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Abstract 

 

Class 1 myosins (Myo1s) were the first unconventional myosins identified. Myo1c, a 

Myo1 isoform, is involved in the regulation of gene expression, cytoskeletal 

rearrangements, delivery of proteins to the cell surface, cell migration and spreading. 

Thus, the important role of Myo1c in different biological processes is evident. 

Therefore, in the present study we investigated the effects of Myo1c inhibition triggered 

by Pentachloropseudilin (PClP), a reversible and allosteric potent inhibitor of Myo1c, 

on angiogenesis. We demonstrated that blocking of Myo1c activity by treatment with 

PClP promoted a decrease in the number of vessels. The observed inhibition of 

angiogenesis is likely related to the inhibition of cell proliferation, migration, adhesion 

and alteration of the actin cytoskeleton pattern as shown on PClP-treated HUVEC cell 

line. Moreover, we also demonstrated that PClP treatment partially prevented the 

delivery of integrins to the plasma membrane. Finally, we showed that the inhibition of 

Myo1c caused DNA strand breaks, which is probably repaired during the cell cycle 

arrest in G1 phase. Taken together, our results suggest Myo1c as an attractive target for 

drug-based treatment of angiogenesis-related human diseases. 

 

Keywords: Angiogenesis, Myo1c, pentachloropseudilin, cell cycle. 
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Resumo 

 

As miosinas de classe 1 (Myo1s) foram as primeiras miosinas não convencionais 

identificadas. Myo1c, uma isoforma de Myo1, está envolvida na regulação da expressão 

gênica, rearranjos do citoesqueleto, liberação de proteínas na superfície celular, 

migração celular, dentre outros. Diante do importante papel da Myo1c em diferentes 

processos biológicos, o presente estudo propôs investigar os efeitos da inibição da 

Myo1c desencadeada pelo pentacloropseudilin (PClP), um potente inibidor reversível e 

alostérico de Myo1c, na angiogênese. Demonstramos que o bloqueio da atividade da 

Myo1c pelo tratamento com PClP promoveu uma diminuição no número de vasos 

sanguíneos. Sugerimos que a inibição da angiogênese observada esteja relacionada com 

a inibição da proliferação celular, migração, adesão e alteração do padrão do 

citoesqueleto de actina, como observado em células HUVECs tratadas com PClP. Além 

disso, também demonstramos que o tratamento com PClP impediu parcialmente a 

entrega de integrinas à membrana plasmática. Finalmente, mostramos que a inibição da 

Myo1c causou quebras na fita de DNA, que provavelmente é reparada durante a parada 

do ciclo celular na fase G1. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a Myo1c é um 

alvo atraente para o tratamento de doenças humanas relacionadas à angiogênese. 

 

Palavras-chave: Angiogênese, Myo1c, pentacloropseudilin, ciclo celular. 
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1. Introdução 

 

1.1 Angiogênese - características gerais  

 

A formação de novos vasos sanguíneos ou neovascularização, pode ocorrer por 

meio da angiogênese ou por vasculogênese. A vasculogênese é a criação de novos vasos 

de novo a partir de células precursoras, como os angioblastos, que se diferenciam em 

células endoteliais (ECs), formam lúmens e criam vasos sanguíneos primitivos (Ucuzian 

et al., 2010). Em contraste, a angiogênese é definida como o crescimento de novos 

vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes, o qual ocorre naturalmente durante 

toda a vida de um indivíduo, tanto em condições fisiologicamente saudáveis quanto em 

quadros patológicos (Carmeliet, 2003; 2004).  

Vasos sanguíneos permitem que células do sistema imune patrulhem o 

organismo em um processo denominado de vigilância imunológica, fornecem oxigênio 

e suprem de nutrientes os tecidos, e descarte de resíduos oriundos dos mais diversos 

processos metabólicos (Carmeliet e Jain, 2011). Embora benéficos para o crescimento e 

regeneração dos tecidos, os vasos sanguíneos podem colaborar para a manutenção de 

doenças inflamatórias e malignas, e também são explorados por células malignamente 

transformadas durante a metástase tumoral, contribuindo para a perpetuação do câncer 

(Carmeliet, 2003; Carmeliet e Jain, 2011).  

Como os vasos sanguíneos nutrem quase todos os órgãos do corpo e estão em 

um constante contato com estas estruturas, alterações no crescimento normal de vasos 

sanguíneos podem contribuir para inúmeras doenças. Por exemplo, o crescimento ou 

manutenção insuficiente de vasos sanguíneos pode levar ao desencadeamento de 

acidente vascular cerebral, infarto do miocárdio, distúrbios ulcerativos e 

neurodegeneração. Já o crescimento excessivo ou remodelamento anormal dos vasos 

pode provocar câncer, distúrbios inflamatórios, hipertensão pulmonar e doenças 

oftalmológicas (Carmeliet, 2003; Folkman, 2007; Carmeliet e Jain, 2011). A 

angiogênese normal é bem ordenada, previsível, regulada e não excessiva, enquanto que 

a angiogênese patológica é irregular e imatura devido a sua velocidade e natureza 

excessiva (Verheul et al., 2004).  

De forma geral, a angiogênese é um processo de múltiplas etapas que envolve 

ativação de ECs, degradação da membrana basal, invasão, proliferação, formação de 

lúmen e estabilização. Este processo é amplamente regulado por um balanço entre 
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moléculas que favorecem a formação de vasos (moléculas pró-angiogênicas) e 

moléculas que inibem a formação de vasos (moléculas anti-angiogênicas) (Bayless e 

Johnson, 2011). Neste contexto de formação de vasos, podemos incluir fatores de 

crescimento (Presta et al., 2005; Turner e Grose, 2010), lipídios bioativos (English et 

al., 2002; Hla, 2004), integrinas (Cheresh et al., 1989; Brooks et al., 1996; Davis e 

Camarillo, 1996; Senger et al., 1997; Senger et al., 2002; Davis e Bayless, 2003), 

proteínas juncionais (Bazzoni e Dejana, 2004; Dejana, 2004; Wallez e Huber, 2008) e 

proteinases transmembranas (Van Hinsbergh et al., 2006; Van Hinsbergh e Koolwijk, 

2008; Bayless e Johnson, 2011). 

 

1.2 Bases moleculares da formação de vasos sanguíneos 

 

Em um adulto saudável, ECs quiescentes possuem meia-vida longa e são 

protegidas contra injúrias pela ação autócrina de sinais de manutenção, como pelo fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF), receptor NOTCH, angiopoietina-1 (ANG-

1) e fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs). Como os vasos sanguíneos estão em 

constante contato com o oxigênio, ECs expressam sensores de oxigênio e fatores 

induzíveis por hipóxia - como o domínio de prolil hidroxilase 2 (PHD2) e fator 

induzível por hipóxia-2α (HIF-2α), que permitem que os vasos reajustem sua forma 

para otimizar o fluxo sanguíneo. ECs quiescentes formam uma monocamada de células 

com uma superfície aerodinâmica, interconectadas por moléculas juncionais, como E-

caderina e claudinas. Essas ECs são protegidas por pericitos, que inibem sua 

proliferação e liberam sinais de sobrevivência celular, como VEGF e ANG-1. As ECs e 

pericitos em condições de repouso, produzem uma membrana basal comum (Carmeliet 

e Jain, 2011)(Figura 1A). 

Em um vaso sanguíneo normal, imediatamente abaixo da monocamada de ECs 

encontra-se uma espessa membrana basal (BM) de 100-200 ηm de espessura. Esta é 

composta principalmente de lamininas, colágenos tipo IV e VIII, e proteoglicanos. Esta 

BM deve ser degradada antes da invasão pelas ECs na matriz extracelular circundante 

(ECM), a qual é composta majoritariamente por colágenos fibrilares, elastinas e várias 

outras proteínas da ECM (Francis et al., 2008; Ucuzian et al., 2010). ECs, em resposta a 

estímulos angiogênicos (VEGF, VEGF-C, ANG-2, FGFs ou quimiocinas - liberados por 

células em condições de hipóxia), inflamatórios ou tumorais, convertem-se de um 
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fenótipo quiescente para um sinteticamente ativo, caracterizado por um alto índice 

mitótico e maior capacidade de migração e proteólise da matriz (Bergers e Hanahan, 

2008; Murakami et al., 2008; Carmeliet e Jain, 2011) (Figura 1A). 

Frente ao estímulo angiogênico, pericitos se separam primeiro da parede do vaso 

(em resposta a ANG-2) e soltam-se da membrana basal por degradação proteolítica, a 

qual é mediada por metaloproteinases de matriz (MMPs). Células endoteliais ativadas 

rompem com suas junções intercelulares (junções de adesão e junções gap), e o vaso 

nascente se dilata (Risau, 1997; Armulik et al., 2005). O VEGF presente no 

microambiente aumenta a permeabilidade da camada de células endoteliais, fazendo 

com que as proteínas plasmáticas, como fibrinogênio e fibronectina, extravasem e 

alcancem a ECM (Jain et al., 2006). Em resposta à sinalização de integrinas (proteínas 

transmembrana de adesão), as células endoteliais migram para a superfície da ECM 

adjacente. Nestas, proteases presentes na matriz são ativadas, e passam a liberar 

moléculas pró-angiogênicas armazenadas na ECM, como VEGF e FGF, o que promove 

um remodelamento da ECM, tornando o ambiente favorável ao crescimento de novos 

vasos (Carmeliet e Jain, 2011) (Figura 1A). 

A formação do lúmen (e subsequente formação de tubo) pode ser considerada 

um marco da angiogênese, pois é um comportamento relativamente específico, atribuído 

principalmente às células do epitélio e do endotélio. Esses mecanismos são garantidos, 

pois ECs são geneticamente programadas para criar compartimentos luminais dentro de 

cadeias multicelulares, o que permite o fluxo de sangue de uma rede de vasos 

preexistente para uma neovasculatura, sem a qual as novas redes capilares seriam 

incapazes de desempenhar sua função central de transporte de oxigênio e nutrientes 

(Ucuzian et al., 2010) (Figura 1A). 

Para construir um tubo perfundido e impedir que células endoteliais se movam 

em massa em direção ao sinal angiogênico, uma célula endotelial, conhecida como Tip 

cell (célula da ponta), é selecionada para conduzir/guiar a ponta do vaso em formação 

na presença de fatores angiogênicos como receptores de VEGF (VEGFRs), neuropilinas 

(NRPs) e os ligantes de receptores NOTCH, como DLL4 e JAGGED1 (Benedito et al., 

2009; Phng e Gerhardt, 2009; Adams e Eichmann, 2010; Jakobsson et al., 2010) 

(Figura 1A). Células vizinhas à tip cells assumem posições subsidiárias como stalk 

cells (células estaminais), que se dividem para alongar o pedúnculo/haste em formação 

[são estimuladas por NOTCH, proteína de repetição de anquirina regulada por NOTCH 
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(NRARP), WNTs, fator de crescimento placentário (PlGF) e FGFs] e estabelecer o 

lúmen [mediado por E-caderina, CD34 (glicoproteína que atua como fator de adesão 

celular), sialomucinas, VEGF] (Carmeliet et al., 2001; Fischer et al., 2008; Phng et al., 

2009; Dejana, 2010) (Figura 1B). 

Tip cells são apresentam filopódios para detectar sinais de orientação ambiental, 

como efrinas, semaforinas, EGFL7 (fator angiogênico secretado, que atua como uma 

molécula quimioatraente para ECs e se liga a componentes da ECM para transmitir 

informações espaciais sobre a posição de células vizinhas), de modo a garantir a 

tubulogênese (Jakobsson et al., 2010; Mosch et al., 2010; Sawamiphak et al., 2010). 

Stalk cells adjacentes às tip cells proliferam, alongam-se e formam um lúmen, e os 

brotos se fundem (Benedito et al., 2009; Carmeliet e Jain, 2011) (Figura 1B). 

Células de origem mielóide, como macrófagos associados a tumores (TAMs) e 

monócitos que expressam TIE-2 (um receptor associado com angiogênese expresso em 

células endoteliais e subpopulações de monócitos/macrófagos) são recrutados para 

auxiliarem na formação de vaso. Estas células, produzem fatores pró-angiogênicos ou 

liberam proteoliticamente fatores de crescimento angiogênico presentes na ECM, o que 

auxilia na fusão entre os ramos vasculares, permitindo o início do fluxo sanguíneo (De 

Palma et al., 2005; Saharinen et al., 2008; Augustin et al., 2009) (Figura 1B). 

Um vaso sanguíneo para se tornar funcional, precisa se tornar maduro e estável. 

As ECs retomam seu estado de quiescência, e sinais como fator de crescimento derivado 

de plaquetas B (PDGF-B), ANG-1, fator de crescimento transformador-β (TGF-β), 

efrina-B2 e NOTCH fazem com que as células fiquem cobertas por pericitos (De Palma 

et al., 2005; Saharinen et al., 2008; Augustin et al., 2009; Sawamiphak et al., 2010; 

Carmeliet e Jain, 2011). Juntamente com os pericitos, os inibidores de protease 

conhecidos como inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) e o inibidor do 

ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) causam a deposição de uma membrana basal e 

as junções são restabelecidas para garantir a distribuição ótima do fluxo (Blasi e 

Carmeliet, 2002; Folkman, 2007) (Figura 1C). 
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Figura 1 - Bases moleculares da formação de vasos sanguíneos. (A) Seleção de tip cells (células da 

ponta). (B) Alongamento do vaso em formação por Stalk cells (células estaminais). (C) Formação do vaso 

sanguíneo maduro e estável. Esta figura foi retirada e adaptada do artigo “Molecular mechanisms and 

clinical applications of angiogenesis” de Peter Carmeliet & Rakesh K. Jain (Carmeliet e Jain, 2011). 
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1.3 O papel do citoesqueleto de actina na angiogênese 

 

A actina é o principal componente do citoesqueleto de células endoteliais, o qual 

está relacionado com o controle da angiogênese. A actina é composta por subunidades 

globulares monoméricas de 43 kDa (G-actina) que polimerizam em filamentos 

helicoidais (F-actina). A montagem da F-actina está fortemente associada à hidrólise do 

ATP pela sua intrínseca atividade ATPásica. A G-actina monomérica ligada à 

Mg2+/ATP é incorporada nos filamentos em crescimento da extremidade farpada. ATP-

actina é então convertida em ADP-actina, como monômeros de actina, os quais são 

deslocados ao longo dos filamentos em direção a extremidade pontiaguda (Tong et al., 

2006; Lamalice et al., 2007). 

O citoesqueleto de actina orquestra várias etapas tanto na angiogênese 

fisiológica quanto na patológica, o que requer uma contínua remodelação dependente do 

citoesqueleto (Carmeliet, 2003; 2004). O constante remodelamento do citoesqueleto de 

actina em filopódios, lamelipódios e fibras de estresse são essenciais para a migração 

celular durante a angiogênese. Os filopódios são projeções de membrana que contêm 

longos filamentos de actina paralelos dispostos em feixes estreitos. Os lamelipódios são 

protrusões citoplasmáticas que se formam na borda de células em migração (Small et 

al., 2002). Já as fibras de estresse são filamentos de actina de polaridade invertida 

ligados por α- actinina e miosina, e distribuídos ao longo de fibras contráteis (Small e 

Resch, 2005). Todas as 3 estruturas, acima mencionadas, são essenciais para conduzir 

os vários passos da motilidade celular endotelial baseada em actina durante a 

angiogênese: detecção do sinal motogênico (favorece a migração) por filopódios; 

formação e protrusão de lamelipódios; fixação de protrusões à matriz extracelular; 

contração mediada por fibras de estresse do corpo celular para permitir o movimento; 

reciclagem de moléculas adesivas e sinalizadoras (Lamalice et al., 2007). 

A migração de ECs durante a angiogênese se dá por meio de três mecanismos 

integrados: (1) quimiotaxia - migração direcionada para um gradiente de moléculas 

quimioatrativas solúveis; (2) haptotaxia - migração direcionada a um gradiente de 

ligantes imobilizados; (3) mecanotaxia - migração direcional gerada por forças 

mecânicas (Li et al., 2005). Tipicamente, a quimiotaxia de ECs é desencadeada por 

fatores de crescimento, como VEGF e fator de crescimento básico de fibroblasto 

(bFGF). Em contrapartida, na haptotaxia o aumento da migração de ECs se dá em 
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resposta à ligação de integrinas a componentes da matriz extracelular (Klemke et al., 

1997; Giroux et al., 1999; Lamalice et al., 2007). 

A rede de actina e suas proteínas associadas integram-se com vias de sinalização 

chaves conhecidas por regular a angiogênese (Thoenes e Gunther, 2008). O 

citoesqueleto de actina é preso à membrana plasmática através de junções aderentes e 

adesões focais nos contatos célula-célula e célula-matriz, respectivamente. O 

reconhecimento celular e a resposta celular à matriz extracelular são etapas essenciais 

para a angiogênese. Nesse sentido, diversos trabalhos na literatura demonstram que o 

bloqueio das subunidades de diferentes integrinas pode comprometer a formação de 

novos vasos (Drake et al., 1992; Brooks et al., 1994; Drake et al., 1995; Bayless et al., 

2000; Perruzzi et al., 2003). Isso se dá pelo fato que ao inibir a atividade de integrinas, 

como a integrina αvβ3, há um comprometimento da fosforilação da cauda 

citoplasmática da integrina, impedindo o recrutamento de proteínas adaptadoras 

intracelulares do citoesqueleto de actina (Phillips et al., 2001; Mahabeleshwar et al., 

2007). 

 Somado a isso, foi observado que a integrina α2β1 (reconhece colágeno tipo I 

presente na ECM) se liga, através de seu domínio citoplasmático, à Cdc42 (uma GTPase 

da família de proteínas Rho – reguladores chaves do citoesqueleto de actina), 

desencadeando a formação do lúmen endotelial (Sacharidou et al., 2010). Esses dados 

evidenciam como o reconhecimento de um substrato pró-morfogênico (como o 

colágeno tipo I) presente na ECM pode induzir o crescimento de novos vasos e a 

formação do lúmen endotelial, o que se dá por meio do acoplamento do reconhecimento 

da matriz (via α2β1) com rearranjos do citoesqueleto (via Cdc42) (Davis e Senger, 

2008; Sacharidou et al., 2010). 

 Diversos trabalhos na literatura científica enfatizam como as várias redes do 

citoesqueleto integram-se e respondem às principais vias de sinalização conhecidas por 

regular a angiogênese, além das acima mencionadas. Nesse sentido, a contínua 

descoberta de novos compostos que visam componentes do citoesqueleto e normalizam 

a angiogênese desregulada fornecerá ferramentas adicionais para combater a 

angiogênese patológica (Bayless e Johnson, 2011). 
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1.4 Características gerais da miosina 1c (Myo1c) 

 

O citoesqueleto de células eucarióticas é uma rede interconectada que fornece 

suporte e organização às células, sendo constituído principalmente pelos filamentos de 

actina, filamentos intermediários e microtúbulos. Além de desempenhar funções 

estruturais, esses filamentos atuam como trilhas para o movimento de motores 

moleculares que convertem a energia química em trabalho mecânico à medida que 

transportam e/ou ancoram organelas, vesículas e outros componentes intracelulares. 

Cinesina e dineína, são proteínas motoras que fazem uso dos microtúbulos para o 

transporte. Miosinas são proteínas motoras que fazem uso da actina para o transporte 

(Goode et al., 2000; Ross et al., 2008; Hartman et al., 2011). 

As miosinas fazem parte de uma superfamília de proteínas motoras (divididas 

em pelo menos 24 classes) que se ligam e hidrolisam ATP para gerar força e movimento 

ao longo dos filamentos de actina (Richards e Cavalier-Smith, 2005). Estão envolvidas 

em uma ampla gama de vias celulares, desde atividades baseadas no citoesqueleto de 

actina, como a organização do citoesqueleto, transporte de material ao longo da célula, 

gerando forças e atuando como sensores de forças no citoesqueleto (Krendel e 

Mooseker, 2005; Woolner e Bement, 2009; Geeves, 2016). 

As miosinas de classe I (Myo1s), foram as primeiras miosinas não-

convencionais identificadas e são amplamente expressas em células eucarióticas 

(Pollard e Korn, 1973; Mcconnell e Tyska, 2010). Humanos apresentam oito isoformas 

de Myo1s (Myo1a até Myo1h) (Greenberg e Ostap, 2013). As Myo1s atuam como 

linkers (pontes) entre membranas lipídicas e o citoesqueleto de actina em diferentes 

processos celulares. Apresentam um domínio principal N-terminal de ligação à actina e 

nucleotídeos, uma região de ligação à calmodulina e um domínio C-terminal de ligação 

à membranas (Barylko et al., 2005; Mcconnell e Tyska, 2010). A região C-terminal de 

ligação à membranas contém um domínio de homologia a pleckstrina (PH), que permite 

uma associação direta entre miosina e lipídeos ácidos de membrana, como 

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) (Hokanson et al., 2006). A atividade de Myo1s é 

regulada pelos níveis intracelulares de cálcio (Ca2+), que se ligam a calmodulina e 

causam sua dissociação da região de ligação à calmodulina (Lin et al., 2005). Dentre as 

oito isoformas de miosinas classe 1 conhecidas em vertebrados, as miosinas 1a, 1c e 1b 

são as mais bem caracterizadas (Kittelberger et al., 2016). 
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A Myo1c encontra-se envolvida em inúmeros processos celulares, como 

regulação da expressão gênica, formação e manutenção da motilidade celular e 

transporte de G-actina durante a migração celular (De La Cruz e Ostap, 2004; Dzijak et 

al., 2012; Fan et al., 2012; Sarshad et al., 2013). Vários estudos têm evidenciado o 

papel da Myo1c no transporte intracelular de vesículas. Por exemplo, Bose e 

colaboradores (2004), observaram que a Myo1c está diretamente envolvida no processo 

de fusão de vesículas contendo o receptor de transporte de glicose 4 (GLUT4) com a 

membrana plasmática em células musculares e adipócitos (Bose et al., 2004). Além 

disso, Barile et al. (2005) demonstraram que a Myo1c está associada ao controle do 

tráfego de vesículas contendo aquaporina-2 (AQP2) para a região apical de células do 

duto renal (Barile et al., 2005). Associado a isso, foi descrito o papel da Myo1c na 

entrega de proteínas associadas à balsas lipídicas à superfície celular (Brandstaetter et 

al., 2012) e foi demonstrado que a Myo1c é responsável por regular o transporte de 

VEGFR2 em ECs. Esse envolvimento da Myo1c com a sinalização de VEGFR2, foi 

evidenciado através de ensaios que revelaram que ausência de Myo1c levou a redução 

de VEGFR2 na membrana plasmática de ECs (Tiwari et al., 2013). 

Atualmente, evidências consideráveis apontam a participação direta da Myo1c 

em vias de sinalização que estão intimamente ligadas ao desenvolvimento de doenças, 

como artrite reumatoide, doença inflamatória intestinal, distrofia muscular, diabetes, 

obesidade e doença de Alzheimer – vide revisão em (Bond et al., 2013). Portanto, o uso 

de inibidores específicos para Myo1c pode se tornar uma importante ferramenta para 

uma melhor compreensão do papel desta proteína. Neste sentido, Martin et al. (2009), 

sintetizaram um composto altamente halogenado contendo uma porção de 2-aril-pirrol, 

chamado de Pentacloropseudilin (PClP), que atua como um seletivo, reversível e 

alostérico potente inibidor das atividades ATPásica e motora de Myo1c em células de 

mamíferos (Martin et al., 2009; Chinthalapudi et al., 2011). Sugere-se que o mecanismo 

de inibição alostérica desencadeado pelo PClP provavelmente esteja relacionado à 

pequenas alterações conformacionais na dinâmica da proteína e uma modulação direta 

entre os sítios catalíticos e alostéricos presentes na Myo1c (Martin et al., 2009). 

Em 2016, Kittelberger e colaboradores, ao investigar a localização e função de 

Myo1c durante a exocitose de corpos lamelares (grânulos secretórios contento 

surfactantes) em células alveolares tipo II (ATII), observaram que Myo1c transloca-se 

para a membrana de corpos lamelares fusionados à membrana plasmática de forma 
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dependente do domínio de homologia à pleckstrina (PH) e dos níveis intracelulares de 

Ca2+. Além disso, observaram que a inibição de Myo1c mediada por PClP causou 

redução significativa na exocitose de vesículas em células ATII (Kittelberger et al., 

2016). Somada a isto, recentemente também foi observado, por meio da inibição da 

Myo1c por PClP, alteração na forma da membrana e distribuição de actina cortical em 

modelos de embriões de Zebrafish (Gupta et al., 2017). Contudo, ainda não existem 

trabalhos que apontem o envolvimento direto de Myo1c no processo de formação de 

vasos sanguíneos.  

 



26 

 

2. Justificativa 

 

Baseando-se no importante papel que os vasos sanguíneos desempenham tanto 

em processos saudáveis quanto em patológicos, o estudo da angiogênese têm aplicações 

clínicas em vários campos, incluindo doença vascular periférica e coronária, oncologia, 

hematologia, cicatrização de feridas, dermatologia, oftalmologia, dentre outras. Estudos 

experimentais demonstram que a promoção de processos pró-angiogênicos podem ter 

benefício terapêutico em tecidos isquêmicos, enquanto nas últimas décadas o estudo de 

terapias anti-angiogênicas produziram vários fármacos para procedimentos 

quimioterapêuticos no campo da oncologia (Ucuzian et al., 2010; Carmeliet e Jain, 

2011). 

Somado a isso, nos últimos anos a literatura científica tem apontado o 

envolvimento da Myo1c em diferentes processos e vias de sinalização, os quais são 

essenciais para a formação de vasos sanguíneos, conforme foi mencionado acima (Bond 

et al., 2013). Assim, a angiogênese é um processo complexo, amplamente regulado e 

que envolve diferentes etapas. Neste contexto, vimos que a Myo1c (importante 

componente do citoesqueleto de actina) regula e participa de diferentes vias. Logo, 

descrever seu papel na angiogênese auxiliará na compreensão desse processo, bem 

como corroborar no entendimento e tratamento de diferentes patologias.   
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos da inibição da Myo1c desencadeada pelo composto 

sintético PClP na angiogênese. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a toxicidade do PClP sobre células endoteliais de cordão umbilical 

humano (HUVECs); 

 - Verificar o impacto da inibição de Myo1c na formação de vasos sanguíneos in 

vitro e ex vivo; 

 - Investigar o impacto do bloqueio da atividade da Myo1c desencadeada pelo 

PClP nas etapas básicas do processo de angiogênese: proliferação, migração e adesão 

celular; 

- Verificar a influência da Myo1c no citoesqueleto de actina de HUVECs; 

 - Analisar o envolvimento da Myo1c em vias relacionadas com o tráfego 

intracelular de integrinas; 

 - Avaliar o efeito da inibição de Myo1c na integridade do DNA de ECs;  

 - Investigar o impacto da inibição da atividade da Myo1c no conteúdo de DNA 

(ciclo celular) e no perfil de expressão gênica de proteínas associadas à progressão do 

ciclo celular em HUVECs;  

 - Avaliar a capacidade de recuperação da proliferação de células HUVECs após 

remoção do PClP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

 

4. Material e métodos 

 

4.1 Local de estudo 

 

Os ensaios deste estudo foram realizados no Laboratório de Tripanosomatídeos 

(LATRI) e Laboratório de Osteoimunologia e Imunologia dos Tumores, ambos 

pertencentes ao Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de 

Uberlândia. Experimentos também foram realizados no Laboratório de Bioquímica e 

Toxinas Animais (LabiTox), pertencente ao Instituto de Genética e Bioquímica 

(INGEB) da UFU. Além destes, também contamos com a colaboração do Laboratório 

Especial de Ciclo Celular situado no Instituto Butantan (São Paulo).  

 

4.2 Animais e ética 

 

Camundongos BALB/c fêmeas (n=2) com seis a oito semanas de idade foram 

mantidos sob condições padrão de 12 h de luz e 12 h de escuro, em temperatura de 

25±2ºC, com ração e água ad libitum. A manutenção, manipulação e eutanásia dos 

animais respeitaram as diretrizes do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU). Todos os ensaios envolvendo o uso de 

animais foram realizados mediante aprovação do CEUA/UFU (Número protocolo 

130/15). 

 

4.3 Cultivo celular 

 

Células endoteliais de cordão umbilical humano (HUVECs) (CRL-1730), 

obtidas do “American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA, EUA), foram 

cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) e suplementado com 2 mM de L-glutamina, 2 mM de piruvato de 

sódio, 1 mM de aminoácidos não essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina, e mantidas em estufa 37°C e 5% CO2.  
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4.4 Síntese de pentacloropseudilin (PClP) 

 

 PClP foi sintetizado, como previamente descrito, por Martin et al. (2009) e 

gentilmente cedido para realização deste trabalho. 

 

4.5 Viabilidade celular 

 

A viabilidade de células HUVECs tratadas com PClP foi avaliada pelo método 

colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetitiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazólio) e pelo ensaio 

com Rodamina 123 (sonda mitocondrial). As células foram plaqueadas (3,0×104 

células/poço) em placa de 96 poços. Após a adesão, as células foram tratadas com 

concentrações em diluição seriada (1:2) de PClP (200 µM até 1,56 µM) por 24h, e 

mantidas em estufa a 37ºC e 5% CO2. Células tratadas com meio de cultura na ausência 

de PClP foi usado como grupo controle e considerado como 100% de viabilidade. Após 

24 h, as células foram incubadas com MTT (20 µL; 5 mg/mL) por 3 h a 37 ºC. Cristais 

de formazano resultantes da redução de MTT foram dissolvidos com a adição de 100 

µL de PBS 1x contendo 10% de SDS e 0,01 M HCl (18 h, 37ºC e 5% CO2). A 

absorbância (570 nm) foi lida em um espectrofotômetro scanner multipoços (Thermo 

Scientific). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem, considerando como 

100% de viabilidade a absorbância das células incubadas apenas com meio de cultura 

(grupo controle). 

Adicionalmente, a viabilidade de células HUVECs tratadas com PClP também 

foi avaliada utilizando Rodamina 123 (um corante verde fluorescente permeável a 

células e catiônico). Resumidamente, células HUVECs foram semeadas a uma 

densidade de 0,7x105 células/poço em microplacas de 24 poços e após adesão, as 

células foram incubadas com PClP (50 µM) ou meio de cultura (grupo de controle) 

durante 24 h a 37ºC e 5% de CO2. Depois disso, as células foram coletadas, lavadas 

com PBS 1x e incubadas com Rodamina 123 (15 µg/mL em PBS) durante 30 minutos a 

37 ºC e 5% de CO2. Em seguida, as amostras foram analisadas no FACSCantoII (BD) e 

os resultados foram obtidos utilizando o software FlowJo (versão 7.6.3). 
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4.6 Ensaio de angiogênese in vitro 

 

O teste de formação de vasos em Matrigel foi realizado conforme previamente 

descrito (Hu et al., 1995; Ache et al., 2015), com modificações. Para verificar o impacto 

da inibição de Myo1c na formação de vasos, células HUVECs (5×105 células/poço) 

foram pré-incubadas com concentrações crescentes de PClP (10, 25 e 50 µM) ou com 

meio de cultura (grupo controle) por 30 minutos a 37 ºC e 5% de CO2. Após o 

tratamento, as células foram semeadas em placa de 24 poços previamente revestidas 

com 50 μL de Matrigel (5,25 mg/mL) (Corning® Matrigel® Matrix, USA) e incubadas 

com meio suplementado com fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF) (30 

ng/mL) (Thermo Fisher Scientific, Brazil). Após 18h de incubação à 37ºC e 5% CO2, as 

células foram submetidas à um microscópio invertido e imagens varrendo toda a 

extensão dos poços foram adquiridas em um aumento de 20x. A partir das imagens 

obtidas, foi realizado a contagem do número de vasos formados (Teixeira et al., 2015; 

Teixeira et al., 2017). 

 

4.7 Ensaio do anel aórtico de camundongo 

 

Para corroborar com o ensaio de angiogênese in vitro, utilizamos um modelo de 

estudo de formação de vasos ex vivo, chamado de ensaio do anel aórtico de 

camundongo (Baker et al., 2011; Gimenes et al., 2017). Resumidamente, fragmentos 

aórticos foram removidos de camundongos fêmeas da linhagem Balb/c, cortados 

transversalmente (anéis aórticos) e lavados em PBS gelado suplementado com 1% 

penicilina-estreptomicina. Os anéis aórticos foram colocados em câmaras de cultura 

celular (Falcon™ Chambered Cell Culture Slides) previamente revistas com 50 µL de 

matrigel (5 mg/mL) (Corning® Matrigel® Matrix, USA) e incubados em meio RPMI 

suplementado com bFGF (10 ng/mL) por 24 h antes de serem tratados com PClP (50 

μM) ou meio de cultura (grupo controle). Após, esses anéis aórticos foram tratados com 

PClP durante 7 dias, em intervalos de 2 dias. Posteriormente, imagens dos anéis aórticos 

foram adquiridas por meio de um microscópio ótico invertido (Nikon Eclipse TS100).  
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4.8 Proliferação celular 

 

Células HUVECs foram semeadas a uma densidade de 1,0x104 células em 

microplacas de 24 poços. Após a adesão, as células foram incubadas com meio de 

cultura (10% SFB) ou PClP (50 μM) por 24, 48 e 72 h a 37 ° C. Após o tempo de 

tratamento, o meio de cultura foi removido e os poços lavados com PBS 1x. Em 

seguida, as células aderidas foram coletadas pelo uso de tripsina e contadas em câmara 

de Neubauer. 

Adicionalmente, a proliferação de células HUVECs tratadas ou não com PClP 

foi avaliada por meio do método de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide) (Lopez et al., 2010; Teixeira et al., 2017). Resumidamente, 

HUVECs foram semeadas a uma densidade de 3,0×104 células/poço em placa de 96 

poços. Após a adesão, as células foram cultivadas na presença de meio de cultura 

suplementado com 10% SFB e bFGF (30 ng/mL) na presença ou ausência de PClP (50 

µM) por 24, 48 e 72 h a 37°C e 5% CO2. Como controle negativo, as células foram 

cultivadas meio de cultura livre de SFB, bFGF e PClP. Após os tempos de tratamento, 

as células foram incubadas com o reagente MTT e seguiu-se conforme metodologia 

previamente descrita no item 4.5. 

Além disso, foi realizado o ensaio de recuperação da proliferação celular. Aqui, 

células HUVECs foram semeadas a uma densidade de 3,0×104 células/poço em 

microplacas de 96 poços. Após a adesão, as células foram incubadas com meio de 

cultura (10% SFB) ou PClP (50 μM) por 24 h. Depois disso, o tratamento com PClP foi 

ou não removido e a proliferação celular foi analisada até 72 h por ensaio MTT como 

descrito anteriormente. 

 

4.9 Avaliação da migração horizontal e vertical de células HUVECs 

  

Para mensurar os efeitos da inibição de Myo1c na migração celular, ensaios de 

wound-healing e transwell foram realizados (Liang et al., 2007; Yue et al., 2010; Justus 

et al., 2014). Células HUVECs (0,7x105 células/poço) foram semeadas em placa de 24 

poços e cultivadas até confluência de aproximadamente 80% a 37°C e 5% CO2. Após, 

foi realizado o risco, com o auxílio de uma ponteira de 200 µL, sobre a monocamada de 

células. Em seguida, os poços foram lavados com PBS 1x para a remoção das células do 

sobrenadante. As células foram cultivadas na ausência ou presença de PClP (10, 25 e 50 
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μM). Para avaliação da migração celular horizontal, foram tiradas fotos no tempo zero (t 

= 0h) e com 24 h (t = ∆h). Imagens foram capturadas através do uso de um microscópio 

invertido. A migração horizontal de células foi expressa como a porcentagem de 

fechamento da ferida (risco): % de migração horizontal = [(At = 0h – At = Δh) /At = 0h] × 

100%. Onde, At = 0h é área do risco mensurada no tempo zero e At = Δh é área do risco no 

tempo avaliado. 

 A migração vertical foi avaliada com o uso de transwell que apresenta uma 

membrana de policarbonato com poro de 8 µm (Chemicon Cell Invasion Assay Kit, 

EMD Millipore Corporation, Darmstadt, Germany). Células HUVECs (0,7x105 células) 

foram incubadas ou não com PClP (50 μM) e adicionadas na parte superior das câmaras 

de transwell, enquanto na parte inferior foi adicionado meio de cultura contendo 10% 

SFB (controle positivo de migração) ou meio de cultura sem SFB (controle negativo de 

migração). Após 24 h, células que migraram foram coradas com kit panótico de acordo 

com normas do fabricante, e imagens de toda membrana do transwell foram adquiridas. 

Foi feita a contagem de todas as células que migraram através da membrana em todas as 

situações experimentais abordadas.  

 

4.10 Marcação de F-actina e quantificação da área celular 

 

A marcação de F-actina e a medição da área celular foram determinadas como 

descrito anteriormente (Agley et al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Teixeira et al., 2017). 

Para medir a área de cada célula, HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de 

0,5×105 células/lamínula em microplacas de 24 poços. Após a adesão, as células foram 

tratadas com diferentes concentrações de PClP (10, 25 e 50 µM) ou meio de cultura 

(grupo controle) durante 24 h a 37 ° C e 5% de CO2. Em seguida, as células foram 

fixadas com formaldeído 4% durante 1 h à temperatura ambiente e as lamínulas foram 

lavadas cuidadosamente três vezes com PBS 1x. As células fixadas foram incubadas 

com faloidina-TRITC (1:500) e TO-PRO-3 (1:500) diluídos em PGN-saponina a 0,01% 

durante 1 h para marcar a F-actina e núcleos celulares, respectivamente. As lamínulas 

foram montadas em lâminas de vidro e as imagens foram capturadas usando um 

microscópio de fluorescência invertido (Zeiss Axiovert 200 M). As imagens digitais 

foram analisadas através de um software de microscopia de fluorescência confocal 

(Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha) e a área de cada célula (n=100 por situação 
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experimental) foi medida manualmente no software ImageJ (National Institutes of 

Health, EUA). 

 

4.11 Adesão celular e descolamento celular de HUVECs 

 

Os ensaios de adesão celular e descolamento celular induzidos por PClP foram 

avaliados de acordo com metodologias descritas (Lopes et al., 2012; Baldo et al., 2015). 

Previamente, microplacas de 96 poços foram revestidas com 50 µL de colágeno IV (10 

µg/mL em ácido acético 0,1 M), fibronectina (5 µg/mL em PBS 1x), ou matrigel (10 

μg/mL em PBS 1x) durante a noite a 4 º C. Após, cada poço foi lavado duas vezes com 

PBS e bloqueado com 50 µL de BSA 0,1% em PBS durante 1 h à temperatura ambiente. 

Poços sem qualquer revestimento de componentes matriz extracelular foram utilizados 

como controle.  

Para o experimento de inibição da adesão celular, HUVECs (3,0×104 

células/poço) foram pré-incubadas com PClP (10, 25 e 50 μM) ou meio de cultura 

(grupo controle) por 30 minutos a 37 ° C e 5% CO2. Subsequentemente, estas células 

foram adicionadas a uma placa de 96 poços previamente revestida ou não revestida com 

componentes da matriz extracelular. Após 3 h, as células destacadas (que não aderiram) 

foram removidas por duas lavagens cuidadosas com PBS 1x. As células aderidas foram 

quantificadas pelo ensaio MTT, como descrito anteriormente. Células incubadas apenas 

com meio de cultura foram consideradas como controle de 100% de adesão celular. 

Para quantificar o descolamento celular induzido por PClP, HUVECs (3,0×104 

células/poço) foram plaqueadas em placa de 96 poços previamente revestidas ou não 

revestidas. Após adesão, as células foram tratadas com meio de cultura na ausência 

(grupo controle) ou presença de diferentes concentrações de PClP (10, 25 e 50 µM). 

Após 24 h, as células descoladas foram removidas por duas lavagens cuidadosas 

utilizando PBS 1x e o número de células remanescentes foi quantificado pelo ensaio 

MTT, como descrito acima. Para ambos os experimentos, a absorbância (570 nm) foi 

lida em um espectrofotômetro scanner multipoços (Thermo Scientific). Para corroborar 

com os ensaios anteriores, células HUVECs foram semeadas a uma densidade de 

0,25×105 células em microplacas de 24 poços. Após a adesão, as células foram 

incubadas com meio de cultura ou PClP (50 μM) por 24 h a 37 ° C. Após o tratamento, 
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as células presentes no sobrenadante da cultura celular foram coletadas e contadas em 

câmara de Neubauer. 

 

4.12 Expressão gênica 

 

Para os experimentos de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), células 

HUVECs (0,7x105 células/poço) foram semeadas em placas de 24 poços. As células 

foram incubadas com meio de cultura (grupo controle) e PClP (50 µM) por 24 h. O 

RNA total foi extraído das células com o kit Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Kit 

para células cultivadas (Promega, Fitchburg, WI, EUA) e um kit de transcrição reversa 

de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems) foi usado para transcrição reversa, 

de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações e a qualidade do RNA 

foram determinadas a 260/280 nm em espectrofotômetro NanoDrop 2000c UV-Vis 

spectrophotometer (Thermo Scientific). As reações de RT-qPCR foram realizadas 

utilizando o kit qPCR – Sybr Green Rox Plus - (LGC Biotecnologia) em sistema ABI 

7300 (Applied Biosystems). O protocolo de ciclagem térmica a seguir, foi usado 

conforme recomendado pelo fabricante: 95 ° C por 2 minutos, 95 ° C por 5 segundos e 

60 ° C por 10 segundos por 40 ciclos. Os ciclos foram seguidos por uma análise da 

curva de fusão a 95 ° C durante 15 segundos e a 60 ° C durante 1 min. Os dados obtidos 

foram analisados pelo SDS Software v1.4.1 (Applied Biosystems). 

Os primers (ITGA2, ITGA3, ITGA4, ITGA5, ITGB1, ITGB3, ATM, CCNE1, 

CCND1, CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN2A, CDC25A, CHEK1, CHEK2, GAPDH) 

foram adquiridos da GO GENONE - HCAN-1® (Human Cancer Pathway Primer 

Library), Brasil. A normalização dos dados se deu pela utilização do GAPDH como 

gene endógeno/referência (housekeeping gene) e, em seguida, foram analisados por 

meio do método comparativo de ciclo limiar (CT) para calcular as alterações na 

expressão de dobragem (fold change) nos grupos tratados com PClP em comparação 

com o grupo controle (não tratado), onde ΔCT = o CT do gene de interesse menos o CT 

de GAPDH e ΔΔCT = ΔCT dos grupos tratados menos a média do ΔCT dos grupos 

tratados com meio de cultura (calibrador). As alterações na expressão gênica para os 

grupos tratados foram então calculadas como 2-ΔΔC
T. Todos os experimentos relativos a 

qPCR foram realizados em triplicadas biológicas e técnicas. 
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4.13 Citometria de fluxo para análise da expressão proteica 

 

A expressão de α2, α5, β1 e αVβ3 na superfície da membrana de HUVECs 

incubadas com meio de cultura (grupo controle) ou PClP (50 µM) por 24 h foi analisada 

por citometria de fluxo. Células HUVECs foram cuidadosamente removidas com 

tripsina, lavadas com PBS 1x e bloqueadas com BSA 0,5% em PBS 1x por 20 minutos 

a 4 º C, e centrifugadas. A expressão de diferentes moléculas foi analisada pela 

incubação das células com anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceína: anti-

α2 (CD49b), anti-β1 (CD29), anti-αVβ3 (CD51/CD61) e anti-α5 (CD49e) (Ambriex, 

Brazil) por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente. A citometria de fluxo das 

amostras em triplicata (104 eventos/amostra) foi realizada com FACSCantoII (BD) e os 

resultados obtidos foram analisados por meio do software FlowJo (versão 7.6.3). Os 

dados foram expressos como mediana da intensidade de fluorescência (MFI). 

Para investigar o impacto da inibição de Myo1c no acúmulo e distribuição de 

integrinas em células HUVECs, foram realizados experimentos de imunofluorescência 

usando marcadores para integrinas (os mesmos mencionados acima) e TO-PRO-3 para 

marcação do núcleo. Em resumo, células HUVECs (0,5x105 células/lamínulas) foram 

semeadas em microplacas de 24 poços e após a adesão foram então incubadas ou não 

com PClP (50 µM) durante 24 h. Após sucessivas lavagens, as células foram fixadas 

com paraformaldeído 4% durante 1 h em temperatura ambiente e lavadas três vezes com 

PBS 1x. Em seguida, as lamínulas foram incubadas com anticorpos anti-humanos 

monoclonais conjugados com fluoresceína (diluídos 1:50 em solução de PGN-saponina 

0,01%) e TO-PRO-3 (diluído 1:500 em PGN-saponina 0,01%) por 1h no escuro à 

temperatura ambiente. As lamínulas foram montadas em lâminas de vidro previamente 

cobertas com phenylenediamine (PPD) e as amostras foram analisadas por microscopia 

de fluorescência confocal utilizando um microscópio invertido (Zeiss Axiovert 200 M). 

As imagens digitais foram analisadas usando software de microscopia de fluorescência 

confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha), 

 

4.14 Análise de dano no DNA pelo método de TUNEL 

 

Para análise in situ do DNA, foi utilizado o método de marcação de “nicks” 

(quebras de fitas simples) por dUTP e deoxinucleotidil terminal transferase (TUNEL), 

através do DeadEnd Fluorometric TUNEL System kit (Promega). Resumidamente, 
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células HUVECs foram semeadas a uma densidade de 0,3x105 células/lamínula em 

microplacas de 24 poços. Após adesão, as células foram tratadas com meio de cultura na 

ausência ou presença de 50 µM de PClP por 24 h a 37 ºC e 5% de CO2. As lamínulas 

foram lavadas com PBS 1x e fixadas usando paraformaldeído 1% durante 15 minutos. 

As células fixadas foram lavadas com PBS 1x e permeabilizadas por adição de Triton 

X-100 0,1% durante 5 minutos a 26 º C e o ensaio TUNEL foi realizado de acordo com 

metodologia sugerida pelo fabricante. O meio de montagem VECTASHIELD® com 

DAPI (DAPI - Vector Labs) foi utilizado como uma solução de montagem anti-fade e 

para marcar o DNA nuclear. Para controle negativo, a reação de TUNEL foi feita sem 

enzima TdT. Para controle positivo, as células do controle foram pré-tratadas com 1 

unidade/mL de DNase I por 10 minutos. As células foram analisadas usando um 

microscópio fluorescente Olympus Bx51 (aumento 100x) acoplado a uma lâmpada 

EXFO Xcite série 120Q e uma câmera digital Olympus XM10 com software de 

controlador de câmera Olympus Cell F (Olympus, Japão). As imagens de fluorescência 

foram obtidas usando o software Olympus - Cell F e o número de células TUNEL-

positivas contadas e comparadas entre os grupos controles (da Silva et al., 2016). 

 

4.15 Ensaio de apoptose 

 

O ensaio de apoptose foi realizado pela marcação com anexina-V conjugada a 

FITC e iodeto de propídio (PI) através do kit de detecção de apoptose (BD Biosciences, 

Brazil), de acordo com as instruções do fabricante. HUVECs (0,7x105 células/poço) 

foram plaqueadas em microplacas de 24 poços a 37 ° C e 5% de CO2. Após a adesão, as 

células foram incubadas com meio de cultura na ausência (células controle) ou presença 

de PClP (50 μM). Após 24 h, as células foram cuidadosamente obtidas utilizando 

tripsina, lavadas com PBS 1x e marcadas com anexina V e PI diluídos em tampão de 

ligação 1X durante 15 minutos no escuro à temperatura ambiente. Após o tempo de 

incubação, as amostras foram examinadas por citometria de fluxo em um FACSCantoII 

(BD) e os dados foram obtidos usando o software FlowJo (versão 7.6.3). 

 

4.16 Análise do ciclo celular 

 

O ciclo celular foi analisado por quantificação do teor de DNA, como 

previamente descrito (Crissman e Steinkamp, 1973; Krishan, 1975; Teixeira et al., 
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2017). Resumidamente, células HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de 0,5x105 

células/poço em placa de 12 poços e, após a adesão, as células foram incubadas com 

PClP (50 µM) ou meio de cultura (grupo controle) por 24 horas a 37 ° C e 5% de CO2. 

Em seguida, as células foram colhidas, lavadas com PBS 1x e fixadas em etanol 70% 

overnight à 4ºC. Após, células HUVECs foram centrifugadas (2000 RPM por 5 

minutos) e ressuspendidas em solução de RNase A (100 μg/mL) e iodeto de propídio 

(PI) (10 μg/mL) por 35 minutos a 37°C no escuro. O ciclo celular foi analisado 

quantificando o conteúdo de DNA em um FACSCantoII (BD) e os dados foram obtidos 

através do software FlowJo (FlowJo v. 7.6.3; Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). 

 

4.17 Normas de biossegurança 

 

Todos os procedimentos envolvendo manuseio de amostras biológicas e 

reagentes, bem como a utilização de equipamentos foram realizados de acordo com as 

normas de biossegurança. 

 

4.18 Análise estatística 

 

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram expressos 

como média ± desvio padrão. Todos os dados foram primeiro verificados para 

distribuição normal. Diferenças significativas foram determinadas por meio dos testes 

Student’s t-test, Mann-Whitney (two-sided), one-way ou two-way ANOVA e testes de 

múltiplas comparações: Turkey’s (amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras não 

paramétricas), de acordo com o desenho experimental (GraphPad Prism software, 

versão 6.01). Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P 

<0,05. 
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5. Resultados e discussão 

 

5.1 A inibição da Myo1c pelo PClP promove uma diminuição na formação de vasos 

sanguíneos 

 

A angiogênese é um processo complexo multifacetado caracterizado por 

numerosas cascatas de transdução de sinal intracelular que regulam a transmissão de um 

sinal ou carga através da célula, o que resulta na criação de novos vasos sanguíneos a 

partir de vasos sanguíneos preexistentes (Welti et al., 2013). Antes de investigarmos o 

papel da miosina 1c (Myo1c) na angiogênese, verificamos a viabilidade das células 

endoteliais HUVECs tratadas com diferentes concentrações de PClP. Os nossos 

resultados mostraram que HUVECs tratadas com PClP e alteraram a viabilidade celular 

significativamente apenas na concentração de 200 µM após 24 h de tratamento (Figura 

2A). Para confirmar o efeito não citotóxico do PClP, foi realizado o ensaio com 

rodamina 123. Nossos resultados mostraram que o tratamento com PClP (50 µM) não 

alterou a viabilidade celular (Figura 2B). Diante disso, para avaliar a atividade da 

Myo1c na angiogênese, tratamos as células HUVECs com concentrações não tóxicas do 

composto PClP. 
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Em seguida, a fim de investigar o impacto da inibição da Myo1c na formação de 

vasos, HUVECs foram pré-incubadas com PClP (50 µM) e semeadas em placas de 24 

poços previamente revestidas com matrigel. A formação de estruturas semelhantes a 

capilar em matrigel previamente estimulado com bFGF foi fortemente inibida pelo 

tratamento com PClP, mostrando uma redução significativa no número de vasos 

formados (Figura 3A, B). Além disso, a angiogênese ex vivo foi analisada através do 

ensaio do anel aórtico. Fragmentos aórticos foram removidos de camundongos e 

colocados em contato com matrigel para a formação de vasos. Contudo, o tratamento 

com PClP a 50 µM durante 7 dias foi capaz de inibir o brotamento de vasos alongados a 

partir do anel aórtico em comparação com o controle (grupo não tratado), no qual é 

possível observar a presença dos vasos (Figura 3C). 

 

 

 

Figura 2 – Viabilidade de células HUVECs tratadas com PClP. (A) Células HUVECs foram tratadas 

com diferentes concentrações (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 µM) de PClP e exibiram 

alteração significativa na viabilidade celular apenas na concentração de 200 µM após 24h de tratamento. 

(B) A confirmação da concentração não tóxica de PClP (50 µM) visto pelo teste de MTT, foi 

confirmada pelo ensaio de Rodamina 123, e observamos que não houve alteração da viabilidade celular, 

quando comparado com o controle. Diferenças significativas foram determinadas por one-way ANOVA 

e Tukey’s multiple comparisons test (A) e Student’s t-test e Mann-Whitney test (B) (GraphPad Prism 

software, versão 6.01). As diferenças foram consideradas significativas quando P <0,05.  
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As etapas básicas da angiogênese incluem degradação enzimática da membrana 

basal do capilar, proliferação de células endoteliais (ECs), migração dirigida de ECs, 

tubulogênese (formação de tubo de EC), fusão de vasos, remoção de vasos e 

estabilização de pericitos. Nossos resultados mostraram que a inibição de Myo1c 

culminou em uma redução significativa na formação de vasos. Nesse sentido, uma 

questão intrigante foi levantada: qual seria o impacto da inibição de Myo1c mediada 

pelo PClP nas etapas básicas do processo de angiogênese? Assim, objetivamos avaliar o 

papel da Myo1c na proliferação e migração de ECs. 

Em primeiro lugar, verificamos o impacto da Myo1c na proliferação das células 

HUVECs. A curva de crescimento celular mostrou uma diminuição em todos os tempos 

de tratamento com PClP (Figura 4A). Além disso, o ensaio de proliferação por MTT 

demonstrou que PClP inibiu a proliferação celular em 24, 48 e 72 h em todas as 

situações, mesmo na presença de fatores pró-proliferativos (SFB - soro fetal bovino; 

Figura 3 – A inibição da Myo1c promoveu uma redução na formação de vasos in vitro e ex vivo. (A) 

HUVECs foram pré-incubadas com PClP (50 µM) e semeadas em placas de 24 poços que tinham sido 

previamente revestidas com matrigel. O bloqueio da Myo1c pelo PClP promoveu uma diminuição no 

número de vasos sanguíneo quando comparado com o grupo controle (não tratado). (B) Imagens 

representativas do contraste de fase destacando a morfologia dos vasos no ensaio de formação de vasos no 

matrigel são demostradas. (C) O tratamento com PClP inibiu o surgimento de vasos a partir do anel aórtico 

ex vivo em comparação com o controle. Diferenças significativas foram determinadas por Student’s t-test e 

Mann-Whitney test (A) (GraphPad Prism software, versão 6.01). Diferenças foram consideradas 

significantes quando P <0,05. Barras: 20 µm. 
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bFGF – fator de crescimento de fibroblasto básico) (Figura 4B-E). Estes resultados 

mostram que a Myo1c pode estar diretamente envolvida com a proliferação de células 

endoteliais. 

 

 

 

 

Figura 4 - O bloqueio da atividade da Myo1c pelo PClP inibiu a proliferação de ECs. (A) A curva de 

crescimento de células HUVECs na presença de PClP (50 µM) por 24, 48 e 72 h mostrou redução no 

número de células em todos os tempos analisados. (B-E) O tratamento com PClP inibiu a proliferação de 

ECs ao longo dos tempos (24, 48 e 72 h) em todas as situações, mesmo na presença de fatores pró-

proliferativos (SFB - soro fetal bovino; bFGF - fator de crescimento de fibroblasto básico). Os dados são 

expressos como média ± desvio padrão. Diferenças significativas foram determinadas usando two-way 

ANOVA e Sidak's multiple comparisons test, comparando o grupo controle (ausência de PClP) e o grupo 

tratado (presença de PClP) (A-E) (GraphPad Prism software, versão 6.01). Diferenças foram 

consideradas significantes quando P <0,05. 
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Além disso, para medir os efeitos da inibição da Myo1c na migração celular, os 

ensaios de wound healing e transwell foram realizados. A migração horizontal das 

células foi observada 24 h após o risco/ferimento. A porcentagem de fechamento do 

risco no grupo tratado com diferentes concentrações do PClP (10, 25 e 50 µM) foi de 

cerca de 40%, enquanto a porcentagem no grupo controle (células não tratadas) foi de 

100% (Figura 5A, B). A fim de obter informações sobre o efeito direto da inibição da 

Myo1c sobre a migração de ECs, abordamos a capacidade do PClP em inibir a migração 

vertical de HUVECs através de uma membrana de policarbonato presente em um 

sistema de transwell. Nossos resultados mostraram que o tratamento com o PClP foi 

capaz de inibir a migração vertical das células HUVECs (Figura 6A, B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - O tratamento com PClP promoveu redução significativa na migração horizontal de 

células HUVECs. (A) Observamos que a porcentagem de migração no grupo tratado com diferentes 

concentrações do PClP (10, 25 e 50 µM) foi de cerca de 40%, enquanto a porcentagem no grupo controle 

(células não tratadas) foi de 100%. (B) Imagens representativas demonstram o impacto da inibição de 

Myo1c durante a migração horizontal avaliada pela técnica wound healing. Diferenças significativas 

foram determinadas por one-way ANOVA e Tukey’s multiple comparisons test (GraphPad Prism 

software, versão 6.01). As diferenças foram consideradas significativas quando P <0,05. Barras: 20 µm. 
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A actina é o maior componente do citoesqueleto das células endoteliais e 

orquestra várias etapas durante a formação de vasos. Dessa forma, o contínuo 

remodelamento dependente do citoesqueleto é essencial para a migração celular 

(Lamalice et al., 2007). Para avaliar a influência da Myo1c no citoesqueleto de actina de 

ECs, células HUVECs foram tratadas com PClP (10, 25 e 50 µM) ou meio de cultura 

Figura 6 - O tratamento com PClP promoveu redução significativa na migração vertical de células 

HUVECs. (A) Células HUVECs foram incubadas ou não com PClP (50 μM) e adicionadas na parte 

superior das câmaras de transwell e a capacidade migratória dessas células através de uma membrana de 

policarbonato presente em um sistema transwell foi avaliada após 24 h. Observamos que a inibição da 

Myo1c pelo PClP desencadeou uma redução significativa na migração vertical das células HUVECs. (B) 

Imagens representativas do ensaio de migração por transwell. Controle positivo de migração: parte 

inferior do transwell foi adicionado meio de cultura contendo 10% SFB (composto quimioatraente); 

Controle negativo de migração: parte inferior do transwell foi adicionado meio de cultura sem SFB; 

Tratamento: células incubadas com PClP e na câmara inferior do transwell continha meio de cultura 

10% SFB. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas independentes e os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão. Diferenças significativas foram determinadas pelo one-way 

ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test (GraphPad Prism software, versão 6.01). As diferenças 

foram consideradas significativas quando P <0,05. Barras: 20 µm. 
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(grupo controle) por 24 h e o padrão do citoesqueleto de actina foi analisado. Células 

HUVECs tratadas com PClP apresentaram uma morfologia do citoesqueleto de actina 

nitidamente diferente, em comparação com as células não tratadas. As células do grupo 

controle se apresentaram de forma espalhadas e exibiram fibras de estresse tipicamente 

longas e grossas, alinhadas ao longo do eixo longitudinal da célula. Em contraste, após 

o tratamento com PClP ocorreu uma mudança significativa na forma da célula, as quais 

apresentaram feixes finos e curtos de filamentos de actina com diminuição na dispersão 

e retração significativa na área celular (Figura 7A, B). 

 

 

 

 

 

Figura 7 -  A inibição da atividade da Myo1c alterou o padrão do citoesqueleto de actina e 

promoveu retração na área de ECs. (A) Imagens representativas destacam as diferenças na morfologia 

do citoesqueleto de actina. Enquanto as células HUVECs tratadas com PClP exibiram feixes finos e 

curtos de filamentos de actina com diminuição na dispersão e retração celular, as células do grupo 

controle apresentaram fibras de estresse tipicamente longas e grossas alinhadas ao longo do eixo 

longitudinal da célula. (B) O tratamento com PClP promoveu uma retração significativa do citoesqueleto 

de actina (diminuição na área celular) nas HUVECs em comparação ao grupo controle (células não 

tratadas). Diferenças significativas foram determinadas pelo one-way ANOVA e Tukey’s multiple 

comparisons test, comparando o grupo controle (não tratado) com os grupos tratados (50, 25 e 10 µM) 

(GraphPad Prism software, versão 6.01). As diferenças foram consideradas significativas quando P <0,05. 

As imagens foram analisadas por microscópio de fluorescência confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, 

Alemanha). Barras: 20 µm. Aumento de 63x. TO-PRO-3: marcação de núcleo celular em azul. Faloidina-

TRITC: marcação de F-actina em vermelho.  Setas em branco indicam as fibras de estresse.  
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De fato, o constante remodelamento do citoesqueleto de actina em filopódios, 

lamelipódios e fibras de estresse são essenciais para conduzir as diversas etapas da 

motilidade de células endoteliais (Lamalice et al., 2007). Nesse sentido, a Myo1c tem 

sido amplamente relacionada à regulação da dinâmica do citoesqueleto de actina, 

sugerindo seu papel crucial na agiogênese (Bond et al., 2013). Bose e colaboradores 

(2002) (Bose et al., 2002) demostraram que a Myo1c está envolvida no rearranjo 

dinâmico da rede de actina cortical necessária para o tráfego intracelular de vesículas 

contendo o transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4) em adipócitos. Além disso, 

Diefenbach e colaboradores (2002) (Diefenbach et al., 2002) observaram retenção de 

Myo1c em lamelipódios, o que foi responsável por promover um aumento da protrusão 

lamelipodial em células móveis. 

Além disso, foi demonstrado que a Myo1c também está envolvida no rearranjo 

do citoesqueleto de actina dentro dos lamelipódios e filopódios de células B 

(Maravillas-Montero et al., 2011). A literatura científica demonstra que a Myo1c 

desempenha um papel crítico na regulação de uma complexa série de eventos de 

sinalização celular para moldar as mudanças que ocorrem durante a migração celular. 

Demonstramos que a inibição da função da Myo1c exibida pelo PClP nas ECs é 

responsável por alterar a morfologia celular, o padrão do citoesqueleto de actina e 

interferir na migração horizontal e vertical, evidenciando seu papel durante a motilidade 

celular nas ECs. Interessantemente, nossos resultados estão de acordo com Brandstaetter 

et al. (2012) (Brandstaetter et al., 2012), que demonstraram que células knockdown para 

Myo1c tiveram um impacto importante na distribuição e migração celular. 

A polimerização da actina dirige a locomoção celular pela adição de 

subunidades globulares monoméricas (G-actina) na extremidade “farpada” dos 

filamentos de actina (F-actina) (Pollard e Borisy, 2003). Sugerimos que a inibição da 

função da Myo1c possa modular o transporte de G-actina durante a migração de ECs, o 

que pode interferir na taxa de polimerização do citoesqueleto de actina. Essa hipótese é 

corroborada por Fan e colaboradores (2012) (Fan et al., 2012), que demostraram que o 

domínio “cauda” de ligação de carga da Myo1c interage com a G-actina, e o domínio 

motor é necessário para o transporte. Esses dados foram confirmados pelos autores, 

onde demonstraram que o silenciamento do gene MYO1C comprometeu a entrega de G-

actina e afetou a motilidade celular. Além disso, Chinthalapudi e colegas (2011) 

(Chinthalapudi et al., 2011), demostraram que a ligação/interação do PClP à Myo1c 
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reduz a afinidade desta miosina pela F-actina. Assim, a inibição da migração celular 

desencadeada pelo bloqueio da atividade da Myo1c pelo PClP pode ser parcialmente 

causada por uma interferência direta na interação Myo1c/F-actina e no transporte de G-

actina nas ECs. 

Hipóteses adicionais e não excludentes para explicar o impacto da Myo1c na 

angiogênese podem estar relacionadas à ativação de ezrina. Ezrina é uma proteína da 

família ezrina, radixina, moesina (ERM) envolvida na adesão, migração celular, 

angiogênese e atua como um ligante entre a membrana plasmática e o citoesqueleto de 

actina cortical (Bonilha, 2007; Brambilla e Fais, 2009; Zhao et al., 2016). A 

característica marcante desta ligação é a ativação da ezrina pela ligação do 

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) (Shabardina et al., 2016). Sabe-se que a Myo1c 

existe como monômero que contém uma estrutura similar de três partes encontrada na 

maioria das proteínas miosinas: um domínio motor N-terminal que se liga à actina e 

hidrolisa o ATP; uma região de “pescoço” (braço de alavanca) que consiste em vários 

motivos de IQ de ligação a calmodulina (CaM); e um domínio de homologia 1 (TH1) C- 

terminal com um domínio de homologia de pleckstrina (PH) capaz de se ligar a lipídeos 

de membrana tais como PIP2 (Adams e Pollard, 1989; Hayden et al., 1990; Hokanson et 

al., 2006; Hokanson e Ostap, 2006). Nesse sentido, hipotetizamos que a inibição 

alostérica causada pelo PClP promova pequenas alterações conformacionais na Myo1c, 

o que prejudica a interação do domínio da Myo1c capaz de se ligar ao PIP2, 

comprometendo a ativação da ezrina e inibindo a formação de vasos sanguíneos. 

 

5.2 Bloqueio da atividade da Myo1c interfere em vias relacionadas com o tráfego 

intracelular de integrinas  

 

A sinalização célula-célula e célula-matriz, comunicação entre sítios de adesão e 

migração celular são importantes eventos na arquitetura geral e manutenção da 

angiogênese (Smith et al., 2016). Nossos resultados demonstraram que a Myo1c está 

envolvida em etapas básicas da formação de vasos. A fim de corroborar com esses 

achados, propusemos avaliar o papel da Myo1c na adesão celular. 

Para o ensaio de inibição da adesão celular, células HUVECs foram pré-

incubadas com diferentes concentrações de PClP ou meio de cultura (grupo controle) e 

estas células foram semeadas em microplacas previamente revestidas ou não com 

diferentes componentes da matriz extracelular (ECM). Os dados mostram que a inibição 
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de Myo1c pelo PClP (25 e 50 µM) reduziu a adesão celular nos diferentes componentes 

da ECM avaliados, nomeados por colágeno IV, fibronectina e matrigel, bem como no 

grupo sem substrato/revestimento (Figura 8). Em seguida, avaliamos o impacto da 

inibição da Myo1c na promoção do descolamento celular. Células HUVECs foram 

plaqueadas em uma placa previamente revestida ou não com componentes da ECM. 

Após adesão, as células foram tratadas ou não com PClP. Células não aderidas 

(presentes no sobrenadante) foram removidas após o tempo de tratamento e as células 

aderidas foram coradas por ensaio de MTT. Observamos um descolamento celular 

significativo nas maiores concentrações de PClP no colágeno IV, fibronectina e matrigel 

(Figura 9A). Esta atividade foi confirmada quando demonstramos que o tratamento 

com PClP promoveu um aumento significativo no número de células presentes no 

sobrenadante (Figura 9B). 
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Figura 8 - A inibição da Myo1c prejudica a adesão celular. Para realização do ensaio de inibição da 

adesão celular, HUVECs foram ou não pré-incubadas com o PClP e semeadas em microplacas revestidas 

ou não com componentes da ECM por 3 h. Após o tempo de adesão, os poços foram lavados e as células 

aderidas foram incubadas com MTT. De forma geral, observamos que o tratamento com PClP (25 e 50 

µM) foi capaz de reduzir a adesão celular nos diferentes grupos: colágeno IV, fibronectina, matrigel e 

controle não revestido (sem substrato). Em todas as situações, as células incubadas apenas com meio de 

cultura (grupo controle) foram consideradas como 100% de adesão celular. Diferenças significativas 

foram determinadas usando one-way ANOVA e Tukey’s multiple comparisons test (GraphPad Prism 

software, versão 6.01). Diferenças foram consideradas significantes quando P <0,05. 
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Figura 9 - A inibição da Myo1c promove descolamento celular. Para realização deste ensaio, células 

HUVECs foram semeadas em microplacas revestidas ou não com componentes da ECM. Após a adesão, 

as células foram ou não tratadas com diferentes concentrações de PClP por 24 h, os poços lavados com 

PBS 1x e as células aderidas foram incubadas com MTT. (A) Todas as concentrações de PClP utilizadas 

promoveram o descolamento de células HUVECs em colágeno IV, fibronectina, matrigel e no controle 

sem substrato (sem revestimento). (B) A quantificação do número de células, através de câmara de 

Neubauer, presentes no sobrenadante dos poços (sem revestimento) tratados ou não com PClP (50 µM), 

demonstrou que o tratamento levou à um aumento significativo no número de células 

descoladas/desaderidas. Diferenças significativas foram determinadas usando one-way ANOVA e Tukey’s 

multiple comparisons test (A) e Student’s t-test e Mann-Whitney test (B) (GraphPad Prism software, 

versão 6.01). Diferenças foram consideradas significantes quando P <0,05. 
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A matriz extracelular (ECM) é uma rede macromolecular tridimensional não 

celular. A ECM regula diferentes processos celulares, incluindo crescimento, migração, 

diferenciação, sobrevivência, homeostase e morfogênese. A ECM consiste em uma 

grande variedade de macromoléculas da matriz, como proteínas formadoras de fibras, 

como colágenos, elastina, fibronectina (FN), lamininas, glicoproteínas, proteoglicanos 

(PGs) e glicosaminoglicanos (GAGs). As células interagem com ECM através de seus 

receptores de superfície, como integrinas, receptores de domínio de discoidina (DDRs), 

PGs de superfície celular e outros receptores de adesão celular (Frantz et al., 2010; 

Clause e Barker, 2013), e através dessas interações é que etapas fundamentais da 

angiogênese ocorrem, como a adesão, proliferação e migração celular. Nesse sentido, 

hipotetizamos que a inibição da adesão celular e descolamento celular desencadeado 

pelo bloqueio da Myo1c esteja relacionado ao tráfego de moléculas de adesão à 

superfície das ECs. Para testar essa hipótese, avaliamos a expressão gênica e proteica de 

integrinas. 

Ao analisar a expressão relativa de mRNA de genes associados com a expressão 

de integrinas, observamos que o tratamento com PClP foi capaz de promover uma 

regulação positiva das integrinas ITGA2, ITGA3, ITGB1 e uma modulação negativa de 

ITGA4, em comparação com o grupo controle (células não tratadas). A ITGA5 não foi 

modulada pelo tratamento com PClP (Figura 10A). Para suportar esses achados, 

avaliamos por citometria de fluxo a presença de integrinas na membrana plasmática de 

ECs. Para isso, células HUVECs tratadas ou não com PClP foram incubadas com 

anticorpos monoclonais anti-integrinas. Nossos dados demostraram que a inibição da 

Myo1c pelo PClP promoveu uma redução significativa na intensidade da mediana de 

fluorescência das integrinas α2, α5, β1 e αVβ3, o que indica uma diminuição da 

presença destas integrinas na superfície da membrana das HUVECs (Figura 10B). 

Caracteristicamente, células se espalham sobre a matriz extracelular por estender 

protrusões da membrana, como filopódios e lamelipódios e aderem o seu entorno em 

sítios de contato, chamados de adesões focais. Os complexos de adesão focal são 

compostos por integrinas, proteínas quinases — como a quinase de adesão focal (FAK, 

também conhecida como PTK2) e SRC — proteínas adaptadoras, como Shc, 

intermediários de sinalização, como GTPases da família Rho, proteínas do citoesqueleto 

de ligação a actina e outras proteínas (Mitra et al., 2005; Mitra e Schlaepfer, 2006). As 
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integrinas são uma extensa família de receptores de adesão celular compostos por 

subunidades α e β que formam 24 heterodímeros e medeiam a adesão celular e a 

interação com a matriz extracelular (Hynes, 2002). Cada subunidade da integrina 

consiste em um domínio extracelular, uma única região transmembrana e uma região 

citoplasmática curta, que juntos promovem a fixação celular e migração na ECM 

circundante (Plow et al., 2000; Takada et al., 2007). 

Propomos que a inibição da função da Myo1c promoveu uma interferência no 

tráfego de componentes necessários para as adesões focais na superfície das ECs, 

levando à inibição da adesão celular e ao descolamento das células. Nossos dados são 

corroborados por Arif et al. (2011) (Arif et al., 2011), que demonstraram que o 

knockdown para Myo1c culminou na redistribuição de sítios de adesões focais, bem 

como na redução da velocidade de migração de células migratórias. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com PClP promoveu um 

aumento na expressão de genes de integrinas. Interessantemente, encontramos uma 

diminuição significativa da presença das mesmas integrinas na superfície da membrana 

plasmática de células HUVECs quando sofreram inibição da atividade da Myo1c pelo 

PClP. Somado à isto, demonstramos retenção e acúmulo das integrinas α2 e β1 no 

citoplasma de HUVECs tratadas com PClP. Em contraste, o grupo controle (células não 

tratadas) exibiu uma distribuição homogênea das mesmas integrinas na superfície 

celular (Figura 10C, D). Desse modo, sugerimos que diante da inibição da Myo1c, as 

ECs promovam uma modulação positiva na expressão dos genes de integrinas em 

resposta à uma redução da presença de integrinas na superfície celular. No entanto, a 

inibição da Myo1c pelo PClP prejudicou/comprometeu o tráfego dessas integrinas para 

a membrana plasmática, promovendo seu acúmulo intracelular. Em resumo, nossos 

achados indicam um claro papel da Myo1c como um regulador das vias de sinalização 

baseadas em integrinas, destacando o envolvimento da Myo1c em vias chaves na 

angiogênese.  
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Figura 10 - Bloqueio da atividade da Myo1c interfere em vias relacionadas com o tráfego 

intracelular de integrinas. (A) O tratamento com PClP promoveu uma regulação positiva da expressão 

de ITGA2, ITGA3, ITGB1 e uma modulação negativa de ITGA4, em comparação com o grupo controle 

(células não tratadas). (B) Representação gráfica dos valores medianos da expressão de integrinas na 

membrana plasmática das células HUVECs. A inibição da Myo1c promoveu uma redução na mediana da 

intensidade de fluorescência das integrinas α2, α5, αVβ3 e β1. (C) Retenção e acúmulo da integrina α2 e 

(D) integrina β1 no citoplasma de HUVECs tratadas com PClP (setas brancas – destacam a localização 

das integrinas no grupo controle e tratado). Todos os dados são expressos como média ± desvio padrão. 

Diferenças entre tratamentos e controles foram analisadas pelo Student’s t-test e Mann-Whitney test (A, 

B) (GraphPad Prism software, versão 6.01). Estatisticamente significativo: **P <0,005; *P <0,05. As 

imagens foram analisadas por microscópio de fluorescência confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha). 

Barras: 20 μm ou 10 μm. TO-PRO-3: marcação do núcleo celular em azul. Anti-α2 (CD49b): marcação 

da integrina α2 em verde. Anti-β1 (CD29): marcação da integrina β1 em vermelho. 
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5.3 Inibição da Myo1c mediada pelo tratamento com PClP impede a progressão do 

ciclo celular na fase G1/S de ECs 

 

Recentemente, Dzijak et al. (2012) (Dzijak et al., 2012) e Ihnatovych (2012) 

(Ihnatovych et al., 2012) revelaram que três isoformas codificadas pelo gene MYO1C 

entram no núcleo e são capazes de modular importantes funções na transcrição de DNA 

(Philimonenko et al., 2004; Hofmann et al., 2006), maturação do RNA (Obrdlik et al., 

2010) e remodelamento da cromatina (Percipalle et al., 2006). Assim, propusemos 

avaliar os efeitos da inibição de Myo1c mediada por PClP na progressão do ciclo 

celular de ECs. 

Foi avaliado primeiro o impacto do tratamento com PClP na fragmentação do 

DNA. Células HUVECs foram semeadas e incubadas com PClP (50 µM) ou meio de 

cultura (grupo controle) durante 24 h e o ensaio TUNEL foi realizado. Na figura 11A, 

apresentamos imagens representativas das HUVECs nas diferentes condições 

analisadas: controle negativo (células em que a reação de TUNEL foi feita sem enzima 

TdT), controle positivo (células pré-tratadas com 1 unidade/mL de DNase I), controle 

(sem tratamento com PC1P) e tratados com PC1P. O DIC (contraste de interferência 

diferencial) mostra o contraste das células sob exposição à luz branca, que evidencia a 

morfologia das HUVECs após o tratamento com PC1P. O merged demostra a 

sobreposição entre DAPI (usado para marcar DNA nuclear) e as quebras da dupla fita 

de DNA (DSB) (usado para capturar a fluorescência verde emitida pelas células 

TUNEL positivas, que representam o DSB). Os quadrados brancos tracejados destacam 

as células representativas de cada condição e sua decomposição (em DAPI e DSB) e 

estão presentes ao lado direito da figura. Observamos que após o tratamento, as células 

apresentavam DNA fragmentado no núcleo, em comparação com o grupo controle 

(células não tratadas) (Figura 11A, B). No entanto, o ensaio de apoptose mostrou que o 

tratamento com PClP não foi capaz de induzir a morte celular (Figura 11C).  
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Figura 11 - Análise da integridade do DNA e morte celular de células HUVECs tratadas com PClP. 

(A) Imagens representativas foram organizadas de acordo com as condições analisadas [controle negativo 

(ausência da enzima Tdt), controle positivo (presença de DNase I), controle (sem tratamento com PClP) e 

tratamento com PClP (50 µM)]. DIC evidencia a morfologia das células. O “Merged” representa a 

sobreposição entre o núcleo marcado com DAPI (azul) e o dano ao DNA (verde). A barra corresponde a 

10 µm. (B) Representação gráfica da porcentagem de células TUNEL-positivas. HUVECs tratadas com 

PClP por 24 h apresentaram DNA fragmentado no núcleo, em comparação com o grupo controle (células 

não tratadas). (C) A análise de apoptose por anexina-V e PI (iodeto de propídio) mostrou que o tratamento 

com PClP (50 µM) não foi capaz de induzir morte celular em HUVECs no tempo analisado. As células 

foram analisadas usando um microscópio fluorescente Olympus Bx51 (aumento 100x) acoplado a uma 

lâmpada EXFO Xcite série 120Q e uma câmera digital Olympus XM10 com software de controlador de 

câmera Olympus Cell F (Olympus, Japão). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão dos 

experimentos realizados em triplicata. Diferenças significativas foram determinadas pelo one-way 

ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test (B) e two-way ANOVA e Sidak's multiple comparisons 

test (C) (GraphPad Prism software, versão 6.01). As diferenças foram consideradas significativas quando 

P <0,05. n.s.: não significativo.  
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Além disso, para melhor compreensão dos nossos resultados, avaliamos a 

porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (G1, S, G2/M) através da 

quantificação do conteúdo de DNA por citometria de fluxo. Observamos que o 

tratamento com PClP (50 µM) causou um acúmulo significativo de células em G1 e 

uma diminuição no número de células nas fases S e G2/M, o que sugere uma parada na 

fase G1/S em comparação com o controle não tratado (Figura 12A). 

Após o dano ao DNA, pontos de verificação/checagem (checkpoints) do ciclo 

celular impedem a progressão para a próxima fase do ciclo celular até que o dano seja 

reparado, a fim de garantir que as mutações resultantes de danos no DNA não sejam 

passadas para as gerações filhas (Senturk e Manfredi, 2013). Quando as lesões do DNA 

são reparadas, as células retomam a progressão do ciclo celular (recuperação dos 

checkpoints). Se o dano ao DNA for irreparável, outras vias podem ser ativadas, o que 

pode resultar em uma parada permanentemente do ciclo (senescência) ou morte celular 

programada (Hartwell e Weinert, 1989). Sugerimos que, as quebras da fita de DNA 

observadas em resposta ao bloqueio da atividade da Myo1c pelo PClP, causam uma 

ativação de proteínas mediadoras que regulam a transcrição de proteínas efetoras que 

desempenham um papel importante em deter o ciclo celular até que o dano no DNA seja 

reparado. Para sustentar nossa hipótese, analisamos a expressão de alguns genes 

associados à progressão do ciclo celular. 

O bloqueio da Myo1c modulou a expressão de sete importantes genes 

envolvidos no controle do ciclo celular. O tratamento com PClP regulou positivamente 

a expressão da quinase ataxia telangectasia mutada (ATM), ciclina E1 (CCNE1), 

quinase 4 dependente de ciclina (CDK4), inibidor de quinase dependente de ciclina 1A 

(CDKN1A/p21) e regulou negativamente a expressão do ciclo de divisão celular 25A 

(CDC25A), CDK2 e CDKN2A (Figura 12B). Além disso, o tratamento com PClP não 

alterou a expressão da ciclina D1 (CCND1), do checkpoint kinase 1 (CHEK1) e do 

checkpoint kinase 2 (CHEK2) (dados não mostrados). 
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As células apresentam vários mecanismos para detectar e reparar os vários tipos 

de danos que podem ocorrer ao DNA. Durante a progressão através da fase G1 do ciclo 

celular, dois tipos principais de ciclinas são necessários: ciclina D e ciclina E. Durante a 

progressão do ciclo celular, a ciclina D1 ativa principalmente CDK4 e 6 (complexo 

proteína CCND1-CDK4/6), e pouco antes para a transição G1/S, a ciclina E ativa o 

Figura 12 - Inibição da Myo1c pelo PClP interrompeu a progressão do ciclo celular e modulou a 

expressão de genes associados à progressão do ciclo. (A) A análise do ciclo celular demonstrou que o 

tratamento com 50 µM de PClP causou uma parada significativa na fase G1 e foi capaz de promover uma 

diminuição no número de células na fase S e G2/M, em comparação com o controle não tratado. (B) A 

análise da expressão relativa de alguns genes associados à progressão do ciclo celular mostrou que o 

bloqueio da Myo1c causou uma regulação positiva da expressão da ATM, CCNE1, CDK4, 

CDKN1A/p21) e regulação negativa de CDC25A, CDK2 e CDKN2A. Os dados foram expressos como 

média ± desvio padrão. Diferenças entre tratamentos e controles foram analisadas pelo Student’s t-test e 

Mann-Whitney test (A, B) (GraphPad Prism software, versão 6.01). Estatisticamente significativo: **P 

<0,005; *P <0,05. 
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CDK2 (complexo proteico CCNE1-CDK2) (Sherr, 1994; Lipinski e Jacks, 1999; Agami 

e Bernards, 2000). 

A parada (arrest) do ciclo celular em resposta ao dano no DNA requer a 

participação dos inibidores de CDK (CKIs), que incluem CDKN1A/p21, p27 e p57 

(Morgan, 1995). Esses CKIs se ligam aos complexos de proteínas CCND1-CDK4/6 e 

CCNE1-CDK2, culminando na inibição da transição G1/S (Sherr e Roberts, 1999). 

Além disso, foi demonstrado que CDKN1A inibe o antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA), um componente dos complexos ciclina-CDK, de mediar o 

alongamento durante a replicação, impedindo assim a replicação em células que já 

tenham entrado na fase S (Mailand et al., 2013). 

Observamos a formação de quebras na dupla fita de DNA em HUVECs tratadas 

com PClP (50 µM) por 24 h. No entanto, esse dano não promoveu a morte celular, o 

que foi demonstrado pelos ensaios de MTT, Rodamina 123 e apoptose. Com base em 

nossos resultados e na literatura, sugerimos que o dano ao DNA causado pela inibição 

da Myo1c pelo PClP é reversível e promove uma parada na progressão do ciclo celular, 

o que permite o reparo do DNA fragmentado. 

Assim, propomos que os DSBs gerados pelo tratamento com PC1P sejam 

reparados, as células retomam a progressão do ciclo celular (recuperação dos 

checkpoints) e não sofrem morte celular. Esta hipótese é parcialmente apoiada pelo 

ensaio de recuperação da proliferação celular. Através deste ensaio, demonstramos que 

após 24 h, quando o tratamento com PClP foi removido, as células recuperaram a 

capacidade de proliferação e a taxa de proliferação destas células tendeu a ser igual às 

células não tratadas (Figura 13), destacando que o dano ao DNA foi provavelmente 

reparado. Além disso, esses dados também estão de acordo com Chinthalapudi et al. 

(2011) (Chinthalapudi et al., 2011), que demonstraram que o PClP atua como um 

inibidor reversível da atividade Myo1c. 
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Figura 13 - Células HUVECs recuperam a capacidade proliferativa após a remoção do tratamento 

com PClP. Para realização deste ensaio, células HUVECs foram semeadas em microplacas. Após adesão, 

os poços foram tratados ou não com PClP. Após 24h, o PClP foi removido apenas do grupo: [PClP (50 

µM) removido], e o meio de cultura sem tratamento foi adicionado e a proliferação foi acompanhada até 

72h. Observamos que após 24 h, quando o tratamento com PClP foi removido e meio cultura sem 

tratamento foi adicionado, as células recuperaram a capacidade de proliferação e a taxa de proliferação 

destas células tendeu a ser igual às células não tratadas. Os dados são expressos como média ± desvio 

padrão. Diferenças significativas foram determinadas usando two-way ANOVA e Sidak's multiple 

comparisons test (GraphPad Prism software, versão 6.01). Diferenças foram consideradas significantes 

quando P <0,05.  
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6. Conclusão 

 

Neste estudo, nós relatamos os efeitos da inibição da Myo1c desencadeada por 

PClP (um inibidor seletivo, reversível e alostérico de Myo1c) durante a formação de 

vasos sanguíneos. Observamos que o bloqueio da atividade de Myo1c pela PClP 

promoveu a inibição da angiogênese e que a Myo1c é necessária para a proliferação 

celular, migração, adesão e polimerização de actina. Além disso, mostramos que esta 

proteína está envolvida no tráfego intracelular de integrinas e modula funções 

importantes durante a progressão do ciclo celular de ECs. Tomados em conjunto, 

concluímos que a Myo1c é uma proeminente proteína envolvida em muitas vias de 

transdução de sinal em toda a célula e está diretamente relacionada à angiogênese, 

tornando esta proteína um alvo atraente para o tratamento baseado em drogas de 

doenças humanas relacionadas à angiogênese. 
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7. Produção científica durante o doutorado 
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