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RESUMO

PALOMINO RODRIGUEZ, M. G. Efeito in vitro da botropasina, uma metaloproteinase do
veneno da serpente Bothrops jararaca, e de seus dominios ndo cataliticos sobre eventos
envolvidos na angiogénese. 2018. 103 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Botropasina (Bt) € uma toxina isolada do veneno da serpente Bothrops jararaca, associada a
processos inflamatorios. Neste contexto da inflamacdo como fator desencadeante da
angiogénese, verificamos se a botropasina, uma metaloproteinase isolada do veneno da serpente
Bothrops jararaca, poderia modular diretamente as transicdes fenotipicas do processo
angiogénico. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os efeitos da Botropasina, dominios DC
e peptideos sintéticos derivados dos dominios DC (Ca Il, Ca Il e HCR), sobre os eventos da
angiogénese como proliferacdo, migracdo, secrecdo de gelatinases, tubulogénese, e os
mecanismos moleculares envolvidos no sistema in vitro nas células endoteliais HUVEC-CS.
Nossos resultados mostram que tanto as proteinas Bt e DC, e o peptideo HCR induzem os
eventos angiogénicos de proliferacdo, migracédo, secrecdo de MPPs e formac&o de tubulos em
matrigel, e estes sdo dependentes da dose. Os peptideos Ca Il e Ca Ill ndo induziram todas as
caracteristicas proprias da angiogénese. A migracao observada tanto nos ensaios 2D, 3D, assim
como na expressdo do DLL4 e as fibras de estresse do citoesqueleto, sugerem que o tratamento
com botropasina e o0 peptideo HCR induzem o fenotipo migratério - tip cells nas células
endoteliais. A ativagdo da via de sinalizacdo de Erk via integrinas, seria 0 mecanismo de
sinalizacdo das proteinas Bt e DC, enquanto o peptideo linear HCR teria um mecanismo de
interacdo direta com receptores intracelulares. O tratamento com a Bt estimula a fosforilacdo
das proteinas Akt, Fak e p38, envolvidas na migracdo, sobrevida e estresse celular, mas sem
alteracbes na morfologia. A presenca de proteinas inflamatérias como vimentina e calistatina
nas formas secretada, indica que os tratamentos com as proteinas Bt e DC induzem uma resposta
inflamatdria nas células endotelias, promovendo os eventos da angiogénese, enquanto o

peptideo HCR se mostra como altamente mitogénico e sem efeitos inflamatorios.

Palavras-chave: Angiogénese. Botropasina. Peptideos. Migracao. Sinalizacao celular.



ABSTRACT

PALOMINO RODRIGUEZ, M. G. In vitro effect of bothropasin, an snake venom
metalloproteinase from Bothrops jararaca, and its non-catalytic domains on events
involved in angiogenesis. 2018. 103 f. Thesis (Ph. D. thesis in Biotechnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Botrophasin (Bt) is a metalloproteinase isolated from Bothrops jararaca snake venom, an
associated with inflammatory processes. In the context of inflammation as a triggering factor
of angiogenesis, we tested if botropasin, could directly modulate the phenotypic transitions of
the angiogenic process. The objective of this work was to characterize the effects of Botropasin,
DC domains and synthetic peptides derived from the DC domains (Ca Il, Ca Il and HCR), on
the events of angiogenesis such as proliferation, migration, gelatinases secretion, tubulogenesis,
and molecular mechanisms involved in the in vitro system in HUVEC-CS endothelial cells.
Our results show that both Bt, DC proteins, and the HCR peptide induce the angiogenic events
of proliferation, migration, MPP secretion and matrigel tubule formation, and these are dose
dependent. Ca Il and Ca Ill peptides did not induce all the angiogenesis characteristics. The
migration observed in both the 2D and 3D assays, as well as in the expression of DLL4 and
cytoskeletal stress fibers, suggests that treatment with bothropasin and the HCR peptide induce
the migratory phenotype - tip cells in the endothelial cells. Activation of the Erk signaling
pathway via integrins would be the signaling mechanism for Bt and DC proteins, whereas the
linear peptide HCR would have a mechanism of direct interaction with intracellular receptors.
Treatment with Bt stimulates the phosphorylation of Akt, Fak and p38 proteins, involved in
migration, survival and cell stress, but without changes in morphology. The presence of
inflammatory proteins such as secreted vimentin and kallistatin indicates that the treatments
with Bt and DC proteins induce an inflammatory response in the endothelial cells, promoting
the angiogenesis events, whereas the HCR peptide shows to be highly mitogenic and without

inflammatory effects.

Keywords: Angiogenesis. Bothropasin. Peptides. Cell migration. Cell signaling.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, hd um aumento progressivo na incidéncia de doencas originadas ou associadas
a angiogénese, sendo a aplicacdo clinica dividida em terapias anti-angiogénicas e pro-
angiogénicas. A terapia anti-angiogénica tem sido amplamente estuda apds Judah Follkman
publicar que os tumores geram pequenos vasos sanguineos para nutrir-se, (FOLKMAN;
HAUDENSCHILD; ZETTER, 1979) iniciando a area de pesquisa no cancer clamada de terapia
anti-angiogénica na busca de inibidores angiogénicos. Por outro lado, 0 aumento progressivo
da incidéncia de doencas relacionadas com diminuigéo ou falta de angiogénese, como doenca
arterial obstrutiva periférica, doencas cardiovasculares, degeneragdo macular, reparacdo de
feridas, tratamento de Glceras crénicas como o pé diabético e outras desordens isquémicas,
aumentam as pesquisas em terapias pro-angiogénicas, que procuram novos compostos que
estimulam a vascularizacdo e compreensdo de seus mecanismos (BRANDAO; COSTA;
MANSILHA, 2012; FERRARA; KERBEL, 2005).

Os venenos de serpente sdo uma rica fonte de moléculas com potencial terapéutico como
proteinas, enzimas e peptideos, as quais apresentam potencial uso como agentes terapéuticos
em vérias patologias (BOLDRINI-FRANCA et al., 2017; PAL et al., 2002; SARRAY et al.,
2013; VYAS et al., 2013). Os componentes ativos do veneno interagem com as moléculas de
adesdo localizadas na superficie celular, estabelecendo intera¢fes fundamentais para diversos
processos bioldgicos (SONG et al., 2012) e dependendo sua concentracdo possuem atividade
proteolitica sobre os componentes da matriz extracelular e a membrana basal dos vasos
sanguineos (RAMOS et al., 2007; VYAS et al., 2013), atividade requerida para inducdo de
angiogénese. No entanto, 0 uso na terapia requer quantidades suficientes que permitam ensaios
biomédicos, pelo que foram desenvolvidas diversas estratégias de producédo, como o0s peptideos
sintéticos desenhados em base a estrutura nativa de moléculas ou modificados na sua estrutura
melhorando sua eficiéncia. Peptideos derivados de componentes do veneno de Bothrops
jararaca tém sido satisfatoriamente utilizados em diferentes fases de tratamento, e até
aprovadas pela FDA, como sdo o hipertensivo captopril (modelada da estrutura de Bothrops
jararacusa) e o anticoagulante Eptifibatide (derivada da proteina de cobra americana Sistrurus
miliarius barbouri)(SARRAY et al., 2013).

A angiogénese e a inflamacdo sdo dois processos estreitamente relacionados, isto inclui a
formacédo de novos vasos sanguineos em tecido de granulacdo com efeitos pro-inflamatorios e
pré-angiogénicos. Neste contexto da inflamagdo como fator desencadeante da angiogénese,

nos verificamos que a botropasina modula cada uma das transi¢fes fenotipicas do processo
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angiogénico, como a proliferacdo, migracdo, e consequentemente sintetizamos peptideos
contendo sequéncias conservadas correspondentes aos dominios DC da botropasina, com a
finalidade de determinar se estas sequéncias sdo as responsaveis pelos efeitos observados com

a proteina total ou sdo propriedades s6 dos dominios DC.

1.1 Angiogénese

Desde a etapa embrionaria até nossa vida adulta estamos em continua formagdo e
remodelagdo dos vasos sanguineos ( artérias, arteriolas, vénulas, veias e capilares) que se
ramificam por todo o organismo por donde circula a sangue que transporta oxigénio e nutrientes
a todas as células de nosso corpo. O desenvolvimento dos vasos sanguineos ocorre por dois
processos fundamentais: vasculogénese e angiogénese.

A vasculogénese é a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de células precursoras
ndo diferenciadas do mesodermo (angioblastos) que migram e se diferenciam em resposta a
estimulo local, formando uma rede vascular primitiva, nomeada plexo vascular primario. Estas
células progenitoras vao se originar os vasos sanguineos (DEMIR ET AL., 2010). A extensdo
e modificagdo desta rede vascular origina um sistema vascular maduro, mais complexo
constituido por vasos de calibre maior, a partir do qual novos brotos capilares podem germinar.
Este processo € denominado angiogénese, que é a formacao de novos vasos sanguineos a partir
de células endoteliais (CE) diferenciadas de um vaso pré-existente (DRAKE, 2003). A
vasculogénese a angiogénese acontecem tanto no desenvolvimento embrionario como no
adulto, a vasculogénese no adulto estd associado a algumas situaces patoldgicas, como no
processo de isquemia, onde o0s angioblastos provenientes do sangue periférico e medula 6ssea
sdo recrutados formando os novos vasos sanguineos (AHN et al., 2009).

Embora os capilares sejam um tipo de tecido universalmente presente em nosso corpo,
sdo estes formados por células endoteliais que podem ser consideradas entre aquelas que
apresentam um baixo ritmo de divis@es celulares entre as demais células do corpo. Na auséncia
de um estimulo pro-angiogénico, as células endoteliais podem existir por anos em estado
quiescente (ndo proliferativas) até que sinais liberados pelo microambiente estimulam as células
endoteliais a se proliferarem.

A angiogénese por brotamento (Sprouting angiogénesis) é um processo de multiplos
estagios, incluindo: ativacao de células endoteliais (CE), crescimento e orientacdo de brotos,
fusdo dos brotos e formacdo do limen, perfusdo e maturacdo das células endoteliais. Estes

estagios podem separa-los em duas fases: fase de inducéo e fase de resolucéo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Art%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arter%C3%ADola
https://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%AAnula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Veia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Capilar_sangu%C3%ADneo
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Na fase de inducdo (a), o estimulo por fatores de crescimento, angiopoietinas, e fatores
induzidos por hipdxia, ativam as celulas endoteliais, apresentando permeabilidade celular, com
extravasamento de componentes do plasma para o espaco subendotelial, esta ativacdo implica
alteracdo dos produtos de secrecdo a fim de degradar a membrana basal e de modular a
composicdo da matriz extracelular (MEC). As moléculas responsaveis por iniciar o estimulo
angiogeénico sdo: o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF-A), receptores VEGF, e
receptores da sinalizacdo de Notch. A exposicdo das CE a gradientes de uma ou outra destas
moléculas vai determinar a especializacdo funcional ou fenotipo da célulaa endotelial durante
as diferentes fases do processo: células de ponta (tip cells) ou células do tronco (stalk cells)
com deferencas morfoldgicas e propriedades funcionais (Figura 1). Células tip cells sdo
expostas a maiores concentracbes de VEGF-A, direcionando a formacdo dos brotos
angiogeénicos, enquanto que as células stalk cells sdo menos migratorias e mais proliferativas
permitindo a expansdo destes brotos angiogénicos. (RIBATTI; CRIVELLATO, 2012),
DURAN et al., 2018). Na fase de resolucdo (b) ha diminuicdo do fenétipo proliferativo e
invasivo, com formacao de redes, remodelacdo, poda, levando a anastomose, formacdo de
vacuolos nas células formam o Iimen do novo vaso sanguineo, maturacdo e estabilizacéo final
do vaso, e finalmente as células endoteliais voltam ao estado quiescente. As juncdes entre as
células adjacentes sdo estabelecidas com aderéncia a MEC e inibicdo da degradacdo, os
pericitos e outras células murais séo recrutadas e a membrana basal é formada, com formag&o
de uma alca capilar e diferenciacdo de novos vasos e redes de capilares (IRVIN et al., 2014;
PEIRCE; GABHANN; BAUTCH, 2012).

Angiogénese é um processo finamente regulado pelo balanco entre moléculas pro- e anti
angiogeénicas. Entre os fatores angiogenicos mais estudados esta 0 VEGF, entre estas tenemos
a familias do VEGF-A (isoformas VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-A189, VEGF-A206),
VEGF-B, -C, e -D. Outros fatores de crescimento como o FGF, HIF (Hipoxia inducibel fator),
PDGF, quimoquinas e moléculas que atuam estimulando uma variedade de vias de segundos
mensageiros e kinases que promovem a proliferacdo, cdmbios no citoesqueleto e migracéo
celular (DURAN ET AL., 2018). A desregulacdo deste balanco é o ponto de partida para mais
de 50 doencas diferentes (cancer, retinopatia diabética, Alzheimer, artrites, e outras doencas
isquémicas e inflamatdrias), sendo o cancer uma das doencas com aumento na incidéncia e
mortalidade (BISHT; DHASMANA; BIST, 2010; CARMELIET, 2003; SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2015).
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Figura 1 - Especializagdo funcional das células endoteliais durante o processo de angiogénese
por brotamento
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A especializacao funcional de células endoteliais durante o processo de brotagdo. O VEGF-A induz a formagéo e
extensdo de filopddios e a expressao da proteina D114 nas células da ponta (Tip cells). As tip cells expressam altos
niveis de DLL-4, PDGF-b, UNC5b, VEGFR-2 e VEGFR-3 / Flt-4. As células do tronco (Stalk cells) produzem
menos filopddios, sdo mais proliferativas, formam ramificagdes tubulares com um limen vascular. Fonte: Ribatti
e Crivellato (2012).

Em consequéncia da complexa regulacdo do processo angiogénico, defeitos no sistema
de regulacdo da angiogénese, onde o0 corpo ndo consegue eliminar ou gerar vasos no local e
momento correto, tem levado uma série de doencas dependentes de angiogénese, como a artrite
reumatoide, psoriase, retinopatia diabética, isquemia, cancer, entre outras (CARMELIET,
2003).
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1.2 Integrinas

As integrinas sao 0s mais importantes receptores de superficie celular capazes de mediar
a adesdo celular e sinalizacdo entre a MEC e o citoesqueleto de actina, sinalizando em ambas
as direcOes da membrana celular (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011). As integrinas séo
glicoproteinas heterodiméricas, que apresentam as subunidades a e 3 associadas de forma nao
covalente, com diferentes combinagdes de af3, sendo descritas pelo menos 18 subunidades o e
8 subunidades P, com 24 diferentes combinagdes entre elas (MALININ; PLUSKOTA,;
BYZOVA, 2012). A combinagao das subunidades a ¢ f confere a especificidade de unido a um
ou mais substratos (HUMPHRIES et al., 2006), determinando se a célula vai aderir e sobreviver
em um microambiente particular. A combinacdo integrina-ligante tem uma funcgéo critica na
regulacdo da capacidade das células endoteliais formarem novos brotos angiogénicos,
localizacdo das celulas inflamatorias recrutadas nos sitios de reparo, ou na potencial
invasividade das células tumorais (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010). As integrinas se
unem diretamente a numerosos receptores de fatores de crescimento. O complexo avps €
VEGFR?2 sinaliza para promover angiogénese induzida pela MEC ou ligantes que se unem ao
fator de crescimento, avf3 forma um complexo com o receptor de angiopoietina Tie-2
ampliando a cascata angiogénica. Em contraste, a expressao de 0231 aumenta a expressao de
VEGFR1, que atua em oposi¢do aos sinais pré-angiogénicos do VEGFR2 (ZHANG, et al.,
2008). Normalmente a unido da integrina a MEC promove adesao e sobrevida pela ativacdo das
vias de sinalizagdo. No entanto, a unido de integrinas a fatores de crescimento ou aos seus
receptores, altera provavelmente o balango das vias de sinalizacéo dos diferentes tipos celulares
envolvidos na angiogénese (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

As integrinas se ligam as sequéncias RGD (arginina-glicina-acido aspartico) que se
encontram distribuidas em uma grande variedade de proteinas de adesédo da MEC (fibronectina,
vitronectina, colageno, fibrinogénio, trombospondina, e fator de von Willebrand). No contexto
da angiogénese, proteinas de venenos de serpente contendo a sequéncia RGD tem mostrado
ligacdo seletiva a receptores integrinas da superficie célular endotelial, inibindo a angiogénese
(WALSH; MARCINKIEWICZ, 2011). As toxinas podem sinalizar para induzir a
reorganizacdo do citoesqueleto, a expressdo de novos tipos de moléculas de adeséo e alteracoes
do complexo de adesdo focal, representando uma promissora area de investigacdo (CALVETE
et al.,, 2005; GALLAGHER et al., 2005b; KAMIGUTI; HAY; ZUZEL, 1996). Da mesma
forma, peptideos sintéticos contendo a sequéncia RGD podem mimetizar os ligantes da MEC,
alterando a sinalizacéo celular mediada pelas integrinas (WEIS; CHERESH, 2011).
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1.3 Metaloproteinases do veneno de serpentes (Snake Venom Metalloproteinases -
SVMPs)

As SVMPs sdo enzimas zinco dependentes envolvidas na interagdo com componentes
do plasma, componentes da MEC e integrinas (FOX; SERRANO, 2008). A estrutura é
constituida por uma sequéncia sinal, um pro-dominio (processado apds a ativacao da proteina)
e os dominios metaloproteinase, tipo-disintegrina, rico em cisteinas, EGF-like. Baseados na
composic¢do de seus dominios, as SVMPs estdo classificadas em trés classes: P-1, P-11 e P-11l.
A proteina madura da classe Pl contém somente o dominio catalitico ou metaloproteinase (M);
a classe P-Il contém o dominio M seguido pelo dominio disintegrina; e a classe P-11l contém
os dominios M, disintegrina/disintegrina-like (D) e o dominio rico em cisteinas/lectin like tipo-
C (FOX; SERRANO, 2005, 2008).

As SVMPs das classes PII e Pl possuem um dominio disintegrina, sendo capazes de
se ligar as integrinas e inibindo sua atividade, tendo sido amplamente estudadas com esse
intuito. As SVMPs — PII se ligam as integrinas através do motivo RGD que se encontra no
dominio disintegrina. SVMPs - Pl1I apresentam o motivo ECD ao invés de RGD como ligante
das integrina, mas também contém os dominios DC. Os dominios tipo disintegrina e DC das
ADAM e ADAMTS, assim como das SVMPs estdo envolvidos nas interacbes com ligantes
especificos (FOX; SERRANO, 2009), sendo capazes de interagir com integrinas inibindo
adesdo celular e agregacdo plaquetéria (Fox e Serrano, 2009). Contudo néo se sabe qual regido
dessas moléculas esta envolvida na ligacdo as integrinas, sendo que duas regides sdo apontadas
como provaveis responsaveis pela interacdo integrina-ligante, como o motivo ECD e uma
regido denominada regido hiper variavel (HVR) presente em algumas SVMPs da classe PIII.

A maioria dos estudos com proteinas de venenos de serpente tem sido realizada com a
finalidade de combater os efeitos do envenenamento e desvendar os mecanismos de acdo
envolvidos (GALLAGHER et al., 2005a; GUTIERREZ; RUCAVADO; GUTIERREZ, 2000;
KAMIGUTI et al., 1997), efeitos na hemostasia (LOPES et al., 2012a; TANJONI et al., 2005a,
2005b) efeitos antitumorais in vitro e in vivo (CORREA et al., 2002; MARIA et al., 2014,
MARKLAND; SWENSON; JR, 2013), mas sdo poucos 0s estudos realizados em baixas
concentragdes das toxinas com finalidade angiogénicas (COSTA et al., 2008; SANT’ANA et
al., 2008; SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2005).

Estudos com proteinas recombinantes constituidas pelos dominios D e C das SVMPs
tém sido realizados com a finalidade de desvendar os sitios de ligacdo com as proteinas da MEC

(OLIVEIRA et al., 2009). O estudo com os dominios DC recombinante da Bt mostrou que
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motivo ECD do dominio tipo-disintegrina da botropasina, ndo esta envolvido na ligagdo com a
integrina. Os ensaios de inibicdo da adesdo de células de adenocarcinoma da mama (MDA-
MB-231) ao colageno mostraram que nao houve inibicdo da adesdo celular sugerindo que,
assim como outras PIII, os dominios DC da botropasina possam interagir com a subunidade o>

da integrina, que ndo estavam expressas nas células testadas (PAES LEME et al., 2011).

1.3.1 Botropasina

A botropasina é uma metaloproteinase de 48 kDa isolada do veneno da serpente
Bothrops jararaca (MANDELBAUM; REICHEL; ASSAKURA, 1982b) e pertence a classe P-
I11 da subfamilia reprolisina das metaloproteinases dependentes de zinco (FOX e SERRANO,
2005). A botropasina é composta pela sequéncia de 421 aminoacidos determinada através da
resolucdo da estrutura da proteina completa, nos quais se encontram o dominio catalitico ou
metaloproteinase - M (residuos 1-208), dominio tipo disintegrina - D (residuos 209-301) e
dominio rico em cisteinas C (residuos 302-421) como mostrado na figura 2A (MUNIZ et al.,
2008).

A botropasina compartilha 95% de homologia com a jararagina, proteina também
isolada de B. jararaca, consequentemente possuem ponto isoelétrico, massa molecular e
atividade enzimética parecidas, sendo chamadas de isoformas. A similaridade entre estas
proteinas sugere que provavelmente compartilham as mesmas propriedades e atividade
bioldgica (MUNIZ et al., 2008b). A jararagina tem sido amplamente estudada pelos seus efeitos
na hemostasia, por estar diretamente implicada na hemorragia local, edema, necrose (PAINE et
al., 1992b) (PAINE et al., 1992a) e a forte atividade pro-inflamatéria (COSTA ET AL. 2002;
LAING AND MOURA-DA-SILVA 2005), com acumulacdo de leucocitos e macréfagos no

local da injecéo.

Dominio catalitico ou metaloproteinase (M): O dominio metaloproteinase da
botropasina é caracterizado principalmente pela presenca de alcas e estruturas secundarias (6
folhas-B e 5 a-hélices ), o sitio de ligagdo ao Zn 2* que € o sitio ativo, e o sitio de ligagdo ao
fon Ca?* denominado sitio 1, coordenado pelos residuos Glul2, Asn203, Asp96, Cys200,
localizado ao lado oposto do sitio ativo e esta relacionado com a estabilizacdo da folha beta
(Figura 2B, 2C). O dominio catalitico contém 7 residuos de cisteinas, dos quais 6 deles realizam

pontes dissulfeto, enquanto que o residuo livre Cys189 € circundado por residuos hidrofébicos
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e impedido de qualquer possibilidade de interacdo com outras moléculas ou dominios, néo
sendo responsavel por interagcdes do dominio catalitico. (MUNIZ et al., 2007).

Figura 2 - Estrutura da botropasina

A Dominio
metaloproteinase
(M)
Dominio
tipo-disintegrina
(D)
Dominio
rico em cisteinas
(€)

(A) Estrutura da botropasina: dominios metaloproteinase - M, dominio tipo-disintegrina- D e o dominio rico em
cisteinas - C. (B) O dominio catalitico mostrando os sitios de ligagdo ao Zn?* e o sitio de unido ao Ca?*
Adaptado de: Muniz et al., 2008.
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O Dominio tipo-disintegrina (D): Néo apresenta estruturas secundérias bem definidas,
sendo constituido majoritariamente por algas estabilizados por 7 pontes dissulfeto e por dois
sitios de ligagdo a Ca* (sitio 1l e I11). Como mostrado na figura 3, o Ca®" no sitio Il esta
localizado no inicio do dominio D, esta coordenado por atomos de oxigénio presentes nos
residuos altamente conservados Val?'®, Leu??, Glu?* e Asp??, O residuo Asp 228 faz parte do
primeiro motivo ECD, que é altamente conservado, indicando que o ion Ca®* é necessario para
assegurar a funcéo da disintegrina. Dois motivos ECD também se encontram no dominio D,
interessantemente um motivo ECD ¢é encontrado em cada um dos sitios de coordenagdo do
calcio. O primeiro motivo ECD é altamente conservado na classe P11 e suas fungdes ainda ndo
foram determinadas; o segundo motivo ECD tem sido demonstrado estar envolvido na ligagdo
as integrinas, disparando uma resposta de sinalizacédo celular (JIA et al., 1997; KAMIGUTI et
al., 1999; MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). Disintegrinas contendo o0 motivo ECD podem
estar envolvidas na interacdo a integrina o231 competindo com o colageno | para a adeséo as
celulas endoteliais e fibroblastos (TANJONI et al., 2005; ZIGRINO et al., 2001, 2002). A ponte
dissulfeto Cys278 e Cys310 existente entre os dominios DC permite a liberacdo intacta dos
dominios DC durante a aut6lise da botropasina, enquanto que o dominio metaloproteinase é
clivado em diferentes sitios (ASSAKURA et al., 2003).
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Figura 3 - Estrutura do dominio tipo-disintegrina

a , - Val215 Site Il

Site Il

VII Cys271

(A) O dominio tipo disintegrina - D. O fon Ca?*, representado pela esfera azul, coordena alguns residuos (azul)
e as pontes dissulfeto (verde). O ndmero de pontes dissulfeto sdo mostrados na parte inferior esquerda. As algas
disintegrina ECD | (verde) e ECD Il (laranja). O comego do dominio rico em cisteinas (C) em cor rosa. Detalhes
representando os residuos com os &tomos de oxigénio envolvidos na coordenagédo dos ions calcio no sitio 11 (B) e
sitio 111 (C) do ion Calcio.

Adaptado de: Muniz et al., 2008

O dominio rico em cisteinas (C): Apesar do nome, o dominio C apresenta menor nimero
de cisteinas que o dominio D, sendo formado por duas hélices alfa, 4 pequenas fitas beta e
“loops” que sdo estabilizados por 6 pontes dissulfeto. Nestes “loops” encontra-se a Regido
Hiper Conservada (HCR). O dominio C ndo se encontra naturalmente isolado no veneno, pelo
que o estudo de sua funcdo tem sido determinado por proteinas recombinantes da mesma classe
P11, mostrando fun¢des como o rolamento de leucocitos (dominio C de HF3, toxina da classe
P-111 de Bothrops jararaca) (MENEZES et al., 2008). No dominio C da catrocolastatina, uma
metaloproteinase isolada do veneno de Crotalus atrox, o loop é denotado como Regido Hiper
Variable (HVR-Hiper Variable Region) é uma regido ndo tdo importante para a atividade da
proteina pelo reconhecimento/especificidade dos ligantes (TAKEDA et al., 2006). A analise
comparativa de 41 sequéncias de aminoacidos de proteinas da classe P-111 de SVMPs mostrou

que a HVR néo € encontrada em todas as proteinas, observando-se que as proteinas podem ser
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divididas em dois grandes subgrupos, o constituido por proteinas PIII-HVR e o grupo de
proteinas que apresentam esta regido altamente conservada (HCR — Highly Conservated
Region). A botropasina e outras 8 proteinas homdlogas da classe P11l apresentam a regido HVR
(residuos 373-394) altamente conservada, agrupando-se no subgrupo HCR (TAKEDA et al.,
2006; MUNIZ et al., 2008).

O alinhamento das sequéncias da botropasina e jararagina mostra que ambas as toxinas
compartilham 95% de identidade, diferenciando-se em 19 residuos, os quais sdo substituicdes
conservativas no dominio catalitico. Ambas as toxinas isoladas do veneno de B. jararaca
possuem ponto isoelétrico, massa molecular e atividade enziméaticos muito parecidos, sendo
chamadas de isoformas, sendo que a purificagdo de uma destas isoformas pode representar uma
mistura de ambas ou incluir outras homdlogas. Além disso, a similaridade entre estas duas
proteinas sugere que provavelmente estas isoformas compartilham as mesmas propriedades e
atividade bioldgica (MUNIZ et al., 2008).

1.4 Célula endotelial

O modelo in vitro mais usado para o estudo da angiogénese sdo as células endoteliais,
foco central do processo angiogénico, sendo a HUVEC (Human Umbilical Vascular
Endothelial Cordon) a célula endotelial mais amplamente usada, com varias linhagens
disponiveis comercialmente. Entre as linhagens derivadas da HUVEC mais comumente usadas
na pesquisa in vitro estio HUVEC CRL 2873 (espontaneamente transformada) e HUVEC CRL
2922 (hibridoma obtido da fusdo da célula endotelial com a linhagem de célula de tumor de
pulmdo A549).

A linhagem CRL 2873, denominada HUVEC-CS, mantém as caracteristicas de uma
célula endotelial primaria no nivel de mitogénese, ativacdo de quinases, producdo do 6xido
nitrico, expressdo de marcadores de superficie (CD-31, VE-caderina) e secrecdo de fatores de
crescimento/citocinas em resposta a estimulos pro-inflamatérios (GIFFORD et al., 2004), pelo

que foi utilizada no presente trabalho.
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1.5 Justificativa

A angiogénese é um processo essencial em muitas doencas, por tanto a busca de
substancias que possam modular o aumento a diminui¢do dos vasos sanguineos, assim como o
conhecimento dos mecanismos envolvidos é de suma importancia. Entre 0os mecanismos que
induzem a angiogénese temos a hipdxia, oxido nitrico e inflamacdo. A inflamacdo resultante de
injaria local ou estimulo sistémico incrementa a permeabilidade vascular e induz ativacao das
células endoteliais, a qual quando € persistente resulta em brotamento de capilares (ARROYO
etal., 2010).

No contexto da inflamagcdo como fator desencadeante da angiogénese, pareceu-nos
pertinente verificar se a botropasina, uma SVMP de classe |1l oriunda do veneno de Bothrops
jararaca, poderia modular diretamente cada uma das transi¢des fenotipicas moduladas durante
0 processo, i.e., permeabilidade celular, proliferacdo, migracdo, adesdo e morte programada.
Dado que a botropasina é frequentemente encontrada no veneno sob forma de seus dominios
isolados (porc¢do catalitica isolada dos dominios DC), procuramos caracterizar as atividades
regulatérias da enzima ativa, quimicamente inativada e de seu dominio DC isolado sobre a
migracdo e proliferacdo de células endoteliais.

A literatura tem relatado que o dominio DC das toxinas HF3 e atrolisina-C, isoladas de
B. jararaca e de B. alternatus (SVMP-PIII), apresentam regides adesivas e regulatorias,
(MENEZES et al., 2008; RAMOS et al., 2007), e tem mostrado que uma mesma toxina pode
apresentar atividade anti- e pr6- angiogénica dependendo da concentracdo usada (RAMOS et
al., 2007). Baseados nestes dados, e pelos resultados obtidos, nos pareceu pertinente sintetizar
peptideos correspondentes aos dominios DC da botropasina: Ca Il e Ca 1l correspondentes ao
dominio disintegrina, e HCR correspondente ao dominio rico em cisteinas. Estes peptideos
cripticos foram selecionados ap6s o alinhamento e a analise comparativa da sequéncia de
amino&cidos do dominio DC das proteinas das SVMP da classe PlI1 (MUNIZ et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Caracterizar a agdo da botropasina, dominios isolados DC e peptideos derivados da
sequéncia dos dominios DC sobre os eventos celulares da angiogénese in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar a Botropasina e seus dominios DC, verificando sua atividade enzimatica.

e Sintetizar os peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR a partir da sequéncia de aminoacidos dos
dominios DC.

e Padronizar as condi¢bes de crescimento da linhagem celular HUVEC-CS para
sincronizar as células na fase GO/G1 do ciclo celular, estabelecendo o tempo de 1 ciclo
celular e a fase S.

e Auvaliar a citotoxicidade das proteinas (Botropasina e dominios DC) e peptideos (Ca I,
Ca Il e HCR) em ampla faixa de concentragfes nas linhagens celulares HUVEC-CS e
SVMC.

e Caracterizar a acao das proteinas e peptideos, em diferentes concentracdes, sobre 0s
eventos de proliferacdo, migracdo, tubulogénese, secrecdo de MMPs e adesdo celular
da linhagem HUVEC-CS.

e Caracterizar o mecanismo molecular de acdo das proteinas botropasina e DC e do
peptideo HCR, com destaque para dependéncia de integrinas especificas e vias de

transducéo de sinal ativada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Botropasina e dominios DC

3.1.1 Purificacéo

A botropasina (Bt) e os dominios tipo-disintegrina e rico em cisteinas (DC) gerada pela
autolise de metaloproteinases, foram purificados a partir do veneno da serpente Bothrops
jararaca seguindo o procedimento ja descrito (OLIVEIRA et al. 2009). As proteinas Bt e DC
foram quantificadas pelo método Bradford (1976) usando como controle a curva de BSA e
leituras de absorbancia a 595 nm. A pureza da proteina foi determinada por SDS-PAGE em
condigOes redutoras (LAEMLI ET. AL., 1970) observando-se uma banda aproximada de 50
kDa para Bt e 28 kDa para DC.

3.1.2 Avaliacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da Bt foi avaliada pela digestdo do substrato fibrinogénio. Foram
incubados a Bt e o fibrinogénio na proporcao enzima: substrato 1: 50 (400 ng de Bt + 20 ug de
fibrinogénio) em tampéo Tris HCI 80 mM, pH 7,4 e CaCl 1 mM a 37 °C por 4 h. Nos controles
foi adicionado agua ao invés da enzima ou substrato. Os produtos da digestdo foram separados
em SDS-PAGE 10% e corados com prata.

As atividades hidroliticas das proteinas Bt e DC foram avaliadas pela clivagem do substrato
peptidico fluorescente FRET (Fluorescence resonance energy transfer). A reacdo foi realizada
com 0,05-0,1 pg de proteina e 5 uM de substrato FRET em volume final de 100 pL em tampé&o
(Tris HCI 80 mM, pH 7,4 e CaCl 1 mM), sob agitacdo constante a 37 °C, sendo monitorada
durante 15 minutos pela leitura em fluorimetro Victor 3™ nos comprimentos de onda de 420
nm de emissdo, e 320 nm de excitacdo. A atividade especifica foi expressa como unidade de
fluorescéncia livre de substrato clivado por minuto por pg de protease (UF/min/ug). A
incubagéo do tamp&o com o substrato foi utilizada como controle negativo. Os resultados foram

analisados utilizando o programa GraFit.
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3.2 Peptideos

A selecdo da sequéncia dos peptideos foi baseada na conservacgédo dos residuos encontrada
no alinhamento e na analise da estrutura primaria dos dominios DC de proteinas da classe P-I11
das SVMPs realizada por Muniz e colaboradores 2008. Na figura 4, o alinhamento dos dominios
tipo-disintegrina (D) e rico em cisteinas (C) de oito proteinas homdlogas a botropasina mostram
o alto grau de conservagao dos residuos envolvidos na coordenagéo dos ions Ca?* (Sitio 1l e 111
de ligacdo ao Ca?*) no dominio D e a presenca de residuos altamente conservados (High
Conserved Region - HCR) na regido da sequéncia do dominio rico em cisteinas (MUNIZ et al.,
2008a). Estes residuos conservados na coordenacdo do Ca?* indicam que os dois ions Ca®* séo
necessarios para assegurar a funcéo e/ou estrutura do dominio tipo-disintegrina; além disso, a
sequéncia ECD (Asp-Gly-Cys) encontrada nos residuos conservados foi considerada na sintese
da sequéncia dos peptideos Ca Il e Ca Ill por serem regides funcionais das disintegrinas ao
interagir com as integrinas (Moura da Silva et al., 1999; Muniz et al., 2008). A presenca de um
—OH no final da sequéncia primaria foi considerada na sintese dos peptideos deixando a por¢édo
C-terminal na forma de acido livre. Os peptideos foram nomeados segundo a origem da

sequéncia: Ca Il, Ca lll e HCR.

Figura 4 - Alinhamento dos dominios tipo-desintegrina e rico em cisteina da classe P- I11.
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Alinhamento das sequéncias dos dominios tipo-disintegrina e rico em cisteina da botropasina com 8 proteinas
homologas mostrando as sequéncias conservadas no dominio tipo disintegrina (regido de coordenagdo dos ions
Célcio, verde e laranja) e altamente conservada (azul) do dominio rico em cisteina (Muniz et al., 2008). Baseados
nestas sequéncias foram selecionadas as sequéncias na caixa amarela para a sintese de peptideos derivados dos
dominios DC da botropasina.

Adaptado de Muniz et al., 2008.
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3.2.1 Sintese

O procedimento de sintese de peptideo foi realizado no laboratorio de sintese de
peptideo /LETA do Instituto Butantan.

Os peptideos nomeados como Ca ll, Ca Il e HCR (segundo a origem nos dominios DC
da botropasina) foram produzidos pela metodologia de sintese peptidica em fase sélida (Bruce
Merrifield 1963) utilizando a estratégia Fmoc (9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonil) (Atherton 1989)
de protecdo do grupo amino e o sintetizador PSSM-8, Shimadzu Co. (Nakagyo-ku, KY, Japao).
Os peptideos brutos foram identificados por espectrometria de massas MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight) em um espectrémetro Ettan MALDI-
ToF/Pro (GE Healthcare) e purificados por cromatografia de fase-reversa em coluna C18
(HPLC), sendo reunidas as fracbes com teor de pureza acima de 97,5%. A identidade do
peptideo novamente analisada por espectrometria de massas e HPLC analitico. Os peptideos
foram liofilizados e estocados a -20 °C. Previamente aos tratamentos, os peptideos foram
ressuspendidos em agua mili-Q, aliquotados, e as concentracGes foram determinadas pelo
método fluorimétrico de fluorescamina (SARIC; GRAEF; GOLDBERG, 2004) usando como
controle o peptideo 5A (LLTLRTKL) de concentracdo conhecida.

Tabela 1 - Peptideos sintetizados derivados dos dominios DC da botropasina.

Peptideo Sequéncia PM
Call VCGNELLEVGECD-OH 1379,53
Calll ECDPAEHCTGQSSECPADV-OH 1978,08
HCR CKDNSPGQNNPCKMFYSNDDEHK-OH 2671,89

Fonte: proprio autor

3.2.2  Analise in silico das propriedades fisicoquimicas

As propriedades fisico-quimicas das sequéncias sintetizadas foram preditas utilizando

ferramentas bioinformaticas como a plataforma ProtParam (GASTEIGER Et al., n.d.), I-
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TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) (ZHANG 2008) e Anti-AngioPred
(ETTAYAPURAM RAMAPRASAD et al. 2015).

3.3 Cultura celular e condicdes de cultura

Foi utilizada a célula endotelial de corddo umbilical humano HUVEC-CS obtida da
ATCC (American Type Culture Collection — Manassas, VA, EUA) CRL-2873™. Esta
linhagem celular é derivada da passagem sucessiva da HUV-EC-C (CRL-1730) cultivada em
meio sem o fator de crescimento ECGS, sendo um bom modelo celular para o teste de fatores
angiogénicos. As células HUVEC-CS foram cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium) suplementado com estreptomicina 100 mg/L,
ampicilina 25 mg/L e 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado. As células foram semeadas
em garrafas revestidas com gelatina 0,1%/H>O (1 hora a 37 °C) e incubadas a 37 °C em
atmosfera tmida de 5% de CO», conforme a informacéo da ATCC.

Complementarmente foi utilizada a linhagem celular VSMC (Vascular Smooth Muscle
Cell), célula da musculatura lisa vascular murina, cedida pelo Instituto Osvaldo Cruz. A
linhagem foi cultivada em meio de cultura DMEM suplementado com streptomicina 100 mg/L,

ampicilina 25 mg/L e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado.

3.3.1 Sincronizacao da célula HUVEC-CS na fase GO/G1 do ciclo celular

Células HUVEC-CS em crescimento exponencial e subconfluentes foram lavadas com
PBS (3 vezes) e crescidas em DMEM em concentragdes minimas de SFB (0,1%, 0,5% e 1%)
por periodos de 24, 36 e 48 h. As amostras foram fixadas em etanol 70%/PBS e o conteudo de
DNA marcado com iodeto de propideo e analisado por citometria de fluxo.

Apos selecdo da condicdo Otima para sincronizacdo celular (0,1% SFB), as células
foram cultivadas e sincronizadas nestas condicGes e tratadas com DMEM 20% SFB para

avaliacdo e analise do reingresso no ciclo celular a cada 12 h.
3.3.2 Avaliacéo de apoptose e necrose
Para avaliar se a sincronizacédo celular com SFB 0,1% poderia induzir apoptose, células

HUVEC-CS foram cultivadas em SFB 0,1% por 48 h, sequidamente foram tratadas por 24 h
com hidroxido de terbutilo 5 uM (controle positivo de apoptose), SFB 20% (controle negativo
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de apoptose), SFB 0,1%, Bt 100 nM, Bt 200 nM e HCR 50 nM. As células foram coletadas e
ressuspendidas em tampao de ligagdo a anexina V- FITC (HEPES/NaOH 10 mM, pH 7,4; NaCl
140 mM, CaCl; 2,5 mM) seguido da adigéo de 5 pL de anexina V-FITC e 10 pL de iodeto de
propideo (P1), e incubado por 15 min a temperatura ambiente. As amostras foram analisadas
por citometria de fluxo obtendo 10.000 eventos por amostra. Os experimentos foram feitos em
duplicata.

Ap0s obter os tratamentos (purificacdo das proteinas Bt, DC e sintese dos peptideos
HCR, Ca Il e Ca Ill) e padronizar a sincronizacao das HUVEC-CS na fase GO/G1 do ciclo
celular, foram realizados os ensaios celulares da angiogénese in vitro segundo fluxograma
(Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma do desenho experimental.
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3.4 Citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT

O método MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo], utilizado em
testes de citotoxicidade e medicdo da viabilidade celular, mede a atividade da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase em células vidveis metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983).

Para cada linhagem, HUVEC-CS e VSMC, 100 pL de suspensdo celular na
concentragdo de 3x10* células/mL DMEM 20 % SFB foram distribuidas em placas de fundo
plano de 96 pogos e mantidas a 37 °C com 5% de CO2. Apds crescimento confluente em 60-
70% o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com PBS estéril, e tratadas com
100 pL das proteinas botropasina, DC (25, 50, 100, 500 e 1000 nM) e peptideos Ca Il, Ca lll e
HCR (50, 500, 1000 e 10.000 nM) em triplicata. Os pocos controles receberam 100 pL de meio
de cultura 0% ou 20% SFB como controles negativo e positivo respectivamente. Apos 24 horas
de tratamento, o sobrenadante das culturas foi removido cuidadosamente e foi adicionado 20
puL de MTT (5 mg/mL de PBS) em cada poco e incubado 3 horas a 37 °C. Os cristais de
formazan foram solubilizados pela adi¢do de 100 pL de DMSO por poco e a absorbancia foi
quantificada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. Os tratamentos foram
realizados em triplicata em trés experimentos independentes. A média da leitura do controle foi
considerada como 100% de viabilidade celular, sendo comparada com a média de cada
tratamento para a determinacédo da porcentagem de células viaveis. O aspecto morfolégico das
culturas ap6s o tratamento foi observado no microscépio invertido em aumento de 100X e
registrado com camara fotografica.

3.5 Eventos da angiogénese in vitro

Nestes ensaios, apos confluéncia celular aproximada de 60-70% pelo crescimento das
celulas HUVEC-CS em meio de cultura DMEM 20% SFB, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e sincronizadas na fase GO/G1 do ciclo celular pelo crescimento em DMEM com
0,1% SFB por 48 horas. Seguidamente foram realizados os tratamentos por 24 horas com as
proteinas Bt e DC, e os peptideos HCR, Ca Il e Ca Ill e avaliados seus efeitos nos diferentes

eventos da angiogénese.
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3.5.1 Proliferacdo celular pelo método de incorporagdo de BrdU

Foi utilizado o teste colorimeétrico BrdU baseado na incorporacao de bromodeoxiuridina
(5-bromo-2'-deoxiuridina - BrdU) ao DNA na fase de sintese do ciclo celular. Esta técnica esta
acoplada ao uso de quimioluminiscente e deteccdo em leitor de placas de ELISA.

Células HUVEC-CS na concentracéo de 8x10* células/mL foram distribuidas em placas
de fundo plano de 96 poc¢os (100 pL /po¢o) e mantidas a 37° C com 5% de CO até confluéncia
celular de aproximadamente 60%. As células foram mantidas 48 h em SFB 0,1% e tratadas com
100 pL das proteinas Bt e DC (25 — 500 nM), peptideos Ca I, Ca Ill, HCR (50 — 1000 nM) e
os controles: 0,1% SFB, 20 % SFB, FGF 20 ng/mL e VEGF 25 ng/mL. Apds 12 horas de
tratamento foi adicionado o marcador de proliferacdo celular BrdU (10 pL de BrdU/pogo na
concentracdo de 10 uM) e incubado por 14 h a 37 °C. O meio do sobrenadante foi removido
por inversao da placa e as células foram fixadas com a solucdo FixDenat que denatura 0 DNA
expondo o BrdU incorporado para imunodeteccdo. Seguidamente foi adicionado o anti-BrdU-
POD por 2 h, as placas lavadas com PBS 3 vezes e adicionado o substrato até aparecer a
coloracdo azul (30 min.). O produto da reacdo foi quantificado pela diferenca das leituras de
absorbancia 370 - 492 nm em espectrofotometro FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader
(Molecular Devices). Os dados foram expressos como absorbancia media + DP, em triplicata
de 3 experimentos independentes.

3.5.2 Migracéo celular

A migracdo e invasao celular das células endoteliais foram analisadas pelo ensaio de
fechamento de feridas (Wound healing assay) e o sistema de Cameras de invasao transwell,
respectivamente. Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos fornecidos pelos
fabricantes e descritos brevemente abaixo.

3.5.2.1 Fechamento de ferida (Radius assay)

Foi utilizada placa de cultura de 24 pocos (Radius Cell Migration Assay Kit, Cell
Biolabs, INC) contendo um hidrogel circular de 0,68 mm na parte central de cada pogo.
Brevemente, 500 piL/pogo de células HUVEC-CS (2 x 10 ° células/mL) em meio DMEM 20%

SFB foram adicionadas na placa e incubadas a 37° C até semiconfluéncia celular. Apds
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sincronizacdo celular o meio foi aspirado, as células foram lavadas com PBS-A (3 vezes) e
incubadas com 500 pL/30 min. da solugdo removedora do hidrogel, novamente as células foram
lavadas observando-se a area central livre de células. Seguidamente as células foram tratadas
com as proteinas Bt, DC (50 e 100 nM) e peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR (50 e 1000 nM) por 24
h. As imagens foram obtidas em microscopio de contraste de fase Nikon (Eclipse TS100, Japan)
e a migracdo celular foi calculada como a porcentagem da fechadura do circulo em relacéo a

area inicial do circulo, e expressos como porcentagem media = DP, realizados em triplicata.

3.5.2.2 Fechamento de ferida em superficie de colageno IV

Foram utilizadas placas de cultura de 24 pocos (24- Well Wound Healing Assay: -
CytoSelect) previamente incubadas com 300 pL de solucéo de coladgeno IV (5 mg/mL) por 2
ha37°C. O coldgeno restante foi aspirado e os insertos lineares do kit colocados em cada pogo
para criar a ferida linear. Cuidadosamente foram adicionados 500 pL de suspensao celular (0.5x
10 8 células/mL) em DMEM 20% SFB e sincronizados por 48 h. Os insertos foram retirados
deixando a area linear livre de células, os pogos lavados com PBS-A, e as células tratadas. Apos
ter realizado tratamento em ampla faixa de concentragdes no ensaio de migracdo radial, no
ensaio de fechamento da ferida foram utilizadas as concentragdes de Bt (25, 50, 100 nM), DC
(50, 100, 500 nM), peptideos Ca Il, Ca Il e HCR (50, 500, 1.000 nM) e controles SFB 0,1%,
SFB 20%, VEGF (25 ng/mL) e FGF (20 ng/mL). As células foram incubadas a 37° C por 24 h.
As imagens foram obtidas em estereomicroscépio SMZ 745T Nikon, e a migracéo foi calculada

como porcentagem da area das células que migraram em relagdo a area livre inicial.

3.5.2.3 Invasdo transwell em camara de Boydem

Foi utilizado camara transwell com membrana porosa de policarbonato (8 um poro) em
placa de 24 pocos (CytoSelect™: Cell Biolabs, Inc). Brevemente, células HUVEC-CS
suspensas em DMEM 0,1 % SFB na concentragdo de 10° células/mL, foram semeadas na
camara superior (300 uL) e incubadas a 37°C por 14 h. Na camara inferior foram adicionados
500 pL das proteinas Bt (25, 50, 100 nM), DC (50, 100, 500 nM), peptideos Ca Il, Ca lll e
HCR (50, 500, 1.000 nM) e os controles DMEM 0,1% SFB, DMEM 20 % SFB, FGF, 20 ng/mL
e VEGF 25 ng/mL para atuar com quimioatraentes. O tratamento Bt também foi avaliado como

agente estimulador da migracéo, sendo adicionado na parte superior da cAmara. Apos 24 h, as


https://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/CBA-120-wound-healing-assay.pdf
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células que ndo migraram foram delicadamente removidas com cotonete da parte superior da
membrana, enquanto que as células que migraram para a parte inferior da membrana foram
coradas com solucdo Cell stain e lavadas cuidadosamente. As imagens das células foram
obtidas em microscépio invertido. Seguidamente, as membranas contendo as células foram
submergidas em 200 pL do buffer de extragdo por 10 minutos sob agitagéo, e 100 pL foram
utilizados para a quantificacdo em placa de 96 pocos a 560 nm de absorbéncia em leitor
FlexStation 3.

3.5.3 Atividade gelatinolitica por zimografia

Os sobrenadantes dos tratamentos dos ensaios de migracdo em substrato de colageno
foram utilizados para avaliar a secrecdo de enzimas gelatinoliticas MMP-9 e MMP-2 pelas
celulas HUVEC-CS. Foi utilizada a metodologia de zimografia em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE a 8 % contendo gelatina B (2 mg/mL). As amostras foram diluidas em tamp&o de amostra
em condicdes ndo redutoras e aplicadas nos pocos dos géis (40 pL/pogo). A eletroforese foi
realizada a 130 Volts por um tempo médio de 60 minutos, seguido do lavado dos géis em
tampé&o (Triton X-100 2.5%, Tris—HCI 50 mM pH 7.4) sob agitacdo por 10 m/ temperatura
ambiente - 2 vezes para remogéo do SDS, e a incubacdo em tampé&o para ativacdo das MMPs
(Tris—=HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, CaCl> 10 mM, ZnCl,1 pM pH 7,4) por 18 h a 37 °C.
Os geis foram corados com azul de Comassie por 2 horas e descorados sob agitacdo até aparecer
as bandas da digestdo. As imagens foram foto documentadas usando o transiluminador
(UVITEC, Cambridge) usando o software Alliance UVI-1D.

3.5.4 Adesao celular a proteinas da Matriz extracelular (MEC)

Com a finalidade de saber se os tratamentos estimulam a expressdao ou inibi¢dao de
receptores de adesdo a proteinas especificas da matriz extracelular, foi utilizado o Kit 48 well
CytoSelect ECM array - colorimetric assay. Garrafa de cultura contendo células HUVEC-CS
sincronizadas na fase GO/G1 foram tripsinizadas, lavadas por centrifugacao e ressuspendidas
em meio de cultura sem soro contendo 0.5% BSA, 2 mM CaCl, e 2 mM MgCl. As células
foram distribuidas em tubos de microcentrifuga (10° células/mL) e os tratamentos adicionados
na concentragdo final de Bt, DC (25, 100 nM), Ca Il e Ca III (10, 50, 500 nM), HCR (10, 50,
500, 1000 nM), VEGF 25 ng/mL, SFB 20% e controle sem tratamento. Apo6s agitagcao por 3 h
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a temperatura ambiente, 150 pL da suspensao celular foram adicionadas em cada pogo da placa
revestida com as proteinas da MEC (fibronectina, fibrinogénio, colageno IV, colageno I,
laminina ou BSA como controle) e incubadas a 37° C. Apos 3 horas de incubagao, tempo médio
de adesdo desta linhagem, o sobrenadante foi retirado, e as células foram lavadas
cuidadosamente com 250 uL PBS-A (4 vezes) sem deixar secar os pocos. Seguidamente, 200
uL/pogo de solugdo corante foram adicionados e incubados durante 10 min/ T ambiente, os
pocos foram lavados com 500 pL de dgua destilada (5 vezes) e 200 uL/poco da solucao de
extracdo foram adicionados. e mantidos sob agitacao por 10 m. Finalmente, 150 pL foram
adicionados em placa de 96 pogos para quantificagdo a 540 nm de absorbancia, obtendo uma

leitura proporcional ao nimero de células aderidas.

3.5.5 Formacéo de tubulos em Matrigel

Para saber se as células HUVEC-CS apresentam capacidade de formacdo in vitro de
tubulos capilares em resposta ao tratamento, células tratadas foram semeadas sobre matriz 3D
de Matrigel (BD, Biociences, E.U.A.). Brevemente, células crescidas em placas de 24 pocos,
sincronizadas foram tratadas com as concentracfes angiogénicas definidas nos experimentos
anteriores: Bt (25, 100 nM), DC (50 nM), os peptideos HCR, Ca Il e Ca 1l (50 nM), SFB 20%,
SFB 0,1% e VEGF 25 ng/mL. Ap6s 24 h, o sobrenadante foi eliminado e as células
tripsinizadas, lavadas, coletadas e ajustadas para 8 x 10* células contidas em 200 pL.
Simultaneamente, placas de 96 pocos foram revestidos com 60 pL de Matrigel e mantidos por
1 hora a 37 °C para polimerizacdo, seguidamente as células contidas em 200 pL do tratamento
foram adicionadas cuidadosamente na superficie central da matriz e incubadas a 37° C.,
observandose a formacdo de tObulos até 14 horas. Os tubos endoteliais formados foram

fotografados em microscépio de contraste de fase e quantificados usando o programa Image J.

3.6 Expressao de proteina

Para determinacéo da expressao de proteinas celulares em resposta aos tratamentos, foram
utilizadas diversas metodologias (western blot, citometria de fluxo, imunofluorescéncia) com a

finalidade de determinar as vias de sinalizagdo envolvidas em resposta ao tratamento.
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3.6.1 Lisados Celulares

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM SFB 20% na concentracéo de
1 x 10° células/mL em placas de Petri de 100x20 mm e incubadas a 37°C. Ap6s confluéncia
celular de 70% as células foram sincronizadas por 48 horas e seguidamente tratadas com as
proteinas Bt (25 nM) e DC (100 nM) e peptideo HCR (50 nM) nos tempos de 5, 10, 30 minutos,
2 e 24 horas. Os sobrenadantes foram coletados para analise do perfil de proteinas secretadas.
As células foram lavadas com 1 mL de PBS gelado por duas vezes, incubadas com buffer de
lise celular (Cell Signaling #9803) (300 uL/placa) durante 5 minutos e imediatamente
removidas e coletadas em tubos de centrifuga eppendorf. Os lisados celulares foram
centrifugados a 14000 rpm/4°C/10 min, e sobrenadante foi coletado e determinado a
concentracdo de proteina total pelo método de Bradford. As amostras foram estocadas a -20 °C

para separacao das proteinas por SDS-PAGE e andlise por western blotting.

3.6.2 Eletroforese em SDS-PAGE e Western blotting

Géis de poliacrilamida (10-12%) foram preparados para separacdo das proteinas por
eletroforese (SDS-PAGE). Os lisados celulares foram diluidos em tamp&o de amostra e fervidos
durante 5 minutos a 95 °C para denaturar as proteinas. O volume equivalente a 20 ug de proteina
total/poco foram carregados nos géis e corridos em tampédo (25 mM de tris-base; 19,2 mM de
glicina; 0,1% de SDS — Sodium dodecyl sulfate) sob voltagem constante de 120 V por cerca de
2 horas ou até que o azul de bromofenol atinja o final do gel.

Para ensaios de western blotting foi montado um sanduiche composto por papel para
blotting (Whatman 3M), gel, membrana de nitrocelulose (Hybond C) e papel para blotting
previamente umedecidos em tampéo de transferéncia (47,9 mM de tris-base; 38,6 mM de
glicina; 0,037% de SDS; 20% de metanol) e uma esponja para cada lado. A transferéncia das
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em sistema gelado em cuba
(Wet/TankBlotting Systems/Bio-rad) a 25 V constante overnight. Para verificar a transferéncia
das proteinas, as membranas foram coradas com Ponceau (0,1% Ponceau e 1% acido acético)
por 2 minutos e descoradas em agua destilada. As membranas foram incubadas em solugéo de
bloqueio (leite em p6 5%, Tween-20 0.1% em TBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. A
imunodetecgdo foi realizada incubando com anticorpo priméario overnight a 4°C diluido em

TBS-T/ leite conforme descrito na tabela 2, seguida pela incubacdo com anticorpo secundario


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
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anti-coelho ou anti-camundongo conjugado com HRP (1:3000). Apo6s a incubagdo com cada
anticorpo, as membranas foram lavadas com TBS-Tween 0.1% durante 10 minutos, 3 vezes.
As membranas foram reveladas segundo protocolo do sistema ECL (GE Amersham)
incubando por 1 minuto na solucdo reveladora e exposta por tempo variavel. Os niveis de
expressdo relativa foram medidos pela analise da densitometria das bandas quantificadas
usando o programa UVI-1D do transiluminador. Os lisados celulares foram obtidos em trés
experimentos independentes. A imunodetec¢do de B-actina foi realizada como controle de

equalizacdo da proteina.

Tabela 2 - Anticorpos primérios e secundarios usados para western blotting

Anticorpo Origem Fabricante Diluicao
FAK (A-17)
sc-557 Anticorpo policlonal de coelho  Santa Cruz 1:1000
P-FAK (A-12) Ac. monoclonal de camundongo  Santa Cruz 1:500
Sc-374668
Akt 1/2/3 (H-136) Ac. policlonal de coelho Santa Cruz 1:1000
sc-8312
p-Akt 1/2/3 (B-12) Ac. monoclonal de camundongo  Santa Cruz 1:500
sc-377556
ERK 1/2 (H-72) Ac. policlonal de coelho Santa Cruz 1:1000
sc-292838
p-ERK (E-4) Ac. monoclonal de camundongo  Santa Cruz 1:500
Sc-7383
p38MAPK Ac. monoclonal de coelho Cell signaling 1:1000
(D13E1)
P-p38MAPK Ac. monoclonal de coelho Cell signaling 1:500
(T180/Y182) D3F9
Anti-DLL4 Ac. policlonal de coelho Abcam 1:1000
Ab7280
VEGF-R2 abh39256 Ac. policlonal de coelho Abcam 1:500
Actina (H-6) Ac. monoclonal de coelho Santa Cruz 1:1000

sc-376421
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3.6.3 Inibicdo de MEK/ERK com U0126

Para verificar se a via de sinalizacdo de Erk da via das MAPKK ¢ a responsavel pelos
efeitos proliferativos e migratorios, foi utilizado o inibidor MEK U0126 (Promega), inibidor de
MAPKK MEK. Células HUVEC-CS semeadas em placas 60 mm foram sincronizadas por 48
h, e pré-tratadas com 1 uM do inibidor MEK U0126 por 30 minutos, seguidamente foram
tratadas com as concentracdes com efeito tubulogenico confirmado:BT 25 nM, DC 100 nM, e
HCR 25 nM por 10 e 30 minutos. A obtencdo dos lisados celulares e analise por western blot
foram realizados segundo os procedimentos ja descritos. Simultaneamente, foram realizados o0s
ensaios funcionais de proliferacdo e migracao celular com ou sem inibidor avaliando-se ap6s

18 h, seguindo a metodologia anteriormente descrita.

3.6.4 Citometria de fluxo

A expressdo de proteinas de superficie integrinas a2p1e a5p1que possam sinalizar na
angiogeénesis foi determinada por citometria de fluxo e microscopia de fluorescencia. Apés o
tratamento das células por 24 h em placas de 60 mm, as células foram lavadas, tripsinizadas e
centrifugadas em PBS-A gelado a 2000 rpm por 5 min a 4° C. As células foram ressuspendidas
e fixadas com paraformaldeido (2% em PBS-A) até a anélise. No dia da andlise, as células
foram lavadas em PBS gelado, permeabilizadas com Triton X-100 (0,1%) por 30 minutos a 4
°C. As suspensdes celulares foram lavadas e ressuspendidas em tampdo FACS e adicionado 1
Kg do anticorpo primario especifico para a proteina. Na avaliacdo dos receptores de superficie
(FGF-R1, VEGF-R2) a membrana celular ndo foi permeabilizada. Apds 1 hora de incubagédo
célula- anticorpo, as células foram centrifugadas 1500 rpm por 10 minutos, e adicionou-se 0
anticorpo secundario anti-lgG-FITC/PE especifico ao anticorpo primario e incubado por mais
1 hora a 4 °C protegidos da luz. As células foram lavadas por centrifugacdo e ressuspensas em
tampdo FACS. Foram adquiridas 10.000 eventos/amostra no citometro de fluxo BD
FACSCalibur/ BD FACSCanto Il (Fluorescence Activated Cell Analyser — Becton e DicKinson,
USA) dos equipamentos multiusuarios do Instituto Butantan. Os dados foram analisados com o

programa WinDI.
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3.6.5 Microscopia de fluorescéncia

Placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro de 30 mm foram sensibilizadas com
colageno | (15 pg/3 mL PBS/placa) por 1 h a 37 °C e bloqueadas com BSA/PBS (2 mg/mL)
durante 1h a 37 °C. Foram adicionadas 400 pL de células HUVEC-CS ressuspendidas em
DMEM 20% SFB (1x10° células/mL) e incubadas a 37 °C em 5% CO; por 16 h ou até
confluéncia celular de 70%, seguidamente os pocos foram lavados duas vezes com PBS-A e as
células carenciadas por 48 horas em 500 puL de DMEM 0,1% SFB. Os tratamentos foram
adicionados e incubados por 20 ha 37 °C. As células foram lavadas 2 vezes com PBS-A, fixadas
com paraformaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente e novamente lavadas 2 vezes
com PBS-A. Seguidamente as células foram permeabilizadas com Triton X-100 0,1% em PBS
durante 5 min a 4 °C, lavadas com PBS e incubadas em solucdo de BSA 2% em PBS sob
agitacdo por 5 minutos para bloquear as interagdes proteina-proteina ndo especificas. As células
foram incubadas 3 h com o anticorpo primario diluido na solucéo de bloqueio, seguida por duas
lavagens de 5 minutos em PBS e a incubacdo com o anticorpo secundario anti-isétipo (verde)
conjugado a Alexa Fluor por 1h a temperatura ambiente protegida da luz, nos ultimos 5 minutos
foram adicionados 20 pL de DAPI (4-6 diamidino-2-fenilindolo) diluido 1:1000 para corar 0s
nucleos celulares (azul) a uma concentragdo de 1,43 puM. Finalmente as laminas foram
novamente lavadas 3 vezes em PBS e montadas com solucdo para fluorescéncia DAKO. As
imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia Olympus XM10 no Laboratério
Especial de Toxinologia Aplicada, ou no microscopio confocal de varredura a Laser LSM 510

META do laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan.

3.7 Expressado de proteinas secretadas no sobrenadante celular

Os sobrenadantes dos tratamentos com as proteinas Bt (25 nM) e DC (100 nM) e peptideo
HCR (50 nM) do experimento de sinalizacdo celular (0, 5, 10, 30 min, 2 h e 24 h) foram
coletados, e as proteinas do sobrenadante separadas por SDS-PAGE 8%, seguido pela coloragéo
do gel com prata para anélise do perfil de proteinas secretadas. A expresséo forte de proteina

no gel foi selecionada para digestéo e analise por espectrometria de massas.
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3.7.1 Coloragdo do gel com prata

O gel foi colocado em 50 mL de solucéo fixadora (50 pL de formaldeido a 37%, &cido
acetico 12% e metanol 50%) e esquentado no micro-ondas (poténcia maxima) por 30 segundos
e agitado por 5 min a temperatura ambiente. O gel foi lavado com 50 mL de etanol 50% por
duas vezes de 30 segundos cada lavagem. O gel resultante foi sensibilizado com 0,02% de
tiossulfato de sddio por 30 segundos no micro-ondas, agitacdo 2 minutos, e lavado com agua
destilada por 30 segundos no micro-ondas mais 2 minutos de agitacéo a temperatura ambiente
(2 vezes), o gel foi incubado em 50 mL de solucdo de prata por 30 segundos no micro-ondas e
agitacdo por 5 minutos a temperatura ambiente (75 pL de formaldeido 37% e 200 mg de AgNO3
para 100 mL de agua). O gel foi lavado em agua destilada por 40 segundos e seguidamente
colocado em solucéo de revelacao (50 pL de formaldeido 37%; 400 pL de tiossulfato de sodio
(Img/mL) e 6 g de carbonato de sodio em 100 mL de agua). Quando apareceram as bandas de
proteinas, estas foram deixadas até a saturacdo para observar as minimas quantidades de
proteinas expressas, por ser de interesse. A reacdo foi parada pela adi¢cdo de solucédo de acido

acetico 5% por 5 minutos. As imagens foram obtidas em transiluminador UVITEC.

3.7.2 Digestéo in gel

O perfil proteico dos tratamentos para sinalizacao celular com as proteinas Bt e DC e 0
peptideo HCR foram analisados por gel de poliacrilamida e observados a expressdo de proteina
tempo dependente. A banda majoritaria de cada tratamento foi recortada com auxilio de um
bisturi e submetida ao processo de digestdo com tripsina segundo protocolo de Hanna et al,
(2000), com respectivas modificacoes.

A banda do tratamento com DC, outra da Bt, e uma banda da aloumina como controle
do procedimento, foram digeridas do gel para posteriormente serem identificadas por
espectrometria de massas. A digestdo do gel foi realizada segundo a breve descricdo: As bandas
recortadas foram imersas em solucdo descorante (metanol 50%; &cido acético 5% em &gua
ultrapura) - 500 pL em temperatura ambiente até descoradas completamente, seguidamente a
solucéo foi removida por aspiracéo e o gel foi desidratado com 200 pL de ACN (100%) por 10
minutos em temperatura ambiente. Apds descarte da acetonitrila, as amostras foram reduzidas
com 30 pL de solugdo de DTT 10 mM (1,5 mg de DTT /1 mL de NH4HCO3z 100 mM) por
fragmento de gel, incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. O DTT foi removido e foi
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adicionada 30 pL da solucdo alquilante de IAA 50 mM (9 mg de iodoacetamida em 1 mL de
NH4HCO3 100 mM), incubados por 30 minutos, ao abrigo de luz. A solugdo alquilante foi
removida e os fragmentos do gel passaram por processos de desidratacdo e reidratacao,
utilizando-se solucdo de ACN 100% durante 30 minutos e solucdo de NH4sHCO3 (100 Mm) por
10 minutos, respectivamente. Cada fragmento do gel foi digerido com 16 uL de tripsina (100
ug/ 2 mL NHsHCO3 50 mM) e incubacgéo a 37°C por aproximadamente 12 horas.

3.7.3 Identificacdo da proteina por Espectrometria de massas

A identificacdo da proteina digerida do gel tratado foi realizada por espectrometria de
massas, sendo uma banda de albumina digerida utilizada como controle do experimento. As
amostras dos géis foram ressuspendidas em 10 pL de solucdo de acido férmico 0,1% e
analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem — LC-
MS/MS, utilizando-se o equipamento LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific Inc.)
acoplado ao sistema de nano-cromatografia liquida Easy-nLCII (Thermo Fisher Scientific Inc.).
5 uL de cada amostra foram injetados automaticamente em pré-coluna Jupiter C-18 (10 pum;
100 pm x 50 mm) (Phenomenex) acoplada a uma coluna de fase reversa analitica ACQUA C-
18 (5 pm, 75 pm x 100 mm) (Phenomenex). Foi utilizado um gradiente linear de 0 a 80% de
ACN em &cido formico 0,1% por 20 minutos e um fluxo 200 nL/min. A fonte de ionizacéo foi

operada em modo positivo em 1.8 Kv.

3.7.4 Anélise dos dados

Os dados referentes as analises por espectrometria de massas, pelo aparelho LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific Inc.) no formato raw foram processados pelo software
PEAKS Studio (versdo 8.5, Bioinformatics Solutions Inc., Canada) submetidos a analise no
banco de dados humano UNIPROT. Os dados foram analisados com carbamidometilacdo da
cisteina como modificacdo fixa e oxidacdo da metionina como modificacdo varidvel. Erro de

massa 10 ppm, tolerancia do fragmento 0,6 Da, considerando -10 LgP>20 para analise.
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3.8 Ciclo celular

As células foram cultivadas na concentragdo de 5 x 10° células em placas de Petri de 35
mm, meio de cultura com 20% SFB e incubadas a 37 °C por 24 horas. O sobrenadante foi
retirado e as células tratadas com Bt, DC, HCR, Ca ll, Ca lll, e SFB 20% como grupo controle,
sendo cada tratamento realizado em triplicata. Ap6s 24 horas, as células do sobrenadante e as
aderentes foram coletadas, e lavadas em PBS duas vezes e fixadas em 1 mL de etanol gelado
70% e estocadas a -20 °C. No dia da analise, as células foram novamente centrifugadas, e o
botdo celular ressuspenso em solugdo contendo 200 pL de tampdo FACSFlow, 20 uL de
RNAse-A (10 mg/mL) e 20 pL de solucao de iodeto de propideo (20 mg/mL). A solucgéo foi
cuidadosamente agitada e deixada protegida da luz no gelo por 1 hora. As amostras foram
adquiridas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il e analisadas com o software FACSDiva
versdo 6.1.3. Por cada amostra foram adquiridos 10000 eventos e os resultados foram expressos
em porcentagem de células distribuidas nas diferentes fases do ciclo celular: GO/G1, S, G2/M

e células sub-haploides (Sub-G1).
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4 RESULTADOS

No presente trabalho nds avaliamos os efeitos pré-angiogénicos in vitro das proteinas
botropasina e 0s seus dominios tipo-disintegrina e rico em cisteinas (DC) e de peptideos
sintéticos Ca Il, Ca 11l e HCR derivados da sequéncia da botropasina. Assim, foi verificada a
atividade enzimatica da botropasina e a sincronizacdo da célula HUVEC-CS. Esta
sincronizacdo celular (estado quiescente) é o ponto de partida para a posterior avaliagdo dos
eventos centrais da angiogénese in vitro (proliferacdo, migracdo e diferenciacdo), e outros
ensaios complementares que avaliam a adesdo celular a proteinas da matriz extracelular, a
expressao de integrinas envolvidas e a via de sinalizagdo. A célula endotelial HUVEC-CS é o
eixo de todos nossos experimentos, no entanto, também foi usada a célula nao endotelial SVMC
(célula vascular da musculatura lisa) que faz parte do processo angiogénico, para dar maior

robustez a nossa avaliagdo in vitro.

4.1 Atividade enzimatica da botropasina e dominios DC

A botropasina é uma enzima com atividade proteolitica sobre o substrato fibrinogénio,
enquanto que os dominios DC sdo inativos, deste modo sua atividade funcional e integridade
foram verificadas previamente a realizacdo dos ensaios in vitro. Como mostrado na figura 6 A,
a botropasina mostrou atividade enzimatica fibrinogenolitica clivando preferencialmente a
cadeia a do fibrinogénio, sendo as cadeias e y mantidas na sua integridade (FBG + Bt). O
controle da enzima botropasina (Bt) mostrou-se como Unica banda de aproximadamente 52
kDa, enquanto que a condicdo da digestdo fibrinogénio e tampédo (FBG + Tam) mostrou as
cadeias a (64 kDa), B (55 kDa) e y (47 kDa) na sua integridade. A eletroforese dos dominios
DC, mostrou a pureza da proteina com massa molecular de 28 kDa (Fig. 6B). A avaliacdo da
atividade hidrolitica da botropasina e dominios DC sobre o substrato FRET mostrou a atividade
especifica da Bt (2135,4 UF/min/ug) frente ao substrato Abz-FRSSR-EDDnp, enquanto que o
dominio DC mostrara-se sem atividade com UF basal constante (Fig 6C). O tampao Tris-HCI

80 mM, pH 7,4 e CaCl, 1 mM ndo apresentou atividade frente aos substratos sintéticos.
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Figura 6 - Avaliacdo da atividade enzimética da Bt e DC
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(A) Atividade fibrigenolitica da botropasina sobre o substrato fibrinogénio (FBG): a condi¢do controle (FBG +
Tampao) mostra o FBG com suas respectivas cadeias a, B, y, € sua digestdo pela botropasina (FBG + Bt) e controle
da enzima (Bt); (B) Eletroforese da proteina DC da botropasina; (C) Atividade hidrolitica de 0,1 ug de Bt e DC
sobre o substrato Abz-FRSSR-EDDnp.
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4.2 Propriedades in silico dos peptideos

4.2.1 Propriedades fisicoquimicas in silico dos peptideos

As caracteristicas ou propriedades dos peptideos sintetizados Ca Il, Ca Il e HCR foram
preditas usando ferramentas bioinformaticas. As sequéncias dos peptideos foram analisadas
pelas plataformas ProtParam (ExPASy) obtendo as propriedades fisico-quimicas (Tabela 3)
como massa molecular (PM), ponto isoelétrico (PI), indice de instabilidade (I1), cargas positivas
e negativas, a média de hidropaticidade (GRAVY) e o tempo de vida média.

Tabela 3 - Propriedades preditas dos peptideos sintéticos pelo ProtParam.

Call Calll HCR
Ne de residuos 13 19 23
PM (g/mol) 1379,5413 1978 2671,9073
pl tedrico 2,9 3,83 53
T 60,20 143,93 59,50
Total de residuos com carga (Asp + Glu): 5 (Asp + Glu): 5 (Asp + Glu): 4

negativa

Total de residuos com carga
positiva

(Arg + Lys): 0

(Arg + Lys): 0

(Arg + Lys): 3

Carga total - - -1
Hidrofobicidade 25,57 -0,779 -1,88
Tempo vida média (h)

in vitro (mammaliam) 100 h 1lh 1,2h
GRAVY 0.21 -0.779 -1.878

PM: peso molecular
pl: ponto isoelétrico

Il; indice de instabilidade (<40 considerado estavel)

GRAVY: média da hidropaticidade

O pl tedrico dos peptideos, no qual eles se encontram com carga neutra, apresenta

valores entre 2,9 e 5,3, isto indica, que sob- condi¢gdes experimentais in vitro (pH 7,6) os
peptideos se encontram com carga residual negativa.

A analise do Indice de Instabilidade (IT) da sequéncia de aminoacidos pelo ProtParam,
onde peptideos com valores de II > 40 sdo considerados instadveis, mostra que os trés peptideos
sdo instaveis. Esta analise esta baseada nas propriedades dos residuos que compdem o peptideo,

podendo ser propensos a reacdes laterais e producdo de subprodutos ao longo do tempo. As
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médias do indice de hidropaticidade (GRAVY: Grand average of hydropathicity) negativos

indicam a tendéncia destes peptideos a interagir com o meio aquoso.

4.2.2 Atividade anti-angiogénica

A andlise do potencial da atividade anti-angiogénica dos peptideos pela servidor
AntiAngioPred, considerando toda a sequéncia do peptideo (Whole peptideo AAC method) e
limite de 0,5, mostrou o peptideo HCR com maior possibilidade de ser um peptideo
angiogeénico (escore negativo), enquanto os peptideos Ca Il e Ca Il apresentaram atividade
antiangiogénica (escore positivo) como indicado na tabela 4. Esta predicdo foi posteriormente
confirmada em ensaios celulares in vitro, considerando a protecdo dos residuos em todos 0s

peptideos.

Tabela 4 - Predicdo da atividade antiangiogénica dos peptideos

Peptideo Escore Predicéo Hydrophilicity carga PM

CAll 0.04 Anti-angiogenic 0.28 -4.00 1379.71
CA Il 1.32 Anti-angiogenic 0.49 -4.50 1978.31
HCR -0.01 Non-anti-angiogenic 0.61 -0.50 2672.19

ID: Ca Il 45434, Ca I11 39381, HCR 42465.
Fonte: AntiAngioPred

4.2.3 Estrutura dos peptideos

As sequéncias dos residuos no programa SPICKER (I-TASSER) gerou cinco modelos
da estrutura conformacional para cada um dos peptideos, onde a confianca de cada modelo é
medida quantitativamente pelo C-escore, sugerindo os modelos da figura 7 como 0s mais

confiaveis.


http://crdd.osdd.net/raghava/antiangiopred/submitfreqm.php?ran=26486
http://crdd.osdd.net/raghava/antiangiopred/submitfreqm.php?ran=26486
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Figura 7 - Estrutura terciaria dos peptideos.

C-escore: -0,62 -0.20 -1,96
Fonte: I-TASSER

4.2.4 Alinhamento dos peptideos no programa BLAST

As sequéncias dos peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR alinhadas no programa BLAST
apresentaram 100% de similaridade com as sequéncias de outras metaloproteinases tipo-
disintegrina da classe PIIl dos venenos de serpentes (Alternagina, jararagina, crovidisina,
atrolisina, acutolisina), e com a proteina ADAMDEC1 (A disintegrin and metalloproteinase
domain-likeprotein decysin-1), expressa em varias espécies de mamiferos.

Adicionalmente, a sequéncia de aminoacidos dos trés peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR
foram encontradas 100% alinhadas na sequéncia de duas proteinas com patente: o polipeptideo
GP-83 e a contortrostatina. A proteina GP-83 (patente 7053201) apresenta 571 residuos de
aminoacidos (Liu et al., 2006) relacionados a h-ADAM?7 (human epididymis-associated
disintegrin and metalloprotease 7 protein), onde a regido disintegrina (372...446 aa) contem
0s peptideos Ca Il (366-379 aa) e Ca Il (426-440 aa), enquanto que a regido “ACR” - ADAM
Cysteine-Rich Domain (449 - 567 aa) contem o peptideo HCR (521-545 aa). A proteina
Contortrostatina (patente 6710030), isolada do veneno da serpente Agkistrodon contortrix
contortrix, mostrou os peptideo Call e Ca Ill alinhados com 100% de cobertura, e o peptideo
HCR alinhado de maneira parcial ou total, na sequéncia 12 e 13 respectivamente da patente. A
contortrostatina apresenta afinidade pelas integrinas inibindo sua unido com outros receptores,
sendo proposta em condicdes associadas com a unido as integrinas (inibicdo da agregacao

plaquetéria, metastasis tumoral, angiogénesis, neovascularizacdo, invasividade e crescimento).
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4.2.5 Anadlise in silico do peptideo HCR

Ap0s a analise in silico das propriedades dos peptideos e experimentos in vitro que
mostraram o peptideo HCR com caracteristicas angiogenicas, o peptideo HCR foi analisado
usando os métodos bioinformaticos I-TASSER e BLAST.

O I-TASSER usa o programa de alinhamento estrutural TM- align para corresponder o
primeiro modelo estrutural (Figura 7) com proteinas de outros organismos que apresentem
estruturas semelhantes, ajudando a inferir algumas das fungfes do modelo estrutural. A tabela
5 mostra as principais proteinas que tém a similaridade estrutural mais préxima com o modelo

do HCR predito, pudendo ser uma proteina de sinal, hydrolase ou proteina da sintese de novo.

Tabela 5 — Proteinas estruturalmente semelhantes ao peptideo HCR.

NOME Classificagéo Organismo IDEN? Cov
1 Plexina A4 regido extracelular Proteina sinal Mus musculos  0.095  0.826
EcfA-A' heterodimero de unido ao Thermotoga
2 Hydrolase . 0.000 0.783
ADP maritima
) . . E. coli,
3 PBP-like proteina Proteina de novo o 0.087  0.696
T. maritima
Plexina A2/complexo Semaforina L
4 6A Proteina sinal Mus musculos  0.048  0.870

IDEN: percentagem de identidade de sequéncia na regido estruturalmente alinhada.

Cov: cobertura do alinhamento por TM-align. Cov é igual ao nimero de residuos estruturalmente alinhados
dividido pelo comprimento da proteina de consulta.

Fonte: I-TASSER

O alinhamento da sequéncia do peptideo HCR com a base de dados de proteinas
humanas no BLAST (organismo: homo sapiens taxid: 9606) mostrou similaridade com as
proteinas descritas na tabela 6. Os resultados mostram que ndo ha um bom alinhamento (alto
E-value) provavelmente por ser procedentes de genomas diferentes, no entanto com alta
porcentagem de identidade o que pode ajudar na predicdo da funcdo do HCR. Por exemplo: a
proteina Notch (9-10) sinaliza na angiogénese e apresenta identidade de 78% com o peptideo

HCR o que poderia deducir em fung¢des semelhantes.



Tabela 6 - Alinhamento do peptideo HCR com a base de dados de proteinas humanas do
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BLAST
Escore Escore
Descricio Max total cover E- value Ident
1 Dachshund homologo 1 isoforma ¢ 26.5 26.5 52% 6.6 67%
Proteina hipotetica, human
2 dachshund gene 26.5 26.5 52% 6.6 67%
Precursor do receptor alfa-like,
3 familia GDNF 26.1 26.1 60% 9.3 57%
4 Receptor CR1 24.4 24.4 69% 22 59%
Regido variavel da cadeia pesada da
5 imunoglobulina alfa 24.8 24.8 30% 24 86%
6 Proteina associada ao poro nuclear 24.8 24.8 52% 26 58%
7 CRLL proteina 24.4 24.4 69% 35 59%
8 Receptor 1 do complemento CR1 24.4 199 86% 37 59%
Cadeia A, do dimero do complexo
de transcri¢do de Notch em Hes1
9 DNA 24.0 24.0 34% 51 78%
Cadeia C de Notch ativado do
10 promotor Hes-1 24.0 24.0 34% 51 78%

Fonte: I-TASSER
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4.3 Células HUVEC-CS

4.3.1 Sincronizacao celular na fase GO/G1

Células endoteliais encontram-se normalmente em estado quiescente (ndo proliferativo)
nos vasos sanguineos de adulto, até que sinais pro-angiogénicos do microambiente estimulem
a entrada no ciclo celular. Com a finalidade de reproduzir esta condicéo fisioldgica in vitro e
obter uma populagdo celular quiescente para avaliagdo dos eventos angiogénicos, foi
padronizado a sincronizacdo das células HUVEC-CS na fase GO/G1 do ciclo celular pela
diminuicdo do SFB no meio de cultura.

Como mostrado na figura 8A, a maior porcentagem de células sincronizadas na fase
GO0/G1 do ciclo celular foi obtida ap6s 48 h de crescimento em 0,1%; 0,5% e 1% de SFB, sem
diferengas estatisticas entre as concentra¢cdes de SFB; no entanto, a concentracdo de 0,1%
apresentou a menor porcentagem de células na fase S (13,4 %) em comparacdo as outras

concentracgdes, sendo escolhida para a sincronizacgéo celular.

Figura 8 - Sincronizacdo do ciclo celular da linhagem HUVEC-CS.
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Quantificacdo das células HUVEC-CS na (A) fase GO/G1 e (B) fase S ap6s incubacdo em DMEM 0,1%,
0,5% e 1% de SFB em DMEM por periodos de 24, 36 e 48 h. (C) Histograma representativo do ciclo da
célula HUVEC-CS apés sincronizagdo celular com SFB 0,1% por 48 h. As células foram coletadas,
fixadas e marcadas com Pl para aquisicdo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo.
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4.3.2 Ciclo celular das células endoteliais sincronizadas

Apds a sincronizacéo celular com 0,1% SFB, o crescimento das células HUVEC-CS em
meio DMEM 20% SFB mostrou a distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular
GO/G1, S e G2/M segundo os seguintes histogramas representativos (Figura 9A).

A quantificacdo das fases do ciclo celular mostrou que apds 24 h de crescimento em
SFB 20% alcancam a maxima porcentagem de células na fase S do ciclo celular (Figura 9B)
com a correspondente diminuicdo na fase GO/G1 (Figura 9C). Este tempo de 24h foi utilizado

posteriormente nas analise da proliferacdo celular, completando o ciclo celular em 36h.

Figura 9 - Ciclo celular das células HUVEC-CS.
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(A) Quantificacdo do DNA obtida por citometria de fluxo de células HUVEC-CS tratadas com 20%
SFB para avaliacdo da progressdo do ciclo celular durante 12, 24, 36, 48 e 60 h. Graficos representando
a distribuicdo das células na (B) fase S e (C) fase GO/G1 do ciclo celular.
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4.3.3 Avaliacdo da apoptose e necrose

Sob-condicdo de sincronizacdo e reingresso no ciclo celular apds tratamento por 24 h,
as células HUVEC-CS tratadas com o indutor de apoptose hidroxido de terbutilo (5 puM)
mostraram 28,9% e 9,5% de células em apoptose e necrose, respectivamente, com morfologia
alterada. Os tratamentos com botropasina 200-100 nM, HCR 50 nM , SFB 20% e 0,1%
apresentaram aproximadamente 0,9% de células em apoptose ,~2% de células em necrose, e ~
97,5% de células viaveis, sem diferencas estatisticas entre os tratamentos, a pesar da alteracdo
morfologica observada no tratamento com Bt 200 nM. (Figura 10).

Figura 10 - Avaliacdo de apoptose das células HUVEC-CS.
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Células HUVEC-CS sincronizadas por 48 h apresentam efeitos minimos na apoptose e necrose. As células foram
sincronizadas com FBS 0,1%, e tratadas por mais 24 h com FBS 0,1%, FBS 20%, Bt 200, Bt 100 nM, HCR 50
nM e terbutil hidroxi como controle positivo de apoptose. (A) Graficos Dot plot de citometria de fluxo de células
duplamente marcadas com anexina V- FITC e PI, (B) morfologia celular apés 24 h de tratamento. Quantificacdo
em porcentagem de (C) células vidveis, (D) células em apoptose e (E) células em necrose. Os asteriscos
representam as diferencas significativas em comparacdo ao controle (***, p < 0,001).
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4.4 Citotoxicidade das proteinas botropasina, DC e peptideos Ca I, Ca Il e HCR nas
células HUVEC-CS e SVMC pelo método MTT

Foi avaliado a citotoxicidade das proteinas botropasina e DC, e peptideos Ca Il, Ca lll, e
HCR para determinar a faixa de concentracfes que possam estimular a proliferacao, excluindo
as concentracfes toxicas. Duas linhagens celulares foram utilizadas, a célula endotelial
HUVEC-CS, linhagem celular mais usada nos testes de angiogénese in vitro, e a célula SVMC
que faz parte das células murais que estabilizam o endotélio.

Como mostrado na figura 11A, concentracfes maiores a 200 nM de botropasina foram
toxicas para as células HUVEC-CS, enquanto que o tratamento com DC ndo mostrou toxicidade
celular em nenhuma das concentragdes avaliadas apds 24 h. Na figura 11B, a linhagem celular
SVMC mostrou-se mais sensivel & botropasina, onde concentracfes maiores 100 nM foram
citotoxicas, e o tratamento com DC tampouco mostrou citotoxicidade. Os efeitos citotdxicos
foram acompanhados pelas alteracbes na morfologia como a retracdo dos prolongamentos
citoplasmaticos, perda da aderéncia, formacao de agregados celulares observados nas células
HUVEC-CS e SVMC em concentragdes maiores a 200 e 100 nM, respectivamente (Figura 12).
Células aderentes, refringentes com figuras de mitose de forma similar ao controle com SFB
foram observadas nos tratamentos com botropasina em baixas concentracdes.

Os peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR nédo apresentaram toxicidade em nenhuma das
concentragdes avaliadas (50, 500, 1.000 e 10.000 nM) tanto na célula HUVEC-CS (Figura 11C)
como na célula SVMC (Figura 11D), sendo a viabilidade das células maior ou igual ao controle
0% SFB.

Estes dados mostram que para ensaios de angiogénese in vitro, deverdo ser avaliadas
concentra¢fes menores a 200 nM de botropasina em células HUVEC-CS, e menores a 100 nM
em células SVMC. A proteina DC e os peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR podem ser avaliados em

ampla faixa de concentracdes.
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Figura 11 - Citotoxicidade - método MTT.
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Citotoxicidade das células (A, C) HUVEC-CS e (B, D) SVMC tratadas com as proteinas botropasina e DC, e 0s
peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR, avaliada pelo método MTT. A viabilidade celular foi calculada em relacdo ao
controle sem tratamento (100% de viabilidade celular), sendo os dados expressos em porcentagem media + dp. Os
asteriscos representam as diferencas significativas em comparacao ao controle 0,1% SFB (*, p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p <0,001).
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Figura 12 - Fotomicrografia em microscopia invertida de contraste de fase, mostrando o
aspecto morfologico das células tratadas com botropasina.
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Células HUVEC-CS e SVMC tratadas com botropasina e controle com SFB durante 24 h. Observa se células
aderentes com figuras de mitose em baixas concentracdes da Bt, e retragdo citoplasmatica com perda da aderéncia
em concentracBes maiores para ambas as linhagens celulares. Aumento 200X.
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4.5 Eventos da angiogénese in vitro em resposta aos tratamentos com as proteinas
botropasina, DC, e os peptideos Ca Il, Ca lll e HCR

Na formacdo de vasos sanguineos, as células endoteliais precisam realizar 4 etapas
importantes: degradacdo da matriz adjacente, migracdo em direcdo ao estimulo angiogénico,
proliferacdo celular para construir 0s vasos sanguineos novos e reorganizacdo em estruturas
tubulares. Nestes ensaios as células endoteliais HUVEC-CS foram previamente sincronizadas
na fase GO/G1

4.5.1 Proliferacéo celular

A proliferacéo celular foi avaliada pelo teste colorimétrico BrdU que quantifica a sintese
do DNA. Como mostrado na figura 13A, o tratamento com a Bt (25 - 100 nM) e DC (25 - 500
nM) mostraram atividade mitogénica com aumento significativo da proliferacdo celular quando
comparado ao controle negativo (DMEM 0,1% SFB). Este aumento da proliferacdo celular foi
significativo se comparado aos controles positivos, DMEM 20% SFB e outros mitdgenos como
FGF 20 ng/mL e VEGF 25 ng/mL. Concentracfes na faixa de 200 e 500 nM de botropasina
resultaram em uma inibicdo dose-dependente da proliferacdo, as mesmas concentracdes que
foram estimulatorias no tratamento com os dominios DC, indicando baixa proliferacdo celular
associada ao efeito tdxico via protedlise pelo dominio catalitico.

Na figura 13B, os peptideos Ca Il e HCR aumentaram significativamente a proliferagdo
celular em comparacdo ao controle sem tratamento, entretanto o peptideo Ca Il ndo mostrou
proliferacdo significativa. Acdo em concentracGes baixas sdo caracteristicas dos fatores de
crescimento, por isso 0s peptideos serdo avaliados em baixas concentragdes nos proximos

ensaios.
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Figura 13 - Proliferacdo celular
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Gréficos representando a quantificacdo da proliferacdo celular por incorporacdo de BrdU ap6s tratamento com as
proteinas (A) Bt, dominios DC e (B) peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR. Células sincronizadas na fase G0/G1 do ciclo
celular foram tratadas com Bt, DC, Ca Il, Ca Ill e HCR nas diferentes concentracdes, apds 10 h foi adicionado o
BrdU e incubado por mais 14 h. A reac¢do foi parada, adicionado o anti-BrdU e feita a leitura em espectrofotdmetro
nos comprimentos de 370 e 492 nm. Os asteriscos representam as diferencas significativas entre os tratamentos
em relacdo ao controle negativo 0,1% SFB (*** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05).
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4.5.2 Migragao celular

4.5.2.1 Fechamento de ferida

A migracdo celular avaliada pelo Radius cell migration assay, mostrou que oS
tratamentos com Bt 100 nM, Bt 200 nM e peptideo HCR 50 nM induziram migragédo
significativa das células HUVEC-CS em 28,6 + 4,1%, 18,3 + 2,7% e 21,3 + 3,23 %
respectivamente, em comparacao ao tratamento controle negativo SFB 0,1% (1,7 + 0,8%) ap6s
24 h de tratamento (Figura 14 A, B). A migracdo em resposta ao estimulo com a Bt 100 e 200
nM foram maiores que o controle positivo SFB 20% (9,21 + 1,9%). No entanto, nos tratamentos
com Bt foi observado células com perda de aderéncia ao substrato de maneira tempo dose
dependente, consequentemente concentragdes menores ou igual a Bt 100 nM seréo avaliadas
nos proximos experimentos.

Os tratamentos com a proteina DC, e peptideos Ca Il e Ca Ill, ndo apresentaram
migracao celular significativa nas concentra¢fes de 50 nM e 1000 nM.

Esta primeira avaliacdo da migracdo mostrou que Bt 100 nM e HCR 50 nM induzem
migracdo celular significativa na célula HUVEC-CS, mas concentra¢cdes menores devem ser

avaliadas no tratamento com Bt.
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Figura 14 - Migracéo celular: Ensaio de ferida por RadiusAssay.
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(A) Fotomicrografias representativas obtidas em microscdpio invertido de contraste de fase e (B) gréfico da
quantificacdo da migracéo das células HUVEC-CS no modelo de ferida celular “Radius assay” apds 24 h de
tratamento com as proteinas Bt, DC e peptideos HCR, Ca Il e Ca lll. Aumento de 40X. Dados expressos em média
da porcentagem + DP em razdo a area circular inicial livre, n=2.



64

4.5.2.2 Fechamento de ferida em superficie revestida com colageno IV

A quantificagdo da migracdo (Figura 15 A) mostrou que os tratamentos HCR 50 nM,
DC 100 nM e Bt 25 nM, aumentaram de forma significativa a migragéo celular, cobrindo 83 +
7,68 %, 65 £ 6,9 % e 37 + 2,7 % da area inicial livre. A combinacao destes tratamentos com o
VEGF ndo produziu diferenca significativa na migracdo celular comparado ao tratamento
unico. Os tratamentos com os peptideos Ca Il e Ca Il tampouco induziram migracdo
significativa em nenhuma das concentragdes avaliadas. Os controles positivos VEGF 25 ng/mL,
FGF 20 ng/mL e SFB 20% induziram 88%, 82% e 89% de migracdo na area livre,
respectivamente, enquanto que o controle negativo 0,1% SFB induziu 7,9% de migracéao
celular. A figura 15B mostra o perfil de migracdo das células endoteliais HUVEC-CS em

superficie revestida com colageno IV em resposta aos tratamentos.

Figura 15 - Migracdo celular em superficie de colageno “ Well wound healing assay”
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Controle

SFB 20%

HCR 50 nM HCR 500 nM HCR 1000 n HCR 50 + VEGF

(A) Gréfico da quantificacdo e (B) fotomicrofotografias representativas da migragéo das células HUVEC-
CS no modelo de ferida celular “Scratch assay” em superficie revestida de colageno IV. As células foram
tratadas por 24 h com as proteinas Bt, DC e peptideos HCR, Ca Il, Ca Ill, e controles 0,1% SFB, 20%
SFB, VEGF (25 ng/mL) e FGF (10 ng/mL). Dados expressos em média da porcentagem (%) + DP em
razdo & area retangular inicial livre, n = 3. Diferengas estatisticas representadas por asteriscos *p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.
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4.5.2.3 Invasao transwell em camara de Boydem

Complementando os ensaios de migracdo 2D foi avaliado se os tratamentos podem atuar
como fatores quimiotaticos (aplicados na camara inferior) induzindo a migracao e invasao das
células HUVEC-CS que se encontram na parte superior da camara.

A figura 16 A mostra as imagens representativas das células que migraram em direcéo a
parte inferior dos insertos em resposta aos tratamentos, que agem como fatores quimiotaticos.
A quantificacdo colorimétrica da migracdo (Figura 16B) mostrou que os tratamentos Unicos
com Bt 25 nM, HCR 50 nM e Ca Il 50 nM estimularam a migracao das células HUVEC-CS. A
combinacdo dos tratamentos Bt + VEGF, HCR + VEGF ndo mostraram diferencias estatisticas
significativas em comparacdo ao tratamento Unico. A proteina DC, que mostrou efeito
migratorio significativo nos resultados anteriores, também foi considerada na combinagéo com
VEGF, mas tampouco mostrou aumento da capacidade quimiotactica em comparagdo ao
controle. O tratamento com Bt 100 nM mostrou menor numero de células invasivas, indicando
gue esta concentracdo nao age como fator atraente de células. O controle SFB 20% estimulou
de forma significativa a invasdo celular em quase 3 veze em comparacao ao controle negativo
0,1% SFB, seguido pelo VEGF (*P<0,5).

No entanto, o tratamento com a proteina Bt como fator estimulante da migracéo
(aplicado na camara superior diretamente nas células) mostrou que o tratamento com Bt € tdo
invasivo como o tratamento com SFB 20%, sendo a Bt 100 nM mais estimulador da invaséo
que BT 25 nM, enquanto que o tratamento com a proteina DC ndo estimulo a invasdo
significativa ao outro lado da cdmara quando aplicadas diretamente nas células. Os peptideos

nao foram testados neste modelo de ensaio.
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Figura 16 - Migragdo transwell em cdmara de Boydem
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(A) Fotomicrofotografias representativas obtidas em microscopio invertido e (B) grafico representando a
quantificacdo da migragdo e invasao das células HUVEC-CS no modelo de cadmara transwell ap6s tratamento por
18 h com as proteinas Bt, DC e peptideos Ca II, Ca Il e HCR. Aumento de 100 X. Diferencas estatisticas foram
obtidas pela comparagdo com o controle 0,1% SFB, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4.5.3 Secrecdo de Metaloproteinases da Matriz (MMPs) gelatinoliticas

O zimograma das MMPs gelatinoliticas mostrou que as células HUVEC-CS secretaram
tanto MMP-2 ativa (62 kDa) como MMP-9 ativa (84 kDa) em resposta aos tratamentos com as
proteinas Bt, DC, e peptideos Ca Il, Ca Ill, HCR e VEGF (Figura 17A). Estes tratamentos
induziram secrecdo minima de MMPs gelatinoliticas em comparacgdo as células tratadas com
20% SFB, como mostrado no zimograma. A quantificacdo das bandas da digestéo (Figura 17B)
mostra uma maior secrecdo de MMP-9 do que MMP-2 em todos os tratamentos. Além das
bandas de MMPs ativas, os tratamentos com Bt (25 - 100 nM) apresentaram banda
correspondente a pro-MMP-2 (72 kDa), sendo a intensidade da banda correspondente com a
maior concentracdo de Bt.

Figura 17 - Atividade gelatinolitica por Zimografia
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(A) Zimograma e (B) quantificagdo das bandas das enzimas gelatinoliticas de MMP-2 e MMP-9 em células
HUVEC-CS tratadas com as proteinas Bt, DC e peptideos DC, Ca I, Ca Ill, HCR e controles.
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4.5.4 Adesdo celular a proteinas da matriz extracelular

Durante a migracao celular as células se aderem aos componentes da matriz extracelular,
formando complexos com os componentes do citoesqueleto. O efeito do tratamento. A
capacidade aderente das células HUVEC-CS aos componentes da MEC (fibronectina — FN,
fibrinogénio — FG, coldgeno | — COL I, colageno IV — COL IV e laminina — LN) ap6s 0s
tratamentos com as proteinas Bt, DC e peptideos Ca Il, Ca Il e HCR foi avaliada utilizando
Cytoselect ECM Cell Adesion Assay Kit.

Como mostrado nas microfotografias da figura 18A, as células HUVEC-CS tratadas
com menor concentracdo da proteina Bt (25 nM) possuem maior capacidade aderente aos
substratos da MEC (FN, FG) em comparacdo ao tratamento de maior concentracdo (Bt 100
nM). Em contraste, as células tratadas com a maior concentracdo da proteina DC (100 nM)
possuem maior capacidade aderente que o tratamento com menor concentragdo de DC (25 nM).
Como mostrado na quantificacdo e analise por ANOVA de uma via (Figura 18B) o tratamento
com Bt 100 nM diminui significativamente a adesdo a COL | e LN, enquanto que a adesdo a
outros substratos é semelhante ao controle 0,1% SFB. O tratamento com a proteina DC 100 nM
aumentou significativamente a adesdo aos componentes FN, FG, COL | e COL IV em
comparagao ao controle 0,1% SFB. Este aumento na aderéncia celular mostrou um padréo de
aderéncia semelhante as células do controle positivo tratadas com 20% SFB.

Estes resultados mostram que o tratamento com maior concentracdo de botropasina,
indicando maior presenca do dominio catalitico, apresenta provavelmente efeito no
citoesqueleto da célula modificando a posterior capacidade de aderenca a 0s componentes da
MEC, no entanto a baixa concentracdo é estimuladora de adesdo as proteinas FG e FN. Por
outro lado, a presenca de s6 os dominios DC da botropasina esta associada com o aumento na
adesdo celular aos substratos FN, COL | e COL 1V, podendo ser utilizadas concentracdes
médias de 100 nM.



Figura 18 - Efeito das proteinas Bt e DC na adesdo das células HUVEC-CS as proteinas da
matriz extracelular.

A

FN

FG

CoLI

v, *
Seag .' " .

A AN
COLIV & &3 s
|~ =S ‘o
TR e N AR
antre Y.

R

oo =

LN 2 4

BSA

Fibronectina
5001

400+

3004

Ne de células
N
o
i

100

04

L LSS SO
N NS Vv Q
" S & A L O'\/
[\Y v ) IR
400- Colageno IV
E 3004 -
ég " *k
© 2004
[]
kel
o
Z 1004
0_
2 R NN
CANC AP R
,3\“ NN O’L N
QO v Ty Q OQ

(A) Fotomicrografias e (B) gréficos representando a quantificacéo das células HUVEC-CS aderidas aos substratos
fibronectina (FN), fibrinogénio (FG), colédgeno | (COL 1), colageno IV (COL 1V), laminina (LN) e BSA apds

Ne° de células

5001

tratamento com as proteinas Bt e DC. n = 2.

Ne de células

v
0 .

Fibrinogénio

100~ Laminina
801
60+
401
201
*kk Sk
o_
L LSS
9 9 0 O Hm O
N 00\0 NS 0'1/ N
Y Py S &

e
XN

4001

3004

Ne de células

Ne° de células

Colageno |




71

O tratamento das células HUVEC-CS com os peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR nas
concentragdes de 50 e 500 nM, e posterior adesdo das células a proteinas da MEC apresentaram
o perfil mostrado na figura 19A. A quantificacdo (Figura 19B) e andlise estatistica por ANOVA
de uma via e pds-teste de Dunnett, mostrou que os tratamentos com os peptideos Ca Il e Ca 1ll
(50 nM) aumentaram a adesdo ao fibrinogénio e ao colageno IV comparado ao controle
negativo 0,1% SFB, enquanto que s6 o Ca Il aumentou a adesdo celular ao coladgeno I. O
tratamento com o peptideo HCR mostrou perfil de adesdo semelhante ao controle negativo,
ainda com diminuicdo significativa na aderéncia ao substrato laminina. As células tratadas com
20% SFB mostraram aumento significativo na aderéncia a todos os substratos da MEC.

Embora o peptideo HCR mostrasse os melhores resultados na migracdo celular, no
ensaio de aderéncia celular ndo mostrou diferencas significativas com o controle de diluicédo
SFB (0,1% SFB), enguanto que o tratamento com os peptideos Ca IlI, Ca Il aumentou a

aderéncia a certos substratos.
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Figura 19 - Efeito dos peptideos na adesdo das células HUVEC-CS as proteinas da matriz

extra celular.
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455 Formacdo de tubulos em Matrigel

A capacidade das células HUVEC-CS de formar tdbulos in vitro em resposta aos
tratamentos foi avaliada pelo ensaio em Matrigel. Apos 8 h de incubacao, as células HUVEC-
CS formaram estruturas capilares tipo tabulos com junc¢@es nos tratamentos com Bt, DC e o
peptideo HCR, assim como no controle positivo SFB 20% (Figura 20A). A quantificacdo dos
nodos dos tubulos mostra que o tratamento com Bt apresenta maior capacidade tubulogénica
em menores concentracdes (25 nM), enguanto que o tratamento com DC é tubulogénico em
uma ampla faixa de concentragédo, 50, 100 e 500 nM (*** p<0,001). No tratamento com 0s
peptideos em baixa concentragdo, o peptideo HCR 50 nM ¢ significativamente tubulogénico,
enguanto que os peptideos Ca Il e Ca Il ndo mostraram estimulacdo na formacédo de tubulos,

semelhante ao controle negativo 0,1% SFB (Figura 20B).



Figura 20 - Efeito do tratamento na formacéo de tabulos em cultura 3D Matrigel.
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(A) Fotomicrografia em microscopia invertida de contraste de fase das células HUVEC-CS em Matrigel e (B)
grafico representando a quantificagcdo do nimero de nodos dos tibulos formados em resposta aos tratamentos com
as proteinas Bt, DC e peptideos Ca Il, Ca Ill e HCR. Aumento de 100 X. Diferengas estatisticas foram expressas

em comparagdo ao controle ***p<0,001, **p<0,01.
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O tratamento das células em placas de cultura (2D) realizadas nos diferentes
experimentos como toxicidade e proliferacdo celular tem mostrado a capacidade tubulogénica
da botropasina nas células HUVEC-CS (Figura 21A) e nas células SVMC (Figura 21B). A

formacéo destes tubulos é dependente do numero de células e da concentracao da botropasina.

Figura 21 - Fotomicrografia em microscopia invertida de contraste de fase da célula
HUVEC-CS em cultura 2D tratada com botropasina.
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Fotomicrografias em microscopia invertida de contraste de fase da linhagem celular (A) HUVEC-CS e (B) SVMC
tratadas com botropasina. Objetiva 40X.
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4.6 Vias de sinalizacao

Apbs resultados dos ensaios funcionais de proliferacdo, migracdo e tubulogénese, 0s
tratamentos com as proteinas Bt (25 nM), DC (100 nM) e o peptideo HCR (50 nM) foram
escolhidos para caracterizar molecularmente as vias de sinalizagdo celular envolvidas na
resposta pro-angiogénica. O efeito do tratamento na expressdo de proteinas foi analisado por

western blot.

4.6.1 Viadas MAPKinasas

As proteinas das MAP kinases (Erk 1/2, Fak. Akt) assim como resposta a estresse e
inflamacéo (p-38) foram analisadas por western blott.

A figura 22A e 22C mostra que células HUVEC-CS quiescentes (t=0) que foram
estimuladas com Bt 25 nM e DC 100 nM aumentaram significativamente os niveis de expressdo
da proteina ERK fosforilada (P-Erk). A quantificacdo dos niveis de expressdo (Figura 22B,
22D) darelagéo P-Erk / Erk total mostrou que os tratamentos Bt e Dc aumentaram em ~4 e ~7
vezes, respectivamente, 0s niveis basais de expressao apds 5-10 minutos de tratamento.

Niveis menores na expressdo de P-FAK/Fak (3 vezes) e P-Akt/Akt (2 vezes) foram
observados em ambos os tratamentos com Bt e DC, sendo esta expressdo mais prolongada em
DC. O tratamento com Bt aumentou significativamente os niveis de expressdo da proteina
indicadora de estresse celular P-p38 (até 3 vezes) de maneira tempo dependente, enquanto que
DC ndo mostrou aumento significativo em comparagéo ao controle.

Estes resultados sugerem que a Bt e DC agem como fatores mitogénicos, promovendo
a proliferacdo da célula HUVEC-CS via a sinalizacdo de Erk, no entanto a Bt induz estresse

celular.
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Figura 22 - Expressdo das proteinas Erk 1/2, Akt, Fak e P38 total e fosforilada em células
HUVEC-CS tratadas com as proteinas Bt e DC.
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Anélise por western blot dos niveis de expressdo de Erk 1/2, Akt, Fak p38 e suas correspondentes proteinas
fosforiladas, em resposta aos tratamentos com as proteinas (A) Bt 25 nM e (C) DC 100 nM. A expressao de actina

foi utilizada como

controle.

(B e D) Gréficos representativos da quantificacdo da relacdo: proteina

fosforilada/proteina total dos tratamentos por 5, 10, 30, 120 minutos e 24h, e normaliza¢do em relacéo ao controle
ndo tratado (t=0). Dados apresentados sdo expressos como média + DP (n = 3). Diferengas estatisticas * p < 0,05,
** p <0,01 obtidas em comparacéo ao controle ndo tratado.
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O tratamento com o peptideo HCR ndo mostrou significante fosforilacdo das proteinas
MAP Kinases, aumentando em 2 vezes a fosforilacdo de Erk, enquanto que as outras proteinas
Fak, Akt, p38 se mantiveram com minimas variac6es (Figura 23A e 23B).

Fenotipicamente os tratamentos com as proteinas Bt, DC e o peptideo HCR promovem
0S mesmos eventos centrais da angiogénese (proliferacdo, migracdo, secrecdo de MMPs e
adesdo), no entanto a comparagdo dos resultados de sinalizacdo celular sugere que
molecularmente o peptideo HCR age de forma diferente das proteinas. A estrutura linear do
peptideo e a ligacdo HCR-FIT-C mostra que o peptideo ingressa no citoplasma, onde

provavelmente sinaliza com as proteinas, enquanto que a Bt e DC sinalizam na superficie da
celula pelas integrinas.

Figura 23 - Expressdo das proteinas Erk 1/2, Akt, Fak e P38 total e fosforilada em células
HUVEC-CS tratadas com o peptideo HCR.
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(A) Analise por western blot e (B) grafico normalizado representativo da quantificagdo dos niveis de expressdo
fosforilada/proteina total das proteinas Erk 1/2, Akt, Fak, p38 em resposta aos tratamentos com o peptideo HCR
50 nM por 5, 10, 30, 120 minutos. Dados apresentados sdo expressos como média + DP (n = 3). Diferencas
estatisticas * p < 0,05, ** p <0,01 obtidas em comparacéo ao controle ndo tratado.



79

4.6.2 Efeito da inibicdo do MEK/ERK U0126

Para verificar se a via de sinalizacdo de ERK é a responsavel pela proliferacdo e
migracao celular, as células HUVEC-CS foram pré-tratadas com o inibidor de MEK U0126
seguido dos tratamentos com Bt, DC e HCR, e comparadas com o tratamento sem inibidor. A
quantificacdo dos niveis de expressdo das proteinas P-Erk 1/2/ Erk 1/2 total, mostra que 0
tratamento com Bt diminuiu a expressdo das proteinas fosforiladas Erk 1/2, enquanto que 0s

tratamentos DC e HCR ndo mostraram diferencas entre os tratamentos com ou sem inibidor de

Erk (Figura 24).

Figura 24 - Efeito do inibidor MEK/ERK U0126 nas células HUVEC-CS tratadas com as
proteinas Bt, DC e o peptideo HCR.
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(A) Western blot e (B) grafico representativo da relacdo proteina fosforilada/proteina total quantificacdo da
expressao de P-ERK e Erk nas células HUVEC-CS pré-tratadas com ou sem inibidor U0126 e Bt, DC e HCR por
10 e 30 m. Os dados foram expressos como média + DP de dois experimentos independentes.
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No entanto, o pré-tratamento das celulas com o inibidor U0126 mostrou a inibi¢éo da
proliferacéo (Figura 25A) e migracdo celular (Figura 25B) em resposta aos tratamentos Bt, DC,
HCR e controle VEGF. No tratamento com SFB 20%, o inibidor U0126 conseguiu inibir a
proliferacdo celular mas ndo a migracao celular, observando-se células migrando em menor

quantidade que sem inibidor.

Figura 25 - Efeito do inibidor MEK/ERK U0126 na proliferacéo e migracad.
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(A) Grafico normalizado representativo da quantificagdo da proliferacéo celular por BrdU e (B) fotomicrografia
em microscopia invertida de contraste de fase da migracéo das células HUVEC-CS com ou sem inibidor de Erk
U0126. Células HUVECS sincronizadas no ciclo celular foram tratadas com Bt 50 nM, DC 100 nM, HCR 50 nM,
VEGF 25 ng/mL, SFB 20% e SFB 0,1 com ou sem inibidor MEK/ERK U0126, apds 10 h foi adicionado o BrdU
e incubado por mais 14 h, enquanto que a migracao foi avaliada ap6s 24 h. Os asteriscos representam as diferencas
significativas entre os tratamentos em relacdo ao controle negativo 0,1% SFB (*** p < 0,001, ** p < 0,01, *p <
0,05). Aumento 40X.
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4.6.3 Expressdo de DLL4 da via de sinalizagéo de Noth

Na angiogénese as celulas endoteliais da ponta expressam o ligante DLL4 para inibir a
proliferacdo das células vizinhas, ativando a via de sinalizacdo de Notch.
As células HUVEC-CS tratadas com as proteinas Bt 25 nM, DC 100 nM e o peptideo HCR 50
nM expressaram o ligante DLL4 (64 kDa), no entanto, os tratamentos com Bt e HCR também
expressaram os dimeros do DLL4 (128 KDa) tal como mostrado na figura 26A. A quantificacdo
do DLL4 mostra que o tratamento com Bt e HCR aumentam a expressao e formacao de dimeros
do ligante DLL4 comparado ao tratamento DC (Figura 26B).

Figura 26 - Expressdo de DLL4 em células HUVEC-CS tratadas com as proteinas Bt, DC e 0
peptideo HCR
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(A)Analise por western blot da expressao de proteina DLL4 (64 kDa) apds tratamentos por 5, 10, 30 minutos,

2 e 24 horas. (B) Gréfico normalizado representativo da quantificagdo dos niveis de expressdo da proteina
DLLA4.
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4.6.4 Expresséo do receptor 2 VEGF

A quantificacdo da expressdo do VEGF-R2 nas células HUVEC-CS mostra um aumento
significativo apds 5 minutos de tratamento com Bt 25 nM e diminuindo aos niveis basais nos
tempos posteriores, enquanto que o tratamento com DC 100 nM aumenta significativamente
em comparacao ao controle t=0 (Figura 27). Provavelmente as proteinas Bt e DC apresentam
afinidade pelo anticorpo aumentando a especificidade do anticorpo, resultando em uma maior

intensidade, mas ndo exercem um efeito sinalizador sustentavel.

Figura 27 - Expressdo do VEGF-R2 em células tratadas com Bt e DC.
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(A) Analise por western blotting e (B) gréafico representativo da quantificagdo dos niveis de expressdo de VEGF-
R2 e ap6s tratamento por 5, 10, 30 minutos, 2 e 24 horas com Bt 25 nM e DC 100 nM.
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4.7 [Expressao de integrinas

Os tratamentos com as proteinas Bt, DC e o peptideo HCR induziram significativamente
a expressdo da integrina asP1 (Figura 28 A, C), sendo mais expressa pelo tratamento Bt 100
nM. Na figura 29 observase a expressao da integrina asp1 (vermelho) nas células aderentes
HUVEC-CS (DC e HCR, Bt 25 nM) como nas células em retracdo do citoplasma ( Bt 100 nM).
A quantificagdo da integrina a2f1 (Figura 28 B, D) ndo mostrou diferencas entre os tratamentos
e o controle 0,1% SFB, mas na imunofluorescencia é obervado uma forte expresdo em todos

os tratamentos (Figura 30).

Figura 28 - Expressdo das integrinas asP1 € o231 por citometria de fluxo.
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(A, B) Histogramas representativos e (C, D) grafico representativo da quantificagdo da intensidade media de
fluorescéncia das integrinas alfabbetal e alfa2betal expressas em células HUVEC-CS tratadas com Bt 25 nM, Bt
100 nM, DC 100 nM e HCR 50 nM, e controle 0,1% SFB durante 24 h.
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Figura 29 - Fotomicrografias em microscopia com focal de varredura de células HUVEC-CS
mostrando a morfologia e o padrdo de distribuicdo da integrina asp:.
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Fotomicrografia em microscopia com focal de varredura da célula HUVEC-CS tratada com Bt 100 nM. Bt 25 nM,
DC 100 nM e HCR 50 nM. Foram marcados a expressao da integrina asPB; em vermelho, citoesqueleto de actina
em verde e nucleo em azul. Observase aumento de podosomos nos tratamentos com Bt (seta amarela), e abundantes

fibras de estress nos tratamentos com Bt e DC.
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Figura 30 - Fotomicrografia em microscopia com focal de varredura a laser de células
HUVEC-CS mostrando o padrao de distribuicao da integrina o2ps.
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Fotomicrografia em microscopia com focal de varredura da célula HUVEC-CS tratada com Bt 25 nM, DC 100
nM e HCR 50 nM. Foram marcados a expressdo da integrina o1 em vermelho, citoesqueleto de actina em verde
e nucleo em azul. Observase aumento a abundante expressdo da integrina em todos os tratamentos.
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4.8 Andlise do ciclo celular

O ciclo celular mostrou aumento da fase S no tratamento com Bt 25 nM e no controle
20% SFB, em comparacao ao controle 0,1% SFB (Figura 31A, 31B). As células tratadas com
Bt 100 nM sairam da quiescéncia em G0/G1, mas ndo aumentaram as outras fases do ciclo
celular, e sim teve um aumento significativo das células poliploides, ao igual que o controle
20% SFB. A analise do ciclo celular das células HUVEC-CS em passagem sucessiva em SFB
20% apresentou alta porcentagem de células poliploides. Os tratamentos com DC e HCR néo
induziram a saida no ciclo celular, sem diferencas estatisticas na progressdo do ciclo em

comparagao ao controle negativo sem estimulo 0,1% SFB.

Figura 31 - Ciclo celular das células HUVEC-CS tratadas com Bt, DC e HCR
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4.9 Expressao de proteinas secretadas em resposta aos tratamentos com as proteinas Bt e
DC e identificadas por espectrometria de massas

O perfil da expressdo de proteina no sobrenadante celular dos tratamentos com as
proteinas Bt e DC (experimento de sinalizacdo celular) foram separados por SDS-PAGE,
corados com prata, observando-se a aparicdo de bandas tempo dependentes (figura 32) que
foram identificadas por espectrometria de massas.

A anélise dos dados identificou secrecdo da vimentina (53652 Da) no tratamento com
Bt, e a secrecdo da proteina Kalistatina (48542 Da) no tratamento com DC. A banda da
albumina serica bovina (69294 Da) foi identificada no controle do experimento (Tabela 7).
Outras proteinas também foram expressas com fraca intensidade pelo que ndo foram para

analise por espectrometria de massas.

Figura 32 - Proteinas do sobrenadante celular dos tratamentos Bt e DC separadas por SDS-
PAGE e identificadas por espectrometria de massas.

bovina

As proteinas do sobrenadante das células HUVEC-CS tratadas por 5, 10, 30 minutos, 2 e 24 horas foram separadas
por SDS-PAGE 8%. As proteinas mais expressas no tempo 24 h foram analisadas por Espectrometria de massas.
O controle do experimento foi a banda correspondente a albumina serica bovina (verde) e as bandas expressas
apos 24 h nos tratamentos com Bt (vermelho) e DC (amarelo).

Tabela 7 - Proteinas no sobrenadante dos tratamentos Bt e DC identificadas por

espectrometria de massas.

Controle  Serum albumin O5=Bos taurus 69294  306.35 80
Bt Vimentin OS=Homo sapiens 53652  52.54
DC Kallistatin 05=Homo sapiens 48542  26.07 2




88

4.10 Peptideo HCR-FITC ingressa na célula HUVEC-CS

O peptideo HCR apresentou os melhores resultados em proliferacdo, migracédo e
formagdo de tdbulos, no entanto os resultados de via de sinalizagdo ndo concluiram se o
peptideo HCR esta associado a fosforilagdo das MAPK. A sintese de um peptideo homologo
ligado a um marcador fluorescente HCR-FITC permitiu observar que o peptideo conjugado
ingressa na célula, distribuindo-se em todo o citoplasma (Figura 32A) assim como também no
nacleo da célula segundo a andlise orto pela microscopia com focal (Figura 32B e 32 C). O
tratamento de celulas em suspensdo com o peptideo HCR-FITC também mostrou a

internalizacdo do peptideo no citoplasma celular.

Figura 33 - Células HUVEC-CS tratadas com o peptideo HCR-FITC.

Fotomicrografia em microscopia com focal de varredura a laser da célula HUVEC-CS tratada com o peptideo
HCR-FITC 100 nM (verde) por 2 horas, evidenciando o ingresso do peptideo no citoplasma e no nicleo (azul) da
célula. Projecdo de todos os canais na célula aderente (A) e na célula em suspensdo (D). Proje¢do em ortogonal
das células aderentes mostrando o peptideo no citoplasma e no nucleo celular.
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Finalmente podemos resumir os resultados na seguinte tabela, onde os diferentes tratamentos
de um ensaio (proliferacdo, migragédo) recebem um score de 1 a 3 dependendo da intensidade
da resposta (baixo=1, médio = 2, intenso=3) ou sem efeito = 0. A soma da pontuacdo de cada
tratamento, nos indicara o tratamento e a concentracfes que apresentaram 0s maiores efeitos

angiogeénicos

Tabela 8 - Resumo dos resultados in vitro

TRATAMENTO
m S = =
5§ 2 Z 5 5 58
S ) o) — = =
S £ ¢ Z o & 3 5=
o« [aa] &) T O O<c
Citotoxicidade MTT 0 0 0 0 0 0 0 0
Proliferacdo BrdU 0 3 2 1 2 2 1 1
Migracao 2D 0 2 3 1 3 0 0
2D- Col IV 0 3 1 0 2 3 0 0
3D 0 3 2 0 1 2 1
Zimografia MMP-2 0 3 1 1 1 2 1 1
MMP-9 1 3 1 1 1 1 0 0
pro-mmp2 0 0 1 2 0 0 0 0
Adesao Col | 1 3 0 0 2 1 1 2
Col IV 1 3 1 1 2 1 1 1
FN 2 3 3 1 2 2 2 2
FG 1 3 2 1 2 1 2 2
LMN 1 1 0 0 0 0 0 0
Tubulogénesis 0 3 3 1 3 3 0 0
Sinalizagéo p-Erk 4 1 3
P-Akt 1 1 1
P-Fak 1 1 1
p-p38 2 0 0
DLL4 3 1 2
VEGF-R2 1 1
Integrinas 0Py 1 2 2 3 3 3
02P1 1 1 1 1 1 1
Podosomos 1 2 3 5 2 2
Ciclo celular  (progresséo) 1 3 2 2 2 2
1 3 2 3 2 2
Inflamacéo 1 1
Escore total 12 44 40 26 35 38 9 9
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5 DISCUSSAO

A botropasina pertence a classe PIIl das SVMPs, caracterizada por serem proteinas
hemorragicas com processamento proteolitico e inflamacdo dose dependentes (FOX;
SERRANO, 2005). No contexto de inflamacdo com fator desencadeante da angiogénese,
pareceu-nos pertinente estudar se a botropasina e seus dominios DC poderiam modular
diretamente cada uma das transicdes fenotipicas do processo angiogénicos i.e., proliferacéo,
migracao, adesdo e tubulogénese.

Apos verificar que a botropasina e os dominios DC induzem os eventos angiogénicos in
vitro, foi realizado uma andlise in silico das propriedades fisicoquimicas das sequencias de
regides conservadas dos dominios DC (peptideos Ca Il, Ca Il e HCR). A anélise do Indice de
Instabilidade (II) da sequencia de aminoacidos pelo ProtParam, onde peptideos com valores de
IT > 40 sdo considerados instaveis, mostra que os trés peptideos sao instaveis. Esta analise esta
baseada nas propriedades dos residuos que compdem o peptideo, podendo ser propensos a
reagOes laterais e produgdo de subprodutos ao longo do tempo. Ante esta situacdo foi optado
pela sintese dos peptideos com os grupos tiois reduzidos e adicdo de um grupo —OH no final da
sequéncia primaria do peptideo, estando a por¢cdo C-terminal na forma de &cido livre, podendo
ser escrita também na forma de -COOH, e consequente aumento na estabilidade dos peptideos.
Os produtos foram peptideos lineares nomeados CA 1l, CA 1ll e HCR, com estabilidade maior
as preditas in silico, e provavelmente com arranjo diferente as sequéncias dos residuos na
proteina nativa o que pode influenciar nas propriedades de interacdes. No entanto, em condi¢bes
experimentais, nas quais ndo ha a adicao de agentes redutores que evitem a oxidacao das pontes,
pode haver alguma formacdo de pontes. Vale ressaltar que na botropasina as cisteinas do
dominio D se encontram formando pontes dissulfeto, e podem interagir entre si ou fazer
ligacGes com outros metais como zinco ou niquel (MUNIZ et al., 2008).

Os critérios para selecdo da sequéncia dos peptideos nos dominios DC € a presencia de
residuos conservados nos sitios de ligacdo ao Ca e dos motivos ECD, contribuindo para a
informacdo sobre os mecanismos moleculares e propriedades adesivas dos dominios DC
(RAMOS, SELISTRE DE ARAUJO., 2005; MENEZES et al., 2008). O motivo ECD no
dominio tipo-disintegrina (D) assim como peptideos sintéticos contendo a sequéncia ECD
exercem influéncia sobre a acdo das integrinas, agindo como ligante na interacdo das SVMPs e
ADAMs com as integrinas (KAMIGUTI et al., 1997; (MOURA-DA-SILVA et al., 1999),
MARIANO DE OLIVEIRA 2003, por esse motivo os dois peptideos CAIll e CAIll foram

sintetizados contendo a sequéncia ECD.
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No desenvolvimento dos ensaios da angiogénese foi utilizada a sub-linhagem HUVEC-
CS, derivada da célula endotelial humana (HUVEC-C), caracterizada por ser funcionalmente
similar com a HUVEC primaria (GIFFORD et al., 2004). Com a finalidade de mimetizar o
microambiente vascular quiescente observado nas células endoteliais in vivo, foi padronizada
a inducdo da quiescéncia celular da linhagem HUVEC-CS. A sincronizagdo celular na fase
GO0/G1 foi padronizada ap6s 48 h em 0,1% SFB, considerando que ela também sincroniza na
auséncia completa de SFB por 48 h. Outros estudos com esta sub-linhagem tem sincronizado
com 0% SFB por 24 h (FENG; ZHANG; XING, 2012). Em nossas condi¢des de sincronizacdo
e tratamento com 0,1% SFB por 24 h, a marcagdo com anexina-V/P1l mostrou viabilidade celular
maior a 98%. No entanto, em condic¢Ges de crescimento exponencial as células HUVEC-CS
mostraram poliploidia em 20% da populacéo, indicando uma instabilidade genémica. Estudos
com a ceélula endotelial humana ECV 304 sob-passagens sucessivas, adquirem um fenétipo
transformado, podendo ser usadas em estudos de fatores fisiologicamente ativos para usos
médicos (TAKAHASHI et al., 1990).

Outro fator importante a considerar foi a atividade enzimatica da botropasina, ja que
concentragdes iguais da proteina podem apresentar diferentes atividades enzimaticas
dependendo das condi¢Oes de armazenamento e manipulacdo. A observagédo da diminuicéo dos
efeitos da botropasina na morfologia celular podem ser indicadores de perda da atividade
enzimatica. A botropasina e outras proteinas representantes da classe PIIl como a jararagina e
HF3 presentes no veneno de Botrops jararaca, sofrem processamento proteolitico, que separa
os dominios tipo-disintegrina e rico em cisteina (DC) do dominio metaloproteinase (M),
dependendo da temperatura na qual sdo armazenadas. Neste trabalho a botropasina e seus
dominios DC foram purificados, e sua atividade enzimatica avaliada pela digestdo do
fibrinogénio (qualitativa) e com substratos fluorescentes (quantitativa) mostrando alta
atividade, sendo aliquotados em pequenas quantidades (20 uL) e armazenados a -20 C até o
uso.

O processo angiogénicos esta dividido em trés grandes passos: iniciacdo da resposta
angiogeénica, migracdo da celula endotelial, proliferacdo e formacdo de tubulos, e maturacdo da
microvasculatura. Por ser uma metaloproteinase hemorrdgica foi importante a avaliacdo da
toxicidade celular, ja que diferentes grupos de pesquisa tém usado concentragdes maiores para
0 estudo do mecanismo hemorragico ou com a finalidade de induzir morte de células tumorais.
Nossa avaliagdo in vitro mostrou o uso da botropasina em concentragdes ndo toxicas (menores
a 100 nM = 5 pg/mL), os dominios DC em ampla faixa de concentragdo, e 0s peptideo

preferentemente em baixas concentracéo (menor de 500 nM). As diferencas no perfil migratorio
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da proteina DC no ensaio de migracdo celular 2D - Radius assay e em superficie revestida de
colageno 1V, provavelmente estdo associadas a afinidade dos dominios DC pelo colageno IV
em comparacdo ao material sintético que € o hidrogel, mostrando que substratos diferentes
fazem diferenca na capacidade migratoria da célula. O tratamento com Bt 100 nM migrou de
maneira significativa em comparagdo a concentragdo 25 nM no ensaio de radius assay, no
entanto o efeito do dominio catalitico vai promover a perda das adesGes focais induzindo a
perda da aderenca celular. A resisténcia a esta perda de aderenca vai modificar o citoesqueleto
de actina induzindo a formacéo de fibras de estresse, como observado na imunofluorescencia
(Bt 100 nM). Estudos realizados com a jararagina em altas concentragdes de 40 pg/mL (800
nM) induzem a perda da aderéncia a superficie celular em células endoteliais murinas tEnd
(TANJONI et al., 2005) e células endoteliais humanas HUVEC (BALDO et al., 2008). A
estimulacdo da migracdo esta correlacionada com a fosforilacdo das quinasses de adesao focal,
associado com a sinalizagdo das integrinas, eventos acompanhados do rearranjo do
citoesqueleto de actina, com aumento da polimerizacdo de actina e formacdo de processos
celulares associados a mobilidade (COSTA et al., 2008).

Nos resultados de migracédo celular, onde o tratamento com a proteina Bt e o peptideo
HCR estimulam a migracao no teste de radius assay, enquanto que a proteina DC e o peptideo
HCR estimulam a migragdo em superficie de colédgeno IV, indicando como o tratamento
modifica o citoesqueleto e sua interagdo com o substrato. A migracdo em camara transwell
mostrou que a Bt, HCR e Ca Il atuam como agentes quimiotaticos estimulando a capacidade
migratoria e invasiva das células, no entanto a capacidade de migracéo e invasdo da Bt é notavel
quando adicionada diretamente nas células, modificando o citoesqueleto de maneira dose
dependente e induzindo a migragéo celular, enquanto que o tratamento com DC tem preferencia
pelo substrato de colageno IV. Em conclusdo, os tratamentos com as proteinas Bt, DC e o
peptideo HCR estimulam a migracdo quando aplicados diretamente na célula com dependéncia
do substrato, e apresentam pouca atividade quimiotatica. Estudos realizados com SVMPs PIII
e com os dominios DC tem mostrado atividade quimiotatica com aumento no rolamento de
leucdcitos como resultado dos efeitos inflamatérios (MOURA-DA-SILVA; BALDO, 2012). O
tratamento com a proteina Bt 50-100 nM é um fator estimulante da migracdo (aplicado na
camara superior diretamente nas células) por agir diretamente no citoesqueleto da célula
modificando sua morfologia como mostrado na IFI — sendo a Bt 100 nM mais estimulador da
invasdo que BT 25 nM, sugerindo que a capacidade invasiva estd associada a interacdo da Bt
com as células, apresentando cluster de adesdo (podosomos). A formacdo de cluster de

podosomos é um processo fundamental nas células endoteliais durante a angiogénese, pela
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degradacédo da matriz extracelular, sendo estruturas chaves na migracao celular (SEANO, G. et
al., 2014).

As integrinas modulam a migragéo durante a angiogénese, estabelecendo a aderenca da
CE com a MEC via reconhecimento da regido RGD presente em proteinas da MEC, estando
envolvidas na sinalizacdo celular e na formacao de podosomos (SEANO, G. et al., 2014). Neste
trabalho foi observado que os tratamentos com as proteinas BT e DC aumentaram em maior
proporgao a expressao da integrina osf1, que € o ligante a fibronectina, o que é corroborado com
o significante numero de células aderidas ao substrato fibronectina nos ensaios de adesdo
celular. Da mesma forma, os tratamentos BT e DC mostraram aumento de células que se aderem
ao fibrinogénio, onde a integrina osP1, conhecida como receptor de fibrinogénio, tem
importancia no desenvolvimento da angiogénese em tumores solidos (SCHAFNER et at.,
2013), sendo alvo de estudo na terapéutica do tumor. A fibronectina é o maior componente da
MEC, sendo importante nos processos de adesdo, migracdo e diferenciacdo celular nos
processos de cicatrizacdo de feridas e desenvolvimento embrionario (PANKOV, R.;
YAMADA, K.M.; 2002).

Por outro lado, o tratamento com Bt, DC e HCR modulam estas caracteristicas
angiogénicas via a sinalizagdo da integrina o2p1, amplamente expressa nas CE, mas sem

diferengas entre os tratamentos de CE crescidas em superficie revestida com colageno IV.

Se sabe que a isoforma da botropasina, jararagina, se une a integrina azf1 das plaquetas,
Neste ensaio onde os tratamentos sao incubados com as células, e seguidamente séo lavadas em
PBS para tirar o tratamento, e ver o efeito do tratamento na expressdo de integrinas e afinidade
pelos diferentes substratos da MEC, n6s podemos afirmar que a proteina DC além de unirse as
integrinas ooP1, também aumentam a expressao desta integrina, observado no aumento na
adesdo ao colageno IV, componente encontrado principalmente na membrana basal. Em
contraste, o tratamento com BT induziu provavelmente a perda da expressédo de algumas
integrinas envolvidas na ligagdo aos substratos COL | e laminina, componentes do tecido
conjuntivo e membrana basal, respectivamente, o que explicaria sua alta capacidade migratoria
e provavelmente com um fend6tipo de célula de TEM ou transformada. Em contraste, o peptideo
HCR nao apresentou afinidade por nenhuma das proteinas da MEC em comparagao ao controle
sem tratamento. Fibroblastos e CE tratadas com jararagina (disintegrina ECD) também aderem
ao colageno via integrina a2p1 (ZIGRINO et al., 2002; MOURA DA SILVA et al., 2001). O
fato que a integrina azP1 une-se ao colageno, esta implicado com a reorganizagédo e contragéo,

das matrizes de colageno o que é importante nas feridas e angiogénese. No entanto, outras
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integrinas como avf33 e avPs devem ser avaliadas por serem as mais expressas na formacéo de
vasos sanguineos (SERINI, VALDEMBRI, BUSSOLINO; 2006).

A proliferacdo e migracdo promovidas pelos fatores suas modificacGes nos sinais de
transducdo alteram as fungdes celulares, entre elas a secrecdo de proteinas. A ativacdo das
células endoteliais é o primer processo importante na angiogénese, e envolve as CE secretando
proteases MMPs que degradam as diferentes proteinas da MEC, expondo sitios cripticos de
unido a integrinas, gerando uma MEC pré migratéria (SNOEK-VAN BEURDEN E VON DEN
HOFF, 2005). Os tratamentos com Bt, DC e HCR mostraram migracéo celular significante na
superficie revestida com colageno 1V, em correlacdo, os sobrenadantes destes tratamentos
induziram a secrecdo de MMP-9 e MMP-2 em propor¢des comparaveis ao tratamento com
VEGF. Estas gelatinases, MMP-2 e MMP-9, degradam o colageno nativo tipo IV, principal
constituinte das membranas basais, e estdo envolvidas na migracdo e invasdo de células
vasculares (GENERSCH et al., 2000; KRALING et al., 1999). Além, o tratamento com
botropasina induz a clivagem de pro-MMP2, de maneira dose dependente, processo semelhante
ao descrito por outras SVMPs na clivagem do pro-TNF (MOURA-DA-SILVA et al., 1996). A
ativacdo das CE e aumento no perfil de expressao de MMP-10 em doses sub toxicas de
jararagina foram observadas (LOPES et al., 2012b; SCHATTNER et al., 2005).

Células endoteliais em cultura em matrigel formam estruturas tipo tubulares com
compartimentos luminais rudimentares, em presencia de fatores angiogénicos (FOLKMAN,
HAUDENSCHILD; 1980). Embora tiver observado formacdes tipo capilares em cultura de
células HUVEC-CS e SVMC tratadas com botropasina, nossos resultados de cultura em
matrigel mostram que as proteinas Bt nas concentracGes de 25-50 nM, a proteina DC 100 nM,
e 0 peptideo HCR 50 nM sdo tubulogénicos, confirmando o potencial angiogénico dos
tratamentos, e que a presenca do dominio catalitico ndo impede a formacéo de tubulogénese.

Os experimentos dos eventos da angiogénese in vitro mostraram dos peptideos Ca I,
Ca Il e HCR mostraram correlacdo com a predicdo de peptideos antiangiogénicos
AntiAngioPred, onde o peptideo HCR é angiogénico (escore negativo), enquanto que 0S
peptideos Ca Il e Ca Il sdo antiangiogénicos (escore positivo). A pesar dos peptideos Ca Il e
Ca Ill apresentarem em um dos extremos a sequéncia ECD, que € um ligando de unido as
integrinas (MC LANE 1998), em condicGes experimentais, nas quais nao ha a adicao de agentes
redutores que evitem a oxidacdo das pontes, pode haver alguma formacé&o de pontes, como as
observadas no motivo ECD da proteina nativa. O peptideo HCR apresentou potencial

angiogénico em todos os experimentos descritos e sem toxicidade celular em ampla faixa de
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concentragOes, sendo direcionada ao interior da célula e no nidcleo como mostrado na
imunofluorescéncia com o peptideo HCR-FITC. Embora ndo foi possivel concluir o
mecanismo molecular pelo qual o peptideo induz os eventos angiogénicos in vitro, as analises
in silico mostram que ele pode apresentar funcdo de proteina sinalizadora tendo como ligandos
GTP, FAD, e outros peptideos contendo Zn, Mg e Ca.

Segundo os resultados de sinalizacdo celular, o tratamento com Bt ativou
significativamente a sinalizacdo celular por FAK, regulador essencial na adesdo e motilidade
em células. Estas alteracdes sdo observadas como cluster de integrinas nas imunofluorescéncias
em resposta aos tratamentos. A ativacdo significante da FAK ap0s tratamento com Bt, e em
niveis minimos no tratamento com DC, confirma que a ativagdo do FAK esté relacionada com
a atividade proteolitica do dominio catalitico, que na dose de 200 nM ndo induz perda da
aderéncia, mas consegue ativar as quinases de adeséo focal. Isto nos diz que o tratamento com
Bt, via sinalizacéo por integrinas, vai ter um efeito na sinalizagdo com efeitos no rearranjo do
citoesqueleto de actina, como observado na morfologia das células em concentrac6es de 500 e
1000 nM. Estes efeitos também foram observados em células epiteliais tratadas com jararagina
(COSTA; SANTOS, 2004) que induziu a polimerizacdo de actina e formacdo de processos
celulares associados a motilidade. Em células de neuroblastoma, jararagina também estimula a
propagacdo, a dindmica de actina, crescimento de neuritos, e a activagdo de GTPase Racl
(COSTA et al., 2008).

A maioria de compostos terapéuticos tem como alvo as vias de sinalizacdo. A
compreensdo dos mecanismos moleculares reguladores é fundamental para o desenvolvimento
de terapias alvo pré - e anti-angiogénicas, as quais podem proporcionar beneficios no
tratamento isquémico. Entre os varios fatores estimulantes de angiogénese, VEGF é um dos
mais efetivos e predominantes, sendo reportada a ativacdo de varias vias de sinalizagdo como
MAPK, PI3K e PKC pelo VEGF (CLAESSON-WELSH, 2003). Neste trabalho foram
avaliados a expressdo de proteinas (e sua correspondente fosforilacdo) envolvidas nas vias de
sinalizacdo de ERK, PI3/AKT, p38 e DLL4 nas concentragcdes de 25 nM para todos 0s
tratamentos. A concentracdo de botropasina 25 nM, considerada sem efeitos tdxicos mas com
propriedades proliferativas e migratorias segundo nossos experimentos, foi utilizada na
avaliagéo das vias de sinalizagéo.

A via de sinalizacdo das proteinas cinases ativadas por mitdgenos MAPK (Mitogenic
Activated Protein Kinase) originalmente conhecida como a via de ERK (Extracellular signal—
related kinase ERK) (extracelular signal-regulated kinases) é sinalizada em resposta a estimulos

extracelulares como mitdgenos, fatores de crescimento e citocinas (ROUX AND BLENNIS,
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2004), envolve a comunicacdo pela adicdo de grupos fosfatos que ativam as proteinas da via
(Ras-Rak-MEK-ERK). Esta via é essencial na proliferacdo e migracéo das células endoteliais
mediadas por VEGF, consequentemente mutagdes nas proteinas da via estdo envolvidas no
desenvolvimento de cancer. Nossos resultados mostram a Bt e DC comportam-se como
mitdgenos, sendo 0 DC mais intenso na resposta mitégena.

A ativacdo do Akt fosforila uma série de substratos que podem regular processos
celulares como sobrevivéncia, metabolismo de glicose, (WHYMANN, et al. 2003). A Bt ativa
a via de sobrevivéncia crescimento e proliferacéo celular das CE, esta via ndo é sinalizada com
os tratamentos BT-1 e DC. A Fak participa na dinamica de adesdo celular e processo de
espraiamento, cumprindo uma funcdo na mobilidade e sobrevivéncia da célula. A fosforilagéo
de FAK pela Bt estd associado com a perda do espraiamento e rearranjo do citoesqueleto e
preparando-se para a migracdo. A ativacdo de AKt pela Bt ativa a via de sobrevivéncia celular
por AKT. A Bt inativa ndo apresentou alteracGes significativas na fosforilacdo destas vias de
sinalizacdo, enquanto que O DC, além de ativar ERK, ativa a via de estresse celular.

Outro marcador importante das células endoteliais durante a angiogénese € Delta-like 4
(DLL4). O DLL4 é um receptor transmembrana, ligante de Notch, expresso seletivamente nas
células endoteliais arteriais e células angiogénicas tip cells durante o desenvolvimento
(HELLSTROM; PHNG; GERHARDT, 2007; SUCHTING et al., 2007), promovendo a
ramificacdo das células endoteliais (PEDROSA et al., 2015), sendo normalmente induzido por
VEGF (THURSTON-GAVIN, NOGUERA-TROISE, YANCOPOULOS; 2007) no
desenvolvimento vascular e angiogénese (CARMELIET et al., 1996), observado nos vasos e
artérias maiores em maturacao embrionaria, e posteriormente € expresso s6 nos pequenos vasos
e capilares. A quantificacdo do DLL4/actina mostrou que o tratamento com Bt aumento
significativamente a expressao de DLL4, e pode estar relacionado com a formacao de estruturas
tubulares, via a ativacdo da sinalizacdo de Notch. Nos géis do western blotting, os tratamentos
Bt e HCR mostram padrdes semelhantes de expressdo, o0 DLL4 de 64 kDa, e a formacéo de
provaveis dimeros complexos de tamanho aproximado de 130 kDa. Isto nos leva a sugerir que
talvez regiGes pertencentes ao dominio M, como o acucar, ion Ca, ou outras moléculas
diferentes ao dominio catalitico possam estar envolvidas na ativacdo da via de sinalizagéo de
Notch, no entanto estudos de dos ligantes associados precisam ser realizados, ja que podem ser
receptores citoplasmaticos ou proteinas de membrana. Por outro lado, a semelhanca estrutural
com as cadeias A e C do complexo de transcri¢cdo de Notch do estudo in silico, indica que ele
pode agir diretamente no nucleo, explicando a presenca do peptideo no ndcleo como observado

na imunofluorescéncia.



97

O secretoma é o conjunto de fatores sintetizadaos e secretados ao espaco extracelular, e
inclui também as proteinas transmembrana. Estes fatores incluem proteinas, moléculas de
sinalizacdo intercelular, peptideos, lipidios, DNAs livres, microRNAs e vesiculas extracelulares
(exosomos e microparticulas). O estudo do secretoma é significante ja que 20% do proteoma
humano sdo proteinas secretadas (MUKHERJEE; MANI, 2013). As metodologias disponiveis
para o0 estudo do secretoma sdo diversas, entre estas 0 metodo baseados na separacdo em gel
seguido da identificacdo por espectrometria de massa foi utilizado neste trabalho
(MUKHERJEE; MANI, 2013). O estudo do secretoma da célula endotelial € importante pelo
uso como biomarcadores clinicamente validados para identificar lesdo e disfungéo endotelial.
Existe a hipdtese que capacidade bioldgica da célula endothelial progenitora restaurar a
integridade do endotelio apos uma lesdo vascular, estad sob rigido controle de mecanismos
autocrino e paracrinos que afetam as células endoteliais progenitoras através da modificacdo do
componentes do secretoma, que envolve recrutamento, migracao, diferenciacéo e liberacdo de
fatores pro-angiogénicos, mas nao estdo totalmente elucidados. (BEREZIN, 2017).

A analise por espectrometria de massa das proteinas mais expresas no sobrenadante
sugere a secrecao de vimentina em resposta ao tratamento com Bt, e secre¢éo de calistatina em
resposta ao tratamento com DC. A proteina vimentina possui a forma tanto intracelular como
forma secretada, sendo expresso como filamento intermediario no citoplasma de CE, linfocitos,
neutrofilos e fibroblastos. A expressdo de vimentina citoplasmatica esta correlacionada com a
motilidade e adesdo das células é utilizado como um marcador da transicdo epitélio
mesénquimal (TEM)(MENDEZ; KOJIMA; GOLDMAN, 2010). Assim, células epiteliais que
comegam a expressar vimentina, diminuem a expressdo de proteinas de juncdo na superficie
celular como E-caderina (ACLOQUE et al., 2009), sendo a expressdo de vimentina uma
caracteristica dos cambios no citoesqueleto (MENDEZ; KOJIMA; GOLDMAN, 2010).
Diversos estudos sugerem que a secre¢do de vimentina pode estar envolvida com as vias de
sinalizacdo de inflamacéo, sendo os niveis de vimentina correlacionados com a extensdo da
inflamacdo. Interesantemente, o cancer epitelial expressa vimentina durante a TEM sendo
utilizado como alvo no diagnostico (LEE, SJ. Et al;2014). Por outro lado, o secretoma pro-
inflamatdrio das células endoteliais é descrita por ter efeitos deletérios na vasculatura em
modelos animais. Sabe-se que o amplo espectro de citocinas pro-inflamatérias
predominantemente IL-6 e TNF- o via ativagdo de NF-kB pode ser estimulada a secrecéo
sustentada de microparticulas que mobilizam e diferenciam células progenitoras endoteliais,

células imunes, bem como a deposicdo exagerada de colageno extravascular, levando a uma
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remodelagdo adversa da vasculatura ou angiogénese patoldgica (Berezini 2017). Em relacdo a
calistatina secretada pelo tratamento com DC, se sabe que a calistatina € um potente inibidor da
angiogénese e progressdo tumoral (MIAO, R., et al., 2002), sendo o secretoma do tratamento
com DC com efeito antagdnico ao secretoma do tratamento com Bt (angiogénese patoldgica).
Embora, peptideos lineares sintetizados tém limitado potencial como drogas candidatas
na angiogénese terapéutica pela pouca estabilidade, nossos resultados in vitro mostram que o
peptideo linear HCR apresenta capacidade em induzir todos os eventos de angiogénese, sem
toxicidade em ampla faixa, e foi mostrado que ingressa no citoplasma e nucleo da célula,
sinalizando de dentro para fora. No entanto o mecanismo exato de sinalizagdo n&o foi
esclarecido, pelo que outros estudos deveriam ser realizados. Ao longo do tempo dos
experimentos, o peptideo HCR-FITC tem se mostrado estavel na sua acdo, mas no ensaio de
microscopia com focal em ensaios de Co localizacdo com integrinas, a fluorescéncia do
peptideo HCR-FITC se apaga rapidamente na exposicéo ao laser. Uma forma de melhorar a
estabilidade de peptideos lineares é a sintese em estruturas ciclicas, aumentando a estabilidade
do peptideo e seu potencial na terapia angiogénica (CHAN et al., 2011), dado que também pode
ser considerado para possiveis estudos com este peptideo. O peptideo ciclico ALT-C PEPT
(CRASMSECDPAEH-NHZ2) originado da sequéncia da alternagina-C (Bothrops alternatus) e
contendo a sequéncia ECD, induz a formagdo de novos vasos sanguineos in vivo e modula a
expressdo de fatores de crescimento (SANT’ANA et al., 2008). Nossos peptideos CAll e CAllI
que apresentaram sequéncias ECD, na soma dos ensaios angiogénicos nao mostraram potencial
angiogeénico, pelo contréario, se sugere o estudo deles como peptideos inibidores da angiogénese.
As vantagens dos peptideos sdo comparadas aos anticorpos: curto tempo de vida média,
inibicdo reversivel e principalmente baixa imunidade, assim como sua sintese em ampla escala,

sendo o peptideo HCR candidato potencial para estudo em modelos de isquemia in vivo.
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6 CONCLUSAO

o A proteinas botropasina induz os eventos de angiogénese in vitro: proliferagéo,
migracdo, adesao, secre¢do e tubulogénese na célula HUVEC-CS. A botropasina modula estes
eventos via sinalizacdo por integrinas e sinalizacdo de Notch, induzindo celulas com fenétipo
tip cells. A sinalizacdo via integrinas ativam a via de FAK levando a ativacdo de receptores
Mapkinases Erk e Akt. Os resultados do tratamento com Botropasina sugere uma angiogénese

patoldgica devido a componentes inflamatorios secretados pelas células.

. A proteina DC também induz os eventos de angiogénese in vitro via sinalizacao
com integrinas e ativacdo de receptores Mapkinases Erk. Os resultados sugerem uma

angiogénese ndo patoldgica.

o O peptideo HCR modula os eventos da angiogénese proliferacdo, migracao e
tubulogénese, ingressando ao interior da célula tanto no citoplasma como no nucleo, agindo

como um peptideo sinal, no entanto os mecanismos moleculares faltam ser dilucidados.

o Os peptideos Ca Il e Ca Il que apresentaram o motivo ECD na sua estrutura,
ndo apresentam todos os eventos da angiogénese in vitro. Modificagdes na interacdo dos
residuos que o compdem podem ter modificado as propriedades dos residuos na proteina nativa.
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