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Resumo

Rudnicki M. Neoangiogénese na aterosclerose: modulagdo por lipides nitrados. [Tese de doutorado].

S&o Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

Lipides nitrados (NO,-FA) sdo apontados como uma nova classe de mediadores lipidicos,
podendo atuar como reservatorios endogenos de Oxido nitrico (NO) bem como moduladores
pluripotentes de sinalizacdo celular. Recentemente, tem sido sugerido que os doadores de
‘NO estariam envolvidos na regulagdo da angiogénese. Evidéncias contundentes indicam
ainda que o processo de neovascularizagao poderia contribuir para a patogénese de uma
serie de condigbes clinicas, entre elas a aterosclerose. Contudo, apesar de diversos estudos
terem explorado os efeitos bioldégicos dos NO,-FA, os efeitos destes compostos sobre o
processo de angiogénese ndo haviam sido descritos. Dessa maneira, o presente trabalho
investigou os efeitos dos NO,-FA (derivados da nitragdo do &cido linoléico e oléico) no
processo de angiogénese. Demonstrou-se que os NO,-FA podem atuar como mediadores
pro-angiogénicos. Este efeito foi caracterizado em células endoteliais humanas, assim
como, em modelos ex vivo e in vivo. Nas células endoteliais, observou-se que 0s NO,-FA
nac influenciaram a proliferacdo ou a viabilidade celular, ao passo que estimularam a
migragdo. Demonstrou-se também que os NO,-FA podem modular ¢ brotamento ex vivo de
novos vasos, em cultura de anéis de aorta de rato, bem como o processo angiogénico in
vivo observado na membrana corioalantdica de embrido de galinha. Adicionalmente, os
NO,-FA induziram a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é o
principal mediador do processo de angiogénese. Em relagdo ao mecanismo de agdo, os
achados sugerem que os efeitos demonstrados seriam via mecanismos dependentes de
‘NO, uma vez que foram abolidos na presenca de um sequestrador de 'NO, enquanto
concentracdes equivalentes dos lipides precursores ndo demonstraram qualquer influéncia
nas condi¢cdes experimentais utilizadas neste estudo. Por fim, os efeitos pré—angiogénicqs/
dos NO,-FA foram mediados pela estabilizagio da proteina do fator induzivel por hipoxia -1a

(HIF-1a), uma vez que estes compostos promoveram acumulo desta proteina e falharam em
demonstrar efeitos indutores em células knockdown para o gene HIF-1a. Em conjunto, estes
resultados indicam que os NO,-FA podem modular a migracdo de células endoteliais e
estimular o processo de angiogénese resultante da ativagdo de HIF-1a via mecanismo
dependente de "NO.

Palavras chaves: lipides nitrados, angiogénese, migragdo, HIF-1o - fator induzivel por

hipoxia -1a, doadores de *NO.



Abstract

Rudnicki M. Neoangiogenesis in atherosclerosis: modulation through nitrated lipids [PhD Thesis]. Séo

Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

Nitrated lipids (NO,-FA) are described as a new class of lipid mediators that are able to act
as endogenously nitric oxide ("NO) reservoirs as well as pluripotent cell signaling modulators.
Furthermore, recent findings suggest that *NO donors could be involved in the regulation of
angiogenesis. Compelling evidence also indicate that the neovascularization process might
contribute to the pathogenesis of many clinical conditions, such as atherosclerosis. However,
although several studies have explored the NO,-FA biological properties, the effects of these
compounds on the angiogenic process remain unknown. Hence, the present study
investigated the effects of the NO,-FA (derivates from the nitration of linoleic and oleic acids
at physiological concentrations) on angiogenesis process. It is demonstrated that the NO,-FA
could act as pro-angiogenic mediators. This effect was observed not only in human
endothelial cells but also in ex vivo and in vivo models. Using endothelial cells, it is showed
that NO,-FA failed to affect cell proliferation or influence cellular viability, but significantly
stimulated cell migration. It was also found that the NO,-FA might modulate the ex vivo
sprouting of new vessels as well as the in vivo angiogenic process, while inducing the
expression of the vascular endothelial growth factor, the main mediator of angiogenesis. The
data are consistent with the hypothesis that the observed effects mediated by NO-dependent
mechanisms, since the presence of a *NO scavenger abrogated the induced effects,
whereas equimolar concentrations of its precursors, showed no effect on angiogenesis under
our experimental conditions. Finally, the pro-angiogenic effects of NO,-FA were mediated by
the stabilization of the hypoxia inducible factor-1a (HIF-1a) protein, because these
compounds increased the protein amount and failed to show inductive effects in HIF-1a
knockdown cells. Taken together, these findings indicated that NO,-FA might modulate the
endothelial cell migration and stimulate the process of angiogenesis by the HIF-1a induction

through a ‘NO-dependent mechanism.

Keywords: nitrated lipids, angiogenesis, migration, HIF-1a - hypoxia inducible factor-

1o, "NO donors.
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Introducao

1.0 Introducgao

1.1 Formagao de vasos sanguineos

O sistema vascular é constituido por uma rede de diversos vasos sanguineos
(artérias, arteriolas, veias, vénulas e capilares) que diferem em sua estrutura e calibre. Sua
funcdo ndo esta limitada apenas ao transporte e troca de fluidos, gases, e macromoléculas
entre células, tecidos e 6rgdos, mas também compreende a manutengdo da homeostase

total do organismo por estabilizar pH e temperatura corporal (Fraisl ef al., 2009).

O desenvolvimento dos vasos sanguineos e do sistema vascular é um dos eventos
iniciais da organogénese originado inicialmente pela vasculogénese, um processo pelo qual
células endoteliais precursoras, denominadas angioblastos ddo origem a vasos sanguineos
em locais onde ndo ha vasos (Risau, 1997). Uma vez o plexo capilar primario formado, o
mesmo é posteriormente remodelado para um sistema vascular maduro com vasos de
diferentes tamanhos (Adams e Alitalo, 2007). Este remodelamento ocorre através do
brotamento de novos vasos a partir de vasos pré-existentes, processo denominado

angiogénese (Folkman, 1984).

A angiogénese & um processo de remodelamento complexo, no qual diversos
eventos altamente coordenados, tais como migragdo, proliferagdo, brotamento de células
endoteliais e perivasculares levam ao desenvolvimento da maioria dos vasos sanguineos
em uma rede vascular funcional (Coultas et al., 2005). Por fim, um terceiro processo,
denominado arteriogénese, no qual ocorre o crescimento de artérias colaterais a partir de

anastomoses arterio-arteriolares pré-existentes também contribui para o desenvolvimento de

vasos sanguineos (Heil et al., 2006).

17



Introducgao

1.2 Células endoteliais

Em nivel celular, o processo de angiogénese envolve ao menos dois tipos celulares
distintos, as células endoteliais e as células denominadas “murais” também conhecidas
como perivasculares (pericitos e células vasculares de musculo liso) (Gaengel et al., 2009).
Além disso, o processo de angiogénese requer uma variedade de eventos celulares, tais
como migragdo, proliferagdo, sobrevivéncia celular bem como diferenciacdo e
especializagdo celular (Tomanek e Schatteman, 2000) que serdo apresentadas

detalhadamente na préxima segao.

Recentemente tem sido proposto que diversos tipos de células endoteliais
especializadas - cada qual com especificagdes distintas de destino celular - s&o

fundamentais no processo de angiogénese (Horowitz e Simons, 2008).

O primeiro tipo celular reconhecido € denominado de tip cell, ou célula lider. De
acordo com Gerhardt e colaboradores (2003), as células lideres sé&o responsaveis pela
condugdo do brotamento de um novo vaso sanguineo. Estas células sdo altamente
polarizadas e reagem a gradientes do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
migrando em diregdo ao estimulo por meio da formagéo de filopodias. Além disso, esse tipo
celular apresenta algumas caracteristicas peculiares destacando-se: (1) incapacidade de
formar um lumen, (2) baixa taxa de proliferagao e (3) competéncia em ativagdo de proteases

que degradam momentaneamente a membrana basal adjacente (Phng e Gerhardt, 2009).

Por sua vez, as células endoteliais que seguem as tip cells, sdo denoniinadas como
stalk cells ou ceélulas seguidoras. Estas, quando estimuladas com VEGF proliferam e
produzem pouca filopodia (Gerhardt et al., 2003). Esse tipo celular também forma o limen
vascular e jungdes celulares que mantém a integridade dos novos brotamentos bem como

estabelece a matriz extracelular e o recrutamento/aderéncia das células murais.
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Mais recentemente foram descritas também as células denominadas phalanx cells,
as quais sdo apontadas como as células endoteliais mais quiescentes do processo de
angiogénese (Mazzone et al., 2009). Ao contrario das células lideres e similarmente as
celulas seguidoras, estas células formam pouca filopodia, raramente migram em reposta ao

VEGF, formam um limen vascular, bem como, estabelecem jun¢des celulares.

Os fendtipos de célula lider e de célula seguidora ndo séo fenotipos estaveis das
células endoteliais (Hellstrom ef al., 2007; Siekmann e Lawson, 2007), mas seriam
resultantes de um processo competitivo altamente dindmico. Durante esse processo, as
células endoteliais, apds sofrerem estimulos de VEGF, competiriam pelo fenétipo de célula
lider via ativacdo de cascatas de sinalizag¢do do ligante delta-like 4 (DIl4) e seu receptor,
Notch. Baseado nessa ldgica, a célula capaz de produzir maior concentragdo de Dll4 se
sobressairia como célula lider do processo de angiogénese por reprimir efetivamente as
células vizinhas via a cascata de sinalizagdo de Notch (Siekmann e Lawson, 2007; Suchting

et al., 2007; Hellstrom et al., 2007).

E importante salientar, no entanto, que o mecanismo de supresséo da formacéao de
células lideres pela via de sinalizagdo desencadeada por Notch ainda ndo foi
completamente elucidado, embora estudos recentes indiquem que esse processo poderia

ser mediado por VEGF e seus receptores endoteliais.

1.3 O processo de angiogénese: eventos celulares

A angiogénese € rapidamente iniciada através da liberagdo de citocinas em resposta
a condigbes de hipdxia, isquemia ou processos que afetam a homeostasia vascular
(Griffioen e Molema, 2000). Durante a iniciagdo da angiogénese diversas cascatas de

sinalizagdo sdo ativadas, levando conseqlientemente ao aumento de mediadores pro-
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angiogénicos, tais como, a enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), o VEGF, a

angiopoietina-2 e/ou diversas proteases (Pugh e Ratcliffe, 2003).

O VEGF é apontado como o principal fator do processo de angiogénese,
particularmente em sua fase inicial, por meio da indug&o da produgéo e liberagdo de éxido
nitrico ((NO), uma molécula cuja formagdo é catalisada pela eNOS que promove a
vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular (Ku et al., 1993; Ziche et al., 1997).
Concomitante a vasodilatagdo, o desprendimento de pericitos da parede dos vasos também

é observado (Senger et al., 1983).

Posteriormente, a lamina basal e a matriz extracelular sdo degradadas, liberando
fatores de crescimento ligados & matriz extracelular, tais como VEGF e o fator de
crescimento de fibroblasto, FGF (Lee ef al, 2005). Evidéncias demonstram que as
proteases do ativador de plasminogénio e as metaloproteases de matriz (MMPs), MMP2,
MMP3 e MMP9, bem como seus inibidores correspondentes, PAI1 ou TIMP estdo

envolvidos neste processo (Kalluri, 2003).

A degradagdo da membrana basal e a matriz extracelular local favorecem a migragdo
de células lideres para o espago perivascular em diregdo aos quimioatraentes e mitégenos
pro-angiogénicos através da formagédo de numerosas filopodias (Gerhardt et al., 2003;
Ruhrberg, 2003). As células lideres sdo entdo seguidas por células seguidoras, as quais
proliferam formando um novo brotamento. Niveis de expressdo aumentada do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDFG) nas células lideres promovem o recrutamento de
células perivasculares, as quais expressam o receptor p de PDGF (PDFGRp) (Hellstrom et
al., 2001) e fornecem estabilidade para o vaso recem formado, contribuindo para sua

maturagéo.

Além da sinalizagdo de PDGF/ PDFGR, as cascatas de sinalizagdo de esfingosina-

1-fosfato e seu receptor, das angiopoietinas 1 e 2 e seus receptores Tie1 e Tie2 (livanainen
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et al., 2003) e do fator de crescimento 3 derivado de tumor (TGFB) (Sato e Rifkin, 1989) sao
ativadas durante a maturagdo de novos vasos sanguineos. A ativacdo dessas cascatas de
sinalizacao controla a quiescéncia vascular, o recrutamento e a diferenciacdo das células
perivasculares bem como a producdo de componentes da matriz extracelular (Dickson et al.,

1995; Hirschi et al., 1998; Oh et al., 2000).

O estabelecimento do fluxo sanguineo no vaso recém-formado requer a formagao
de um novo limen, processo que ocorre concomitantemente a migracéo e proliferacao das
células endoteliais. Embora o conhecimento sobre a lumenizagio de vasos sanguineos seja
escasso, fortes evidéncias apontam para o envolvimento dos processos de pinocitose e de
formacgéo de vacuolos (Iruela-Arispe e Davis, 2009). Dados provenientes de estudos em
modelo de zebrafish suportam a hipétese de que novos limens vasculares sdo formados a
partir da formacao intracelular de vacuolos e subsequiente fus&o intercelular dos vacuolos
maiores (Kamei et al., 2006). A Figura 1 apresenta as etapas do processo de angiogénese

bem como ilustra os diferentes fenétipos de células endoteliais que participam do processo.
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Figura 1.0 processo de angiogénese. Durante a formagao de um novo vaso sanguineo a
partir de um vaso pré-existente a lamina basal (em azul) € degradada, as células
perivasculares (em amarelo) se desprendem. A célula lider (em verde) migra em dire¢éo ao
estimulo pré-angiogénico invadindo o espago perivascular seguida pelas células seguidoras
(em roxo) as quais proliferam. Concomitantemente, a matriz extracelular (também em azul) é
degradada e fatores de crescimento séo liberados, um novo limen é formado e células
perivasculares sao recrutadas e aderem ao brotamento conferindo maturacao e estabilidade
ao vaso recém formado. Em cinza o fendtipo de células endoteliais denominado phalanx
cells também é representado.

1.4. Reguladores do processo angiogénico

O processo de angiogénese é regulado pelo equilibrio entre diversos mediadores
pro- e anti-angiogénicos, tais como fatores de transcri¢éo, fatores de crescimento, citocinas
e moléculas de adesd@o. Nessa secdo as influéncias do fator de transcricdo HIF-1, do
sistema VEGF e seus receptores e do 6xido nitrico sobre o processo angiogénico serao

apresentadas em detalhe.
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1.4.1 Modulagao da angiogénese por hipoxia

A hip6xia é uma das principais causas fisiopatol6gicas moduladoras da angiogénese
(Semenza, 2003). A resposta transcricional de células de mamiferos a hipdxia é
amplamente mediada pelo fator de transcrigdo induzivel por hipéxia-1 (HIF-1). HIF-1 € um
fator de transcricdo heterodimérico composto de uma subunidade B (conhecida também
como translocador nuclear do receptor de aril de hidrocarbono, ARNT), que e
constitutivamente expressa (Wang et al., 1995) e uma subunidade a, a qual é oxigénio-
sensivel. Trés isoformas da subunidade HIFa ja foram descritas (Schofield e Ratcliffe, 2004).
Estas podem se dimerizar com a subunidade HIFP e formar um complexo transcricional
ativo e induzir mais de 60 genes envolvidos na sobrevivéncia celular, metabolismo e

angiogénese bem como na vasodilatagao, eritropoiese e autofagia (Semenza, 2003).

A atividade transcricional da subunidade HIFa € regulada por varias modificagdes
pbs-traducionais tais como, hidroxilagdo (Bruick e McKnight, 2001), nitrosilagdo (Yasinska e

Sumbayeyv, 2003), fosforilagdo (Richard et al., 1999) e acetilagéo (Jeong et al., 2002).

Em condigbes normais de tensdo de oxigénio (normoxia), oxigenases dependentes
de 2-oxoglutarato, denominadas prolil-4-hidroxilases (PHDs) utilizam O, para hidroxilar
residuos de prolina de HIFa (Kaelin, Jr. e Ratcliffe, 2008). De acordo com Semenza (2003),
esse processo possibilita o reconhecimento de HIFa por um complexo ubiquitina-ligase
contendo o fator von Hippel-Lindau, uma proteina supressora de tumor, 0 que promove sua
poli-ubiquitinagdo, seguida de degradagdo proteossémica. Um residuo de asparagina de
HIFa pode ainda ser hidroxilado pelo fator inibitério de HIF (FIH) (Peet e Linke, 2006),
impedindo a interacdo de HIFa com seu co-ativador transcricional p300, abolindo

consequentemente, a indugdo de genes alvo (Kaelin, Jr. e Ratcliffe, 2008).
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Sob condigdes de hipdxia, as enzimas catalisadoras da hidroxilagdo de HIFa se
tornam inativas e a proteina HIFa é, desse modo, estabilizada e se transloca para o nucleo
(Kallio et al., 1998). Uma vez no nucleo, HIFa interage com a subunidade HIFB formando um
complexo ativo que se liga a seqléncias especificas de DNA, denominadas como elemento
responsivo a hipoxia (HRE) nos promotores e enhancers dos genes alvo (Brahimi-Horn e
Pouyssegur, 2009). Para a ativagdo dos genes alvo varios co-ativadores séo recrutados se
ligando ao complexo de HIF-1, tais como o complexo CBP (CREB binding protein)/p300, o
co-ativador SRC-1 (co-ativador 1 do receptor de esterdide) e o Tie-2 (fator intermediario 2 da
transcricdo) (Giaccia et al., 2003; Carrero et al., 2000). Essa interacdo aumenta o poder
transcricional de HIF-1 de uma maneira dependente de oxigénio e produz um efeito

sinérgico com CBP.

Segundo Acker e Plate (2002), ndo somente tensdes de oxigénio influenciam a
atividade de HIF-1, mas também mecanismos adicionais sdo reconhecidos atualmente, tais
como oncogenes e genes supressores de tumor, doadores de oxido nitrico e cascatas de

sinalizacdo de fatores de crescimento.

Diversos estudos sugerem que HIF-1 pode atuar como um regulador intrinseco do
funcionamento e crescimento de células endoteliais por estimular a expressédo de ligantes e
receptores. Por exemplo, a subunidade HIFa tem sido associada com a modulagdo da
expressao de VEGF e seus receptores 1 e 2 e Tie-2 (Gerber et al., 1997; Elvert et al., 2003;
Kappel et al., 1999; Favier et al., 2001; Tian et al., 1997). Por sua vez, ha evidéncias para
um papel de HIFB nas etapas iniciais do desenvolvimento de vasos sanguineos durante a
embriogénese por meio da liberagdo paracrina de citocinas angiogénicas, tais como VEGF e
angiopoeitina-1, pelas células hematopoiéticas. Interessantemente, a estabilizagdo de HIFa
por um peptideo denominado peptideo regulador 39 em diferentes linhagens de células
endoteliais resultou em expressdao aumentada de VEGF e formagéo acelerada de estruturas

vasculares (Li et al., 2000).
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Ademais, a inibigdo transgénica especifica de HIF em células endoteliais com um
mutante negativo dominante de HIF resultou na letalidade do embrido devido a insuficiéncia
cardiaca e falhas no remodelamento vascular (Licht ef al., 2006). Em conjunto, essas
evidéncias corroboram com a visdo de que o fator de transcrigdo HIF € um dos mediadores

mais importantes no processo de angiogénese.

1.4.2 O sistema VEGF/VEGFR

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) pertence a uma familia de sete
fatores de crescimento (VEGF-A a F e PIGF, fator de crescimento placentario), que se ligam
diferencialmente a trés receptores tirosina quinase (VEGFR1-3) (Ferrara et al., 2003).
Enquanto a expressdo de VEGFR1 e VEGFR2 é predominante em células endoteliais de
vasos sanguineos, VEGFR3 é primariamente expresso em células endoteliais do sistema

linfatico (Kaipainen et al., 1995).

A importancia do sistema de VEGF e seus receptores (VEGFR) como regulador
critico da formagdo e desenvolvimento de vasos sanguineos foi demonstrada em
camundongos knockout. Por exemplo, uma série de estudos demonstrou que a perda de um
dos alelos de VEGF é embrionicamente letal devido a deficiéncia dos processos de
vasculogénese e angiogénese (Fong ef al., 1995; Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996;
Shalaby et al., 1995). Ademais, o sistema VEGF/VEGFR estimula o crescimento de células
endoteliais, regula o ténus vascular, a produgdo de proteases, a migragao, proliferagéo e
sobrevivéncia celular (Ferrara et al., 2003) bem como aumenta a permeabilidade celular

(Senger et al., 1983).

Diversas evidéncias indicam que o VEGFR2 ndo somente modula as fungdes de

células endoteliais durante o processo de angiogénese, mas também estimula a interagéo
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com moléculas de adesao tais como a VE-caderina (Carmeliet e Collen, 1999; Grazia et al.,
2003) ou as integrinas avB3 e avB5 (Friedlander et al., 1995; Soldi et al., 1999). Além disso,
VEGF induz um aumento na permeabilidade vascular, que pode ser inibida por

angiopoiteina-1 (Gamble et al., 2000; Thurston et al., 2000).

A hipdxia é apontada como o principal fator regulatério da expressdo de VEGF no
processo de angiogénese através da sinalizagdo do fator de transcricdo HIF-1 (Ferrara et
al., 2003). Além de HIF, diversos sitios de ligagéo de fatores de transcri¢éo, tais como AP-1,
Sp1, NFkB e CREB foram identificados na regido promotora de VEGF (Shima et al., 1996;
Damert et al., 1997) sugerindo o envolvimento de outros fatores de transcrigdo na expresséao

aumentada de VEGF.

1.4.3 Oxido nitrico como modulador da angiogénese

O oxido nitrico ('NO) é um radical livre produzido endogenamente e reconhecido
como um mediador bioativo. A produgdo endégena de 'NO ocorre especialmente através de
reagOes catalisadas pela familia das isoformas da 6xido nitrico sintase, as quais catalisam a
oxidagdo de L-arginina em L-citrulina na presenga de oxigénio e NADPH (Bruckdorfer,

2005).

Estudos prévios indicam que o ‘NO pode atuar como um importante modulador do
processo angiogénico, estimulando ou inibindo a neovascularizagdo (Ziche e Morbidelli,
2000). Essa dicotomia pode ser explicada pelo fato da ativagdo/inibi¢do de diferentes rotas
de sinalizagdo celular serem dependentes de diferentes tempos de exposicdo e
concentragdes de ‘NO (Isenberg et al., 2005). Enquanto baixas concentragdes de doadores
de 'NO tém demonstrado respostas prd-angiogénicas, altas concentragdes demonstram

efeitos inibitorios (Urbich et al., 2002).
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De acordo com investigagdes recentes, os efeitos anti-angiogénicos mediados por
altas concentragdes de ‘'NO podem ser resultantes da ativagdo de MKP-1 e da indugéo da
fosforilagdo de grupamentos de serina da proteina p53, levando, em ultima analise, a morte
celular (Urbich et al. 2002). Altas concentragdes de 'NO podem ainda inibir a fosforilagéo da
proteina quinase C (PKC), de ERK e de JUN, e a atividade ligante de AP-1 (Jones et al.,

2004; Ridnour ef al., 2005).

Em contrapartida, baixas concentragdes de 'NO podem estimular a angiogénese por
mecanismos diretos e indiretos. Por exemplo, a exposigdo a ‘NO aumenta a sintese de
DNA, a proliferagdo celular e a migragdo de células endoteliais por rotas dependentes de

GMPc, bem como por meio de S-nitrosilagéo (Oliveira et al., 2003; Kawasaki et al., 2003).

De acordo com Fukumura e colaboradores (2006), o ‘'NO pode mediar a fungao de
diversos fatores angiogénicos, incluindo VEGF, angiopoietina-2 e estrogeno (Xu et al.,
2002), PDGF (Kourembanas et al., 1993), PD-ECGF (Ignatescu et al., 1999), uPA, FGF
(Ziche et al., 1997) e TGFB. Interessantemente, a modulagdo da atividade de MMPs e de
inibidores endégenos de MMPs em células musculares lisas também tem sido associada ao

efeito de baixas concentragdes de ‘NO (Tronc et al., 2000).

Finalmente, o 'NO ¢é um importante modulador da expressdo de fatores
angiogénicos, sendo a expressao de VEGF o principal foco de estudo (Chin et al., 1997,
Xiong et al., 1998; Frank et al., 1999; Shizukuda et al., 1999; Dulak et al., 2000; Kimura et
al., 2000; Palmer et al., 2000; Sandau et al., 2001; Jozkowicz et al., 2001; Kimura et al,,
2002). A estabilizagdo de HIF-1a, sua ligagdo ao DNA e a sua transativagdo, levando a
expressdo aumentada de seus genes alvo, em especial de VEGF, tem sido observada com
diversos doadores de 'NO em condigbes normais de oxigénio (Brune e Zhou, 2007).
Segundo Metzen e colaboradores (2003), o ‘NO bloqueia a atividade das enzimas que

catalisam a hidroxilagdo de HIF-1a, por meio de interagdo direta. Além disso, o 'NO pode
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regular a estabilidade de HIF-1a por S-nitrosilagdo (Sumbayev et al., 2003; Li et al., 2007)
bem como ativar a transcrigdo/tradugao de HIF-1a (Kasuno et al., 2004). De fato, a ativagéo
induzida por "NO no promotor de VEGF sob normdxia indicou que os elementos responsivos
ao 'NO séo o sitio de ligagé@o de HIF-1a e uma seqliéncia adjacente localizada na seqliéncia

do elemento responsivo a hipoxia (Kimura et al., 2000; Kimura et al., 2001).

1.5 Angiogénese fisiologica versus patolégica

Como citado em seg¢bes prévias, o desenvolvimento dos vasos sanguineos ocorre
predominantemente pelo processo de angiogénese. Esse processo € essencial para o
crescimento e o desenvolvimento embrionario onde a vasculatura primaria bem como a
vasculatura adequada para o crescimento e desenvolvimento dos 6rgéos séo estabelecidas

(Folkman, 1995).

A vasculatura de individuos adultos &, todavia, quiescente, onde apenas 0,01% de
todas as células endoteliais apresentam-se em estado proliferativo (Hobson e Denekamp,
1984). No entanto, embora o processo angiogénico seja relativamente raro em individuos
adultos, 0 mesmo constitui o principal mecanismo de vascularizagdo durante uma variedade
de processos fisiolégicos, tais como o desenvolvimento placentario, formagdo do corpo
luteo, cicatrizagdo e maturagao ocular (Folkman, 1995). Isso se torna possivel devido ao fato
das células endoteliais, apesar de quiescentes, manterem a capacidade de rapida diviséo
em resposta a estimulos fisiolégicos, podendo resultar na ativacdo do processo de

angiogénese. Desse modo, temos a indug&o da angiogénese fisiologica.

O desequilibrio entre os mediadores pro- e anti-angiogénicos propicia, por sua vez, a

inibicdo do processo de angiogénese bem como um crescimento exacerbado de novos
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vasos 0 que é denominado como angiogénese patolégica (Hanahan e Folkman, 1996).
Desse modo, a angiogénese é positivamente associada a patogénese de mais de 70
condi¢des clinicas incluindo cancer, obesidade, cegueira, doenga cardiaca isquémica,
doengas infecciosas, imunes e principalmente inflamatérias (Carmeliet, 2005). Além disso,
durante a angiogénese fisioldgica, os vasos sangiineos recém formados se tornam
rapidamente estaveis e as células endoteliais quiescentes. Porém, em condigbes
patolégicas os vasos sanglineos novos se encontram sob constante remodelamento

resultando em um sistema vascular anormal.

1.6 A angiogénese é um dos fatores criticos na progressao e

desestabilizagao de placas ateroscleréticas

A angiogénese tem sido apontada como um fator critico para a progressdo e
desestabilizagdo das placas ateroscleréticas. De fato, diversos trabalhos tém demonstrado
um namero aumentado de microvasos na camada intima das artérias durante o processo de
aterosclerose (Barger et al., 1984; Kumamoto et al., 1995; Williams et al., 1988; Zamir e
Silver, 1985). No entanto, segundo Langheinrich e colaboradores (2007), a fungao exata do
processo de angiogénese na aterosclerose ndo estd completamente definida. Em lesdes
iniciais, a angiogénese poderia contribuir com o desenvolvimento da lesdo através do
suprimento de oxigénio e nutrientes para a placa aterosclerética, bem como pela condugao
de células inflamatérias (Langheinrich et al., 2007). Os experimentos de Moulton e
colaboradores (1999, 2003), por exemplo, indicam que o tratamento prolongado com
inibidores da angiogénese reduz a neovascularizagdo, assim como o crescimento da placa
aterosclerética em camundongos deficientes de apolipoproteina E. Juntos esses achados
indicam que a neovascularizagdo pode promover o desenvolvimento da placa

aterosclerética (Moulton ef al., 2003; Moulton et al., 1999).
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A neovascularizagdo também € uma caracteristica notavel no estagio avangado da
aterosclerose, especialmente sua associagdo com a inflamagéo crénica e a desestabilizagdo
da placa aterosclerética (Zamir e Silver, 1985). Kumamoto e colaboradores (1995)
observaram uma correlagao positiva entre o niumero de novos vasos e a severidade das
placas ateroscleréticas em humanos. Além disso, Langheinrich e colaboradores (2006),
demonstraram que, em lesdes avangadas de camundongos duplo knockouts para o gene da
apolipoproteina E e para o gene do receptor da lipoproteina de baixa densidade, o volume

da lesao aterosclerética esta fortemente associado a neovascularizagéo.

De acordo com Virmani e colaboradores (2005), a neovascularizagdo pode favorecer,
de modo direto, a ruptura da placa aterosclerética, uma vez que os microvasos sdo fontes
potenciais de hemorragia dentro da lesdo. Desde que os capilares na placa séo
mecanicamente frageis e mais propensos ao sangramento ao serem expostos as forgas
hemodindmicas, a hemorragia dentro da placa pode iniciar, secundariamente, outras
respostas inflamatérias e bioquimicas levando, por conseguinte, a ruptura da placa e a
trombose arterial (Virmani et al.,, 2005). De fato, Kolodgie e colaboradores (2003),
demonstraram que a hemorragia intraplaca esta positivamente associada ao aumento no

tamanho do nudcleo necrético e na instabilidade das lesGes de placas coronarianas.

Estudos prévios (Galis et al., 1994; Davies et al., 1993) apontam, ainda, que a
neovascularizagdo pode propiciar a ruptura de lesbes ateroscleréticas de modo indireto,
através da ativagdo de proteases e células inflamatérias. Galis e colaboradores (1994), por
exemplo, fortificam essa hip6tese, demonstrando a presen¢a das MMP-2 e MMP-9 em
regides vulneraveis da placa aterosclerotica, as quais degradam colageno e matriz fibrosa,

estimulando o remodelamento tecidual e alterando a estabilidade da placa.

Ademais, diversos estudos (Antonov et al., 2004; Barrett e Benditt, 1988; Bobik et
al., 1999; Ignatescu et al., 1999; Lappalainen et al., 2004; Lupia et al., 2003; Lupu et al.,

1995; Ma et al., 2002; Nakata et al., 1996) tém relatado a expressado de mais de 10 fatores
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pro-angiogénicos em lesdes ateroscleréticas humanas, os quais sdo secretados por

macrofagos e células de musculo liso vasculares.

Embora a presenga desses diversos fatores pro-angiogénicos esteja bem descrita
em lesdes ateroscleréticas, VEGF é o fator pro-angiogénico melhor caracterizado (Celletti et
al., 2001). Segundo Couffinhal e colaboradores (1997), apesar da expressdo pds-natal de
VEGF ser uma caracteristica de vasos sangliineos normais, a expressdo deste fator pro-

angiogénico encontra-se aumentada em lesdes ateroscleréticas.

1.7 Acidos graxos nitrados: uma nova classe de mediadores

lipidicos

1.7.1 Formacgao

Durante os processos inflamatérios, tais como aterosclerose, um aumento nos niveis
de 'NO é observado (Donnini e Ziche, 2002). Além disso, a ativagdo de células inflamatérias
induz a geragdo de uma variedade de espécies reativas de oxigénio, incluindo o radical
superoxido, favorecendo a formacgdo de vérias espécies reativas de nitrogénio (RNS), tais

como .NOZ, ONOO—, N203, NO,, NOg_.

Segundo Eiserich e colaboradores (1998), as RNS podem interagir tanto in vitro
como in vivo com lipides insaturados ocasionando a inibicdo ou iniciagdo da
lipoperoxidagéo, ou ainda, a nitragdo de acidos graxos insaturados. Como resultado da
nitracdo desses acidos graxos, derivados oxidados nitrados sdo formados, podendo alterar a

biodisponibilidade de ‘NO.
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De fato, a reagdo de ‘NO, com acidos graxos insaturados da fosfatilcolina foi o
primeiro evento de nitragdo lipidica investigado (Finlayson-Pitts et al., 1987). Posteriormente,
a nitragdo do acido oléico foi reportada (Kobayashi, 1983). Dados indicam que a formagéo
da espécie reativa 'NO, é o fator limitante da nitracdo dos acidos graxos poliinsaturados
(Eiserich et al., 1998). Esse radical pode ser gerado via reagdes mediadas por peroxinitrito
(ONOO"), reagdes de protonagéo de nitrito (NO,’), reagdes aerdbicas de ‘NO, reagdes de
adigdo ionica de NO,", bem como reagbes de oxidacdo de NO, a ‘NO, mediadas por

peroxidases, microperoxidases e metais de transigéo (Baker et al., 2009).

Dois mecanismos de nitragdo de acidos graxos insaturados foram identificados até o
momento: a reag¢ado de adi¢cdo e a reagéo de abstragdo de hidrogénio mediado por ‘NO,. O
equilibrio competitivo entre essas duas reagdes é dependente da concentragdo de ‘NO,. Em
concentragdes relativamente altas de 'NO, as reagbes de adigdo geram nitro e dinitro-
alcenos, ao passo que, em concentrages baixas de ‘NO; (na faixa de ppm) as reagbes de
abstragdo de hidrogénio sdo favorecidas, resultando na formacao de hidroperéxidos alilicos,
nitrohidroperoxidos alilicos e ésteres nitrados (Gallon e Pryor, 1993; Gallon e Pryor, 1994;

Pryor e Lightsey, 1981; Finlayson-Pitts et al., 1987).

De acordo com Freeman e colaboradores (2008), a grande abundancia e
disponibilidade de ligagbes duplas presentes nas estruturas dos acidos oléico e linoléico os
torna os principais acidos graxos poliinsaturados alvos do processo de nitragdo. Realmente,
a nitragao in vitro dos acidos oléico e linoléico foi descrita (O'Donnell et al. 1999), bem como
a sintese de nitroaraquidonato (AANO,), o produto da nitragdo do acido araquidénico

(Trostchansky et al. 2007), entre outros.

A Figura 2 ilustra as estruturas quimicas dos principais produtos de nitracdo dos

acidos graxos poliinsaturados descritos até o presente momento.
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Figura 2. Estruturas quimicas de NO,-FAs. Estruturas quimicas dos isdmeros de LNO,
(Lima et al., 2002; Baker et al., 2004), OANO, (Baker et al., 2005) e AANO, (Trostchansky et
al. 2007) descritos até o momento.

1.7.2 Detecgao in vivo

Balazy e colaboradores (2001) foram os primeiros que detectaram lipides nitrados
(NO,-FA) em tecido de mamifero com a caracterizagdo do acido nitro-hidroxi-eicosatriendico

[AA(OH) NO,] em extratos hidrolisados de tecido cardiaco bovino (Balazy et al., 2001).

Posteriormente, a presenga do acido nitrolinoléico (10- e 12-nitro-9,12-acido
octadecadienoico, LNO;) e nitro-oléico (9- e 10-nitro-9-acido cis-octadecendico, OANO,),
produtos da nitragdo dos acidos linoléico e oléico, respectivamente foram detectadas no
plasma (Lima et al., 2002; Lima et al., 2003; Baker et al., 2004), eritrécitos (Baker et al.,
2004), urina (Baker et al., 2005) e lipoproteinas de individuos normolipidémicos e
dislipidémicos (Lima et al., 2002). Interessantemente, Lima e colaboradores (2002)
demonstraram que pacientes hiperlipidémicos possuem niveis elevados de LNO, quando
comparados a individuos normolipémicos. Ademais, a identificagdo de colesteril
nitrolinoleato, o éster derivado da nitragdo de colesteril linoleato, foi relatada em plasma e

lipoproteinas de individuos normolipidémicos (Lima et al., 2003).
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Em adicdo, Baker e colaboradores (2004) sugerem que os NO,-FA constituiriam a
maior fragdo bioativa de 6xidos de nitrogénio nos vasos sanglineos (com uma concentragéo
total aproximada de 500 nM). No entanto, estudos recentes apontam que a concentragdo
total estimada de NO,-FA estaria subestimada (Baker et al., 2009). Por exemplo, um estudo
demonstra que apds o processo de isquemia-reperfusdo a concentragao somente de LNO, é
de aproximadamente 800 nM (Nadtochiy et al., 2009). Além disso, macréfagos ativados por
citocinas ou LPS também apresentam nitracdo aumentada de lipides sugerindo que

diferentes processos podem contribuir para a nitragéo de lipides (Ferreira et al., 2009).

Desse modo, € possivel sugerir que a concentragao total de NO,-FA deva ser maior
do que a descrita até o momento, bem como sua diversidade, considerando-se a grande

variedade de lipides presentes nos tecidos.

1.7.3 Sinalizagao celular

1.7.3.1 Lipides nitrados como doadores de "NO

Observagdes recentes sugerem que os NO,-FA podem atuar como reservatérios
endogenos de ‘NO, bem como mediadores pluripotentes de sinalizagdo, agindo via rotas
dependentes ou independentes de receptores (Coles et al 2002a; Coles et al 2002b; Baker
et al., 2005; Lim et al., 2002; Lima et al., 2005; Schopfer ef al., 2005; Cui et al., 2006; Wright
et al., 2006; Villacorta et al., 2007; Faine et al., 2009). A liberagdo de ‘NO das moléculas de
NO,-FA tem sido proposta por ocorrer de maneira esponténea, sugerindo que 0s mesmos
poderiam atuar como sequestradores e subsequentes doadores de ‘NO (Lim et al., 2002;

Lima et al., 2005; Schopfer et al., 2005a).
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De fato, o vasorelaxamento induzido por LNO, também foi anterioremente
demonstrado (Lim et al., 2002). Segundo Lima e colaboradores (2005) o vasorelaxamento
induzido por LNO, é dependente da concentragdo de LNO, e da liberagdo de 'NO. Além
disso, o vasorelaxamento também foi demonstrado em anéis adrticos de rato tratados com

acido araquiddnico nitrado (Trostchansky et al., 2007).

No entanto, quando particionados em micelas ndo i6nicas ou lipossomas de
fosfatidilcolina de colesterol, os NO,-FA sio estabilizados hidrofobicamente. Isto sugere que
a esterificagdo dos &acidos graxos nitrados a lipides complexos de lipoproteinas e
membranas basais |lhes conferiia uma estabilidade sendo necessaria a presenga de
esterases ou fosfolipases tipo A2 para sua ativagdo e liberagdo de ‘NO (Schopfer et al.

2005b).

Um mecanismo alternativo indicado para a liberagdo de ‘NO dos lipides nitrados em
ambientes aquosos, aponta que os NO,-FA podem ainda liberar o ‘NO de sua estrutura
através da reagdo de Nef. De acordo com Schopfer e colaboradores (2005b), a liberagéo do
grupamento ‘NO nao ocorre de modo direto, além de ser dependente do pH do meio, o que
facilitaria a formag&o do anion nitronato (R,-C”-NO,) proveniente da reagdo entre o acido
graxo nitrado e seus derivados nitrohidroxi vicinais. Seguido de reagdes de protonagéo e
desprotonagédo, o intermediario nitroso pode liberar seu grupo ‘NO a partir de reagdes com

agentes redutores como ascorbato.

1.7.3.2 Sinalizagao celular via reagodes eletrofilicas

A natureza eletrofilica dos NO,-FA possui um papel fundamental em suas reagoes,

induzindo, por exemplo, reagdes de adigdo de Michael com baixas concentragdes do anion
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hidroxido presentes em solugbes aquosas (Baker et al., 2005). Desse modo, diversos
estudos propdem que parte das agdes de sinalizagdo dos NO,-FA seja mediada por
nitroalquilagdo, ou seja, pela formagdo de adutos covalentes com sitios nucleofilicos de

proteinas (Alexander et al., 2006; Batthyany et al., 2006).

Segundo Batthyany e colaboradores (2006), os nitrolipides podem reagir de modo
reversivel com o &nion tiolato de GSH, bem como com seus grupamentos Cys via adi¢do de
Michael, formando o aduto covalente (GS-LNO,). Realmente, a identificagdo de adutos
covalentes de GSH com LNO, e OANO; foi descrita em hemacias de pacientes saudaveis.
Além disso, neste mesmo estudo, os autores relataram que NO,-FA promovem
modificagdes p6s-traducionais em proteinas. Por exemplo, a formagédo de adutos covalentes
de lipides nitrados também foi descrita com a proteina gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GADPH), resultando em inibicdo de sua atividade bem como modificagdo de sua

localizagao subcelular (Batthyany et al., 2006).

A modulagdo da transativagdo do fator de transcricio NF-«kB também foi
demonstrada com o tratamento com NO,-FA (Cui et al., 2006). O fator de transcrigdo NF-kB
pode atuar como um hetero ou homodimero de cinco subunidades diferentes (p50, p52, p65,
p100 e p105). O dimero formado pelas subunidades p50 e p65 promove em particular a
expressdo de genes envolvidos na sobrevivéncia celular e progressdo de processos
inflamatérios. Estudos recentes demonstram que os NO,-FA podem nitroalquilar a
subunidade p65 de NF-kB impedindo a ligacéo do fator de transcrigdo a regido promotora de
genes pro-inflamatérios. Desse modo, o tratamento com OANO, e LNO;, inibiu a secregao de
citocinas pro-inflamatérias de macrofagos e células endoteliais induzida por TNFa e LPS

(Cui et al., 2006).
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1.7.3.3 Lipides nitrados como ligantes de PPAR

Em concentragdes fisioldgicas, os nitrolipides sdo apontados como ligantes de alta
afinidade para PPARYy, e agonistas em menor extensdo de PPARa e PPAR (Alexander et
al., 2009;Schopfer et al,, 2005a). Desse modo, podem modular eventos de sinalizagao
dependentes da ativagdo destes receptores, incluindo adipogénese e expressdo de CD36
em macrofagos. Experimentos realizados com pré-adipécitos demonstraram que o LNO; e o
OANO; induzem a expressdo de PPARy1 e 2, aP2 e CD36 bem como aumentam a captagéo

de glicose e a diferenciagado a adipécitos (Schopfer et al., 2005a).

O mecanismo proposto pelo qual os NO,-FA ativam PPAR é que estes compostos
atuam como ligantes diretos destes receptores se ligando ao dominio LBD, ligand binding
domain, via pontes de hidrogénio entre os residuos de arginina e glutamina do dominio com
0 grupo nitro do lipide nitrado. As pontes de hidrogénio formadas entre os NO,-FA e os
aminoacidos no dominio de ligacdo estabilizariam o complexo ligante/receptor e

consequentemente ativariam o PPARYy (Li et al., 2008).

1.7.3.4 Atividade antiinflamatoéria dos lipides nitrados

Os lipides nitrados podem ainda modular rotas de sinalizagao celular de processos
inflamatérios, inibindo a ativagdo de neutréfilos, o que levaria a geragdo reduzida de
superoxido, mobilizagdo reduzida de calcio e expressdo diminuida de integrina (Coles et al.,
2002a). O LNO; pode ainda inibir a ativagdo de trombina das plaquetas via um mecanismo

dependente de cCAMP, efeito considerado como protetor vascular (Coles et al., 2002b).
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Evidéncias recentes demonstram que os NO,-FA também podem inibir a expresséo
da molécula de adesdo VCAM-1, resultando por fim na diminuigdo do rolling e adesdo de
monocitos e na inibigdo da infiltragdo de mondcitos em cultura de células (Cui et al., 2006).
Este efeito também foi confirmado recentemente em um modelo in vivo de microscopia
intravital (Faine et al., 2009). Além disso, neste estudo os autores sugerem que o efeito
antiinflamatério do lipide nitrado testado (LNO,) seria resultante da expressdo diminuida das

moléculas de adeséo p2-integrina e VCAM-1, bem como nitrosagdo de CD40.

O papel antiinflamatério de NO,-FA ¢ ainda apontado por estudos que demonstram
que o tratamento com OANO, e LNO, inibiu a secregdo de citocinas pré-inflamatérias de
macrofagos e células endoteliais induzida por TNFa e LPS (Cui et al., 2006;Ferreira et al.,
2009). Em uma linhagem de macrofagos o tratamento com LNO, e OANO; inibiu a secregéo
induzida por LPS de interleucina-6, TNFa e MCP-1 (Cui et al., 2006). Outros relatos também
demonstram que o AANO, inibe a formag&o de ‘NO induzida por LPS e IFNy, com produgéo

diminuida de "NO resultante da inibigdo da expresséo de 6xido nitrico sintase (Trostchansky

et al., 2007).

Os NO,-FA também inibiram a fosforilagdo induzida por LPS do sinalizador pro-
inflamatdrio e ativador de transcrigdo STAT, inibindo conseqlientemente a expresséo de
genes alvos, tais como NOS2 e MCP-1 (Ichikawa et al., 2008). Por sua vez, a expresséo da
proteina heme oxigenase-1 (HO1) foi induzida pelo tratamento com LNO, em células de
artérias humanas (Wright et al., 2006). A expressdo aumentada de HO-1 induzida por NO,-
FA também foi descrita em macréfagos (Cui et al, 2006), células epiteliais pulmonares e em
modelo in vivo sendo a cascata de sinalizagdo de MAPK apontada como mecanismo da

inducdo de HO-1 (lles et al., 2009).
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Os lipides nitrados sdo produtos da nitragdo de acidos graxos poliinsaturados com
espécies reativas de nitrogénio. Descritos inicialmente in vitro (O'Donnell et al., 1999) e
detectados posteriormente in vivo (Baker et al.,2005), os NO,-FA s3o atualmente apontados
como uma nova classe de mediadores lipidicos de sinalizagdo celular (Baker et al., 2009).
Além disso, niveis de nitrolipides totais estdo aumentados no plasma de pacientes
hipercolesterolémicos apds o processo de isquemia-reperfusdo (Nadtochiy et al., 2009).
Dados recentes demonstram que os derivados da nitragdo do 4cido oléico (nitro-oleato,
OANO,) e do acido linoléico (nitrolinoleato, LNO,) possuem capacidade pluripotente de
sinalizagédo celular podendo atuar como moléculas antiinflamatérias (Faine et al., 2009;
Coles et al., 2002a e 2002b; Cui et al., 2006; Wright et al., 2006) e vasodilatadoras (Lima et
al., 2005; Lim et al, 2002) . Esses efeitos sdo principalmente mediados via reagtes
eletrofilicas (Batthyany et al. 2006) ou ainda via liberagdo de 6xido nitrico das moléculas dos
NO:-FA (Lima et al., 2005; Schopfer et al., 2005b), sugerindo que essas moléculas poderiam
atuar como doadores end6genos de 6xido nitrico. No entanto, os efeitos dos lipides nitrados
permanecem desconhecidos em outros processos fisiopatologicos. A angiogénese é o
processo fisioldgico de crescimento vascular a partir de vasos pré-existentes que pode
contribuir para a patogénese de uma grande diversidade de condigdes clinicas (Carmeliet,
2005). Mediadores distintos sdo descritos como moduladores do processo de angiogénese
(Hanahan e Folkman, 1996), dentre eles o 6xido nitrico (Fukumura et al., 2006). Desse
modo, o objetivo geral desta tese de doutorado foi investigar os efeitos dos nitrolipides,
LNO, e OANO,, sobre o processo de angiogénese, como também os mecanismos

envolvidos nestes efeitos.
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2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos estabelecidos foram:

1. Avaliar os efeitos dos nitrolipides sobre a viabilidade e proliferagéo celular em cuitura de

células endoteliais;

2. Investigar os efeitos dos lipides nitrados na migragdo de células endoteliais;

3. Ultilizar o modelo ex vivo de cultura de anel de aorta de rato e o modelo in vivo de
membrana corioalantdica de embrido de galinha para verificar os efeitos dos lipides nitrados

no processo angiogénico;

4. Elucidar os efeitos dos lipides nitrados demonstrados sobre o processo de angiogénese,

caracterizando os mecanismos regulatérios responsaveis.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Acido linoléico, acido oléico, tetrafluoroborato de nitrénio, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil brometo de tetrazdlio), 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-
oxido, (c-PTIO), dimetilsulféoxido (DMSQO) e anticorpo anti-actina foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). LNO, foi sintetizado no laboratério de Bioguimica Clinica
(FCF-USP). Os reagentes para isolamento, purificagdo e caracterizagdo de LNO, foram
obtidos da empresa Merk (Darmstadt, Alemanha). OANO, foi adquirido de Cayman
Chemicals (Ann Arbor, MI). Os meios de cultura RPMI 1640, MEM, MCDB131 e DMEM alta
glicose, soro fetal bovino e suplementos para cultura celular foram obtidos da empresa
GIBCO BRL - Life Tecnologies. Os reagentes utilizados para a extragdo de RNA bem como
para a reagao de transcri¢gdo reversa foram adquiridos da empresa Invitrogen Co. (Carlsbad,
CA, EUA). Os reagentes para reagdes de real time PCR foram adquiridos da Applied
Biosystems. O anticorpo anti-HIF1a foi obtido da empresa BD Biosciences (Heidelberg,
Alemanha). Os reagentes para Western Blot foram obtidos da empresa Amersham
Bioscience. O kit para determinagdo por ELISA de VEGF foi adquirido da R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA). O kit para determinagéo de proteina pelo método de BCA foi obtido
da empresa Pierce (Rockford, IL, EUA). O colageno tipo | de cauda de rato foi gentiimente
cedido pela Profa Dra Silvya Stuchi Maria-Engler (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —

USP).
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3.1.2 Cultura celular e transfecg¢ao

3.1.2.1 Células

Para a realizagdo desse trabalho foram utilizadas células endoteliais de cordao
umbilical humano (HUVEC) obtidas do American Type Culture Collection e células
endoteliais da linhagem celular EA.hy926, que foram gentilmente cedidas pela Dr. Cora-
Jean Edgell, da University of North Carolina School of Medicine, Chapel Hill, North Carolina.
Essa linhagem celular foi estabelecida pela fusdo de células endoteliais de corddo umbilical

humano (HUVEC) com células de carcinoma humano (linhagem A549).

3.1.2.2 Transfecg¢ao lentiviral de células endoteliais.

Para criar células EAhy926 knockdown estaveis para o gene HIF-1q, a técnica de
RNA de interferéncia foi utilizada. O sistema utilizado foi o sistema Mission shRNA (Sigma,
Taufkirchen, Alemanha). Inicialmente os plasmidios lentivirais contendo a seqiéncia do
gene de interesse foram “empacotados” com plasmidios de empacotamento compativeis por
células HEK293T de acordo com as instru¢des do fabricante. Plasmidios lentivirais sem a
seqUéncia do gene de interesse também foram utilizados. Esse empacotamento gerou
plasmidios com particulas virais inativas que foram secretadas no meio de cultura. Em
seguida células da linhagem EA.hy926 foram infectadas e os clones de EA.hy926
transduzidos foram selecionados com meio de cultura DMEM alta glicose com 10 % soro
fetal bovino (SFB) contendo 5 uyg/mL de puromicina. A eficiéncia do silenciamento do gene

HIF-1a foi confirmado por real-time PCR e Western Blot.
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3.1.23 Condigoes de cultura

As células endoteliais HUVEC foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com bicarbonato de sédio 2,0 g/L, estreptomicina 100 pug/mL, penicilina 100
Ul/mL e 10% SFB inativado. As células EA.hy926 e as EA.hy926 knockdown para HIF-1a
foram mantidas em meio DMEM alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado, estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100 Ul/mL e hipoxantina, aminopterina e
timidina. As células foram incubadas a 37° C em atmosfera imida de 5% de CO,. Em todos
os experimentos de indugéo as células foram incubadas com meio RPM!I 1640 ou DMEM de

alta glicose suplementado com 1% de SFB.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese de LNO,

A nitragdo do acido linoléico foi realizada segundo método descrito por Lima et al.
(2002), com algumas modificagdes. Inicialmente, uma espatula pequena de tetrafluoroborato
de nitrénio (NO,BF,) foi adicionada a 200 mg de acido linoléico em 1 mL de cloroférmio e
agitado em gelo durante 5 min. A seguir, a reagédo foi bloqueada pela adi¢do de 2 mL de
agua MiliQ e em seguida extraida com 5 mL de éter dietilico, onde a fase organica foi
separada e evaporada sob fluxo de nitrogénio. O residuo foi ressuspendido em 1 mL de

acetonitrila para subsequente isolamento e purificagdo do LNO,.

43



Materiais e métodos

3.2.2 Isolamento e purificagdo de LNO,

O isolamento e purificagéo de LNO, foram realizados com cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) em coluna C18 de fase reversa 250 x 10 mm, sob fluxo de 4
mL/min, usando como fase mdvel um gradiente de 60-100% de acetonitrila/agua. Os picos

foram monitorados por UV, coletados e analisados por LC/ESI/MS.

3.2.3 Caracterizagao quimica do LNO,

As fragdes coletadas na purificagao realizada por HPLC foram caracterizadas por
espectrometria de massa com sistema de ionizagdo da amostra por electrospray. Os
experimentos foram realizados, em espectrémetro ion Trap (Esquire HCY, Bruker Daltonics,
MA, USA) operado em modo negativo no Laboratério de Analises Toxicoldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Para a realizagdo das andlises dos picos coletados,
as amostras foram diluidas em metanol/agua 1:1 e foram introduzidas na fonte de impacto
de elétrons via bomba difusora (Cole-Parmer, IL, USA) a um fluxo de 5 uL/min. As andlises
foram realizadas utilizando nitrogénio como gas nebulizador (15 psi) e hélio como gas
tampédo (4x10® mbar). A maior voltagem capilar foi ajustada para 3000 V. Nesta andlise
foram utilizados os seguintes modos: varredura total do scan (full scan) de m/z 50 a 700,
SIR para ions de m/z 324 e 279, ions filho para m/z 324 e multiple reaction monitoring
(MRM) selecionando o ion de m/z 324 para o produto nitrado. No sistema ESI/MS/MS foi
utilizado uma energia de colisdo entre 0,2 ¢ 0,3 V.

Apods caracterizagéo, as fragbes puras de LNO, sofreram extragdo com 20 mL de
éter dietilico, onde a fase orgénica foi separada e evaporada sob fluxo de nitrogénio. O

residuo foi ressuspendido em etanol € armazenado em freezer —80°C até subseqiiente uso.
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3.2.4 Analise de viabilidade celular

Brevemente, 1x10* células/pogo foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos a um
volume inicial de 50 ul. Ap6s 3h de incubagao a 37° C em atmosfera umida de 5% de CO,,
para permitir a aderéncia celular, o meio de cultura foi substituido por meio RPMI 1640 com
1% de SFB e as células foram incubadas overnight. Em seguida, 100 pl de meio RPMI 1640
com 1% de SFB contendo concentragdes variadas (0,001 — 10 yM) de OANO,, OA, LNO; ou
LA foram adicionados. Concentragdes equivalentes do veiculo (etanol) presente nos pogos
tratados também foram testadas. A maior concentragéo de etanol presente foi de 0,1% v/v.
Apos 24h de incubacgéo, o meio de cultura foi removido através de inversdo da placa e 50 pl
de uma solugdo de MTT 1 mg/ml em meio RPMI livre de vermelho de fenol foi adicionado e
as placas foram agitadas por 3h a temperatura ambiente. Ao término deste tempo, o MTT
néo reduzido foi removido através de inversao da placa e 100 ul de DMSO foi adicionado em
cada pogo. As placas foram vigorosamente agitadas, para completa solubilizagdo do produto

formazan, e a densidade 6tica de cada pogo foi determinada em um leitor de elisa a 570 nm.

3.2.5 Analise de proliferagcao em células endoteliais

Primeiramente as células endoteliais foram tripsinizadas e contadas. Logo apds, as
células foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em PBS pré-aquecido. Diacetato de carboxifluoresceina-succinimidil ester
(CFSE, 5 mM- Molecular Probes) diluido em DMSO 0,1% foi adicionado e as células
endoteliais foram incubadas em banho-maria a 37°C por 40 min. Meio de cultura RPMI 1640
com 10% de soro fetal bovino foi adicionado e as células foram novamente centrifugadas,
ressuspendidas em meio de cultura e incubadas a 37°C por 30 min. Apés este tempo, as
células foram finalmente centrifugadas, ressuspendidas, plaqueadas e incubadas a 37°C em

atmosfera umida de 5% de CO, por 6h para permitir a aderéncia celular. Em seguida, o meio
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de cultura foi substituido por meio RPMI 1640 1% e as células foram incubadas overnight.
Veiculo (etanol 0,1% v/v), LNO, 10 uM ou LA 10 yM foram ent&o adicionados e as células
foram incubadas com os tratamentos durante 2h. Apds a incubagéo, o meio de cultura foi
substituido por RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e a proliferagéo das células
endoteliais tratadas foi monitorada 24, 48 e 72h apo6s o tratamento através de citometria de
fluxo com o auxilio do programa CellQuest. Os dados foram analisados no programa

FlowJo.

3.2.6 Analise da migracao celular

O ensaio de migragdo celular de células endoteliais foi realizado de acordo com o
modelo de cicatrizagdo in vitro estabelecido por Burk (1973). Inicialmente, 1 x 10° células
foram plaqueadas em placas de 24 pogos. Apos as culturas tornarem-se confluentes uma
fenda na monocamada foi realizada com o auxilio de uma microponteira de 200 uL estéril.
As células foram lavadas com PBS gelado e meio RPMI 1640 com 1% de SFB contendo
concentragdes variadas (0,001 — 10 uM) de OANO,, OA, LNO; ou LA foi adicionado. A
incubagdo com o veiculo (etanol) na maior concentragéo (0,1% v/v) presente nos grupos
tratados também foi realizada. Imediatamente apds a criagdo da fenda na monocamada
celular e ao final do experimento (apds 24h) as células foram fotografadas e o programa
AxioVision 4.0 foi utilizado para determinar a migracao de células controle e células tratadas.

O numero de nlcleos celulares na area da fenda foi quantificado em 3 campos microscépios distintos

representativos de cada cultura celular.
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3.2.7 Andlise de angiogénese em modelo ex vivo.

Para a analise dos efeitos dos nitrolipides no processo angiogénico, foi empregado o
modelo ex vivo de cultura de anel de aorta de rato conforme descrito previamente (Nicosia e
Ottinetti, 1990). Este modelo é considerado o modelo experimental ex vivo que melhor
mimetiza o processo de neovascularizagdo in vivo, pois inclui na cultura celular ndo apenas
células endoteliais, mas também células vasculares de musculo liso, pericitos e uma matriz
suporte. Além disso, as células endoteliais ndo estdo proliferando no momento que séo
colocadas em cultura, o que novamente representa a situacdo in vivo onde o processo de
angiogénese ¢ iniciado e células endoteliais quiescentes tornam-se proliferativas, migram de
vasos pré-existentes e diferenciam-se em tubulos.

Primeiramente, as aortas toracicas foram removidas de ratos Wistar machos de 2 a 3
meses de idade. Em seguida o tecido fibroadiposo peri-aértico foi cuidadosamente
removido, as aortas foram cortadas em intervalos de 1 mm e os anéis de aorta resultantes
foram lavados em meio de cultura MCDB131 estéril gelado. Os anéis aérticos foram
transferidos para uma placa de 48 pogos (1 anel por pogo) contendo 0,1 mL de uma solugao
de colageno tipo | extraido de cauda de rato (1,5 mg/mL) ja polimerizado. A matriz de
suporte foi preparada com uma solugdo contendo 7,5 volumes de colageno tipo | de cauda
de rato (2 mg/mL), 1 volume de MEM 10x, 1,5 volume de NaHCO; e aproximadamente 0,1
volume de NaOH. Adicionou-se entdo mais 0,1 mL da solugdo de colageno sobre o anel
aortico. Apdés completa polimerizagdo da solugdo de colageno, 1,2 mL de MCDB131
suplementado com NaHCO; 25 mM, 1% de L-glutamina, estreptomicina 100 pg/mL,
penicilina 100 Ul/mL e anfotericina 0,25 pg/mL contendo etanol (0,1% v/v), OANO,, OA,
LNO, ou LA foi adicionado. As culturas foram mantidas a 37° C em atmosfera umida de 5%
de CO; durante 6 dias. No sexto dia, as culturas de anéis de aorta foram examinadas em
microscdpio invertido com sistema de imagem acoplado. A andlise de imagem foi realizada

com auxilio do programa AxioVision 4.5, onde os brotamentos provenientes dos anéis de
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aorta foram contados e seus comprimentos quantificados. Os dados sdo expressos como

comprimento total dos brotamentos.

3.2.8 Analise de angiogénese em modelo in vivo

Para este ensaio forma utilizados ovos embrionados de galinha (Gallus gallus). Os
ovos embrionados foram incubados a 37°C e 65% de umidade relativa. No terceiro dia de
vida uma “janela” foi aberta na casca do ovo e aproximadamente 3 mL de albumina foram
retirados com o auxilio de uma seringa estéril. Logo apés, esta “janela” foi fechada com fita
adesiva e os embrides foram incubados a 37°C e 65% de umidade relativa até o 8° dia de
idade, quando foram implantados papéis de filtro n°® 1 (Whatman) embebidos em veiculo
(etanol 0,1%), OANO,, OA, LNO; ou LA na concentragdo de 10 uM. As solugbes foram
administradas topicamente nos papeis de filtro nos dias subseqiientes (9 e 10). No 11° dia
de incubagdo dos embrides, foi realizada a fixagdo das membranas corioalantbéica dos
embrides de galinha (CAMs) com para-formaldeido 10% e a retirada dos papéis de filtro
juntamente com a CAM contida abaixo do mesmo. O material obtido foi lavado com PBS
gelado e colocado de modo invertido em uma placa de cultura contendo PBS para
demonstragdo do tecido contido abaixo do filtro. A aquisigdo das imagens foi procedida com
o auxilio de camera fotografica (Camera DS-u1) acoplada a lupa estereoscopica (Lupa
Nikon SMZ1800) e do programa de captagdo de imagens ACT-2U. A andlise das imagens

obtidas foi realizada de modo “cego” com o auxilio do programa AxioVision 4.0.

3.2.9 Extragao de RNA total

RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen) segundo
especificagdes do fabricante. A quantificagdo do RNA extraido foi realizada em

espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 e considerados de boa qualidade os RNAs que
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apresentaram uma razdo da absorbancia 260/280nm com valores proximos de 2. Apos a
quantificagdo espectrofotométrica, a qualidade dos RNAs foi verificada em gel de agarose-
formaldeido.

BIBLIOTECA

Faculdade de Ciéncias Farmacéulicas
Universidade de Sa30 Paulo

3.2.10 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foram utilizados 2 pg de RNA total € um mix contendo
oligo dT2.45 (0,5 pg/pL), dNTP mix (10 mM) e RNAsin (40U/uL), Superscript Il (200 U/uL),
bem como DTT (0,1M) e 1% strand buffer (5X). Os tubos foram incubados por 5 min a 65°C,
120 min a 50° C e 5 min a 95°C. Apés a reagdo, os tubos foram colocados imediatamente

em gelo e armazenados a -20°C.

3.2.11 Quantificagao dos niveis de expressio génica

3.2.11.1 Desenho dos primers

Apés a escolha dos genes que seriam avaliados, a seqliéncia dos cDNAs desses
genes foram obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank) e Ensembl!
Genome Browser (http://www.ensembl.org). Os primers especificos para os genes de
interesse e para os genes normalizadores foram desenhados com o auxilio do programa
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu). Os primers selecionados possuiam 18-22 nucleotideos,
conteudo de G/C aproximado de 50%, temperatura de anelamento entre 58-60°C, alem de
ndo conter mais de 2 Gs ou Cs na extremidade 3’ e o tamanho do fragmento resultante
permanecer entre 50 e 150 bp. Além disso, os primers Sense e Antisense localizavam-se
em éxons distintos e possuiam uma diferenga maxima de 2°C em suas temperaturas de

anelamento.
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Depois de desenhados, a especificidade dos primers foi testada através do programa
BLAST disponivel no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) e sintetizados
sob encomenda pela empresa Invitrogen. Apds recebidos no laboratério, os primers foram
solubilizados em agua de MiliQ estéril e armazenados em freezer -20°C. Os primers

selecionados estdo listados na Tabela 1.

Gene Primer Sense Primer Antisense

VEGF 5-ATCTTCAAGCCATCCTGTGTGC-3' 5-CAAGGCCCACAGGGATTTTC-3'
FGF2 5-TGTGCTAACCGTTACCTGGCT-3' 5'-CAGTGCCACATACCAACTG-3'
PDGFBB 5-TTCCCGAGGAGCTTTATGAG-3' 5-GGGTCATGTTCAGGTCCAA-3'
MMP2 5-CCCAAAACGGACAAAGAGTT-3' 5-TGGTCTCGATGGTATTCTGG-3'
MMP9Q 5'-GAACTTTGACAGCGACAAGAAG-3' 5-CAGTGAAGCGGTACATAGGG-3'
HIF-1a 5'-GCTGGCCCCAGCCGCTGGAG-3' 5'-GAGTGCAGGGTCAGCACTAC-3'
Ciclofiina 5-ATGGTCAACCCCACCGTGT-3' 5-TCTGCTGTCTTTGGGACCTTGTC-3'
18SrRNA  5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3' 5'-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados

Foram ainda utilizados primers para os genes de VEGFR1 e VEGFR2 obtidos da Qiagen

(Hilden, Alemanha).

3.2.11.2 Reacéao de real time PCR

Para as reagdes de real time PCR (QRT-PCR) foram utilizados 0,5 uL de cDNA, 1 uL
da mistura de um dos pares de primers forward e reverse de cada gene citado
anteriormente, 11 uL de agua miliQ estéril e 12.5 uL de SYBR Green Master Mix (Applied

Biosystems).
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O ensaio qRT-PCR foi realizado no aparelho ABI Prism 7700 Sequence Detector
(Applied Biosystems) nas seguintes condigbes: desnaturagdo inicial a 95°C por 15 min,
seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, anelamento dos primers e
extensdo a 60°C por 60 segundos. Cada amostra foi feita em duplicata. A analise dos dados
resultantes das reag¢des de real-time PCR foi realizada utilizando o método Delta-Delta Ct

(AACt) (Livak e Schmittgen, 2001).

3.2.12 Detecgdo da expressao de proteinas

3.2.12.1 Western Blot

A analise de Western Blot foi realizada conforme descrita previamente por Metzen e
colaboradores (2003). Brevemente, as células ftratadas sob diferentes condigdes
experimentais foram lavadas rapidamente com PBS gelado e lisadas com 50 uL de tampao
de lise contendo uréia 6.65M (uréia 6.65M/ glicerol 10%/ SDS 1%/ Tris 10 mM pH 6.8).As
amostras foram sonicadas, centrifugadas (15000 x g, 15 min) e a concentracdo de proteinas
foi determinada através do método de BCA. Em seguida, 100 pg de proteina total foi
adicionado ao tampdo de amostra SDS-PAGE (Tris 0.1M pH 6.8, SDS 4%, B-
mercaptoetanol, azul de bromofenol 0.2%, glicerol 2%) e aquecida a 95° C por 5 min. As
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS e foram submetidas
a carga elétrica — 2h a 100 V — para a realizacdo da eletroforese. Apés a eletroforese, as
proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando um
sistema de transferéncia semi-seco — 105 min a 0.07A/membrana. Sitios de ligag&o
inespecificos da membrana foram bloqueados com solugdo de leite 5% em TBS-T por 2h a
temperatura ambiente. Logo em seguida, a membrana foi lavada 1X com TBS-T e mais 2X

com TBS. O anticorpo anti- HIF-1a (1:1000 em 5% de leite/TBS-T) foi adicionado e incubado
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overnight a 4°C sob agitagéo suave. Novamente as membranas foram lavadas 1X com TBS-

T e mais 2X com TBS.

As membranas foram entdo incubadas com anticorpo secundario anti-mouse
conjugado a peroxidase (1:2000 em 5% de leite/TBS-T) por 1h, lavadas 1X com TBS-T e
mais 2X com TBS seguida de deteccdo realizada pelo método de quimioluminescéncia

utilizando o kit ECL™ (GE Healthcare), conforme especificagdes sugeridas pelo fabricante.

3.2. 12.2 Determinagao de proteina por ELISA

A quantificagdo de VEGF em meio de células HUVEC foi realizada usando o kit de
imunoensaio Quantikine (R&D Systems) conforme instrugdes do fabricante. Inicialmente,
100 pL do diluente fornecido foi adicionado em cada pogo da microplaca. Em seguida, 200
pL de meio condicionado obtido de células tratadas por 24h por diferentes condicdes foi
adicionado a cada well da microplaca e a mistura foi homogeinizada. A placa foi entdo
coberta com um adesivo e incubada por 2h a temperatura ambiente. Cada pogo teve seu
conteldo aspirado e o pogo foi lavado 4 vezes com 400 uL de tampéo de lavagem. 200 puL
do conjugado de VEGF foram adicionados a cada pogo e a placa foi novamente incubada
por mais Zh a temperatura ambiente. Ao término desta incubag&o, novamente a lavagem foi
realizada. Em seguida, 200 pL de solugdo de substrato foi adicionada a cada well e a placa
foi incubada por 30 min adicionais a temperatura ambiente protegida da luz. Por fim, a
reacdo foi parada pela adigdo de 50 uL de uma “stop solution” e a densidade optica foi
determinada em leitor de elisa a 450 nm Os valores de VEGF foram medidos como pg/mL

de acordo com os padrdes fornecidos pelo fabricante e corrigido pelo valor de proteinas

totais determinado pelo método de BCA.
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3.2.12.3 Protein array

Com a finalidade de determinar os efeitos do tratamento com LNO; e LA sobre a
secrecdo de proteinas pro- e anti-angiogénicas em células endoteliais HUVEC foi
empregado o kit RayBio® Human Angiogenesis Antibody Array C Series 1000. Este kit foi
escolhido devido sua grande sensibilidade e por possibilitar a avaliagdo simultanea de 43
proteinas pré e anti-angiogénicas em um (nico ensaio. O principio da técnica deste kit é
baseado no principio de imunoensaios do tipo sanduiche, onde anticorpos especificos
encontram-se imobilizados em uma membrana que é exposta a amostra a ser testada. As
citocinas da amostra sdo capturadas pelos anticorpos e detectadas por um coquetel de
anticorpos biotinilados. Posteriormente, um anticorpo secundario conjugado a estreptavidina
¢ adicionado. Por fim, os sinais podem ser visualizados utilizando quimioluminescéncia.

Para este ensaio, 2x10° células endoteliais foram incubadas em meio de cultura
RPMI 1640 com 1% SFB contendo diferentes tratamentos por 24h a 37° C em atmosfera
umida de 5% de CO,. Apds 24h de incubagédo, 1 mL do meio condicionado foi incubado com
as membranas, previamente bloqueadas, por 2 h conforme instrugées do fabricante. Logo
apos, as amostras foram retiradas e as membranas foram lavadas por 3 vezes com tampé&o
de lavagem a temperatura ambiente sob agitagdo. Posteriormente, uma mistura de
anticorpos primarios biotinilados foi adicionada as membranas e incubada por 2h.
Novamente as membranas foram lavadas 3 vezes com tampédo de lavagem a temperatura
ambiente sob agitagdo e o anticorpo secundario conjugado a estreptavidina foi adicionado
as membranas. Apos incubagao overnight a 4°C com o anticorpo secundario, as membranas
foram lavadas por 3 vezes com tampao de lavagem a temperatura ambiente sob agita¢&o.
As proteinas foram entdo detectadas utilizando o tampdo de detecgdo fornecido pelo

fabricante e os sinais foram capturados em filmes de raio-X.
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3.2.13 Avaliacao da atividade de metaloproteases

Nesse trabalho, a zimografia foi empregada para a determinagéo dos efeitos de NO,-
FA sobre a atividade das metaloproteinases -2 e -9 (MMP-2 e MMP-9) conforme descrito
previamente (Leber e Balkwill, 1997). A técnica de zimografia & sensivel e quantificavel, na
qual a atividade de uma enzima especifica ou uma classe de enzimas pode ser detectada
em uma mistura de proteinas apos a separagao eletroforética em uma matriz de substrato
(Heussen e Dowdle, 1980). Primeiramente, 1 x 10° células foram incubadas com diferentes
condigbes experimentais em meio de cultura RPMI 1640 sem soro por 24h a 37° C em
atmosfera imida de 5% de CO,. Apds 24h de incubagio, o meio condicionado foi coletado e
concentrado em speed vac e a concentragdo de proteinas foi determinada através do
método de BCA. Em seguida, 100 ug de proteinas foram separadas por eletroforese em gel
SDS-PAGE de 10% de acrilamida contendo 0,2% de gelatina a uma voltagem constante de
100 V em ambiente refrigerado. Apos a separagédo das proteinas, o gel foi lavado com Triton
X-100 2,5% a temperatura ambiente por 30 min para remover o SDS e permitir a
renaturagdo das proteases. Em seguida, a solugdo de Triton foi descartada e o gel foi
incubado em tampéo de revelagdo contendo 50mM de Tris pH 8.8, 10 mM CaCl, e 0,15 M
de NaCl por 40h. Apés a incubagdo em solugao reveladora, o gel foi corado com Comassie
Brilliant Blue R-250 por 3h e descorado em solugdo descorante. Finalmente, o gel foi

escaneado e a densitometria das bandas foi determinada através do programa Image J.

3.2.14 Analise estatistica

Todos os dados numéricos estdo apresentados como média + desvio padrdo (D.P.)
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram conduzidos por no minimo

trés vezes. A significancia estatistica foi avaliada através da andlise de variancia (ANOVA)
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para um fator, seguido do teste de Tukey-Kramer para multiplas comparagdes. Os dados
foram analisados pelo programa estatistico SPSS 8.0 (Chicago - Il), com nivel o de

significancia de 5% (bicaudal).
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4.0 Resultados

4.1 Sintese e caracterizagao de LNO,

LNO, foi sintetizado através da adigdo do grupo nitro (NO,") proveniente da reagdo
entre o LA e NO,BF,. No entanto, como demonstrado na Figura 3, além da formacéo de
LNO, a presenga de diversos outros produtos da nitragdo e oxidag&o do acido linoléico foi

detectada.
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Figura 3. Espectro de massa dos produtos de reagao entre LA e NO,BF,.

Portanto, o residuo resultante da reagdo entre LA e NO,BF, foi ressuspendido em
acetronitrila € o LNO, foi purificado por HPLC em coluna C18 de fase reversa 250 x 10 mm,
sob fluxo de 4 mlL/min, usando como fase moével um gradiente de 60-100% de
acetonitrila/agua. Os picos foram monitorados por UV, e os picos resolvidos por separagdo
por HPLC apresentando tempos de retengéo entre 40-43 min foram coletados e analisados
por LC/ESI/MS. Apenas os picos que demonstraram espectro Unico de m/z=324 na analise
de espectrometria de massa tipo varredura total do scan (full scan) de m/z 50 a 700 (como

ilustrado na Figura 4) foram caracterizados e extraidos.
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Figura 4. Espectro de massa de um pico resolvido por HPLC e analisado por
LC/ESI/MS. A analise realizada foi do tipo varredura total do scan (full scan) de m/z 50 a 700
em espectrébmetro de massa lon Trap operado em modo negativo.

Os picos que apresentaram espectro de massa Unico de m/z=324 foram
caracterizados por meio de analise MS/MS em LC/ESI/MS. A anéalise MS/MS do LNO,
sintetizado revelou os fragmentos de m/z= 157, 196, 233, 244, 277, 293 e 306 (Figura 5).
Apos compararmos o perfil de fragmentagdo obtido com dados presentes na literatura
podemos constatar que o produto de nossa sintese era o isbmero C12 do &cido linoléico

nitrado, ou seja, o acido 12-nitro-9-cis-octadecadiendico.
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Figura 5. Caracterizagdo por LC/ESI/MS do LNO,.

Inicialmente esta tese objetivava investigar apenas os efeitos do LNO, sobre o
processo de angiogénese, um lipide nitrado que sintetizamos e caracterizamos em nosso
laboratorio, conforme descrito nas segdes anteriores. No entanto, com o advento da
disponibilidade comercial de OANO, no final de 2007, este outro lipide nitrado foi

incorporado ao trabalho em junho de 2008 como molécula comparativa.
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4.2 LNO, e OANO, nao alteram a viabilidade celular de células

endoteliais

Primeiramente, os efeitos de concentragdes variadas de LNO, e OANO, e suas
moléculas precursoras, LA e OA sobre a viabilidade celular de células endoteliais foram

determinados com o método de MTT como descrito previamente por (Denizot e Lang, 1986).

A incubacédo de células HUVEC por 24h com concentragdes diversas (0,001 — 10
pM) de LNO, ndo demonstrou qualquer efeito significante na viabilidade celular quando
avaliada pelo método de MTT. O mesmo resultado foi constatado com o tratamento de
diversas concentragdes (0,001 — 10 uM) de LA e concentra¢des equivalentes de etanol

(Figura 6A).

Similarmente, o tratamento com diferentes concentragées de OANO, (0,001 — 10 puM)
ou sua molécula precursora, OA, ndo afetou a viabilidade das células endoteliais quando

comparado com células do grupo néo tratado (Figura 6B).

Por fim, a incubag&o das células endoteliais EA.hy926 com a concentragdo mais alta
(10 uM) de todos os compostos também ndo demonstrou qualquer efeito significativo sobre
a viabilidade celular, conforme demonstrado na figura 6C. Neste experimento um controle

positivo com 10% de soro também foi testado.
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Figura 6. Efeitos do tratamento de LNO,, LA, OA, OANO; ou etanol na viabilidade celular.
Na figura (A) a representagdo grafica dos efeitos das diferentes concentragbes de LNO,, LA e
etanol sobre a viabilidade de células endoteliais HUVEC; (B) a representagdo grafica dos efeitos
das diferentes concentragoes de OANQ,, e OA sobre a viabilidade de células endoteliais
HUVEC; (C) Efeitos do tratamento com 10 uM de LNO,, LA, OA, OANO, ou etanol na viabilidade
de células endoteliais EA.hy926. As células endoteliais receberam concentragdes diversas (0,001
— 10 uM) de LNO,, LA, OA, OANO, e foram incubadas por 24 h. Concentragdes equivalentes ao
volume de etanol (0 — 0,1% v/v) presente nas células tratadas também foram testadas. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT em células HUVEC como descrita
anteriormente. Os dados estdo expressos como média + D.P. (n=9).
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4.3 LNO, nao altera a proliferacao de células endoteliais

Ap6s a constatagdo de que o tratamento com concentragdes variadas de LNO, néao
altera a viabilidade de células endoteliais, os efeitos do LNO, sobre a proliferagédo celular
foram avaliados por citometria de fluxo. A marcagdo celular foi realizada com CFSE, as
células endoteliais foram incubadas por 1h com etanol 0,1% (controle), LA ou LNO, 10 uM e

a proliferagéo celular foi analisada por citometria de fluxo nos tempos 0, 24, 48 e 72h.

Nesse ensaio, o CFSE entra por difusdo passiva nas células e, apds ser clivado
pelas esterases intracelulares, reage com aminas celulares formando conjugados que séo
retidos nas células durante o desenvolvimento e a meiose. Desse modo, uma diminuigédo da
fluorescéncia, a qual é correlacionada a divisdo celular de células em estado proliferativo, é

observada ao longo do tempo.

As analises foram realizadas com o auxilio do programa FlowJo, onde apenas um
gate de células vivas foi avaliado. As células marcadas no tempo Oh serviram como um
controle de fluorescéncia inicial (Figura 7A). Ao examinarmos as células marcadas com
CFSE e tratadas com LNO, 10 uM e LA 10 uM observarmos que as células estavam em
estado proliferativo, pois apresentaram uma diminuigéo na fluorescéncia ao longo do tempo.
Contudo, ao compararmos a fluorescéncia demonstrada pelas células controles, verificamos
que tanto o tratamento com LNO,, bem como com LA né&o alteraram de maneira significativa

a proliferagdo das células endoteliais como pode ser observado na Figura 8.
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Figura 7. Analise da proliferagao celular com marcagao com CFSE. As células
endoteliais foram marcadas com CFSE e incubadas com etanol 0,1% (controle), LA 10 uM
ou LNO, 10 uM por 1h e analisadas Oh (A), 24h (B), 48h (C) e 72h (D) apos o tratamento.
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Figura 8 Cinética da proliferacdo de células endoteliais marcadas com CFSE. As
células foram tratadas com LA 10 uM (A) ou LNO, (B) quando comparado ao grupo controle.
Na legenda sdo apresentadas as médias e medianas das friplicatas do ensaio.
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4.4 LNO, e OANO, induzem a migracao de células endoteliais

Em seguida, os efeitos de LNO, e OANO, sobre a migracdo de células endoteliais
foram averiguados utilizando-se o ensaio de cicatrizacao in vitro. Conforme demonstrado na
Figura 9, o tratamento com LNO, (1 — 10 uM) aumentou a migracao celular em 1,9 ¢ 2,5
vezes na area da fenda quando comparado ao grupo controle. No entanto, nenhuma
diferenc¢a significativa foi encontrada ao compararmos entre si os efeitos apresentados nas
concentragdes de 1 e 10 uM. Além disso, nenhum efeito sobre a migragdo de células
endoteliais foi observado com concentragbes menores de LNO,. Interessantemente,
nenhuma concentragdo do tratamento com LA demonstrou qualquer efeito na migragao

celular sob nossas condicoes experimentais (Figura 9A).

O efeito dos tratamentos com OANO, e OA (10 uM) sobre a migragao de células
endoteliais também foi investigado, onde o tratamento com OANO, 10 pM estimulou a
migracao celular. A magnitude do efeito demonstrado foi de 2,1 vezes quando comparado
ao grupo controle indicando que lipides nitrados distintos apresentam efeitos semelhantes.
Similar a LA, a molécula precursora do acido nitro-oléico (acido oléico) ndo demonstrou

qualquer efeito significante na migragao de células endoteliais (Figura 9B).

O tratamento com LNO, e OANO, na concentracdo 10 uM mostrou efeitos idénticos

aos descritos nessa sec¢ao quando avaliado utilizando-se a linhagem celular endotelial

EA.hy926 (dados ndo mostrados).

Por conseguinte, esses dados indicam que os NO,-FAs na concentragao de 10 uM
podem induzir a migragdo de células endoteliais. Na figura 10, fotos representativas dos
efeitos observados pela incubacao com etanol, LA (1 — 10 uM) e LNO, (1 — 10 uM) séo
apresentadas. Por sua vez, na figura 11, os efeitos de OANO, 10 uM e OA 10 pM séo

llustrados.
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Figura 9. NO,-FA induzem a migracdao endotelial celular. Os dados representam o
nimero de nucleos celulares 24h apds lesdo fisica na cultura celular e subseqiiente
incubagdo com concentractes diversas de LA e LNO; (A) e com OANO; e OA 10 uM (B). O
numero de nucleos celulares na area da fenda foi quantificado em 3 campos microscopios
distintos representativos de cada cultura celular. Os dados estdo expressos como
porcentagem meédia relativa ao grupo controle + D.P. (n=9) * P<0,05 quando comparado ao
grupo controle.
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Figura 10. Efeito do tratamento com LA e LNO; sobre a migragao celular de células
endoteliais. As figuras sdo representativas da incubacao dos grupos controle (A), Veiculo
(etanol 0,1% v/v, B), LNO, 1uM (C) LNO, 10uM (D), LA 1uM (E) e LA 10 uM (F). As fotos
foram tiradas no tempo 6h. As linhas pontilhadas representam as bordas iniciais do corte.

Figura 11. Efeito do tratamento com OA e OANO, sobre a migragao celular de células
endoteliais. As figuras sdo representativas da incubag¢édo dos grupos controle (A), OANO,
10uM (B) e OA 10 uM (C). As fotos foram tiradas no tempo 6h. As linhas pontilhadas
representam as bordas iniciais do corte.
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4.4.1 A migragao celular induzida por LNO, e OANO, ocorre por

mecanismo dependente de "NO

O passo seguinte foi entender como os lipides nitrados estimulavam a migragao de

celulas endoteliais. Uma possibilidade é que o efeito observado poderia ser consequente da

liberacdo de “NO presente na estrutura destes compostos Sendo assim, a participagdo de

*NO nos efeitos demonstrados foi determinada. Para tanto, monocamadas de células

HUVEC contendo uma fenda foram pré-tratadas com um seqliestrador de 6xido nitrico, o 2-
(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-oxido, (c-PTIO) na concentragdo de 100
uM por 1h. Em seguida, as células foram estimuladas com LNO, 10 uM ou OANO, 10 uM
por 24h. Ao término da incubacgédo, o numero de nlcleos celulares que atravessaram a linha
demarcada foi quantificado em trés campos microscopicos distintos representativos de cada

cultura celular.

Na presencga do pré-tratamento com c-PTIO 100 uM a migragéo celular induzida pela
incubagé@o com LNO; 10 uM bem como com OANO, 10 uM n3o foi detectada sugerindo que
os tratamentos com LNO, 10 uM e OANO, 10 uM possivelmente regulam a migragao celular

por mecanismos dependentes de ‘NO (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com c-PTIO (100 uM) sobre a migragao celular
induzida por LNO, 10 uM e OANO, 10 pM. Os dados representam o niimero de nucleos
celulares 24h apos lesao fisica na cultura celular e subseqiiente pré-tratamento com c-PTIO
(100 uM) e incubagédo com LNO, e OANO,. O numero de nucleos celulares na area da fenda
foi quantificado em 3 campos microscépios distintos representativos de cada cultura celular.
Os dados estdo expressos como porcentagem média relativa ao grupo controle + D.P. (n=9)
* P<0,05 quando comparado ao grupo controle e # P<0,05 quando comparado ao grupo sem
pré-tratamento.

Em seguida, para determinarmos a possivel participacdo do "NO enddgeno nos
efeitos observados dos tratamentos com os NOxFA, o ensaio de migragdo celular foi
novamente repetido com o pré-tratamento das monocamadas de HUVEC contendo uma
fenda com o inibidor da oxido nitrico sintase, NG-monometil-L-arginina, (L-NMMA) na
concentragdo de 500 uM. Apds 1h de pré-tratamento as células HUVEC foram incubadas
com LNO, (1-10 uM) ou etanol (0,1% v/v) por 24h. Apds 24 horas, o numero de nlcleos
celulares que atravessaram a linha demarcada foi quantificado em trés campos

microscépicos distintos representativos de cada cultura celular.

O pre-tratamento das nomocamadas de HUVECs contendo uma fenda com L-NMMA
500 uM nado demonstrou qualquer efeito significante na migragdo celular induzida pelo

tratamento com LNO, (1-10 pM) indicando que o éxido nitrico gerado endogenamente pela
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oxido nitrico sintase ndo contribuiu com o efeito demonstrado pelo tratamento de LNO, (1-10

pM) na migragao de células endoteliais (Figura 12).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento com L-NMMA (500 uM) na migragdo celular
induzida por LNO, (1-10 uM). Os dados representam o nimero de nlicleos celulares 24h
apos lesdo fisica na cultura celular e subseqliente pré-tratamento com L-NMMA (500 uM)
durante 1h e incubagdo com LNO, (1-10 uM). O nimero de nicleos celulares na area da

fenda foi quantificado em 3 campos microscopios distintos representativos de cada cultura

celular. Os dados estdo expressos como porcentagem média relativa ao grupo controle +
D.P. (n=9) * P<0,05 quando comparado ao grupo controle.

Estes resultados, portanto, indicam que o mecanismo empregado pelos NO,-FA para
induzir a migragéo de células endoteliais é via liberagdo de *NO. Contudo, o *NO liberado da

molécula de NO,-FA atuaria de modo independente ao "NO endogeno.

4.5 Efeito dos NO,-FA sobre a angiogénese em modelo ex vivo

Como foi anteriormente demonstrado que os NO,-FA estimulam uma das etapas do

processo de angiogénese, o passo seguinte foi investigar se os NO,-FA poderiam
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demonstrar algum efeito sobre o brotamento de novos vasos em um modelo ex vivo de

cultura de anéis de aorta de rato.

Com este objetivo, anéis de aorta de rato foram estimulados inicialmente com
diferentes concentragées de LNO, por 6 dias e o brotamento total de novos vasos a partir de
um vaso pré-existente foi determinado. Neste ensaio, 0 efeito do veiculo de LNO, também
foi avaliado. Ao analisarmos as culturas de anéis de aorta de rato constatamos que o
tratamento com o veiculo (etanol 0,1% v/v) ndo demonstrou efeito significante na formagéao

de novos brotamentos provenientes do anel aértico quando comparado ao grupo controle.

No entanto, ao avaliarmos os anéis adrticos tratados com concentragdes variadas de
LNO, (0,001-10 uM) verificamos que o brotamento de vasos, determinado pelo comprimento
total dos brotamentos, foi estimulado de maneira significativa com o tratamento com LNO,
nas concentragdes de 1 e 10 uM (Figura 14) similarmente ao resultado encontrado no

ensaio de migragao de células endoteliais.
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Figura 14. LNO, estimula angiogénese ex vivo. Os efeitos de concentragdes diversas de
LNO, (0,001-10 uM) na formagdo de novos vasos foram determinados em modelo de anéis
de aorta de rato. Os anéis de aorta de rato foram embebidos em colageno tipo 1 (extraido de
cauda de rato) e incubados com LNO, (0,001-10 pM) por 6 dias conforme descrito
anteriormente. Os dados estdo expressos como comprimento total médio de tabulos por anel
aértico £ D.P. (n=5). ).* P<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Para constatarmos se o efeito observado com o tratamento de LNO, poderia ser
resultante de sua molécula precursora, repetimos o ensaio tratando os anéis adrticos
também com LA nas concentragdes de 1 e 10 uM. Ao analisarmos as culturas de anéis de
aorta de rato constatamos que o tratamento com LA (1-10 uM) foi semelhante ao grupo
controle demonstrando que o efeito observado era somente apresentado pelo tratamento

com a molécula de acido linoléico nitrado (Figura 15).
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Figura 15. Os efeitos de LNO, sobre o processo angiogénico sdao independentes de
sua molécula precursora. Os efeitos de LA e LNO, (1-10 uM) foram determinados na
formagéo de novos vasos em modelo de anéis de aorta de rato como descrito anteriormente.

Os dados estdo expressos como porcentagem média relativa ao controle £ D.P. (n=10). *
P<0,05 quando comparado ao grupo controle.

Posteriormente, para avaliarmos se o efeito observado com o tratamento com LNO,
10 pM seria induzido por outro lipide nitrado, o ensaio de anel de aorta de rato foi realizado
com OANO, 10 uM e sua molécula precursora OA na mesma concentragdo. Conforme
esperado, o acido oléico nitrado na concentragdo de 10 uM aumentou de maneira

significante o brotamento de novos vasos provenientes do anel aértico (Figura 16).
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Figura 16. OANO, estimula angiogénese ex vivo. Os efeitos de OANO; 10 uM e OA 10
uM na formacédo de novos vasos foram determinados em modelo de anéis de aorta de rato.
Os anéis de aorta de rato foram embebidos em colageno tipo 1 (extraido de cauda de rato) e
incubados com os tratamentos por 6 dias conforme descrito anteriormente. Os dados estéo
expressos como Os dados estdo expressos como porcentagem media relativa ao controle +
D.P. (n=7). * P<0,05 quando comparado ao grupo controle.

Em seguida, para determinar a participacao de “NO no efeito observado, o ensaio foi
repetido com LNO, e OANO; em anéis adrticos pré-tratados com o seqiestrador de *NO c-
PTIO (100 uM). Os resultados obtidos demonstraram que a presenga do grupo nitro nas
moléculas de LNO, e OANO, é fundamental para o brotamento de novos vasos uma vez
que os efeitos demonstrados pelos tratamentos com LNO, 10 uM e OANO, 10 uM nao séo
detectados quando os anéis de aorta de rato sdo pré-tratados com c¢c-PTIO 100 uM (Figura

17).

Adicionalmente, para esclarecer a participagdo do "NO endoégeno nos efeitos
demonstrados pelos NO.,-FA neste ensaio, uma abordagem similar @ empregada no ensaio
de migragao celular foi utilizada. Com este propésito, repetimos o ensaio e os anéis aorticos
foram pré-tratados com L-NMMA (500 uM) antes de serem expostos aos tratamentos com
os NO,-FA. Interessantemente, como pode ser observado na Figura 18, o *‘NO produzido
pelas células endoteliais do anel de aorta também exerce um papel importante no
brotamento de novos vasos, pois o efeito demonstrado pelo tratamento com LNO, 10 uM

também diminuiu pela inibigdo da 6xido nitrico sintase.
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Figura 17. O pré-tratamento com c-PTIO (100 pM) inibe o brotamento de novos vasos
induzido por LNO, 10 uM e OANO, 10 uM. Os efeitos de OANO, 10 uM e LNO,10 uM na
formacdo de novos vasos foram determinados em modelo de anéis de aorta de rato. Os
anéis de aorta de rato foram embebidos em colageno tipo 1 (extraido de cauda de rato) e
pre-tratados com c-PTIO (100 uM) antes de serem incubados com os tratamentos por 6 dias
conforme descrito anteriormente. Os dados estdo expressos como porcentagem média
relativa ao controle + D.P. (n=7). * P<0,05 quando comparado ao grupo controle. e # P<0,05
quando comparado ao grupo sem pré-tratamento.
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Figura 18. O pré-tratamento com L-NMMA (500 pM) também inibe o brotamento de
novos vasos induzido por LNO, 1 e 10 pM. Os efeitos de LNO, 1 e 10 uM na formagéo de
novos vasos foram determinados em modelo de anéis de aorta de rato. Os anéis de aorta de
rato foram embebidos em colageno tipo 1 (extraido de cauda de rato) e pre-tratados com L-
NMA (500 pM) antes de serem incubados com os tratamentos por 6 dias conforme descrito
anteriormente. Os dados estdo expressos como porcentagem média relativa ao controle +
D.P. (n=7).* P<0,05 quando comparado ao grupo controle sem pré-tratamento e # P<0,05
guando comparado ao grupo sem pré-tratamento.
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As fotos representativas dos anéis aorticos dos grupos controle, veiculo, LNO, 10 uM,
OANO, 10 uM sdo apresentadas na Figura 19 bem como as fotos representativas dos anéis
aédrticos tratados com LNO, 10 uM e OANO, 10 uM contendo o pré-tratamento com carboxi-

PTIO (100 pM).

Figura 19. Fotos representativas de anéis aorticos. Os anéis sado representativos do grupo
controle (A); tratados com veiculo (etanol 0,1% v/v) (B); LNO, 10 uM (C); OANO, 10 uM (D); LNO, 10
uM+c-PTIO (E) e OANO, 10 uM + c-PTIO (F).
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4.6 Lipides nitrados estimulam o processo angiogénico em modelo

animal

Apébs observarmos que os NO,-FA demonstravam efeitos pro-angiogenicos em
células endoteliais e estimulavam o brotamento de novos vasos em um modelo ex vivo, os
efeitos dos NO,-FA foram avaliados em um modelo in vivo. Por conseguinte, o modelo de
membrana corioalantoica (CAM) de embrido de galinha foi utilizado. Neste ensaio, a CAM foi
incubada com papéis de filtro embebidos com a solu¢gées dos NO,-FA ou seus precursores.
Ao término do ensaio, as CAM foram retiradas juntamente com o papel de filtro e imagens

das mesmas foram captadas.

Apo6s analise das imagens obtidas das CAMs tratadas com veiculo (etanol < 0,1%),
LNO, (10 uM), LA (10 uM), OANO, (10 pM) ou OA (10 uM) foi constatado que o tratamento
com as moléculaé precursoras, LA e OA, nao demonstrou qualquer efeito significante no
processo angiogénico neste modelo in vivo. No entanto, os tratamentos com LNO, e OANO,
estimularam de modo significante a formacdo de neovasos provenientes de vasos pré-
existentes (Figura 20). Na Figura 20B as fotos representativas dos grupos experimentais sao

apresentadas.

Todos os resultados obtidos em relacao a investigacdo dos efeitos biolégicos dos
NO»>-FA corroboram a hipdtese de que estes compostos podem modular o processo de
angiogénese. Desta forma, comprova-se que os NO,-FA sao capazes de atuar como

mediadores pro-angiogénicos.
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Figura 20. Lipides nitrados estimulam a neovascularizagdo em modelo in vivo. (A) Os efeitos do
tratamento de CAM de embrides de galinha com LA 10 uM, LNO, 10 uM, OA 10 uM e OANO, 10 uM
foram determinados conforme descrito anteriormente. Os dados estao expressos como brotamento
total (% do controle) + D.P. (n=18). * P<0,05 quando comparado ao grupo controle. (B) Fotos
representativas dos grupos experimentais: controle, LNO, 10 uM e OANO, 10 pM.
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4.7 Mecanismos de acgao dos lipides nitrados

Até este ponto do trabalho, foi possivel demonstrar que os NO,-FA podem induzir
significativamente a formagdo de novos vasos. Um achado importante dessa etapa é que a
liberagéo de *NO a partir desses compostos constitui um mecanismo potencial pelo qual os

lipides nitratos exercem a sua influéncia sobre o processo de angiogénese.

O préximo passo foi entender as vias de sinalizagdo pelas quais os NO,-FA
estimulavam a angiogénese. Sendo assim, a série de experimentos a seguir teve como
objetivo examinar a atuacdo dos NO,-FA sobre mediadores importantes na sinalizagdo

celular do processo angiogénico.

4.71 Lipides nitrados estimulam a expressdo de genes pro-

angiogénicos

Visando avaliar como os NO,-FA estimulavam o processo de angiogénese, o
primeiro objetivo foi analisar os efeitos destes compostos sobre a expressdo génica de
moduladores do processo angiogénico previamente relatados. Devido a uma variabilidade
substancial de mediadores descritos na literatura, foram escolhidos os principais mediadores
angiogénicos, cuja expressdo aumentada foi também relatada em lesGes ateroscleroticas
humanas (Hughes et al., 1993; Moreno et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996; Barret et al.,
1998; Lappalainen et al., 2004;). Desse modo, o efeito dos NO,-FA na expressdo do RNA
mensageiro de genes pro-angiogénicos foi avaliado em células endoteliais da linhagem
EA.hy926 bem como da linhagem HUVEC. A expressdo do RNAm foi detectada pela reagéo
de gRT-PCR utilizando primers especificos para cada gene (apresentados na segéo de

materiais e métodos).
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Inicialmente, o padrdo de expressdo de mediadores angiogénicos foi avaliado em
células endoteliais EA.hy926. O tratamento com os NO,-FA por um periodo de incubagéo de
4h induziu um aumento significativo no RNAm exclusivamente de VEGF (Figura 21). Em
seguida, esse periodo foi aumentado para 16h, no qual se observou que a expressao de
ambos os genes, VEGF e VEGFR1, foram significativamente aumentadas com LNO; 10uM,
ao passo que OANO, apenas favoreceu novamente o aumento da expressédo de VEGF
(Figura 22). Em contraste ao VEGF, os niveis de expressdo de VEGFR2, MMP2, MMP9,
FGF e PDFG-BB permaneceram inalterados com o tratamento com os NO.-FA nos dois
tempos de incubagdo avaliados. Além disso, o tratamento com LA 10 uM nao apresentou

qualquer efeito significativo sob as condigbes experimentais utilizadas.

O efeito dos NO,-FA sobre a expressdo de genes prd-angiogénicos foi avaliado
também em células endoteliais HUVEC. Diferente dos achados com a linhagem EA.hy926,
nenhum efeito significativo sobre a expressédo de genes pro-angiogénicos foi detectado em
células HUVEC tratadas com ambos NO,-FA por 16h (dados ndo mostrados). Desse modo,
tempos menores de incubagéo foram explorados. Ao utilizar essa abordagem, igualmente
um aumento unico nos niveis de RNAm de VEGF foi observado. Conforme pode ser visto na
figura 23A, o tratamento por 4h com OANO, 10 uM provocou um aumento de 5,6 vezes nos
niveis de RNAm de VEGF quando comparado ao controle. Porém, o tratamento com LNO,
10 uM demonstrou um efeito de magnitude semelhante (6,3 vezes) somente em um periodo
de incubagdo de 6h. Similar aos efeitos descritos em EA.hy926, os a&cidos graxos
precursores nao afetaram de modo significativo a expressédo génica de qualquer um dos
mediadores avaliados em HUVEC independente do tempo de incubacgéo testado (dados nao

mostrados).

Em posterior andlise, para evidenciar a participagdo da liberagdo de 'NO no efeito
dos NO,-FA sobre a expressédo de VEGF, células HUVEC pré-tratadas ou ndo com c-PTIO

por 1h foram incubadas com OANO;, 10 uM e LNO, 10 uM por 4 e 6h, respectivamente.
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Como mostra a figura 23B, o pré-tratamento com ¢-PTIO preveniu de modo significativo o
aumento dos niveis de RNAm de VEGF demonstrado pelos NO,-FA, sugerindo que a
liberagdo de '"NO da molécula dos NO,-FA pode ser uma etapa fundamental para a indugdo

de VEGF.
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Figura 21. NO,-FA induzem a expressido de VEGF. Células da linhagem EA.hy926 foram
tratadas com EtOH 0,1% ou LA, LNO,, OANO; na concentragdo de 10 uM por 4h. RNAm de
VEGF, VEGFR1, VEGFR2, MMP2, MMP9, FGF e PDGF-BB e da proteina ribossomal 16S
foram determinados por qRT-PCR. Os dados s&o expressos como média + desvio padrao. *
P<0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 22. NO,-FA induzem a expressio de VEGF e VEGFR1. Células da linhagem
EA.hy926 foram tratadas com LA, LNO,, OANO; ou OA na concentragéo de 10 uM por 16h.
RNAm de VEGF, VEGFR1, VEGFR2, MMP2, MMP9, FGF e PDGF-BB e da proteina
ribossomal 16S foram determinados por qRT-PCR. Os dados s&o expressos como média +
desvio padrdo. * P<0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 23. NO,-FA induzem a expressdao de VEGF em células endoteliais HUVEC via
mecanismo dependente de ‘NO. Células da linhagem HUVEC foram tratadas com LNO, e
OANO, 10 uM por 1 a 6h (A) Células HUVEC pré-tratadas ou ndo com ¢-PTIO 100 uM foram
incubadas com OANO, e LNO, por 4 e 6h, respectivamente (B). RNAm de VEGF e da
proteina ribossomal 16S foram determinados por qRT-PCR. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrdo. * P<0,05 comparado ao grupo controle. # P<0,05 comparado ao
grupo sem pré-tratamento com c-PTIO.
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4.7.2 LNO, estimula a secre¢ao de proteinas pré-angiogénicas em

cultura de células endoteliais

Com o objetivo de elucidar os efeitos pro-angiogénicos dos NO,-FA, foram avaliados
os efeitos sobre a secrecédo de proteinas pré- e anti-angiogénicas secretadas no meio de
cultura. Para isso, as células endoteliais HUVEC foram estimuladas com veiculo (etanol
0,1%), LNO, 10 uM ou LA 10 uM por 24h. O meio condicionado foi coletado e analisado com
0 kit RayBio® Human Angiogenesis Antibody Array C Series 1000, conforme instrugées do

fabricante.

Conforme ilustrado na Figura 24, o tratamento com LNO, 10 uM induziu a expressao
de proteinas pré-angiogénicas, especialmente VEGF e PDGF-BB quando comparado ao
perfil de proteinas secretadas em células controle. Em contraste ao efeito observado com
LNO; 10 uM, o tratamento com LA 10 pM inibiu a expressado de proteinas pro-angiogénicas,
sendo o efeito mais evidente sobre proteinas proé-inflamatérias, que também atuam sobre o

processo angiogénico, como interleucina-6 e 8.

Apenas um leve efeito inibitério foi detectado pelo tratamento com LNO, 10 uM sobre
a secre¢do de angiopoietina-2 quando observado o array de proteinas anti-angiogénicas
(Figura 25). Além disso, nenhum efeito foi observado pelo tratamento com LA 10 uM sobre a
expressdo de proteinas anti-angiogénicas (Figura 25). Adicionalmente, o tratamento de
células endoteliais HUVEC com LNO, 10 uM e LA 10 uM apresentou efeitos distintos,
demonstrando que a adi¢gdo do grupo nitro na molécula de LA modifica sua capacidade

como molécula sinalizadora.
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Figura 24. LNO, 10 pM induz a expressao de proteinas pré-angiogénicas. (A) Mapa das
localizagdes dos anticorpos na membrana. Em negrito sdo representadas as proteinas
induzidas pelo tratamento com LNO, 10 uM quando comparado ac grupo de células tratadas
com veiculo. A porgéo do texto sublinhada representa as proteinas inibidas por LA 10uM. (B)
Fotos representativas das membranas expostas aos meios condicionados de células
endoteliais tratadas com etanol 0,1% (A), LA 10 uM (B) e LNO, 10 uM (C), conforme método
descrito acima.
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Figura 25. LNO, 10 uM inibe a expressao de proteinas anti-angiogénicas. (A) Mapa das
localizagBes dos anticorpos na membrana. Em negrito sdo representadas as proteinas
inibidas pelo tratamento com LNO, 10 uM quando comparado ac grupo de células tratadas
com veiculo. (B) Fotos representativas das membranas expostas aos meios condicionados
de células endoteliais tratadas com etanol 0,1% (A), LA 10 uM (B) e LNO, 10 uM (C),
conforme método descrito acima _
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Em uma segunda abordagem, as células HUVEC foram estimuladas com os NO,-FA
ou seus acidos graxos precursores por 24h. O meio de cultura foi coletado para se avaliar a
concentracao de VEGF secretado através da técnica de ELISA. Ao contrario do esperado,
nenhum efeito significativo foi detectado na secrecdo de VEGF nos meios de culturas

celulares tratadas com os NO,-FA ou suas moléculas precursoras {Figura 26).
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Figura 26. Efeitos dos NO,-FA sobre a secre¢cao de VEGF em meio de cultura. Células
HUVEC foram estimuladas com LA, LNO,, OA ou OANGO, 10 uM por 24h e o meio foi
coletado para dosagem de VEGF por ELISA através de kit comercial seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.

4.7.3 LNO, aumenta a atividade de MMP-9

Os efeitos dos NO,-FA também foram avaliados sobre a atividade de MMPs. Embora
o tratamento com LNO, nao tenha influenciado a atividade da MMP2 (Figura 27A), um
aumento significativo na atividade de MMP9 foi observado no meio de cultura das células
tratadas com LNO, 10 uM (Figura 27B). Contudo, nenhum efeito significativo foi detectado
no meio de cultura tratado com sua molécula precursora, LA, sobre a atividade de ambas
MMPs. No entanto, a inibicao do efeito induzido pelo tratamento de LNO, foi observada com
o pré-tratamento com o sequestrador de '‘NO, c-PTIO, bem como uma diminuicdo da
atividade de MMP-9 do grupo controle, sugerindo que a atividade desta MMP seria

dependente de 'NO (Figura 28).
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Figura 27. LNO, 10 pM induz um aumento na atividade de MMP9. Células HUVEC foram
tratadas com etanol 0,1%, LA 10 uM ou LNO, 10 uM por 24h e a atividade de MMP2 (A) e
MMP9 (B) foram avaliadas por zimografia. Os dados sumarizam média + desvio padrdo *
P<0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 28. LNO, 10 pM induz um aumento na atividade de MMP9 via mecanismo
dependente de ‘NO. Células HUVEC pré-tratadas ou ndo com ¢c-PTIO 100 uM por 1h foram
incubadas com etanol 0,1%, LA 10 pM ou LNO; 10 pM por 24h e a atividade de MMP9 foi
avaliada por zimografia. Os dados s&o expressos média + desvio padrdo. * P<0,05
comparado ao grupo controle. # P<0,05 comparado ao grupo sem pré-tratamento com c-
PTIO.
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4.7.4 Lipides nitrados induzem o acumulo da proteina HIF-1a

HIF-10. é apontado como o principal fator de transcrigdo envolvido na indugéo da
expressao de VEGF e como fator predominante na iniciagdo da angiogénese. Objetivando
testar se os NO,-FA modulam HIF-1a, os efeitos destes compostos sobre a expressdo e

estabilizagdo da proteina foram examinados em células endoteliais.

Inicialmente a linhagem EA.hy926 foi utilizada. As células foram estimuladas com os
lipides nitrados por periodos de tempo entre 30 min e 4h e o acumulo da proteina HIF-1a. foi
analisado por western blot. Estes tempos foram eleitos com base em outros trabalhos
descrevendo que doadores de Oxido nitrico sintéticos demonstravam efeito nesta faixa de
tempo (Sandau et al, 2001; Metzen et al, 2003). Neste experimento o doador de ‘NO,
GSNO, e a hipdxia foram utilizados como controles positivos. O controle da molécula
precursora foi realizado pela incubagdo das células com o acido linoléico na concentragdo

de 10 pM.

Como ilustrado na Figura 29A, os tratamentos com os lipides nitrados, LNO, e
OANO, (10 uM), ndo foram capazes de induzir qualquer alteragdo nos niveis de HIF-1q,
indicando que os lipides nitrados n&o induziam o acumulo de HIF-1a nos periodos
analisados. Do mesmo modo, o acido graxo precursor ndo demonstrou efeitos significativos

sobre a expressao dessa proteina.

No intuito, de ampliar essa investigagdo, uma cinética de periodos de incubacgéo
diferentes foi empregada. Como é possivel observar na figura 29B, os tratamentos com os
lipides nitrados induzem um aumento no acumulo da proteina HIF1a. No entanto, enquanto
o tratamento com OANO, favorece um acumulo da proteina HIF1a com 8h de incubagéo, o
tratamento com LNO, 10 uM demonstrou apenas um efeito tardio, sendo detectado um

efeito significativo no acimulo de proteina somente no tempo de 24h.
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Interessantemente, além do acumulo de proteina, os tratamentos com NO,-FA
aumentaram significativamente também o RNAm de HIF-1a. Niveis de RNAm atingiram um
aumento de 4 e 6,5 vezes com a incubagdo por 16h com OANO, 10 uM e LNO, 10 uM,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Figura 29C). Entretanto, os acidos
graxos precursores, LA e OA ndao demonstraram qualquer efeito significativo sobre 0 RNAm

de HIF-1a.

A proxima etapa foi investigar os efeitos dos lipides nitrados sobre a estabilizagéo da
proteina HIF-1a também em células endoteliais HUVEC. Nestas células, ambos NO,-FA
induziram a estabilizagdo da proteina em tempos distintos quando comparados aos efeitos
demonstrados na linhagem EA.hy926. Como mostra a figura 30A, o LNO; induziu ao
aumento significante de HIF-1a a partir de 1h de incubagéo, apresentando um pico de efeito

maximo em 8h, permanecendo a proteina ligeiramente aumentada nos periodos de 16 e

24h.

Similarmente ao efeito observado em EA.hy926, OANO, demonstrou um efeito mais
rapido quando comparado ao LNO,. Contudo, o pico de ativagdo de HIF-1a foi observado
em 4h, seguido de diminui¢cdo gradativa na indugéo de HIF-1a em 8h e auséncia de efeito

nos tempos de incubacdo de 16 e 24h (Figura 30B).

O aumento dos niveis de RNAm foi detectado igualmente em células HUVEC.
Embora a magnitude dos efeitos tenha sido semelhante & encontrada com a linhagem
EA.hy926, novamente os efeitos diferiram no tempo de ativagéo, sendo o acumulo de RNAm
induzido por OANO, e LNO, observado nos tempos de 4 e 6h, respectivamente (Figura

30C).

Uma vez que as moléculas precursoras dos NO,-FA apresentaram apenas uma
pequena indugado na estabilizagdo de HIF-1a (dados ndo mostrados), seria a liberag¢do do

*‘NO dos NO,-FA uma maneira de explicar os efeitos aqui descritos? Para abordar essa
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questdo, as células endoteliais HUVEC pré-tratadas ou ndo com o sequestrador de *NO, c-
PTIO 100 uM, foram estimuladas com LNO, 10 uM ou OANO, 10 uM por 8h e 4h,
respectivamente. Estes periodos foram estrategicamente escolhidos devido ao fato dos
NO,-FA apresentarem o seu pico maximo de efeito no acumulo de proteinas. A partir da
figura 30D, pode-se depreender que a presenca do sequestrador de *NO ndo s6 diminuiu
parcialmente a expressdo basal de HIF-1a mas também aboliu significativamente os efeitos
dos NO,-FA. Do mesmo modo, a presenga de ¢c-PTIO inibiu significativamente os efeitos dos
NO,-FA sobre a expressd@o génica de HIF-1a em células HUVEC tratadas com OANO, e

LNO; por 4 e 6h, respectivamente (Figura 30E).

Conjuntamente, esses achados corroboram a hipétese de que os NO,-FA aumentam
a estabilizagdo da proteina HIF-1a, € que os efeitos observados sdo dependentes da

liberagédo de *NO.
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Figura 29. NO,-FA induzem o acumulo de RNAm e da proteina de HIF-1ac em EA.hy926. (A)
EA.hy926 foram incubadas em hipéxia (1% de O,) ou com EtOH (0,1%), LA 10 uM, GSNO 250 uM,
LNO; 10 pM e OANO; 10 uM em condigbes normais de O, por 0.5 a 4h. (B) EA.hy926 foram tratadas
com LNO, 10 uM e OANO, 10 uM por 0,5 a 24h. Expressio relativa de HIF-1o e B-tubulina foi
verificada por western blot. Os resultados s&o representativos de 4 experimentos independentes. (C)
EA.hy926 foram tratadas com LA 10 uM, OA 10 uM, LNO, 10 uM e OANO, 10 uM por 16h. RNAm de
HIF-1a e da proteina ribossomal 16S foi determinado por qRT-PCR. Os dados s&o expressos como
média + desvio padrdo. * P<0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 30. NO,-FA induzem o acimulo de RNAm e proteina de HIF-1a em HUVEC. HUVEC foram
tratadas com LNO, 10 uM (A) ou OANO, 10 uM (B) por 0,5 a 24h. Expresséao relativa de HIF-1o e -
actina foi verificada por western blot. Os resultados sao representativos de 4 experimentos
independentes. (C) HUVEC foram tratadas com NO.-FA por 1 a 6h. RNAm de HIF-1a e da proteina
ribossomal 16S foi determinado por gRT-PCR. Os dados sa0 expressos como média * desvio padrao.
* P<0,05 comparado ao grupo controle. (D) HUVEC pré-tratadas ou ndo com c-PTIO foram incubadas
com OANO, e LNO, por 4 e 8h, respectivamente. Expresséo relativa de HIF-1o e B-actina foi
verificada por western blot. Os resultados sdo representativos de 4 experimentos independentes. (E)
HUVEC pré-tratadas ou nao com c-PTIO foram incubadas com OANO,; e LNO, por 4 e 6h,
respectivamente. RNAm de HIF-1a e da proteina ribossomal 16S foram determinados por gRT-PCR.
Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. * P<0,05 comparado ao grupo controle. #
P<0,05 comparado ao grupo sem pré-tratamento com c-PTIO.
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4.7.5 Os efeitos pro-angiogénicos dos NO,-FA sao mediados por

HIF-1a

Os experimentos descritos anteriormente demonstraram que 0s NO,-FA podem
induzir a expressao do principal fator de transcricdo da angiogénese, HIF-1a. Uma hipétese
que surge a partir desses dados é: seriam os efeitos pro-angiogénicos dos NO,-FA
mediados por HIF-1a? Para avaliar essa possibilidade, foram utilizadas células endoteliais

knockdown para o gene HIF-1a.

Primeiramente, as células endoteliais com silenciamento estavel para o gene HIF-1a
foram estabelecidas. Para tanto, as células endoteliais EA.hy926 foram infectadas com
plasmidios com particulas de lentivirus inativas contendo ou nao a seqiiéncia do gene de
interesse. Posteriormente, os clones foram selecionados com meio de cultura suplementado
com puromicina 5 pg/mL e a eficiéncia do silenciamento do gene de interesse foi confirmada

por real-time PCR e western blot.

Conforme ilustrado na figura 31A, o protocolo utilizado provocou um silenciamento de
96% da expressao génica de HIF-1«. Por sua vez, a infecgao com plasmidios lentivirais sem
a seqiiéncia do gene de interesse ndo demonstrou alteracdo significativa no RNA
mensageiro de HIF-1a. Além disso, a eficiéncia do silenciamento do gene HIF-1a foi
adicionalmente confirmada por western blot. Para tanto, as células foram incubadas em
condi¢des de hipdxia (1% O,) ou norméxia por 4h e a expressao de HIF-1a em resposta a
estas condigdes foi avaliada. Como pode ser visto na Figura 31B, as células knockdown
para o gene HIF-1a demonstraram uma resposta diminuida a hipoxia, ao passo que células
wild-type bem como células infectadas com plasmidios lentivirais sem a seqiiéncia de

interesse apresentaram respostas similares.
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Figura 31. Caracterizacdo de celulas knockdown para o gene HIF-1o. (A) Expresséo
génica relativa de HIF-1o. em células wild-type (WT), células infectadas com plasmidios sem
a sequéncia de interesse (CV) e células infectadas com plasmidios contendo a seqliéncia de
interesse (HIF-1-kd). O RNAm de HIF-1a € da proteina ribossomal 16S foi determinado por
gRT-PCR. Os dados sado expressos como meédia + desvio padrao. * P<0,05 comparado ao
grupo WT. (B) Células WT, CV e HIF-1kd foram incubadas sob norméxia ou hipéxia por 4h.
Expressao relativa de HIF-1a e B-tubulina foi verificada por western blot. Os resultados séo
representativos de 4 experimentos independentes.
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Posteriormente, a linhagem estabelecida foi utilizada para elucidar o papel de HIF-1a
nos efeitos pré-angiogénicos demonstrados pelos NO,-FA no presente estudo. Com este
proposito, monocamadas de células endoteliais wild-type e knockdown para o gene HIF-1a
contendo uma fenda realizada com o auxilio de uma microponteira, foram incubadas com
diferentes tratamentos por 24h. As monocamadas foram fotografadas ao inicio e ao término

da incubagéo e o efeito sobre a migracao celular foi avaliado.

Como representado na figura 32, o silenciamento de HIF-1a ndo alterou a migragéo
basal de células endoteliais. Adicionalmente, nenhum efeito foi detectado ao observarmos a
migracao de células knockdown tratadas com LNO; 10 pM e OANO, 10 uM. Desse modo,
esses dados evidenciam que os efeitos demonstrados pelos NO,-FA anteriormente seriam

mediados por HIF-1a.
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Figura 32. A migracao celular induzida por NO,-FA é mediada por HIF-1a. Monocamadas de
células WT e HIF-1-kd lesionadas com uma micropipeta foram incubadas na presenga ou
auséncia de LNO, 10 uM e OANO, 10 uM. Fotos representativas do efeito dos NO,-FA apés 24h
de incubagao sobre a migragdo de células endoteliais EA.hy926 e células knockdown para o

gene HIF-1a.

94



Resultados

Para investigar se os efeitos dos NO,-FA sobre a expressdo de VEGF também
dependem de HIF-1a, as células knockdown para HIF-1a foram novamente
empregadas. Essas células foram incubadas na presenga ou auséncia de LNO, ou
OANO; 10 uM e os efeitos sobre a expressdo de VEGF foram avaliados por qRT-PCR.
Devido ao fato das células knockdown serem provenientes da linhagem EA.hy926, as
células foram estimuladas com os tratamentos por 16h, tempo de incubagédo em que os
tratamentos com NO,-FA demonstraram maior efeito sobre a expressdo de VEGF(como

mostrado anteriormente).

O silenciamento de HIF-1a. ndo interferiu na expressdo basal de VEGF (Figura
33). Interessantemente, porém, o efeito indutivo do tratamento com NO,-FA sobre a

expressdo de VEGF foi completamente abolido com o silenciamento de HIF-1a (Figura

33).
VEGF
7 - *

—_ * |
55 ° H S '
82 I ]
«1)8 l
s
© 4 -

w 9

»n ©
CD(U 3 4
° 3
S 2-

W g

S mm ]

O T T

Controle LNO2 OANO2

OWT m HIF-1-kd

Figura 33. O efeito dos NO,-FA sobre a expressiao de VEGF é mediado por HIF-1a. Células
EA.hy926 e células HIF-1-kd foram tratadas com LNO, ou OANO, 10 uM por 16h. RNAm de VEGF e
da proteina ribossomal 16S foi determinado por qRT-PCR. Os dados s30 expressos como meédia +
desvio padrdo. * P<0,05 comparado ao grupo controle da linhagem wild-type. # P<0,05 comparado a
célula knockdown para HIF-1a. com o mesmo tratamento.
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Em conjunto, estes resultados fortalecem a hipétese que os NO,-FA aumentam a
expressdo de VEGF, resultante da ativagdo de HIF-1a, atuando desse modo como

moduladores do processo de angiogénese.
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5.0 Discussao

O principal achado deste trabalho é a demonstragdo que os NO,-FA, LNO, e OANO,
podem estimular a expressao do principal fator pré-angiogénico, VEGF via ativagéo do fator
de transcri¢do HIF-1a. Baseado nos experimentos realizados, essa via de ativagdo NO,-FA
- VEGF - HIF pode induzir significativamente a migragdo de células endoteliais, o
brotamento ex vivo e a formagdo de novos vasos sanguineos in vivo. E importante
mencionar que as concentragdes utilizadas nos experimentos descritos acima s&o
comparaveis as concentragdes plasmaticas de nitrolipides totais descritas previamente em
individuos sadios (Lima et al., 2002; Baker et al., 2004) e hipercolesterolémicos (Lima et al.,
2003). Portanto, os NO,-FA poderiam representar novos mediadores angiogénicos,
especialmente em condigbes de inflamagdo e apds o processo de isquemia-reperfuséo,
onde a formagao aumentada de NO,-FA foi recentemente descrita (Ferreira et al., 2009;

Nadtochiy et al., 2009) .

A angiogénese constitui o processo de formagédo e remodelamento da maioria dos
vasos sanguineos (Risau, 1997). Além de seu papel estabelecido durante a embriogénese
(Coultas et al, 1995), a angiogénese é atualmente reconhecida como um processo
positivamente associado a patogénese de uma grande diversidade de condigbes clinicas,
tais como doengas malignas, isquémicas, infecciosas, imunes e principalmente inflamatorias

(Carmeliet, 2005).

O processo de angiogénese demanda uma série de eventos celulares altamente
coordenados, dentre eles a migragao, a proliferagdo de células endoteliais e o brotamento
de neovasos, os quais podem ser modulados por uma grande variedade de mediadores pro-
e anti-angiogénicos (Adams e Alitalo, 2007). De fato, a literatura apresenta consideravel
documentacgéo acerca dos efeitos das mais diversas moléculas pro-angiogénicas, tais como

o VEGF, as quais estimulam ou inibem cascatas de sinalizagéo, levando em ultima analise
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ao processo que se caracteriza a angiogénese (Olsson et al., 2006). Desse modo, o
reconhecimento de novos mediadores angiogénicos € de extrema importdncia no
entendimento geral do processo de angiogénese bem como na busca de possiveis

intervengdes terapéuticas.

Os resultados deste trabalho demonstram que os NO.,-FA ndo alteram de modo
significativo a proliferagdo e viabilidade de células endoteliais. Interessantemente, um
estudo prévio aponta que o LNO, atua sobre a proliferagéo de células de musculo liso
vascular em concentragdes similares as utilizadas neste estudo (Villacorta et al., 2007). Os
autores sugerem que o LNO; poderia inibir a proliferagdo de células de musculo liso
vasculares via sinalizagdo do fator de transcricdo Nrf2, Nuclear factor-erythroid 2-related
factor 2. A diferenga nos resultados obtidos em nosso estudo quando comparado as
investigagoes realizadas por Villacorta e colaboradores (2007) poderia ser explicada pelos
diferentes tipos celulares utilizados. Realmente, diversos compostos apresentam efeitos
célula—especificos. Por exemplo, enquanto o tratamento com fosfolipides oxidados inibe o
crescimento e induz a apoptose de células vasculares (Fruhwirth et al., 2006),
concentragdes similares falham em demonstrar o mesmo efeito em células endoteliais

(Bochkov et al., 2006).

Em contraste a auséncia de efeitos sobre a proliferacdo de células endoteliais,
nossos achados ilustram que os NO,-FA induzem a migragéo celular. Em particular, devido
a investigagdo sobre os efeitos do LNO, ter sido mais extensa, a mesma forneceu
evidéncias de que a migragédo de células endoteliais induzida com os NO,-FA seria dose-
responsiva, pois concentragdes menores que 1 puM ndo demonstraram qualquer efeito

significativo.

Desse modo, apesar de ndo alterar a proliferagdo celular, os NO,-FA podem ainda
ser apontados como mediadores pré-angiogénicos. Nossos resultados estdo de acordo com

estudos de investigagdo de novas moléculas mediadoras do processo de angiogénese que
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demonstram que certas moléculas pro-angiogénicas, tais como PAF-1 (Axelrad et al.
2004) ou PKC3 (Harrington et al. 1997) ndo demonstram efeito sobre a proliferagéo celular.
Essa auséncia de efeito sobre uma das etapas da angiogénese poderia ser atribuida ao fato
de que alguns mediadores angiogénicos ndo atuam diretamente no processo de
proliferagdo, mas apenas atuam como segundo mensageiros na proliferagdo induzida por
outros fatores de crescimento, tais como FGF (Deo et al. 2000). Além disso, a indug¢do da
migragéo de células endoteliais € apontada como uma caracteristica distinta de citocinas

angiogénicas (Carmeliet, 2000).

A presenga do grupamento nitro na molécula de NO,-FA foi apontada como
essencial para o efeito observado na migragéo celular, uma vez que as moléculas de acido
graxo precursoras ndo demonstraram nenhum efeito significativo tanto sobre a migragéo
como na proliferagéo de células endoteliais. Além disso, os efeitos dos lipides nitrados na
migragdo celular foram inibidos de modo significante com o pré-tratamento de um
sequlestrador de "NO, sugerindo, portanto, que os efeitos pré-angiogénicos de LNO, e
OANO, poderiam ser mediados por mecanismos dependentes de *NO. De fato, estudos
prévios tém demonstrado que os NO,-FA podem atuar como sinalizadores celulares por
meio da liberagdo de *NO (Lim ef al, 2002; Lima et al., 2005; Schopfer et al., 2005a,

Trostchansky ef al., 2007).

Por sua vez, doadores sintéticos de ‘NO foram apontados como mediadores da
angiogénese, especialmente por influenciar a proliferagcdo e migragédo de células endoteliais
(Heller et al., 1999). Contudo, os efeitos descritos sdo controversos. Estudos demonstram
que doadores de *NO podem inibir (Yang et al., 1994; Gooch et al., 1997; Sarkar et al.,
1995), estimular (Ziche et al., 1993; Ziche et al., 1994) ou mesmo n&o alterar (Arnal et al.,
1994) a proliferacdo de células endoteliais. Em relagdo a migragédo celular, efeitos
discordantes também sdo apresentados. Essa discrepancia poderia ser ndo somente devido

as diferencas das linhagens de células endoteliais, mas também dependentes de condigdes
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especificas de crescimento e, especialmente, da duragédo de exposi¢do aos doadores. Por
exemplo, Magazine e colaboradores (2000) demonstraram que 2h ap6s a exposi¢édo a ‘NO,
uma inibicdo na migracdo de mondcitos era observada, ao passo que um estimulo na

migragao celular era detectado somente apos 5h.

No entanto, os dados resultantes deste trabalho sdo consistentes com artigos prévios
que descrevem a indu¢do da migragdo de células endoteliais com doadores sintéticos de
‘NO, tais como esperminaNONOato e DETANONOato sob condigdes experimentais
semelhantes as utilizadas (Powell et al.,, 2000). Além disso, Kawasaki e colaboradores
(2003) relatam resultados de magnitude similar aos apresentados nesse trabalho na
migragéo de células endoteliais adrticas humanas tratadas com o doador de "NO S-nitroso-

N-penicilamina na concentragéo de 10 uM.

Outros estudos corroboram o efeito indutivo de ‘NO sobre a migragdo celular e
sugerem ainda que este efeito poderia ser conseqiiéncia da S-nitrosilagdo de proteinas,
bem como, via cascatas de sinalizagdo dependentes de cGMP (Friebe e Koesling, 2003;
Fukumura et al, 2006). Por exemplo, a S-nitrosilacdo de Ras estimula sua atividade,
resultando em migragdo aumentada de células endoteliais (Oliveira et al., 2003). Segundo
Kawasaki e colaboradores (2003) o ‘NO pode ainda estimular a migragédo celular via

ativagdo da cascata de sinalizagdo VEGFR-2/PI3K/Akt-PKB.

Interessantemente, a produgdo basal de ‘NO em nossas células endoteliais foi
insuficiente para modular a migragéo celular, o que foi evidenciado pelo pré-tratamento com
L-NMMA. A inibigdo da oxido nitrico sintase resultou em mudangas nédo significativas, tanto
no grupo controle, como na migragéo celular induzida por LNO, (1-10 pM) quando
comparado ao grupo tratado com LNO, que ndo recebeu pré-tratamento, sugerindo que os

efeitos dos NO,-FA foram independentes do "NO endégeno.
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Esses resultados vao ao encontro de dados prévios indicando que, devido ao fato
das celulas endoteliais produzirem baixos niveis de ‘NO via eNOS, a liberagdo de ‘NO de
reservatorios tais como S-nitrosotidis ou NO,-FA aumentariam a biodisponibilidade de *“NO
de maneira ndo enzimatica, promovendo consequentemente a neovascularizagdo (Al-Ani et

al., 20086).

Os efeitos bioldgicos dos NO,-FA explorados neste trabalho também foram
evidenciados em modelos ex vivo e in vivo. Nossos dados indicam que os NO,-FA podem
induzir o brotamento e formagédo de novos vasos em concentragdes similares as descritas
previamente como moduladoras da migragdo celular. Igualmente nesses modelos,
concentragdes equivalentes de seus precursores, acido linoléico e acido oléico, ndo
demonstraram qualquer efeito significativo. De fato, um estudo anterior relatou que acidos
graxos como 4acido linoléico e acido linolénico ndo haviam demonstrado efeito sobre o

brotamento de novos vasos no modelo de anel de aorta (Go et al., 2003).

A participacdo de ‘NO nos efeitos observados com LNO, e OANO, foi esclarecida
pelos pré-tratamentos com o sequestrador de "NO, ¢-PTIO, e o inibidor da eNOS, L-NMMA.
Como visto no ensaio de migragdo celular, os efeitos dos NO,-FA foram completamente
inibidos com o pré-tratamento com ¢c-PTIO, quando comparado ao grupo controle sem pré-
tratamento, sugerindo que os efeitos observados poderiam ser também mediados por
mecanismos dependentes de “NO. Assim, a inibigdo da eNOS além de afetar o brotamento
espontaneo de novos vasos no grupo controle, também influenciou de modo significativo os
efeitos induzidos pelos NO,-FA. Desse modo, pode-se especular que o “NO endégeno

poderia favorecer um efeito sinérgico no efeito demonstrado com o tratamento com LNO,

A modulagdo da expressao de proteinas pré e anti-angiogénicas é fundamental para
0 processo angiogénico (Carmeliet, 2003) e poderia ser responsavel, pelo menos em parte,

pelos efeitos pré-angiogénicos dos NO,-FA. Inumeros fatores de crescimento, fatores de
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transcricdo bem como citocinas sdo apontados como mediadores angiogénicos (Bergers e
Benjamin, 2003). Dentre eles, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) possui um
papel chave na angiogénese por regular a proliferagéo, a migragdo e a sobrevivéncia das
células endoteliais (Olsson et al., 2003). Segundo relatos prévios, a sensibilidade das
células endoteliais a sinalizagdo de VEGF é exemplificada pelas anormalidades vasculares
letais resultantes da delegdo de apenas um alelo de VEGF em camundongo (Carmeliet et
al.,, 1996; Ferrara et al., 1996). Outros moduladores angiogénicos também afetam a
proliferacao e fungdo de células endoteliais (Distler et al., 2003). Todavia, a maioria desses
fatores atua em outros tipos celulares e ndo agem como reguladores independentes da
angiogénese e das fungdes das células endoteliais, apenas complementando (ou

coordenando) a sinalizagdo de VEGF (Wang et al., 2008).

Diversos genes pro-angiogénicos avaliados neste trabalho, tais como VEGFR2, FGF,
PDGF, MMP2 e MMP9 néo foram estimulados pelos NO,-FA. Entretanto, o tratamento com
LNO, 10 uM induziu um aumento na atividade gelatinolitica de MMP9. As MMPs
desempenham um papel critico no remodelamento proteolitico da matriz extracelular € na
geracao de moléculas bioativas durante o processo de angiogénese (Coussens e Werb,
2002; Egeblad e Werb, 2002). Além disso, o efeito induzido pelo tratamento com LNO; na
atividade de MMP-9 foi inibido pelo pré-tratamento com o seqiiestrador de *NO sugerindo

que o LNO, poderia induzir a atividade de MMP-9 via mecanismo dependente de "NO.

Segundo Ridnour e colaboradores (2007), concentragdes baixas do doador de *NO
esperminaNONOQato (= 1-10 uM) aumentam a atividade da MMP9 em cultura de
macrofagos. Uma vez que a migragdo celular e o brotamento de novos vasos em anéis de
aorta de rato induzidos por *‘NO mostraram-se dependentes da atividade desta MMP, os
mesmos autores sugerem que a MMP9Q poderia atuar como mediador dos efeitos pro-

angiogénicos do “NO.
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Embora a expressdo génica de mediadores angiogénicos ndo tenha sido alterada
pelos NO,-FA, nossos dados indicam a indugédo da expressdo de VEGF pelos NO,-FA em
duas linhagens de células endoteliais. Apesar da observagdo do efeito ter diferido nos
tempos de incubagé&o, curiosamente a magnitude foi similar em ambas as linhagens. Vale
ressaltar ainda que, em células HUVEC, diferentes NO,-FAs apresentaram tempos de
ativagao distintos, quando o efeito sobre a expressdo de VEGF foi examinado. De fato, uma
vez que os NO,-FA tém sido demonstrados como compostos instaveis em ambientes
aquosos (Schopfer et al, 2005b), estudos recentes relatam diferengas na poténcia dos
efeitos, bem como na meia vida observados com LNO, e OANO, (Baker et al., 2005, Cui et

al., 2006, Chen et al., 2008).

Devido & expressdo de VEGF induzida pelos NO,-FA ser inibida de modo
significativo com o pré-tratamento de um sequestrador de "NO, os achados descritos neste
trabalho apontam que a liberagdo de ‘NO estaria contribuindo para o efeito indutivo dos
NO.-FA sobre a expresséo de VEGF. Esse resultado corrobora com uma série de trabalhos
que descrevem a indugdo de VEGF com doadores sintéticos de ‘NO (Chin et al., 1997;
Xiong et al., 1998; Frank et al., 1999a e 1999b; Shizukuda et al., 1999; Dulak et al., 2000;
Kimura et al., 2000; Palmer et al., 2000; Sandau ef al., 2001; Jozkowicz et al., 2001; Kimura
et al., 2002). No entanto, nosso trabalho teve limitagdes na detecgédo da secregao de VEGF,
onde metodologias diferentes apresentaram resultados controversos. Estudos adicionais

serao necessarios para esclarecer este ponto.

E possivel que o fator de transcrigdo HIF-1o possa ser ativado com os NO,-FA, uma
vez que doadores de *NO tem sido descritos como indutores dessa proteina (Kimura et al.,
2000, Palmer et al., 2000; Sandau et al., 2001; Kimura et al., 2002) e os efeitos pro-
angiogénicos demonstrados pelos NO,-FA sejam dependentes de ‘NO. Desse modo, a
ativagéo de HIF-1a poderia levar a uma expressdo aumentada de VEGF com o tratamento

dos NO,-FA. Corroborando essa possibilidade, nossos dados demonstram que os NO,-FA
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aumentaram ndo somente a estabilidade de HIF-1a (levando a um acumulo da proteina)

como também os niveis de RNAmM via mecanismo dependente de "NO.

Similar aos efeitos demonstrados para a expressdo com VEGF, ambos LNO, e
OANO,, induziram a proteina e o RNAm de HIF-1a em tempos distintos. Sandau e
colaboradores (2003) descreveram anteriormente que doadores de "NO com meia-vida
diferentes apresentam efeitos dependentes do tempo de incubagdo e da concentragdo
destes sobre a ativagdo de HIF-1a. Desse modo, doadores de ‘NO com meia-vida curta
induziram uma resposta rapida de HIF-1a, enquanto doadores lentos de *"NO demonstraram

efeitos tardios no acimulo de HIF-1q.

A despeito da dependéncia de *NO ser evidenciada no efeito dos NO,-FA sobre HIF-
1a, N80 é possivel especularmos o mecanismo exato pelo qual os NO,-FA poderiam induzir
o HIF-1a. Isso se deve ao fato de mecanismos diversos serem descritos para doadores de
*NO. Segundo Brune e Zhou (2007), doadores de ‘NO podem bloquear a atividade das
prolil-hidroxilases (Metzen et al., 2003), impedindo a degradacdo de HIF-a, como também
ativar rotas de sinalizagdo que ativam a transcrigdo/traducdo de HIF-1a (Kasuno et al.,
2004) ou regular sua estabilidade por meio de S-nitrosilagdo (Sumbayev et al., 2003; Li et
al., 2007). Desse modo, somente estudos adicionais poderiam elucidar o mecanismo

envolvido na ativagdo de HIF-1a pelos NO,-FA.

Ainda que o mecanismo especifico de atuagdo dos NO,-FA sobre HIF-1a ndo tenha
sido determinado, nossos dados descrevem o envolvimento direto desse fator de transcrigao
nos efeitos pro-angiogénicos dos NO,-FA. Conforme apresentado na segdo de resultados, o
silenciamento de HIF-1a aboliu de modo significativo os efeitos indutivos dos NO,-FA sobre
a migracdo de células endoteliais bem como sobre a expressdo de VEGF. Portanto, esses
dados evidenciam que os efeitos pro-angiogénicos dos NO,-FA seriam mediados pela

ativagdo de HIF-1a. Nossos resultados estdo de acordo com um estudo recente
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demonstrando que o silenciamento de HIF-1a inibe a migragdo de macréfagos estimulada
por doadores de “NO. Segundo os achados desse estudo, o HIF-1a ativado por doadores de
*NO poderia induzir a migragéo celular também através do aumento dos niveis de RNAm de

Cdc42 e Rac1, levando a modulagéo de actina do citoesqueleto.

Portanto, o conjunto dos dados obtidos neste trabalho demonstra, pela primeira vez,
que os NO,-FA estimulam a migragdo bem como o brotamento de células endoteliais via
mecanismos dependentes de *NO. A exploragdo dos mecanismos pelos quais os LNO; e
OANO, atuam no processo angiogénico demonstrou que os NO,-FA aumentam a atividade
da MMP9, os niveis de RNAm de VEGF e a ativagdo de HIF-1a também via mecanismos
dependentes de *NO. Em dultima instancia, a analise dos mecanismos de agdo dos NO,-FA
também apontou que o fator de transcri¢do HIF-1a possui um papel chave na indugdo de
VEGF pelos NO,-FA, o que levaria aos efeitos pré-angiogénicos observados neste trabalho.
Desse modo, nossos achados enfatizam que a ativagdo de HIF-1a pelos NO,-FA € um
mecanismo importante de sinalizagdo no processo angiogénico. Além disso, os lipides
nitrados podem constituir importantes alvos para a intervengdo terapéutica objetivando a
inibicdo ou estimulo do processo de angiogénese, processo associado a diversas doengas e

apontado como fator crucial da instabilidade de placas ateroscleréticas.
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6.0 Conclusoes

A partir dos dados apresentados neste trabalho pode-se concluir que:

o Os lipides nitrados derivados dos 4&cido linoléico e do acido oléico ndo alteram a
proliferagdo e viabilidade celular das células endoteliais das linhagens HUVEC e EA.hy926

em concentracgdes entre 0,001 e 10 uM;

° LNO, e OANO; 10 uM induzem a migragéo celular de células HUVEC via mecanismo
dependente da liberagdo de “NO dos NO,-FA, porém, independente da sintese enddgena de

*NO;

. LNO, e OANO, estimulam o brotamento de novos vasos em um modelo ex vivo de
cultura de anéis de aorta de rato. Mecanismos dependentes de °‘NO podem ser
responsaveis por este efeito. Contudo, a participagdo do "NO enddgeno demonstra efeito

sinérgico com o °*NO liberado a partir dos NO,-FA,;

. NO,-FA induzem o processo de angiogénico em modelo in vivo de membrana corio-

alantoica de embrido de galinha;

. NO,-FA aumentam de modo significativo os niveis de expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em células endoteliais das linhagens HUVEC e

EA.hy926 por mecanismos dependentes de *NO;

. A atividade da metaloprotease 9 (MMP9) secretada em meio de cultura de células

HUVEC é aumentada significativamente com o tratamento com LNO; 10 uM;
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. NO,-FA induzem ndo s6 os niveis de RNAmM, como também o acumulo da proteina
HIF-1a em células endoteliais HUVEC e EA.hy926. A liberagdo de ‘NO a partir das

moléculas de NO,-FA desempenha um papel importante neste efeito;

o Os efeitos pro-angiogénicos dos NO,-FA sobre a migracdo de células endoteliais
bem como sobre os niveis de RNAm de VEGF sdo dependentes da sinalizagédo do fator de

transcrigdo HIF-1.
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