 21 B), um ensaio
controle em paralelo empregando meio condicionado com a mesma concentragao
de S179D-hPRL, expressa em sistema de expressdo eucaridtico (HEK 293)
(barras listradas na figura 25 A). Proteinas sintetizadas em eucariotos possuem o
folding correto devido ao fato que sistema de expressdo eucarioticos possuem
uma variedade de sistemas de verificagdo e eliminagao de proteinas com folding
aberrante (131). Um outro controle empregado para verificar a contaminagao de
endotoxina foi o uso de amostras de PRL e S179D-hPRL tratadas com polimixina-
B (10 pg/mL). A polimixina-B possui a propriedade de se ligar e inativar LPS
bacteriano. Esse pré tratamento também nao afetou a atividade da S179D-hPRL

(figura 25 B). pode-se concluir portanto, que apesar das altas concentracdes de
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S179D-hPRL (1 ug/mL) necessarias para se inibir a proliferacdo endotelial nas
condigdes usadas, o efeito observado é de fato especifico.

Anadlise da fragmentagcédo de DNA ao fim de um tratamento de trés dias com
S179D-hPRL resultou em um aumento de oito vezes na porcentagem de células
em processo de apoptose (populagao sub Gy/G4) (figura 24 C). Portanto a morte
celular programada induzida por S179D-hPRL contribuiu para um menor numero
de células viaveis. Mais uma vez o controle de endotoxina n&o apresentou

nenhum efeito sobre a indugéo de apoptose (fragmentacado de DNA).

4.4. Efeitos sobre a migracao celular

As células endoteliais necessitam migrar através da matriz extracelular para
formar novos capilares com base nesse fato, testamos a habilidade da S179D-
hPRL de interferir no processo de migracgao celular. Novos capilares sdo formados
principalmente a partir da microvasculatura, dessa forma as HUVEC n&o seriam
muito apropriadas como modelo para o estudo de migragao, uma vez que sao de
origem macrovascular. Dessa forma utilizamos células de origem microvascular
HMVEc para essa parte do estudo. Quando HMVEcs foram semeadas dentro do
anel de clonagem e posteriormente incubadas para avaliagdo da migragao radial a
partir da monocamada circular formada pelas células no anel, S179D-hPRL
reduziu a distancia percorrida pelas células em 40% (figura 26 A e B). Levando-se
em conta que a migragéo celular poderia ter sido afetada pela proliferagcao celular
ao longo dos trés dias do experimento, realizou-se um ensaio de quimiotaxia, onde
a migracao é avaliada a curto prazo e portanto livre de interferéncia do numero de
células viaveis. Nesse ensaio a S179D-hPRL reduziu a migracdo em dire¢cdo a um
gradiente de bFGF em mais de 60% (figura 27 A e B).

Outra forma de se estudar a migragdo € o ensaio in vitro de formacgao de
tubulos em Matrigel. Células semeadas aleatoriamente digerem a matriz
extracelular ao seu redor e formam estruturas tubulares em Matrigel. A S179D-
hPRL foi capaz de inibir esse processo de formagdo e arranjo de tubulos de

HUVECs semeadas em Matrigel (figura 28).
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Figura 26. Efeito da S179D-hPRL sobre a migracao celular de HMVEc no ensaio
do anel de clonagem. (A) fotos representativas do experimento; linhas negras e
circulares e setas brancas indicam bordas da monocamada de HMVEcs no inicio
do ensaio. Barra branca, 20 um. (B) grafico demonstrando a quantificacdo dos
valores de migragcao em pm. Controle negativo, sem adicao de bFGF; FGF, bFGF.
* indica P<0,05 com relacéo ao controle positivo de bFGF.
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Figura 27. Ensaio de quimiotaxia de curto prazo (4 horas).

PRL+ bFGF

S$179D-hPRL
+ bFGF

(A) fotos

representativas mostrando os filtros com a HMVEcs que migraram em diregdo ao
gradiente de bFGF na camara superior do inserto. (B) Quantificagdo das HMEVcs
nos filtros ao final do ensaio, utilizou-se as médias de 10 campos microscépicos.
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Controle negativo, sem adi¢do de bFGF. * indica P<0,05 com relagao ao controle
positivo.

Centrole PRL S179D
PRL

Figura 28. Ensaio de formagéo de tubulos em Matrigel. Experimento empregado
para verificar a habilidade da S179D-hPRL de interferir nos processos de
migragcdo, digestdo da matriz extracelular e quimiotaxia entre HUVECs, em
Matrigel.

Em todos os experimentos, empregamos células endoteliais primarias
(HUVEC e HMVEc), até a passagem cinco, mas era desejavel usar células
endoteliais nunca antes cultivadas. Para isso, empregamos um modelo ex vivo
denominado de ensaio de angiogénese do anel de aorta, onde sec¢bes de uma
aorta de rato sdo colocadas em Matrigel, e células endoteliais crescem a partir das
paredes do anel de aorta original. O crescimento pode ser avaliado por ensaio
colorimétrico empregando MTS e pode ser visualizado com o reagente MTS. Os
resultados da figura 29 A e B indicam uma diminuicdo de 50% no numero de

células quando se utiliza S179D-hPRL como tratamento.
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Figura 29. Ensaio de angiogénese do anel de aorta (ex vivo). (A) A atividade anti
angiogénica da S179D-hPRL avaliada pelo ensaio do anel de aorta. As culturas
foram tratadas com PRL, S179D-hPRL e ndo tratadas (C) por 8-10 dias. A
atividade anti-angiogénica foi estimada aplicando o ensaio colorimétrico MTS/PMS
nas culturas de anéis. (B) A formacdo de ramificacbes de células endoteliais (e
células associadas) foi visualizada mediante coloragcdo com MTT.

Pelos ensaios de angiogénese realizados in vitro, pode-se afirmar que a
S179D-hPRL afeta claramente tanto o numero de células viaveis, como também a

capacidade migratéria das células endoteliais que crescem a partir da

macrovasculatura e microvasculatura.
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4.5. Efeito da S179D-hPRL sobre a expressao génica de HUVEC

Para determinar de que forma PRL e S179D-hPRL exercem diferentes
efeitos sobre as células endoteliais, estudamos a expressdao de PRLR em uma
variedade de moléculas angioativas. Como demonstrado na figura 30 A, os
resultados obtidos com RT-PCR semi-quantitativo mostra que PRL e S179D-hPRL
possuem efeitos diferentes sobre certos genes relacionados a angiogénese
(29,70,162,270,275). Nessa fase do estudo, a hPRL aumentou a expressao de
PRL enddégena e heme-oxigenase-1 (HO-1), mas além desses genes, a hPRL n&o
afetou a expressdo dos outros genes estudados. Isso pode ser mais bem
visualizado na figura 30 B, onde os resultados de “real time” RT-PCR sao
mostrados para 8 dos 17 mRNAs mais afetados pelo tratamento. hPRL aumentou
a expressao de hPRL enddgena em 4 vezes e duplicou a expresséo de HO-1 em
HUVEC.
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Figura 30. Analise da expressao génica em HUVEC tratadas com S179D-hPRL e
PRL. (A) RT-PCR semi-quantitativo de HUVEC tratadas com PRL (P), S179D-
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hPRL (S) ou sem tratamento(C); TSP, trombospondina. Todas as outras
abreviagbes séo abreviagdes padrao. (B) “Real time” RT-PCR (RT-PCR em tempo
real) da expressao de PRL, HO-1, bFGF, VEGF, PRLR-SF1a e PRLR-SF1b onde
a expressédo génica foi normalizada contra o controle endégeno de (-actina como
referencia. * indica P <0,05 versus controle.

Ao contrario da hPRL que aumentou de ~3 vezes, a S179D-hPRL diminui a
expressdo de hPRL enddégena em ~50% e a expressdo de HO-1 (em cerca de
25%), nao teve efeito detectavel sobre a expressédo da forma longa do PRLR (que
inclui tanto a forma longa como a forma com dele¢édo) e aumentou (em cerca de
50%) a expressao das duas formas curtas do PRLR (PRLR-SF1a e PRLR-SF1b).
A S179D-hPRL também diminuiu a expressao de bFGF (em 75%) e do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF; em cerca de 50%), sem efeito
significativos na expressado de seus respectivos receptores. Trombospondina,
angiogenina, angiopoietinas 1 e 2, e fator de crescimento do tecido conectivo
(CTGF) nao foram afetados pelo tratamento por S179D-hPRL. Trombospondina e
CTGF foram incluidos no estudo porque a expressao destes dois genes além de
estar envolvida no processo angiogénico, também foi afetado em células da
glandula mamaria de ratos tratados com S179D-hPRL (178).

4.6._Ef?ito da S179D-hPRL sobre a secregcdo de fatores relacionados a
angiogénese

O meio condicionado de HUVEC tratadas com S179D-hPRL foi analisado
por meio de um protein array (arranjo de anticorpos contra diferentes proteinas)
para se avaliar se os efeitos observados em nivel de mRNA foram traduzidos em
proteinas secretadas para o meio de cultura. Usou-se o meio condicionado de 24
horas de tratamento para evitar a interferéncia de liberacdo ndo especifica de
fatores devido a morte programada e posterior lise celular. A figura 31 A mostra o
resultado obtido no “protein array” com os respectivos genes alterados

quantificado no painel C (figura 31 C).
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Figura 31. Estudo dos fatores relacionado a angiogénese liberados no meio de
cultura de HUVEC tratadas com S179D-hPRL (avaliagao por “protein array”). (A)
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meio condicionado de HUVEC tratadas com S179D-hPRL ou no controle (HUVEC
ndo tratadas) por 24 horas. (B) Painel do arranjo de proteinas; Ang, angiogenina,
TPO, trombopoietina; PIGF, fator de crescimento placentario; RANTES, “regulated
and activated normal T cells excreted and secreted protein”; TIMP, inibidor tecidual
de metaloproteinase; ENA-78, proteina quimiotatica de células epiteliais derivada
de neutrofilos; MCP, proteina quimiotatica de mondcitos séricos; PDGF, fator de
crescimento derivado de plaquetas; GRO, “growth regulated oncogene”; X, branco;
NEG, controle negativo; POS, controle positivo; outras abreviagbes usadas s&o
abreviagbes padrdo. (C) Quantificagdo densitométrica das proteinas avaliadas nos
arranjos. *P < 0,05; # P < 0,01 versus controle.

Na figura 31 C pode-se observar que a S179D-hPRL diminui a secregéo de
angiogenina, EGF e bFGF. O efeito observado para EGF e bFGF pode ter sido
mais pronunciado uma vez que ambos sdao necessarios em baixas concentragoes
quando se emprega-se meio de cultura sem FBS. S179D-hPRL afetou também
uma série de outras proteinas angiogénicas secretadas, diminuindo a
probabilidade de que estas interajam com seus respectivos receptores,
interferindo nos proéprios efeitos autdcrinos.

Dos outros compostos angioativos examinados no meio condicionado, trés
deles tiveram sua secrecao elevada no tratamento com S179D-hPRL: inibidores

teciduais de metaloproteinase 1 e 2 e, inesperadamente, VEGF.

4.7. Efeito da S179D-hPRL sobre a apoptose e ciclo celular de células
endoteliais

Nos testes preliminares in vitro demonstramos que S179D-hPRL foi capaz
de induzir fragmentacdo de DNA em HUVEC (figura 25 C), uma das
caracteristicas da apoptose (106,118). Para melhor investigar a via de apoptose
ativada pela S179D-hPRL em células endoteliais, decidiu-se estudar duas das
principais vias de apoptose: a via extrinseca (receptor da morte) e a via intrinseca
(mitocondrial) (106,118). Os primeiros estudos empregaram altas doses de
S179D-hPRL (1 pg/mL) comparando-se os resultados com as mesmas
concentracdes de PRL. Decidimos realizar estudos mais detalhados empregando
uma curva de dose-resposta avaliando também o efeito em diferentes tempos de

tratamento com S179D-hPRL. Mais umas vezes controles de LPS foram
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empregadas devido a sensibilidade das HUVEC frente a endotoxina bacteriana
(LPS). Como tanto a via intrinseca e a via extrinseca convergem na ativagao da
caspase-3 e clivagem do DFF45 (ICAD, “inhibitor of caspase activated DNAse”),
foi estudado o efeito da S179D-hPRL sobre esse inibidor em lisados totais de
HUVEC. Como pode ser visto na figura 32 A, o tratamento de S179D-hPRL afetou
a clivagem caspase-dependente do DFF45 de uma forma dose dependente. Pode-
se observar que nesse ponto de convergéncia das duas vias de sinalizagao da
apoptose uma resposta pode ser vista com 100 ng/mL (figura 32 A). Ao olharmos
para marcadores das vias do receptor da morte e mitocondrial podemos observar
que houve uma diminuicao da procasapase-8 (indicativo de formagao de caspase-
8 ativa) e a liberagdo de citocromo C mitocondrial com relagdo dose resposta,
frente ao tratamento com S179D-hPRL (figura 32 B e C), sendo que o tratamento
com PRL ndo produziu efeitos detectaveis sobre esses mercadores de morte
programada celular. A formagao de caspase-8, assim com o DFF45, é aparente a
partir da concentragcdo de 100 ng/mL de S179D-hPRL (figura 32 B), entretanto, &
necessaria uma concentragado de 500 ng/ML para que citocromo C seja detectado
nos lisados citosolicos (figura 32 C). A regulagéo do ciclo celular via p21 e p53
geralmente precede o evento de apoptose. A quantidade de p21 nos lisados totais
dobra em 24 horas (figura 33 A) enquanto que os niveis de p53 nao apresentam
mudancga visivel nesse intervalo de tempo (dados ndo apresentados). Apds 72
horas de tratamento os niveis de p53 se elevam em resposta a S179D-hPRL em
cerca de 100% (figura 33 B). Os dois reguladores de ciclo celular (p21 e p53)
também apresentaram uma elevagdo dependente da concentragcdo do
antagonista. Analise do p21 demonstrou que 100 ng/mL foram suficientes para
uma mudanca detectavel, enquanto que nenhuma mudanca foi observada até
doses de 500 ng/mL para p53 (figura 33 A e B). Empregando-se um ensaio para
verificar se a ativacdo destes reguladores esta sendo também realizada em nivel
de transcricdo (ensaio de transativagcado de gene repdrter) pudemos constatar que
o tratamento com S179D-hPRL ativou o promotor de p21 e de Bax, um dos
principais alvos de p53 na indugédo da apoptose (12) e responsavel pelos efeitos

de p53 ativado. Ambos os promotores também foram ativados de acordo com
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uma relacdo dose-resposta. Nesse ensaio a atividade do promotor do p21 foi
maxima com 50 ng/mL, enquanto que para o promotor do p53 foi necessario uma
maior concentracdo de S179D-hPRL (500 ng/mL) que teve sua atividade ainda

aumentada quando doses maiores foram empregadas (1000 ng/mL) (figura 34).
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Figura 32. Analise da relagdo dose-resposta de marcadores de apoptose.
HUVEC foram tratadas com diferentes concentragées de S179D-hPRL por 24
horas como indicado, em meio sem FBS. Western blots: (A) DFF45; (B) Por-
caspase-8; (C) Citocromo C. Os dados sédo o resultado da média de trés
experimento independentes. Graficos de barras representam a médiatdesvio
padrao da densimetria das bandas obtidas de pelo menos trés experimentos
independentes. *indica P < 0,05 vs. controle (0 ng/mL de S179D-hPRL).
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HUVEC foram tratadas com diferentes concentracdes de S179D-hPRL. Western
blots: (A) p21 (24 hs em meio sem soro); (B) p53 (72 hs em meio sem soro). Os
experimentos sdo o resultado da média de trés experimentos independentes.
Graficos de barras representam a médiatdesvio padrdo da densitometria das
bandas obtidas em pelo menos trés experimentos independentes. *indica P < 0,05
vs. controle (0 ng/mL de S179D-hPRL).

avaliar a apoptose das HUVEC tratadas com S179D-hPRL, analizando uma

dose resposta desse antagonista.

A figura 35 mostra a

94



analise da quantidade de DNA por FACs. As figuras 35 A-H, mostra a varredura
das células tratadas com diferentes concentragdes de S179D-hPRL (0-1000
ng/mL). A porcentagem de células com quantidades de DNA sub G apos trés dias
de tratamento estdo indicadas como pico “A” de apoptose e os valores numéricos
da varredura sao apresentados nos painéis. Como pode ser visto, o tratamento
resultou em uma aumento significante de fragmentacdao de DNA, na concentragao
de 25 ng/mL (figura 35 |) enquanto que o controle de endotoxina (LPS) néo
apresentou resposta significativas com doses 10 vezes maiores que as doses

presentes nas preparagbes empregadas.
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Figura 34. Andlise da relagdo dose-resposta da atividade dos promotores de
reguladores do ciclo celular (p21 e p53). HUVEC foram tratadas com diferentes
concentracdes de S179D-hPRL por 12 e 24 horas como indicado em meio sem
FBS. Ensaios da atividade do promotor: (A) p21; (B) Bax. Os dados sédo o
resultado da média de trés experimentos independentes. Graficos de barras
representam a meédiatdesvio padrao de pelo menos trés experimentos
independentes. *indica P < 0,05 vs. Controle (0 ng/mL de S179D-hPRL).
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Figura 35. Efeito da concentracdo de S179D-hPRL na fragmentagédo de DNA em
HUVEC. (A-H) Células foram cultivadas em meio de crescimento por 3 dias com
diferentes concentragées de S179D- hPRL realizando em seguida



visualizagdo com iodeto de propideo (Pl) e citometria de fluxo. Eventos abaixo do
valor de escala 100 do canal FL2 foram considerados como apoptose decorrente
de fragmentacdo de DNA. A, indica as porcentagens nos histogramas
representam a proporgdo de células em processo de apoptose. (I) Células em
apoptose (sub G4) apds tratamento com diferentes concentragdes de S179D-hPRL
ou 0,02 EU/mL LPS. Os dados sédo o resultado da média de quatro experimentos
independentes. O grafico de barras representa a médiatdesvio padrdo de pelo
menos quatro experimentos independentes. * indica P < 0,05 versus controle (0
ng/mL de S179D-hPRL).

Uma segunda avaliacdo da apoptose foi a andlise da externalizagdo de
fosfatidilserina e a visualizagdo com anexina-V-FITC. A co-visualizagdo com Pl é
empregada como medida de viabilidade celular. Dessa forma células anexina V-
FITC positivas e Pl negativas foram consideradas como em processo inicial de
apoptose e células anexina V e PI positivas como células em processo avangado
de apoptose. Como apresentado na figura 36 (painéis A-F), o quadrante inferior
direito representa a populacdo em estagio inicial de apoptose, e o quadrante
superior direito, a populacdo em estagio avangado de apoptose. Na figura 36 B
podemos constatar que 50 ng/mL de S179D-hPRL quadruplicou o numero de
células em estagio inicial de apoptose, com pouco efeito sobre as células em
estagio avancado de apoptose. Na concentragdo de 100 ng/mL, a populacédo de
células em fase incial apoptotica cresceu 10 vezes, e as em fase avancada de
apoptose dobraram de numero. Os niveis de apoptose atingiram um maximo nas

concentragdes de 500 ng/mL de S179D-hPRL.
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Figura 36. Dupla visualizagdo com PIl/Anexina V de HUVEC tratadas com
diferentes concentragdes de S179D-hPRL com visualizagao dupla por Pl/Anexina-
V-FITC e analisadas por citometria de fluxo. (A-F) Graficos dot blots
representando células em estagio inicial de apoptose, quadrante inferior direito
(FITC+/PI-) e células em estagio avancado de apoptose, quadrante
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superior direito (FITC+/Pl+). Numeros nos quadrantes indicam a percentagem de
células em apoptose (FITC+ e FITC+/PI-). (C) Grafico de barras representam a
médiatdesvio padrao de pelo menos quatro experimentos independentes. * indica
P < 0,05 vs. controle (0 ng/mL de S179D-hPRL).

4.8. Efeitos da S179D-hPRL sobre a sinalizagao pela via da MAPkinase

Estudos em outros sistemas com a S179D-hPRL demonsotraram que este
antagonista age de forma preferencial pela via da ERK 1/2 (213,263). Este fato é
compartilhado pelo fator de crescimento de fibroblastos basico, que também age
preferencialmente por esta via em células endoteliais, sendo porém um importante
fator anti apoptético (141). Em trabalho recente, este grupo demonstrou que
S179D-hPRL bloqueou a ativagao inicial da ERK 1/2 em resposta a bFGF,
enquanto provocou uma ativacao tardia e sustentada da ERK 1/2 (238). Essa
observagéo foi confirmada e melhor estudada no presente trabalho. A figura 37
mostra o bloqueio da sinalizacao incicial do bFGF pela S179D-hPRL, com uma
ativacao sustentada e tardia da ERK de 40 a 140 minutos apds o inicio do ensaio.
Mais importante foi a especificidade dessa ativacdo que foi demonstrada pelo co-
tratamento com o inibidor especifico da MAPkinase, PD 98059, que anulou o
efeito da S179D-hPRL sobre a fosforilagdo de ERK.

100



Intensidade relativa

Intensidade relativa

o0 1 5 100 200 300 40° 60° 240°
Tempo (minutos)
g 1 5 100 20 300 400 60 240°
B s o= = o= . P-ERK
sessmmerERE SRS EESE ERK

25 - B

20

15 . % %*

bFGF

0 1 5 10' 20° 30' 40' 60' 240" S$179D PRL +bFGF

Tempo (minutos)

0 1 5 100 20° 30° 40° 60° 240°

______ 1

- == 5 PERK
= 5= 53 5= 53 5= &3 8B sa CRK

101



35 -
30 - C
25
20 -
15 4
10 -
5 4
NTEEEE N NN

o 1" 5 10 20° 30" 40" 60" 240°

Tempo (minutos}

0 1 § 100 20° 30° 40° 60° 240°

. i — P=ERK S1790 PRL +PD98059

Intensidade relativa

s

o st o == == s == &2 ERK

Figura 37. Sinalizagdo via ERK iniciada por bFGF na auséncia e presenca de
S179D-hPRL. HUVEC confluentes foram deixadas em meio sem FBS e bFGF por
16 horas e depois tratadas com bFGF (25 ng/mL), bFGF com S179D-hPRL (1
pg/mL) ou bFGF, S179D-hPRL e o inibidor especifico da MPKinase PD 98059 (10
MM) pelos tempos indicados antes da lise. Cada blot representa o representa o
resultado tipico observado de um minimo de trés experimentos independentes.
Histogramas representam as respectivas densitometrias das bandas obtidas nos
blots. * indica um valor de P < 0,05 vs. controle (tempo 0’).

Devido ao fato de bFGF ser um componente essencial para as células endoteliais,
necessario para a sobrevivéncia celular in vitro, a analise do papel da via de
sinalizagdo ERK, na iniciacdo da apoptose em resposta a S179D-hPRL, foi
complicada pelo bloqueio desta via. Testes em diferentes tempos de incubacgao,
entretanto, permitiram que pudéssemos realizar um ensaio de até dois dias sem
uma interferéncia por apoptose por “negligéncia” (ex. falta de fator de
crescimento). A figura 38 demonstra que, nesse intervalo de tempo de incubagéo,
PD 98059 ndo aumenta a percentagem de células com quantidades de DNA sub
G4, enquanto que S179D-hPRL quadruplica essa quantidade. O co tratamento
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com PD 98059 e S179D-hPRL mostra portanto que o inibidor bloqueia esse efeito
apoptotico do antagonista. Alem da indugcédo de apoptose, pode-se notar também
que a S179D-hPRL influi no ciclo celular: o pico G4 aumenta ~63% para ~80%
quando S179D-hPRL é usada, enquanto que o pico G, cai de ~34% para ~16% no
grupo tratado com o antagonista. Infelizmente o papel de ERK nesse fenémeno
nao pode ser analisado, uma vez que nesse intervalo de incubacéao, os efeitos do
PD 98059 sobre a sinalizagdo do bFGF ja afetavam as fases G1 e G, do ciclo
celular das HUVEC.

Uma analise similar realizada sobre os efeitos do PD 98059 na sinalizagao
apoptotica é apresentada na figura 39. Nesse ensaio, em que foi usado um menor
tempo de incubagdo com a S179D-hPRL relativamente ao experimento da figura
36, o antagonista aumentou o numero de células em apoptose inicial em cerca de
trés vezes quando comparado com o grupo controle. O efeito sobre o numero de
células em fase avancada de apoptose foi completamente bloqueado pelo PD
98059, enquanto que foi quase completamente bloqueado por esse inibidor

também o efeito sobre a populagdo em estagio inicial de apoptose.
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Figura 38. PD 98059 bloqueia a indugédo da fragmentagcdo de DNA causada por
S179D-hPRL. Células HUVEC foram cultivadas em meio de crescimento por dois
dias com os varios tratamentos como indicados, realizando em seguida
visualizagao por Pl e citometria de fluxo. Eventos abaixo do valor de escala 100 do
canal FL2 foram considerados como apoptose decorrente de fragmentacdo de
DNA. A, As porcentagens indicadas nos histogramas representam a proporgao de
células em processo de apoptose; G1-0, células nas fase G+1/Gp; G-2, células nas
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fases Gy/M. Os dados sao o resultado da média de quatro experimentos
independentes.
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Figura 39. Reducado na populacédo de células apoptédticas no co-tratamento com
S179D-hPRL e PD 98059. Dupla visualizagdo com Pl/Anexina V-FITC de células
HUVEC tratadas com diferentes concentracbes de S179D-hPRL e analisadas por
citometria de fluxo. (A-E) Graficos “dot blots” representando células em estagio
inicial de apoptose, quadrante inferior direito (FITC+/Pl-) e células em estagio
avancado de apoptose, quadrante superior direito (FITC+/Pl-). Os numeros nos
quadrantes indicam a média da percentagem de células em apoptose * desvio
padrao.

A analise do papel da sinalizacédo via ERK na producdo de altos niveis de

p21 e p53 mostrou que o PD 98059 bloqueou o efeito indutor da S179D-
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hPRL sobre p21, mas n&o sobre os niveis de p53 (figura 40). A clivagem da
DNAse DFF45 também foi inibida por PD 98059. Analise da ativacdo do promotor
de p21 em resposta a bFGF ou S179D-hPRL mostrou que o bFGF nao exerceu
qualquer efeito e que PD 98059 bloqueou a capacidade da S179D-hPRL de ativar
esse promotor. O efeito do inibidor da MAPKinase foi reproduzido na expressao de

uma forma mutante dominante negativa de ERK (figura 41).
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Figura 40. Analise de marcadores de apoptose e de reguladores de ciclo celular
em resposta ao co tratamento com PD 98059 e S179D-hPRL. HUVEC foram
tratadas por 24 horas como indicado, em meio sem FBS. Western blots: (A) p21;
(B) p53; (C) DFF45. Os experimentos sdo o resultado da média de trés
experimentos independentes. Graficos de barras representam a médiatdesvio
padrao da densimetria das bandas obtidas de pelo menos trés experimentos
independentes. *indica P < 0,05 versus controle (0 ng/mL de S179D-hPRL).
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Figura 41. Atividade do promotor da proteina reguladora de ciclo celular. Ensaio
de transativagdo de gene reporter. HUVEC em crescimento exponencial foram
transientemente co-trasnfectadas com pSV-3-galactosidase/ppluc-21 ou pSV—§-
galactosidase/pERK-DN (ERK mutante dominante negativo), e apds o periodo de
recuperacao foram tratadas/co-tratadas como indicado. Os dados refletem a
média de trés experimentos indenpendentes. Grafico de barras representa as
médiastdesvio padrao de pelo menos trés experimentos independentes. * indica
um valor de P < 0,05 versus co-tratamento com PD 98059 e S179D-hPRL. ERK-,
ERK dominante negativo.

5.0. DISCUSSAO

Nesse estudo foi demonstrado pela primeira vez que o analogo/antagonista
S179D-hPRL pode ser um potente composto anti-angiogénico, sua atividade
sendo melhor demonstrada pelo ensaio de angiogénese na cornea de rato. A
S179D-hPRL demonstrou-se também efetiva quando testada em modelos in vitro
empregando células da macrovasculatura e microvasculatura, e em modelos in
vivo na formagao de capilares em células endoteliais de galinha (ensaio CAM). Os

experimentos in vitro demonstraram um efeito sobre a proliferagéo celular (humero
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de células viaveis) e sobre a capacidade de migracéo celular e formagao de
tubulos em Matrigel. O antagonista também foi capaz de interferir com a
habilidade das células endoteliais de migrar em diregcdo a um agente quimiotatico
(bFGF) em um curto intervalo de tempo (4 horas), nao apresentando este ensaio
interferéncia por parte da S179D-hPRL sobre a viabilidade celular, por causa do
curto periodo de ensaio. Com base nesses dados, pode-se afirmar que a S179D-
hPRL possui dois efeitos diretos e distintos sobre as células endoteliais: uma
reducdo no numero de células endoteliais viaveis (efeito sobre a proliferagéo
celular) e uma interferéncia na capacidade migratéria destas mesmas células. A
reducdo no numero de ceélulas viaveis apos uma incubacgao de trés dias com o
antagonista teve uma boa correlagdo com o numero de células contendo
quantidades de DNA sub Gy/G+ (apresentando fragmentagdo de DNA). Baseando-
se nessa observacdo pode-se especular que o efeito sobre a viabilidade das
células endoteliais da S179D-hPRL se deve em grande parte a sua capacidade de
promover a apoptose.

A indugao da morte celular programada pode ser deflagrada pela remogao
de fatores de crescimento (apoptose por “negligéncia”), e demonstramos que
S179D-hPRL de fato reduziu a expressao de quatro fatores pré angiogénicos
importantes: angiogenina, EGF, bFGF e VEGF. Nos tempos de tratamento
utilizados, VEGF foi reduzido apenas em nivel de mRNA e a angiogenina diminuiu
apenas em nivel de proteina. Alguns dos efeitos sobre VEGF foram inesperados.
Em primeiro lugar, embora 0 mRNA do VEGF fosse reduzido em trés dias de
tratamento, a quantidade de proteinas foi elevada em 24 horas de incubagao com
S179D-hPRL. A diminuicdo dos niveis de angiogenina sugere que sua liberagao
foi ndo especifica, ou poderia ser uma resposta incial de stress celular a apoptose.
Sempre se espera porém que menores niveis de mRNA, levem a uma menor
quantidade da respectiva proteina. Em segundo lugar, observou-se que
preparagdes de PRL heterogénea elevavam os niveis de mRNA de VEGF em
outros tipos celulares (93,109), enquanto ndo foi observado efeito algum com
hPRL ou uma diminuicdo desses niveis com S179D-hPRL. Essa discrepancia

pode estar relacionada com o tipo celular estudado e, portanto com os
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tipos de PRLR presentes nas células do modelo empregado. A maioria das células
expressa principalmente a forma longa do PRLR; em nosso estudo, porém
observamos que a maior proporgao do que detectamos como sendo a forma longa
do receptor, era na verdade uma isoforma onde parte do dominio extracelular
(ECD) é deletada, portanto com sua capacidade de interagir com o ligante (ex.
hPRL ou S179D-hPRL) diminuida. As duas formas predominantes que puderam
ser reconhecidas com um anticorpo contra a por¢ao extracelular do PRLR foram
as duas isoformas curtas do PRLR SF1a e SF1b. Uma vez que n&do observamos
efeitos sobre a expressao da forma longa do receptor em resposta as duas PRLs
e que parte dessa populacdo de PRLR sao isoformas com o ECD deletado
(portanto pouco provavel de se ligar a ambas as PRLs estudadas), € bem provavel
que a sinalizagdo em células endoteliais humanas seja conduzida via as duas
isoformas curtas do PRLR.

Embora a S179D-hPRL tenha reduzido nas HUVEC os niveis de bFGF,
EGF, VEGF e angiogenina — e portanto, reduzindo o efeito autécrino desses
fatores- os efeitos sobre a proliferacdo celular tenham ocorrido em presenca de
bFGF e EGF (uma vez que estes fatores de crescimento s&o componentes
essenciais do meio de cultura endotelial), ndo ficou claro o mecanismo inibidor da
S179D-hPRL sobre a atividade de bFGF. Ja no ensaio de angiogénese da cornea,
o efeito anti-angiogénico do antagonista claramente bloqueia a angiogénese
induzida pelo bFGF e ndao apenas sua produgao, como de fato ocorreu no ensaio
in vitro. Esse efeito evidentemente nao ocorreu via receptor de bFGF, uma vez
que nenhuma alteragdo ocorreu em sua expressao, pelo menos nos seus niveis
de mRNA. Sendo que foi descrito que a PRL humana se liga a heparina (123), e
uma hipétese levantada foi que a S179D-hPRL poderia competir com bFGF (que
necessita de heparina para sua atividade completa) pela heparina presente. No
entanto quando incubamos S179D-hPRL com heparina, sua atividade anti
angiogénica n&o se alterou (dados ndo apresentados) e, portanto essa teoria foi
excluida.

S179DS PRL também diminuiu a expressao de PRL enddgena, mas nossos

dados até o presente momento sao inconclusivos sobre o papel estimulante
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autécrino da PRL em células endoteliais, uma vez que nao foi possivel demonstrar
em nossos ensaios um efeito pré angiogénico da PRL em modelos in vivo e
experimentos in vitro. Esses resultados estdo de acordo com as observagdes
descritas na literatura onde empregando-se as mesmas doses de PRL néao
resultou em efeitos visiveis sobre a proliferacdo de HUVEC ou no ensaio CAM
utilizando neste ultimo cerca de 5 vezes a dose que empregamos em NOSSO
trabalho (43). Em outro estudo, PRL também n&o exerceu qualquer efeito
angiogénico sobre células endoteliais bovinas, mas obteve uma resposta
angiogénica in vivo no ensaio CAM em um estagio mais maduro que o
empregando em nosso estudo, alem de ter utilizado doses 20 maiores que as
usadas em nosso modelo CAM (224). O unico resultado que pode revelar um
possivel papel pro angiogénico da PRL é seu efeito sobre a heme oxigenase-1.
Essa enzima esta relacionada com uma fungéo protetora contra a apoptose (186)
e por isso, mesmo que a PRL nao seja capaz de estimular a proliferagdo celular
nas doses e no sistema empregado: talvez possa proteger as células endoteliais
contra a morte programada, sendo assim uma componente angiogénica em
algumas circunstancias. De acordo com essa idéia existem relatos dos efeitos
anti-apoptéticos da PRL em outras células (127,196) e do efeito apoptético da
S179D-hPRL em outros tipos celulares (268).

Demonstrou-se que células endoteliais bovinas expressam a forma longa
do PRLR (168), mas os “primers” utilizados neste experimento ndo podiam
distinguir a forma normal (FLF) da forma com ECD deletado (DLF). E possivel que
células endoteliais bovinas ou outras células endoteliais também expressem
isoformas com ECD deletado. A indugcdo da expressao das isoformas curtas do
PRLR pelo tratamento com S179D-hPRL sugere que essas variantes do PRLR
possom exercer um papel importante na resposta anti angiogénica. Essas formas
curtas sado produzidas por “splicing” diferencial do mesmo transcrito da forma
longa (LFL) (110,236) e a sinalizag&o via essas isoformas tem sido observada em
outros tipos celulares (262). Assim como em nosso estudo, a sinalizagdo via
isoformas curtas do PRLR resultou em uma ativagédo de longo prazo da ERK em

outras células (262). Ao mesmo tempo a ativagdo de curto prazo deflagrada por
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bFGF foi inibida. Esse resultado enfatiza a complexidade da natureza da
sinalizagao celular e a importancia de ensaios que levem em conta o tempo de
tratamento em resposta aos ligantes que estdo sendo estudados.

Nos ensaios in vitro de formagéo de tubulos em Matrigel, ex vivo do anel de
aorta de ratos e nos modelos in vivo de angiogénese, a formagdo de novos
capilares seria diminuida pelo aumento da expressdo dos chamados inibidores de
metaloproteinases (TIMPs), como foi observado nos tratamentos com o
antagonista, uma vez que ao TIMPs s&o essenciais para migragcdo através da
matriz extracelular e para o crescimentos de ramificacdes a partir de vasos, in vitro
e in vivo (42).

O desenvolvimento de vasos sanguineos in vivo envolve a migracgéo inicial
das células endoteliais e dos peridcitos, em resposta ao estimulo angiogénico,
seguida por uma remodelagao das redes microvasculares. Durante o processo de
ramificacdo neovascular, uma comunicag¢ao extensiva ocorre entre periocitos e
células endoteliais (11,16,73,79,105,151,193,197). Dessa forma, a S179D-hPRL
deve possuir um efeito, direto ou indireto, sobre peridcitos ou outros tipos celulares
envolvidos na formag&o de novos vasos sanguineos. Com base nessa suposigao,
os resultados obtidos no ensaio CAM mostram que o antagonista ndo apenas
bloqueou a formacao inicial de capilares, mas também aparentemente limitou o
desenvolvimento dos vasos ja presentes na membrana. Embora a S179D-hPRL
tenha se mostrado potente nos modelos in vivo, a sua atividade em ensaios in
vitro com HUVEC e HMVECc requeriu maiores concentracdes que as necessarios
in vivo. Isso em parte reflete a necessidade de um efeito marcante e rapido que
possa ser detectado em um periodo de trés dias, in vitro. Isso talvez também seja
devido ao fato que existam diferengas importantes entre os microambientes in vitro
e in vivo. Além disso, esses fatos podem sugerir que exista um mecanismo de
acao indireto sobre tipos celulares ndo endoteliais, nao presentes in vitro (ex.
periocitos) que estejam sofrendo agdo da S179D-hPRL.

Uma isoforma clivada e reduzida da PRL, a denominada 16K PRL, foi
descrita como sendo anti angiogénica (46) e também aparentemente bloqueia a

sinalizagao iniciada por bFGF (224). S179D-hPRL se mostrou mais potente
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do que a 16K PRL em modelos in vivo. O antagonista se mostrou mais eficaz,
requerindo metade da concentragdo molar do que bFGF no ensaio de
angiogénese na cornea, enquanto que a forma clivada, em ensaio similar,
necessitou de um excesso de 8 vezes a quantidade de bFGF (69). Em contraste, a
16K PRL possui uma maior atividade anti angiogénica in vitro (43,46), talvez
sugerindo que essa forma clivada da PRL tenha um efeito mais direto sobre as
células endoteliais. Outros membros da familia da PRL também foram descritos
como composto angioativos, exercendo papéis na iniciagdo e terminacdo da
neovascularizagao placentaria (115), ou em processos patoldogicos como a
retinopatia diabética (81).

A partir dos experimentos realizados, ficou claro que parte dos efeitos da
S179D-hPRL se deve a sua capacidade de promover apoptose em células
endoteliais, sendo que os efeitos do antagonista puderam ser vistos em 24 horas
como concentragcbes de S179D-hPRL entre 25 a 100 ng/mL, dependendo da
sensibilidade do ensaio empregado. Esses efeitos pro-apoptéticos foram
observados mesmo na presenca de bFGF no meio de cultura. Dessa forma a
S179D-hPRL nao apenas € um indutor da apoptose como também anula os
efeitos anti apoptoticos do bFGF.

As analises dose resposta demonstraram que para ativar a via de apoptose
extrinseca necessitou-se de concentracbes cinco vezes menores que as
necessarias para ativagao da via mitocondrial. Uma vez que baixas concentragdes
de antagonistas foram suficientes para detectar um efeito no ponto de
convergéncia das duas vias apoptaticas, podemos sugerir que a via de apoptose
extrinsica (receptor da morte) € a mais importante para mediagdo da morte celular
programada induzida por S179D-hPRL. Em concentracbées maiores, a S179D-
hPRL estaria hiperativando a cascata extrinsica, o que poderia causar a co-
ativacao da via intrinsica (mitocondrial) via clivagem da proteina Bid pela caspase-
8 e posterior liberacdo de citocromo C para o citosol (118). Embora niveis
elevados de p53 também possam ativar a via mitocondrial e liberagdo de
citocromo C, é improvavel que o citocromo C observado no tratamento de 24

horas seja p53 dependente, uma vez que os niveis de p53 sé se elevaram
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apo6s 72 horas de incubacdo com o antagonista. O efeito sobre a proteina
reguladora de ciclo celular p21 foi observado com baixas concentragdes de
S179D-hPRL ocorrendo via ERK e, portanto seria considerado extrinsico. A
analise de outras vias de sinalizacdo, incluindo Akt e JNK nao revelou qualquer
efeito detectavel da PRL ou do seu antagonista (dados nédo apresentados). A
fosforilacao de ERK, entretanto, ndo estava envolvida com o efeito da S179D-
hPRL sobre a regulagdo do p53 ou ativagdo do promotor do Bax. Esse fato
confirma o fato que a elevagao de p21 ndo € uma consequéncia da ativacao da via
do p53. A indugédo da expressdo do p53, provavelmente, esta ligada & eventos
mais tardios do processo apoptético como dano do DNA (fragmentacdo de DNA)
que induz o aumento dos niveis de p53 ativo (106), que podem também contribuir
para a liberagdo de citocromo C mitocondrial e amplificacdo da via intrinsica.
Outros compostos anti-angiogénicos também causam a indugéo da expressao de
p21 e p53 (188,269) e também ativam ambas as vias de sinalizacdo apoptoéticas
(33,38).

bFGF é um fator anti-apoptético e promotor da proliferacdo de células
endoteliais via a rapida ativagdo da MAPKinase (141). No presente trabalho, foi
confirmada a rapida ativacao de ERK 1/2 e também foi demonstrada a capacidade
da PRL pseudofosforilada de inibir esse efeito além de promover ao mesmo tempo
uma ativagao/fosforilacdo tardia e sustentada da ERK. Outros estudos tem
demonstrado que a inducdo da fosforilacido de forma tardia e sustentada acarreta
a elevacgao dos niveis de p21 (62,144,147,153). Também ja foi demonstrado que a
S179D-hPRL provocou o mesmo tipo de ativacdo da ERK e posterior aumento de
p21 em outro sistema (263). Para verificar a especifidade da fosforilagdo da ERK e
da inducdo de apoptose provocada por S179D-hPRL, usamos um inibidor
especifico da MEK, o PD 98059 para bloquear essa cascata. O desenho dos
experimentos foi complexo, uma vez que o fator bFGF, necessario para o
crescimento e sobrevivéncia de HUVEC, também age por essa via. A
padronizagdo permitiu que empregassemos uma incubagao de até 48 horas com
deprivacdo de bFGF sem efeitos detectaveis em termos de fragmentagdo de DNA

e dupla visualizagdo com anexina-V/Pl na analise por FACs. Apds demonstar
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que o PD 98059 bloqueou a reposta tardia e sustentada de ERK provocada pelo
antagonista, mostramos que esse inibidor também bloqueou os efeitos da S179D-
hPRL sobre a fragmentacdo de DNA e exposicéo de fosfatidilserina em HUVEC
(dupla visualizagdo com anexina-V/Pl). Resultados similares foram descrito para
uma saponina com propriedades anti angiogénicas, que diminuiu a viabilidade de
HUVEC através de uma fosforilagao tardia e sustentada da ERK 1/2 (13). Outro
composto, Paclitaxel, um potente agente quimioterapico, também requer uma
ativagdo sustentada de ERK para indugdo da apoptose (187). Uma fosforilagdo
sustentada da ERK também resultou numa diminuigdo da migragao celular (261).
Em um periodo de 24 horas foi possivel demonstrar que o PD 98059
bloqueou a clivagem do DFF45, e induziu a elevagdo de p21 assim como a
ativacdo de seu promotor. Entretanto o PD 98059 n&o surtiu efeito sobre a
elevagdo de p53 causada pelo antagonista. Os resultados obtidos com o PD
98059 sobre o promotor do p21 foram confirmados com a expressao de uma ERK
mutante dominante negativa em HUVEC. Podemos concluir com essa série de
experimentos que baixas concentragbes de S179D-hPRL usam a via da
MAPKinase para promover a apoptose. A inducido dos niveis de p53 e ativagao do
pormotor de Bax, induzidos por altas concentragdes do antagonista, entretanto,
nao dependem da via da MAPKinase. Uma vez que o bloqueio dessa via impediu
o efeito pr6 apoptotico da S179D-hPRL, e que a quantidade de p53 nao foi afetada
por esse inibidor, pode-se afirmar que apenas a elevacdo de p53 nao € suficiente
para deflagrar a morte celular porgramada em HUVEC. Concluimos que a
ativacao de p21 foi necessaria para a promog¢ao da apoptose, o que € consistente
com outros estudos demonstrando que a ativagao de p21 estava relacionada com
a ativagéo da via extrinsica de apoptose (92,108). A elevagao de p21 também foi
descrita como essencial para a morte celular programada (218). Esse indugao da
apoptose/p21 de forma independente de p53 é consistente com outros trabalhos
que demosntram que na maioria dos tecidos a ativacdo de p21 ndo depende da
transativacao de p53 (82). Esse fato confirma estudo que mostra que HUVEC séo
resisntentes a apoptose induzida por p53 (164). Uma vez que bFGF néo teve

efeitos detectaveis sobre as atividades dos promotores de p21 e Bax, podemos
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afirmar que os efeitos da S179D-hPRL sobre as proteinas p21 e p53 ndo estao
relacionadas com o bloqueio do efeito do bFGF sobre a via da MAPKinase.
Concluiu-se que o antagonista S179D-hPRL sinaliza via MAPkinase para a

inducdo de p21 e promogao da apoptose em HUVEC.

6.0. CONCLUSAO

Nesse trabalho demonstrou-se que um mecanismo que explica a maior
poténcia antagonista da S179D-hPRL em modelos in vivo que em ensaios in vitro
€, em parte, devido a sua atividade anti-angiogénica. Nesse estudo, a S179D-
hPRL teve sua capacidade anti-angiogénica comprovada por varios ensaios de
avaliacdo da angiogénese in vivo e in vitro. Sendo que se pode concluir que a
S179D-hPRL é um potente composto anti-angiogénico in vivo.

Sua bioatividade anti-angiogénica pdde ser avaliada pelos dois testes in
vivo mais utilizados na literatura: o teste em CAM de galinha e o ensaio de
angiogénse em cornea, sendo este ultimo considerado o ensaio in vivo mais
completo sobre o teste de compostos angioativos.

Concluiu-se também que a antagonista S179D-hPRL sinaliza via

MAPKinase para a indug¢ao de p21 e promog¢ao de apoptose em HUVEC.
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