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Abstract

Class 1 myosins (Myols) were the first unconventional myosins identified. Myolc, a
Myol 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 Myolc in different biological processes is evident.
Therefore, in the present study we investigated the effects of Myolc inhibition triggered
by Pentachloropseudilin (PCIP), a reversible and allosteric potent inhibitor of Myolc,
on angiogenesis. We demonstrated that blocking of Myolc activity by treatment with
PCIP 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 PCIP-treated HUVEC cell
line. Moreover, we also demonstrated that PCIP treatment partially prevented the
delivery of integrins to the plasma membrane. Finally, we showed that the inhibition of
Myolc caused DNA strand breaks, which is probably repaired during the cell cycle
arrest in G1 phase. Taken together, our results suggest Myolc as an attractive target for

drug-based treatment of angiogenesis-related human diseases.

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

As miosinas de classe 1 (Myols) foram as primeiras miosinas ndo convencionais
identificadas. Myolc, uma isoforma de Myol, estd envolvida na regulacdao da expressao
génica, rearranjos do citoesqueleto, liberagdo de proteinas na superficie celular,
migracao celular, dentre outros. Diante do importante papel da Myolc em diferentes
processos bioldgicos, o presente estudo propds investigar os efeitos da inibi¢ao da
Myolc desencadeada pelo pentacloropseudilin (PCIP), um potente inibidor reversivel e
alostérico de Myolc, na angiogénese. Demonstramos que o bloqueio da atividade da
Myolc pelo tratamento com PCIP promoveu uma diminui¢do no numero de vasos
sanguineos. Sugerimos que a inibi¢do da angiogénese observada esteja relacionada com
a inibicdo da proliferagdo celular, migracdo, adesdo e alteracdo do padrio do
citoesqueleto de actina, como observado em células HUVECs tratadas com PCIP. Além
disso, também demonstramos que o tratamento com PCIP impediu parcialmente a
entrega de integrinas a membrana plasmatica. Finalmente, mostramos que a inibi¢do da
Myolc causou quebras na fita de DNA, que provavelmente € reparada durante a parada
do ciclo celular na fase G1. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a Myolc ¢ um

alvo atraente para o tratamento de doencgas humanas relacionadas a angiogénese.

Palavras-chave: Angiogénese, Myolc, pentacloropseudilin, ciclo celular.
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1. Introducao

1.1 Angiogénese - caracteristicas gerais

A formagdo de novos vasos sanguineos ou neovasculariza¢do, pode ocorrer por
meio da angiogénese ou por vasculogénese. A vasculogénese € a criagdo de novos vasos
de novo a partir de células precursoras, como os angioblastos, que se diferenciam em
células endoteliais (ECs), formam limens e criam vasos sanguineos primitivos (Ucuzian
et al., 2010). Em contraste, a angiogénese ¢ definida como o crescimento de novos
vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes, o qual ocorre naturalmente durante
toda a vida de um individuo, tanto em condicdes fisiologicamente saudaveis quanto em
quadros patologicos (Carmeliet, 2003; 2004).

Vasos sanguineos permitem que células do sistema imune patrulhem o
organismo em um processo denominado de vigilancia imunologica, fornecem oxigénio
e suprem de nutrientes os tecidos, e descarte de residuos oriundos dos mais diversos
processos metabolicos (Carmeliet € Jain, 2011). Embora benéficos para o crescimento e
regeneragdo dos tecidos, os vasos sanguineos podem colaborar para a manutenciao de
doencas inflamatorias e malignas, e também sdo explorados por células malignamente
transformadas durante a metéstase tumoral, contribuindo para a perpetuacdo do cancer
(Carmeliet, 2003; Carmeliet e Jain, 2011).

Como os vasos sanguineos nutrem quase todos os 6rgdos do corpo e estdo em
um constante contato com estas estruturas, alteragdes no crescimento normal de vasos
sanguineos podem contribuir para inimeras doengas. Por exemplo, o crescimento ou
manutencdo insuficiente de vasos sanguineos pode levar ao desencadeamento de
acidente vascular cerebral, infarto do miocardio, distarbios ulcerativos e
neurodegeneracdo. Ja o crescimento excessivo ou remodelamento anormal dos vasos
pode provocar cancer, distarbios inflamatdrios, hipertensdo pulmonar e doencas
oftalmolégicas (Carmeliet, 2003; Folkman, 2007; Carmeliet e Jain, 2011). A
angiogénese normal € bem ordenada, previsivel, regulada e ndo excessiva, enquanto que
a angiogénese patoldgica ¢ irregular e imatura devido a sua velocidade e natureza
excessiva (Verheul et al., 2004).

De forma geral, a angiogénese ¢ um processo de multiplas etapas que envolve
ativacdo de ECs, degradacdo da membrana basal, invasao, proliferacdo, formacao de

4

lumen e estabilizagdo. Este processo ¢ amplamente regulado por um balango entre
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moléculas que favorecem a formacdo de vasos (moléculas pro-angiogénicas) e
moléculas que inibem a formagao de vasos (moléculas anti-angiogénicas) (Bayless e
Johnson, 2011). Neste contexto de formagdo de vasos, podemos incluir fatores de
crescimento (Presta et al., 2005; Turner e Grose, 2010), lipidios 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),
proteinas 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 formacio de vasos sanguineos

Em um adulto saudavel, ECs quiescentes possuem meia-vida longa e sdo
protegidas contra injurias pela acdo autocrina de sinais de manuten¢do, como pelo fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), receptor NOTCH, angiopoietina-1 (ANG-
1) e fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs). Como os vasos sanguineos estdo em
constante contato com o oxigénio, ECs expressam sensores de oxigénio e fatores
induziveis por hipoxia - como o dominio de prolil hidroxilase 2 (PHD2) e fator
induzivel por hipoxia-2a (HIF-2a), que permitem que os vasos reajustem sua forma
para otimizar o fluxo sanguineo. ECs quiescentes formam uma monocamada de células
com uma superficie aerodinadmica, interconectadas por moléculas juncionais, como E-
caderina e claudinas. Essas ECs s3o protegidas por pericitos, que inibem sua
proliferacdo e liberam sinais de sobrevivéncia celular, como VEGF e ANG-1. As ECs e
pericitos em condi¢des de repouso, produzem uma membrana basal comum (Carmeliet
e Jain, 2011)(Figura 1A).

Em um vaso sanguineo normal, imediatamente abaixo da monocamada de ECs
encontra-se uma espessa membrana basal (BM) de 100-200 nm de espessura. Esta ¢
composta principalmente de lamininas, colagenos tipo IV e VIII, e proteoglicanos. Esta
BM deve ser degradada antes da invasao pelas ECs na matriz extracelular circundante
(ECM), a qual ¢ composta majoritariamente por colagenos fibrilares, elastinas e vérias
outras proteinas da ECM (Francis et al., 2008; Ucuzian et al., 2010). ECs, em resposta a
estimulos angiogénicos (VEGF, VEGF-C, ANG-2, FGFs ou quimiocinas - liberados por

células em condigdes de hipoxia), inflamatorios ou tumorais, convertem-se de um
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fendtipo quiescente para um sinteticamente ativo, caracterizado por um alto indice
mitdtico e maior capacidade de migracdo e protedlise da matriz (Bergers e Hanahan,
2008; Murakami et al., 2008; Carmeliet e Jain, 2011) (Figura 1A).

Frente ao estimulo angiogénico, pericitos se separam primeiro da parede do vaso
(em resposta a ANG-2) e soltam-se da membrana basal por degradacao proteolitica, a
qual ¢ mediada por metaloproteinases de matriz (MMPs). Células endoteliais ativadas
rompem com suas jungdes intercelulares (jungdes de adesdo e jungdes gap), € 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 proteinas plasmaticas, como fibrinogénio e fibronectina, extravasem e
alcancem a ECM (Jain et al., 2006). Em resposta a sinalizagdo de integrinas (proteinas
transmembrana de adesdo), as células endoteliais migram para a superficie da ECM
adjacente. Nestas, proteases presentes na matriz sdo ativadas, e passam a liberar
moléculas pré-angiogénicas armazenadas na ECM, como VEGF e FGF, o que promove
um remodelamento da ECM, tornando o ambiente favoravel ao crescimento de novos
vasos (Carmeliet e Jain, 2011) (Figura 1A).

A formacdo do lumen (e subsequente formacgdo de tubo) pode ser considerada
um marco da angiogénese, pois ¢ um comportamento relativamente especifico, atribuido
principalmente as células do epitélio e do endotélio. Esses mecanismos sdo garantidos,
pois ECs sdo 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 fun¢do central de transporte de oxigénio e nutrientes
(Ucuzian et al., 2010) (Figura 1A).

Para construir um tubo perfundido e impedir que células endoteliais se movam
em massa em dire¢do ao sinal angiogénico, uma célula endotelial, conhecida como Tip
cell (célula da ponta), é selecionada para conduzir/guiar a ponta do vaso em formagdo
na presenga de fatores angiogénicos como receptores de VEGF (VEGFRs), neuropilinas
(NRPs) e os ligantes de receptores NOTCH, como DLL4 e JAGGEDI (Benedito ef al.,
2009; Phng e Gerhardt, 2009; Adams e Eichmann, 2010; Jakobsson et al., 2010)
(Figura 1A). Células vizinhas a tip cells assumem posi¢des subsididrias como stalk
cells (células estaminais), que se dividem para alongar o pedunculo/haste em formagao

[sdo estimuladas por NOTCH, proteina de repeti¢cdo de anquirina regulada por NOTCH
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(NRARP), WNTs, fator de crescimento placentario (PIGF) e FGFs] e estabelecer o
limen [mediado por E-caderina, CD34 (glicoproteina que atua como fator de adesao
celular), sialomucinas, VEGF] (Carmeliet ef al., 2001; Fischer et al., 2008; Phng et al.,
2009; Dejana, 2010) (Figura 1B).

Tip cells sao apresentam filopddios para detectar sinais de orientacdo ambiental,
como efrinas, semaforinas, EGFL7 (fator angiogénico secretado, que atua como uma
molécula quimioatraente para ECs e se liga a componentes da ECM para transmitir
informagdes espaciais sobre a posicdo de células vizinhas), de modo a garantir a
tubulogénese (Jakobsson et al., 2010; Mosch et al., 2010; Sawamiphak et al., 2010).
Stalk cells adjacentes as tip cells proliferam, alongam-se e formam um limen, e os
brotos se fundem (Benedito ef al., 2009; Carmeliet e Jain, 2011) (Figura 1B).

Células de origem mieloide, como macréfagos associados a tumores (TAMs) e
monocitos que expressam TIE-2 (um receptor associado com angiogénese expresso em
células endoteliais e subpopulacdes de monodcitos/macrdéfagos) sdo recrutados para
auxiliarem na formagao de vaso. Estas células, produzem fatores pro-angiogénicos ou
liberam proteoliticamente fatores de crescimento angiogénico presentes na ECM, o que
auxilia na fusdo entre os ramos vasculares, permitindo o inicio do fluxo sanguineo (De
Palma et al., 2005; Saharinen et al., 2008; Augustin ef al., 2009) (Figura 1B).

Um vaso sanguineo para se tornar funcional, precisa se tornar maduro e estavel.
As ECs retomam seu estado de quiescéncia, e sinais como fator de crescimento derivado
de plaquetas B (PDGF-B), ANG-1, fator de crescimento transformador- (TGF-p),
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 plasminogeénio tipo 1 (PAI-1) causam a deposi¢do de uma membrana basal e
as jungdes sdo restabelecidas para garantir a distribui¢do 6tima do fluxo (Blasi e

Carmeliet, 2002; Folkman, 2007) (Figura 1C).
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Figura 1 - Bases moleculares da formagdao de vasos sanguineos. (A) Selecdao de tip cells (células da
ponta). (B) Alongamento do vaso em formagao por Stalk cells (células estaminais). (C) Formagao do vaso
sanguineo maduro e estavel. 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 angiogénese

A actina ¢ o principal componente do citoesqueleto de células endoteliais, o qual
esta relacionado com o controle da angiogénese. A actina ¢ composta por subunidades
globulares monoméricas de 43 kDa (G-actina) que polimerizam em filamentos
helicoidais (F-actina). A montagem da F-actina esta fortemente associada a hidrélise do
ATP pela sua intrinseca atividade ATPasica. A G-actina monomérica ligada a
Mg?**/ATP ¢ incorporada nos filamentos em crescimento da extremidade farpada. ATP-
actina ¢ entdo convertida em ADP-actina, como mondmeros de actina, os quais sao
deslocados ao longo dos filamentos em dire¢do a extremidade pontiaguda (Tong ef al.,
2006; Lamalice et al., 2007).

O citoesqueleto de actina orquestra varias etapas tanto na angiogénese
fisiologica quanto na patologica, o que requer uma continua remodelacdo dependente do
citoesqueleto (Carmeliet, 2003; 2004). O constante remodelamento do citoesqueleto de
actina em filopodios, lamelipodios e fibras de estresse sdo essenciais para a migragcao
celular durante a angiogénese. Os filopddios sdo projecdes de membrana que contém
longos filamentos de actina paralelos dispostos em feixes estreitos. Os lamelipodios sao
protrusdes citoplasmaticas que se formam na borda de células em migracao (Small et
al., 2002). Ja as fibras de estresse sdo filamentos de actina de polaridade invertida
ligados por a- actinina e miosina, e distribuidos ao longo de fibras contrateis (Small e
Resch, 2005). Todas as 3 estruturas, acima mencionadas, sdo essenciais para conduzir
os varios passos da motilidade celular endotelial baseada em actina durante a
angiogénese: deteccdo do sinal motogénico (favorece a migragdo) por filopddios;
formagdo e protrusdo de lamelipddios; fixacdo de protrusdes a matriz extracelular;
contragdo mediada por fibras de estresse do corpo celular para permitir o movimento;
reciclagem de moléculas adesivas e sinalizadoras (Lamalice et al., 2007).

A migragdo de ECs durante a angiogénese se dd por meio de trés mecanismos
integrados: (1) quimiotaxia - migra¢do direcionada para um gradiente de moléculas
quimioatrativas solaveis; (2) haptotaxia - migracdo direcionada a um gradiente de
ligantes imobilizados; (3) mecanotaxia - migracdo direcional gerada por forcas
mecanicas (Li et al., 2005). Tipicamente, a quimiotaxia de ECs ¢ desencadeada por
fatores de crescimento, como VEGF e fator de crescimento basico de fibroblasto

(bFGF). Em contrapartida, na haptotaxia o aumento da migra¢do de ECs se d4 em
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resposta a ligacdo 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 proteinas associadas integram-se com vias de sinalizagao
chaves conhecidas por regular a angiogénese (Thoenes e Gunther, 2008). O
citoesqueleto de actina ¢ preso a membrana plasmatica através de jungdes aderentes e
adesOes focais nos contatos célula-célula e célula-matriz, respectivamente. O
reconhecimento celular e a resposta celular a matriz extracelular sdo etapas essenciais
para a angiogénese. Nesse sentido, diversos trabalhos na literatura demonstram que o
bloqueio das subunidades de diferentes integrinas pode comprometer a formagdo 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 da pelo fato que ao inibir a atividade de integrinas,
como a integrina ovpf3, hd um comprometimento da fosforilagdo da cauda
citoplasmdtica da integrina, impedindo o recrutamento de proteinas adaptadoras
intracelulares do citoesqueleto de actina (Phillips et al., 2001; Mahabeleshwar et al.,
2007).

Somado a isso, foi observado que a integrina a2f1 (reconhece colageno tipo I
presente na ECM) se liga, através de seu dominio citoplasmatico, a Cdc42 (uma GTPase
da familia de proteinas Rho — reguladores chaves do citoesqueleto de actina),
desencadeando a formagdao do limen endotelial (Sacharidou et al., 2010). Esses dados
evidenciam como o reconhecimento de um substrato pro-morfogénico (como o
coladgeno tipo I) presente na ECM pode induzir o crescimento de novos vasos e a
formag¢ao do limen endotelial, o que se d4 por meio do acoplamento do reconhecimento
da matriz (via a2B1) com rearranjos do citoesqueleto (via Cdc42) (Davis e Senger,
2008; Sacharidou et al., 2010).

Diversos trabalhos na literatura cientifica enfatizam como as vdrias redes do
citoesqueleto integram-se e respondem as principais vias de sinalizacdo conhecidas por
regular a angiogénese, além das acima mencionadas. Nesse sentido, a continua
descoberta de novos compostos que visam componentes do citoesqueleto e normalizam
a angiogénese desregulada fornecerd ferramentas adicionais para combater a

angiogénese patologica (Bayless e Johnson, 2011).
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1.4 Caracteristicas gerais da miosina 1¢ (Myolc)

O citoesqueleto de células eucaridticas ¢ uma rede interconectada que fornece
suporte e organizacgdo as células, sendo constituido principalmente pelos filamentos de
actina, filamentos intermediarios e microtibulos. Além de desempenhar fungdes
estruturais, esses filamentos atuam como trilhas para o movimento de motores
moleculares que convertem a energia quimica em trabalho mecanico a medida que
transportam e/ou ancoram organelas, vesiculas e outros componentes intracelulares.
Cinesina e dineina, sdo proteinas motoras que fazem uso dos microtubulos para o
transporte. Miosinas sdo proteinas 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 superfamilia de proteinas motoras (divididas
em pelo menos 24 classes) que se ligam e hidrolisam ATP para gerar for¢a e movimento
ao longo dos filamentos de actina (Richards e Cavalier-Smith, 2005). Estdo envolvidas
em uma ampla gama de vias celulares, desde atividades baseadas no citoesqueleto de
actina, como a organizagao do citoesqueleto, transporte de material ao longo da célula,
gerando forcas e atuando como sensores de for¢as no citoesqueleto (Krendel e
Mooseker, 2005; Woolner e Bement, 2009; Geeves, 2016).

As miosinas de classe I (Myols), foram as primeiras miosinas nao-
convencionais identificadas e sdo amplamente expressas em células eucaridticas
(Pollard e Korn, 1973; Mcconnell e Tyska, 2010). Humanos apresentam oito isoformas
de Myols (Myola at¢ Myolh) (Greenberg e Ostap, 2013). As Myols atuam como
linkers (pontes) entre membranas lipidicas e o citoesqueleto de actina em diferentes
processos celulares. Apresentam um dominio principal N-terminal de ligacdo a actina e
nucleotideos, uma regido de ligacao a calmodulina e um dominio C-terminal de ligacao
a membranas (Barylko et al., 2005; Mcconnell e Tyska, 2010). A regido C-terminal de
ligacdo a membranas contém um dominio de homologia a pleckstrina (PH), que permite
uma associacdo direta entre miosina e lipideos &cidos de membrana, como
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) (Hokanson et al., 2006). A atividade de Myols ¢
regulada pelos niveis intracelulares de calcio (Ca®"), que se ligam a calmodulina e
causam sua dissocia¢do da regido de liga¢do a calmodulina (Lin et al., 2005). Dentre as
oito isoformas de miosinas classe 1 conhecidas em vertebrados, as miosinas la, 1c ¢ 1b

sdo as mais bem caracterizadas (Kittelberger et al., 2016).



24

A Myolc encontra-se envolvida em inimeros processos celulares, como
regulacdo da expressdao génica, formacdo e manutencdo da motilidade celular e
transporte de G-actina durante a migragao celular (De La Cruz e Ostap, 2004; Dzijak et
al., 2012; Fan et al., 2012; Sarshad et al., 2013). Varios estudos tém evidenciado o
papel da Myolc no transporte intracelular de vesiculas. Por exemplo, Bose e
colaboradores (2004), observaram que a Myolc esta diretamente envolvida no processo
de fusdo de vesiculas contendo o receptor de transporte de glicose 4 (GLUT4) com a
membrana plasmatica em células musculares e adipdcitos (Bose et al., 2004). Além
disso, Barile e al. (2005) demonstraram que a Myolc estd associada ao controle do
trafego de vesiculas contendo aquaporina-2 (AQP2) para a regido apical de células do
duto renal (Barile e al., 2005). Associado a isso, foi descrito o papel da Myolc na
entrega de proteinas associadas a balsas lipidicas a superficie celular (Brandstaetter et
al., 2012) e foi demonstrado que a Myolc € responsdvel por regular o transporte de
VEGFR2 em ECs. Esse envolvimento da Myolc com a sinalizagdo de VEGFR2, foi
evidenciado através de ensaios que revelaram que auséncia de Myolc levou a reducdo
de VEGFR2 na membrana plasmatica de ECs (Tiwari ef al., 2013).

Atualmente, evidéncias consideraveis apontam a participagdo direta da Myolc
em vias de sinaliza¢do que estdo intimamente ligadas ao desenvolvimento de doengas,
como artrite reumatoide, doeng¢a inflamatoria intestinal, distrofia muscular, diabetes,
obesidade e doenga de Alzheimer — vide revisdao em (Bond et al., 2013). Portanto, o uso
de inibidores especificos para Myolc pode se tornar uma importante ferramenta para
uma melhor compreensdo do papel desta proteina. Neste sentido, Martin et al. (2009),
sintetizaram um composto altamente halogenado contendo uma porg¢ao de 2-aril-pirrol,
chamado de Pentacloropseudilin (PCIP), que atua como um seletivo, reversivel e
alostérico potente inibidor das atividades ATPésica e motora de Myolc em células de
mamiferos (Martin et al., 2009; Chinthalapudi et al., 2011). Sugere-se que 0 mecanismo
de inibicdo alostérica desencadeado pelo PCIP provavelmente esteja relacionado a
pequenas alteragdes conformacionais na dindmica da proteina e uma modulagao direta
entre os sitios cataliticos e alostéricos presentes na Myolc (Martin et al., 2009).

Em 2016, Kittelberger e colaboradores, ao investigar a localizagdo e fungdo de
Myolc durante a exocitose de corpos lamelares (granulos secretdrios contento
surfactantes) em células alveolares tipo II (ATII), observaram que Myolc transloca-se

para a membrana de corpos lamelares fusionados a membrana plasmatica de forma
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dependente do dominio de homologia a pleckstrina (PH) e dos niveis intracelulares de
Ca*". Além disso, observaram que a inibi¢do de Myolc mediada por PCIP causou
reducdo significativa na exocitose de vesiculas em células ATII (Kittelberger et al.,
2016). Somada a isto, recentemente também foi observado, por meio da inibicdo da
Myolc por PCIP, alteragdo na forma da membrana e distribui¢do de actina cortical em
modelos de embrides de Zebrafish (Gupta et al., 2017). Contudo, ainda nao existem
trabalhos que apontem o envolvimento direto de Myolc no processo de formacao de

vasos sanguineos.



26

2. Justificativa

Baseando-se no importante papel que os vasos sanguineos desempenham tanto
em processos saudaveis quanto em patologicos, o estudo da angiogénese t€m aplicagdes
clinicas em varios campos, incluindo doenc¢a vascular periférica e corondria, oncologia,
hematologia, cicatriza¢ao de feridas, dermatologia, oftalmologia, dentre outras. Estudos
experimentais demonstram que a promocao de processos pro-angiogénicos podem ter
beneficio terapéutico em tecidos isquémicos, enquanto nas ultimas décadas o estudo de
terapias anti-angiogénicas produziram varios farmacos para procedimentos
quimioterapéuticos no campo da oncologia (Ucuzian et al., 2010; Carmeliet e Jain,
2011).

Somado a isso, nos ultimos anos a literatura cientifica tem apontado o
envolvimento da Myolc em diferentes processos e vias de sinalizagdo, os quais sdo
essenciais para a formacao de vasos sanguineos, conforme foi mencionado acima (Bond
et al., 2013). Assim, a angiogénese ¢ um processo complexo, amplamente regulado e
que envolve diferentes etapas. Neste contexto, vimos que a Myolc (importante
componente do citoesqueleto de actina) regula e participa de diferentes vias. Logo,
descrever seu papel na angiogénese auxiliara na compreensdo 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 inibicdo da Myolc desencadeada pelo composto

sintético PCIP na angiogénese.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a toxicidade do PCIP sobre células endoteliais de corddo umbilical
humano (HUVECs:);

- Verificar o impacto da inibi¢do de Myolc na formacdo de vasos sanguineos in
Vitro € ex vivo;

- Investigar o impacto do bloqueio da atividade da Myolc desencadeada pelo
PCIP nas etapas basicas do processo de angiogénese: proliferacdo, migracdo e adesdo
celular;

- Verificar a influéncia da Myolc no citoesqueleto de actina de HUVECs;

- Analisar o envolvimento da Myolc em vias relacionadas com o trafego
intracelular de integrinas;

- Avaliar o efeito da inibi¢do de Myolc na integridade do DNA de ECs;

- Investigar o impacto da inibi¢do da atividade da Myolc no conteido de DNA
(ciclo celular) e no perfil de expressao génica de proteinas associadas a progressdao do
ciclo celular em HUVECsS;

- Avaliar a capacidade de recuperacdo da proliferagdo de células HUVECs apds

remogao do PCIP.
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4. Material e métodos
4.1 Local de estudo

Os ensaios deste estudo foram realizados no Laboratério de Tripanosomatideos
(LATRI) e Laboratério de Osteoimunologia e Imunologia dos Tumores, ambos
pertencentes ao Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de
Uberlandia. Experimentos também foram realizados no Laboratério de Bioquimica e
Toxinas Animais (LabiTox), pertencente ao Instituto de Genética e Bioquimica
(INGEB) da UFU. Além destes, também contamos com a colabora¢do do Laboratorio

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

4.2 Animais e ética

Camundongos BALB/c fémeas (n=2) com seis a oito semanas de idade foram
mantidos sob condi¢des padrao de 12 h de luz e 12 h de escuro, em temperatura de
25+2°C, com ragdo e agua ad libitum. A manutencdo, manipulagdo e eutanasia dos
animais respeitaram as diretrizes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Todos os ensaios envolvendo o uso de
animais foram realizados mediante aprovacdo do CEUA/UFU (Numero protocolo

130/15).

4.3 Cultivo celular

Células endoteliais de corddao 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
sodio, 1 mM de aminodcidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de

estreptomicina, ¢ mantidas em estufa 37°C e 5% COa.
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4.4 Sintese de pentacloropseudilin (PCIP)

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

gentilmente cedido para realizag@o deste trabalho.

4.5 Viabilidade celular

A viabilidade de células HUVECs tratadas com PCIP foi avaliada pelo método
colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetitiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazolio) e pelo ensaio
com Rodamina 123 (sonda mitocondrial). As células foram plaqueadas (3,0x10*
células/poco) em placa de 96 pocos. Apds a adesdo, as células foram tratadas com
concentragdes em dilui¢do seriada (1:2) de PCIP (200 uM até 1,56 uM) por 24h, e
mantidas em estufa a 37°C e 5% COa,. Células tratadas com meio de cultura na auséncia
de PCIP foi usado como grupo controle e considerado como 100% de viabilidade. Apds
24 h, as células foram incubadas com MTT (20 pL; 5 mg/mL) por 3 h a 37 °C. Cristais
de formazano resultantes da redu¢dao de MTT foram dissolvidos com a adi¢ao de 100
uL de PBS 1x contendo 10% de SDS e 0,01 M HCI (18 h, 37°C e 5% CO2). A
absorbancia (570 nm) foi lida em um espectrofotometro scanner multipogos (Thermo
Scientific). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem, considerando como
100% de viabilidade a absorbancia das células incubadas apenas com meio de cultura
(grupo controle).

Adicionalmente, a viabilidade de células HUVECs tratadas com PCIP também
foi avaliada utilizando Rodamina 123 (um corante verde fluorescente permeéavel a
células e catidnico). Resumidamente, células HUVECs foram semeadas a uma
densidade de 0,7x10° células/pogo em microplacas de 24 pocos e apods adesdo, as
células foram incubadas com PCIP (50 uM) ou meio de cultura (grupo de controle)
durante 24 h a 37°C e 5% de CO,. Depois disso, as células foram coletadas, lavadas
com PBS Ix e incubadas com Rodamina 123 (15 pg/mL em PBS) durante 30 minutos a
37 °C e 5% de CO.. Em seguida, as amostras foram analisadas no FACSCantoll (BD) e

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

O teste de formagao de vasos em Matrigel foi realizado conforme previamente
descrito (Hu et al., 1995; Ache et al., 2015), com modificagdes. Para verificar o impacto
da inibicio de Myolc na formacdo de vasos, células HUVECs (5x10° células/pogo)
foram pré-incubadas com concentragdes crescentes de PCIP (10, 25 ¢ 50 uM) ou com
meio de cultura (grupo controle) por 30 minutos a 37 °C e 5% de CO;. Apds o
tratamento, as células foram semeadas em placa de 24 pogos previamente revestidas
com 50 pL de Matrigel (5,25 mg/mL) (Corning® Matrigel® Matrix, USA) e incubadas
com meio suplementado com fator de crescimento de fibroblasto bésico (bFGF) (30
ng/mL) (Thermo Fisher Scientific, Brazil). Apds 18h de incubacdo a 37°C e 5% CO», as
células foram submetidas a um microscopio invertido e imagens varrendo toda a
extensao dos pogos foram adquiridas em um aumento de 20x. A partir das imagens
obtidas, foi realizado a contagem do nimero de vasos formados (Teixeira ef al., 2015;

Teixeira et al., 2017).

4.7 Ensaio do anel adrtico de camundongo

Para corroborar com o ensaio de angiogénese in vitro, utilizamos um modelo de
estudo de formagdo de vasos ex vivo, chamado de ensaio do anel aortico de
camundongo (Baker et al., 2011; Gimenes et al., 2017). Resumidamente, fragmentos
aorticos foram removidos de camundongos fémeas da linhagem Balb/c, cortados
transversalmente (anéis aorticos) e lavados em PBS gelado suplementado com 1%
penicilina-estreptomicina. Os anéis adrticos foram colocados em camaras de cultura
celular (Falcon™ Chambered Cell Culture Slides) previamente revistas com 50 pL 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 PCIP (50
uM) ou meio de cultura (grupo controle). Apos, esses anéis adrticos foram tratados com
PCIP durante 7 dias, em intervalos de 2 dias. Posteriormente, imagens dos anéis adrticos

foram adquiridas por meio de um microscopio 6tico invertido (Nikon Eclipse TS100).
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4.8 Proliferacao celular

Células HUVECs foram semeadas a uma densidade de 1,0x10* células em
microplacas de 24 pocos. Apoés a adesdo, as células foram incubadas com meio de
cultura (10% SFB) ou PCIP (50 uM) por 24, 48 ¢ 72 h a 37 © C. Ap6s o tempo de
tratamento, o meio de cultura foi removido ¢ os pogos lavados com PBS Ix. Em
seguida, as células aderidas foram coletadas pelo uso de tripsina e contadas em camara
de Neubauer.

Adicionalmente, a proliferacdo de células HUVECs tratadas ou ndo com PCIP
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 3,0x10* células/poco em placa de 96
pocos. Apo6s a adesdo, as células foram cultivadas na presenca de meio de cultura
suplementado com 10% SFB e bFGF (30 ng/mL) na presenca ou auséncia de PCIP (50
uM) por 24, 48 e 72 h a 37°C e 5% CO;. Como controle negativo, as células foram
cultivadas meio de cultura livre de SFB, bFGF e PCIP. Ap6s 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 recuperacdo da proliferacdo celular. Aqui,
células HUVECs foram semeadas a uma densidade de 3,0x10* células/pogo em
microplacas de 96 pocos. Apds a adesdo, as células foram incubadas com meio de
cultura (10% SFB) ou PCIP (50 uM) por 24 h. Depois disso, o tratamento com PCIP foi
ou ndo removido e a proliferacdo celular foi analisada até 72 h por ensaio MTT como

descrito anteriormente.

4.9 Avaliacao da migracao horizontal e vertical de células HUVECs

Para mensurar os efeitos da inibicdo de Myolc na migragdo celular, ensaios de
wound-healing e transwell foram realizados (Liang et al., 2007; Yue et al., 2010; Justus
et al., 2014). Células HUVECs (0,7x10° células/pogo) foram semeadas em placa de 24
pogos e cultivadas até confluéncia de aproximadamente 80% a 37°C e 5% COa. Apds,
foi realizado o risco, com o auxilio de uma ponteira de 200 pL, sobre a monocamada de
células. Em seguida, os pogos foram lavados com PBS 1x para a remocao das células do

sobrenadante. As células foram cultivadas na auséncia ou presenga de PCIP (10, 25 ¢ 50
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uM). Para avaliagdo da migracao celular horizontal, foram tiradas fotos no tempo zero (t
= 0h) e com 24 h (t = Ah). Imagens foram capturadas através do uso de um microscopio
invertido. A migracdo horizontal de células foi expressa como a porcentagem de
fechamento da ferida (risco): % de migragdo horizontal = [(A: = on — Ai = an) /At = on] <
100%. Onde, A¢-on € area do risco mensurada no tempo zero e A= an € area do risco no
tempo avaliado.

A migragdo vertical foi avaliada com o uso de transwell que apresenta uma
membrana de policarbonato com poro de 8 um (Chemicon Cell Invasion Assay Kit,
EMD Millipore Corporation, Darmstadt, Germany). Células HUVECs (0,7x10° células)
foram incubadas ou ndo com PCIP (50 uM) e adicionadas na parte superior das cAmaras
de transwell, enquanto na parte inferior foi adicionado meio de cultura contendo 10%
SFB (controle positivo de migragao) ou meio de cultura sem SFB (controle negativo de
migragdo). Ap6s 24 h, células que migraram foram coradas com kit pandtico 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

situacdes experimentais abordadas.

4.10 Marcaciao de F-actina e quantificacido da area celular

A marcacao de F-actina e a medicao da area celular foram determinadas como
descrito anteriormente (Agley ef al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Teixeira et al., 2017).
Para medir a area de cada célula, HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de
0,5%x10° células/laminula em microplacas de 24 pogos. Apos a adesdo, as células foram
tratadas com diferentes concentracdes de PCIP (10, 25 e 50 uM) ou meio de cultura
(grupo controle) durante 24 h a 37 © C e 5% de CO. Em seguida, as células foram
fixadas com formaldeido 4% durante 1 h a temperatura ambiente e as laminulas foram
lavadas cuidadosamente trés vezes com PBS 1x. As células fixadas foram incubadas
com faloidina-TRITC (1:500) e TO-PRO-3 (1:500) diluidos em PGN-saponina a 0,01%
durante 1 h para marcar a F-actina e nucleos celulares, respectivamente. As laminulas
foram montadas em laminas de vidro e as imagens foram capturadas usando um
microscopio de fluorescéncia invertido (Zeiss Axiovert 200 M). As imagens digitais
foram analisadas através de um software de microscopia de fluorescéncia confocal

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

Health, EUA).

4.11 Adesao celular e descolamento celular de HUVECs

Os ensaios de adesdo celular e descolamento celular induzidos por PCIP foram
avaliados de acordo com metodologias descritas (Lopes et al., 2012; Baldo et al., 2015).
Previamente, microplacas de 96 pogos foram revestidas com 50 pL de colageno IV (10
pug/mL em acido acético 0,1 M), fibronectina (5 pg/mL em PBS 1x), ou matrigel (10
pg/mL em PBS 1x) durante a noite a 4 ° C. Apds, cada pogo foi lavado duas vezes com
PBS e bloqueado com 50 pL de BSA 0,1% em PBS durante 1 h a temperatura ambiente.
Pocos sem qualquer revestimento de componentes matriz extracelular foram utilizados
como controle.

Para o experimento de inibicio da adesdo celular, HUVECs (3,0x10*
células/poco) foram pré-incubadas com PCIP (10, 25 e 50 uM) ou meio de cultura
(grupo controle) por 30 minutos a 37 ° C e 5% CO». Subsequentemente, estas células
foram adicionadas a uma placa de 96 pocos previamente revestida ou nao revestida com
componentes da matriz extracelular. Apds 3 h, as células destacadas (que nao 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 adesao celular.

Para quantificar o descolamento celular induzido por PCIP, HUVECs (3,0x10*
células/poco) foram plaqueadas em placa de 96 pogos previamente revestidas ou ndo
revestidas. Apos adesdo, as cé€lulas foram tratadas com meio de cultura na auséncia
(grupo controle) ou presenca de diferentes concentragdes de PCIP (10, 25 e 50 uM).
Apbs 24 h, as células descoladas foram removidas por duas lavagens cuidadosas
utilizando PBS 1x e o numero de células remanescentes foi quantificado pelo ensaio
MTT, como descrito acima. Para ambos os experimentos, a absorbancia (570 nm) foi
lida em um espectrofotometro scanner multipocos (Thermo Scientific). Para corroborar
com os ensaios anteriores, cé¢lulas HUVECs foram semeadas a uma densidade de
0,25%10° células em microplacas de 24 pogos. Apds a adesdo, as células foram

incubadas com meio de cultura ou PCIP (50 uM) por 24 h a 37 ° C. Apds o tratamento,
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as c¢lulas presentes no sobrenadante da cultura celular foram coletadas e contadas em

camara de Neubauer.

4.12 Expressao génica

Para os experimentos de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), células
HUVECs (0,7x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 24 pogos. As células
foram incubadas com meio de cultura (grupo controle) e PCIP (50 uM) por 24 h. O
RNA total foi extraido das células com o kit Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Kit
para células cultivadas (Promega, Fitchburg, WI, EUA) e um kit de transcri¢cdo reversa
de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems) foi usado para transcri¢do reversa,
de acordo com as instrugdes do fabricante. As concentracdes e a qualidade do RNA
foram determinadas a 260/280 nm em espectrofotdmetro NanoDrop 2000c UV-Vis
spectrophotometer (Thermo Scientific). As reacdes 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 ¢
60 ° C por 10 segundos por 40 ciclos. Os ciclos foram seguidos por uma analise da
curva de fusdo 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, ITGAS, ITGBI1, ITGB3, ATM, CCNEI,
CCNDI, CDK2, CDK4, CDKNI1A, CDKN2A, CDC25A, CHEK1, CHEK2, GAPDH)
foram adquiridos da GO GENONE - HCAN-1® (Human Cancer Pathway Primer
Library), Brasil. A normaliza¢do dos dados se deu pela utilizagdo do GAPDH como
gene endogeno/referéncia (housekeeping gene) e, em seguida, foram analisados por
meio do método comparativo de ciclo limiar (Ct) para calcular as alteragdes na
expressdo de dobragem (fold change) nos grupos tratados com PCIP em comparagio
com o grupo controle (ndo tratado), onde ACt = o Cr do gene de interesse menos o Cr
de GAPDH e AACt = ACr dos grupos tratados menos a média do ACr dos grupos
tratados com meio de cultura (calibrador). As alteragdes na expressdo gé€nica para os
grupos tratados foram entdo calculadas como 2. Todos os experimentos relativos a

qPCR foram realizados em triplicadas bioldgicas e técnicas.
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4.13 Citometria de fluxo para analise da expressao proteica

A expressao de a2, a5, Bl e aVP3 na superficie da membrana de HUVECs
incubadas com meio de cultura (grupo controle) ou PCIP (50 uM) 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 ° C, e centrifugadas. A expressao de diferentes moléculas foi analisada pela
incubagdo das células com anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceina: anti-
a2 (CD49b), anti-B1 (CD29), anti-aVB3 (CD51/CD61) e anti-a5 (CD49e) (Ambriex,
Brazil) por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente. A citometria de fluxo das
amostras em triplicata (10* eventos/amostra) foi realizada com FACSCantoll (BD) e os
resultados obtidos foram analisados por meio do software FlowJo (versdo 7.6.3). Os
dados foram expressos como mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI).

Para investigar o impacto da inibicdo de Myolc no acumulo e distribuicdo de
integrinas em células HUVECs, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia
usando marcadores para integrinas (os mesmos mencionados acima) e TO-PRO-3 para
marca¢do do nicleo. Em resumo, células HUVECs (0,5x10° células/laminulas) foram
semeadas em microplacas de 24 pocos e apoés a adesdo foram entdo incubadas ou nao
com PCIP (50 uM) durante 24 h. Apos sucessivas lavagens, as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% durante 1 h em temperatura ambiente e lavadas trés vezes com
PBS 1x. Em seguida, as laminulas foram incubadas com anticorpos anti-humanos
monoclonais conjugados com fluoresceina (diluidos 1:50 em solugdo de PGN-saponina
0,01%) e TO-PRO-3 (diluido 1:500 em PGN-saponina 0,01%) por 1h no escuro a
temperatura ambiente. As laminulas foram montadas em laminas de vidro previamente
cobertas com phenylenediamine (PPD) e as amostras foram analisadas por microscopia
de fluorescéncia confocal utilizando um microscépio invertido (Zeiss Axiovert 200 M).
As imagens digitais foram analisadas usando software de microscopia de fluorescéncia

confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha),

4.14 Analise de dano no DNA pelo método de TUNEL

Para analise in situ do DNA, foi utilizado o método de marcacao 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 0,3x10° células/laminula em
microplacas de 24 pocos. Apds adesao, as cé€lulas foram tratadas com meio de cultura na
auséncia ou presenga de 50 uM de PCIP por 24 h a 37 °C e 5% de CO». As laminulas
foram lavadas com PBS 1x e fixadas usando paraformaldeido 1% durante 15 minutos.
As células fixadas foram lavadas com PBS 1x e permeabilizadas por adi¢do de Triton
X-100 0,1% durante 5 minutos a 26 ° 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 solu¢do de montagem anti-fade e
para marcar o DNA nuclear. Para controle negativo, a reacdo 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
microscopio fluorescente Olympus Bx51 (aumento 100x) acoplado a uma lampada
EXFO Xcite série 120Q e uma camera digital Olympus XM10 com software de
controlador de cadmera Olympus Cell F (Olympus, Japao). As imagens de fluorescéncia
foram obtidas usando o software Olympus - Cell F ¢ o numero 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 marcagdo com anexina-V conjugada a
FITC e iodeto de propidio (PI) através do kit de deteccao de apoptose (BD Biosciences,
Brazil), de acordo com as instru¢des do fabricante. HUVECs (0,7x10° células/pogo)
foram plaqueadas em microplacas de 24 pogos a 37 ° C e 5% de COz. Apo6s a adesdo, as
células foram incubadas com meio de cultura na auséncia (células controle) ou presenca
de PCIP (50 pM). Apds 24 h, as células foram cuidadosamente obtidas utilizando
tripsina, lavadas com PBS 1x e marcadas com anexina V e PI diluidos em tampdo de
ligagdo 1X durante 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds o tempo de
incubagdo, as amostras foram examinadas por citometria de fluxo em um FACSCantoll

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

4.16 Analise do ciclo celular

O ciclo celular foi analisado por quantificagdo 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 0,5x10°
células/poco em placa de 12 pogos e, apds a adesdo, as células foram incubadas com
PCIP (50 uM) ou meio de cultura (grupo controle) por 24 horas a 37 © C e 5% de CO».
Em seguida, as células foram colhidas, lavadas com PBS 1x e fixadas em etanol 70%
overnight a 4°C. Apds, células HUVECs foram centrifugadas (2000 RPM por 5
minutos) e ressuspendidas em solugdo de RNase A (100 pg/mL) e iodeto de propidio
(PD) (10 pg/mL) por 35 minutos a 37°C no escuro. O ciclo celular foi analisado
quantificando o contetido de DNA em um FACSCantoll (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 biosseguranca

Todos os procedimentos envolvendo manuseio de amostras bioldgicas e
reagentes, bem como a utilizagdo de equipamentos foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca.

4.18 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram expressos
como média + desvio padrdo. Todos os dados foram primeiro verificados para
distribuicao normal. Diferencas significativas foram determinadas por meio dos testes
Student’s t-test, Mann-Whitney (two-sided), one-way ou two-way ANOVA e testes de
multiplas comparacdes: Turkey’s (amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras nao
paramétricas), de acordo com o desenho experimental (GraphPad Prism software,
versao 6.01). Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P

<0,05.
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5. Resultados e discussao

5.1 A inibi¢ao da Myolc pelo PCIP promove uma diminui¢io na formacao de vasos
sanguineos

A angiogénese ¢ um processo complexo multifacetado caracterizado por
numerosas cascatas de transducao de sinal intracelular que regulam a transmissao de um
sinal ou carga através da célula, o que resulta na criacdo de novos vasos sanguineos a
partir de vasos sanguineos preexistentes (Welti ef al., 2013). Antes de investigarmos o
papel da miosina 1c (Myolc) na angiogénese, verificamos a viabilidade das células
endoteliais HUVECs tratadas com diferentes concentragdes de PCIP. Os nossos
resultados mostraram que HUVECs tratadas com PCIP e alteraram a viabilidade celular
significativamente apenas na concentracdo de 200 uM apds 24 h de tratamento (Figura
2A). Para confirmar o efeito ndo citotoxico do PCIP, foi realizado o ensaio com
rodamina 123. Nossos resultados mostraram que o tratamento com PCIP (50 uM) nao
alterou a viabilidade celular (Figura 2B). Diante disso, para avaliar a atividade da
Myolc na angiogénese, tratamos as células HUVECs com concentragdes ndo toxicas do

composto PCIP.
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Figura 2 — Viabilidade de células HUVECs tratadas com PCIP. (A) Células HUVECs foram tratadas
com diferentes concentracdes (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ¢ 1,56 uM) de PCIP e exibiram
alteragdo significativa na viabilidade celular apenas na concentragdo de 200 uM apos 24h de tratamento.
(B) A confirmacdo da concentracdo ndo toxica de PCIP (50 uM) visto pelo teste de MTT, foi
confirmada pelo ensaio de Rodamina 123, e observamos que nao houve alteragao da viabilidade celular,
quando comparado com o controle. Diferengas significativas foram determinadas por one-way ANOVA
e Tukey’s multiple comparisons test (A) e Student’s t-test ¢ Mann-Whitney test (B) (GraphPad Prism
software, versao 6.01). As diferengas foram consideradas significativas quando P <0,05.

Em seguida, a fim de investigar o impacto da inibicdo da Myolc na formagao de
vasos, HUVECs foram pré-incubadas com PCIP (50 uM) e semeadas em placas de 24
pogos previamente revestidas com matrigel. A formacdo de estruturas semelhantes a
capilar em matrigel previamente estimulado com bFGF foi fortemente inibida pelo
tratamento com PCIP, mostrando uma reducdo significativa no numero de vasos
formados (Figura 3A, B). Além disso, a angiogénese ex vivo foi analisada através do
ensaio do anel adrtico. Fragmentos adrticos foram removidos de camundongos e
colocados em contato com matrigel para a formagdo de vasos. Contudo, o tratamento
com PCIP a 50 uM durante 7 dias foi capaz de inibir o brotamento de vasos alongados a
partir do anel adrtico em comparagcdo com o controle (grupo nao tratado), no qual ¢

possivel observar a presenga dos vasos (Figura 3C).



40

P=0,0120 _ -
10- ; .-;i. .",.'&'

Vasos / campo

5+ I ‘5 i (|

= PCIP 50 uM

Controle

Figura 3 — A inibicdo da Myolc promoveu uma reducio na formacio de vasos in vitro e ex vivo. (A)
HUVECs foram pré-incubadas com PCIP (50 uM) e semeadas em placas de 24 pogos que tinham sido
previamente revestidas com matrigel. O bloqueio da Myolc pelo PCIP promoveu uma diminui¢cdo no
nimero de vasos sanguineo quando comparado com o grupo controle (ndo tratado). (B) Imagens
representativas do contraste de fase destacando a morfologia dos vasos no ensaio de formacao de vasos no
matrigel sdo demostradas. (C) O tratamento com PCIP inibiu o surgimento de vasos a partir do anel adrtico
ex vivo em comparagdo com o controle. Diferencas significativas foram determinadas por Student’s t-test e
Mann-Whitney test (A) (GraphPad Prism software, versdo 6.01). Diferencas foram consideradas
significantes quando P <0,05. Barras: 20 um.

As etapas basicas da angiogénese incluem degradacdo enzimatica da membrana
basal do capilar, proliferacdo de células endoteliais (ECs), migracao dirigida de ECs,
tubulogénese (formagdo de tubo de EC), fusdo de vasos, remog¢do de vasos e
estabilizacdo de pericitos. Nossos resultados mostraram que a inibicdo de Myolc
culminou em uma redugdo significativa na formacao de vasos. Nesse sentido, uma
questdo intrigante foi levantada: qual seria o impacto da inibicdo de Myolc mediada
pelo PCIP nas etapas basicas do processo de angiogénese? Assim, objetivamos avaliar o
papel da Myolc na proliferagdo e migragao de ECs.

Em primeiro lugar, verificamos o impacto da Myolc na proliferacao das células
HUVECs. A curva de crescimento celular mostrou uma diminui¢do em todos os tempos
de tratamento com PCIP (Figura 4A). Além disso, o ensaio de proliferacdo por MTT
demonstrou que PCIP inibiu a proliferagdo celular em 24, 48 ¢ 72 h em todas as

situagdes, mesmo na presenca de fatores pro-proliferativos (SFB - soro fetal bovino;
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bFGF — fator de crescimento de fibroblasto basico) (Figura 4B-E). Estes resultados

mostram que a Myolc pode estar diretamente envolvida com a proliferagao de células

endoteliais.
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Figura 4 - O bloqueio da atividade da Myolc pelo PCIP inibiu a proliferacio de ECs. (A) A curva de
crescimento de células HUVECs na presenca de PCIP (50 uM) por 24, 48 e 72 h mostrou reducao no
numero de células em todos os tempos analisados. (B-E) O tratamento com PCIP inibiu a proliferagdo de
ECs ao longo dos tempos (24, 48 e 72 h) em todas as situagdes, mesmo na presenca de fatores pro-
proliferativos (SFB - soro fetal bovino; bFGF - fator de crescimento de fibroblasto basico). Os dados s@o
expressos como média + desvio padrdo. Diferengas significativas foram determinadas usando two-way
ANOVA e Sidak's multiple comparisons test, comparando o grupo controle (auséncia de PCIP) e o grupo
tratado (presenca de PCIP) (A-E) (GraphPad Prism software, versao 6.01). Diferencas foram
consideradas significantes quando P <0,05.
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Além disso, para medir os efeitos da inibi¢do da Myolc na migracao celular, os
ensaios de wound healing e transwell foram realizados. A migracdo horizontal das
células foi observada 24 h apds o risco/ferimento. A porcentagem de fechamento do
risco no grupo tratado com diferentes concentracdes do PCIP (10, 25 e 50 uM) foi de
cerca de 40%, enquanto a porcentagem no grupo controle (células ndo tratadas) foi de
100% (Figura 5A, B). A fim de obter informacdes sobre o efeito direto da inibi¢do da
Myolc sobre a migragdo de ECs, abordamos a capacidade do PCIP em inibir a migrac¢ao
vertical de HUVECs através de uma membrana de policarbonato presente em um
sistema de transwell. Nossos resultados mostraram que o tratamento com o PCIP foi

capaz de inibir a migracdo vertical das células HUVECs (Figura 6A, B).
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Figura § - O tratamento com PCIP promoveu reducido significativa na migracao horizontal de
células HUVECs. (A) Observamos que a porcentagem de migragdo no grupo tratado com diferentes
concentragdes do PCIP (10, 25 e 50 uM) foi de cerca de 40%, enquanto a porcentagem no grupo controle
(células ndo tratadas) foi de 100%. (B) Imagens representativas demonstram o impacto da inibi¢do de
Myolc durante a migragdo horizontal avaliada pela técnica wound healing. Diferengas significativas
foram determinadas por one-way ANOVA e Tukey’s multiple comparisons test (GraphPad Prism
software, versdo 6.01). As diferencas foram consideradas significativas quando P <0,05. Barras: 20 um.
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Figura 6 - O tratamento com PCIP promoveu reducio significativa na migracio vertical de células
HUVECGs. (A) Células HUVECs foram incubadas ou ndo com PCIP (50 pM) e adicionadas na parte
superior das camaras de transwell e a capacidade migratéria dessas células através de uma membrana de
policarbonato presente em um sistema transwell foi avaliada apds 24 h. Observamos que a inibi¢do da
Myolc pelo PCIP desencadeou uma redug¢do significativa na migracao vertical das células HUVECs. (B)
Imagens representativas do ensaio de migra¢do por franswell. Controle positivo de migracio: parte
inferior do transwell foi adicionado meio de cultura contendo 10% SFB (composto quimioatraente);
Controle negativo de migracio: parte inferior do transwell foi adicionado meio de cultura sem SFB;
Tratamento: células incubadas com PCIP e na camara inferior do franswell continha meio de cultura
10% SFB. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas independentes ¢ os dados foram
expressos como média = desvio padrido. Diferengas significativas foram determinadas pelo one-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test (GraphPad Prism software, versao 6.01). As diferengas
foram consideradas significativas quando P <0,05. Barras: 20 um.

A actina ¢ o maior componente do citoesqueleto das células endoteliais e
orquestra varias etapas durante a formagdo de vasos. Dessa forma, o continuo
remodelamento dependente do citoesqueleto € essencial para a migragdo celular
(Lamalice et al., 2007). Para avaliar a influéncia da Myolc no citoesqueleto de actina de

ECs, células HUVECs foram tratadas com PCIP (10, 25 ¢ 50 uM) ou meio de cultura
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(grupo controle) por 24 h e o padrao do citoesqueleto de actina foi analisado. Células
HUVEC:s tratadas com PCIP apresentaram uma morfologia do citoesqueleto de actina
nitidamente diferente, em comparagdo com as células nao 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, apos
o tratamento com PCIP ocorreu uma mudanca significativa na forma da célula, as quais
apresentaram feixes finos e curtos de filamentos de actina com diminui¢@o na dispersao

e retragdo significativa na area celular (Figura 7A, B).

A B
5000000
. P< 0,0001 .
4000000 1
S 3000000
g
§ 2000000 - T
<
1000000 T
0..

Controle 5I0 25 10
PCIP (nM)

PCIP 50 pM

Figura 7 - A inibicdo da atividade da Myolc alterou o padrio do citoesqueleto de actina e
promoveu retracdo na area de ECs. (A) Imagens representativas destacam as diferengas na morfologia
do citoesqueleto de actina. Enquanto as células HUVECs tratadas com PCIP exibiram feixes finos e
curtos de filamentos de actina com diminui¢do na dispersdo e retracdo 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 PCIP promoveu uma retracao significativa do citoesqueleto
de actina (diminuicdo na area celular) nas HUVECs em comparagdo ao grupo controle (células ndo
tratadas). Diferengas significativas foram determinadas pelo one-way ANOVA e Tukey’s multiple
comparisons test, comparando o grupo controle (ndo tratado) com os grupos tratados (50, 25 ¢ 10 uM)
(GraphPad Prism software, versao 6.01). As diferengas foram consideradas significativas quando P <0,05.
As imagens foram analisadas por microscopio de fluorescéncia confocal (Zeiss, LSM 510 Meta,
Alemanha). Barras: 20 um. Aumento de 63x. TO-PRO-3: marcacdo de nucleo celular em azul. Faloidina-
TRITC: marcagao 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 filopddios,
lamelipodios e fibras de estresse sdo essenciais para conduzir as diversas etapas da
motilidade de células endoteliais (Lamalice et al., 2007). Nesse sentido, a Myolc tem
sido amplamente relacionada a regulacdo da dindmica do citoesqueleto de actina,
sugerindo seu papel crucial na agiogénese (Bond et al., 2013). Bose e colaboradores
(2002) (Bose et al., 2002) demostraram que a Myolc estd envolvida no rearranjo
dindmico da rede de actina cortical necessaria para o trafego intracelular de vesiculas
contendo o transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4) em adipdcitos. Além disso,
Diefenbach e colaboradores (2002) (Diefenbach et al., 2002) observaram retengdo de
Myolc em lamelipddios, o que foi responsavel por promover um aumento da protrusao
lamelipodial em células moéveis.

Além disso, foi demonstrado que a Myolc também estd envolvida no rearranjo
do citoesqueleto de actina dentro dos lamelipédios e filopodios de células B
(Maravillas-Montero et al., 2011). A literatura cientifica demonstra que a Myolc
desempenha um papel critico na regulacio de uma complexa série de eventos de
sinalizacdo celular para moldar as mudangas que ocorrem durante a migragao celular.
Demonstramos que a inibi¢do da fun¢do da Myolc exibida pelo PCIP nas ECs ¢
responsdvel por alterar a morfologia celular, o padrdo do citoesqueleto de actina e
interferir na migragao horizontal e vertical, evidenciando seu papel durante a motilidade
celular nas ECs. Interessantemente, nossos resultados estdo de acordo com Brandstaetter
et al. (2012) (Brandstaetter et al., 2012), que demonstraram que células knockdown para
Myolc tiveram um impacto importante na distribui¢do e migragao celular.

A polimerizagdo da actina dirige a locomocgao celular pela adicdo de
subunidades globulares monoméricas (G-actina) na extremidade “farpada” dos
filamentos de actina (F-actina) (Pollard e Borisy, 2003). Sugerimos que a inibicao da
fun¢do da Myolc possa modular o transporte de G-actina durante a migragdo de ECs, o
que pode interferir na taxa de polimerizagdo do citoesqueleto de actina. Essa hipotese ¢
corroborada por Fan e colaboradores (2012) (Fan ef al., 2012), que demostraram que o
dominio “cauda” de liga¢dao de carga da Myolc interage com a G-actina, € o dominio
motor € necessario 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 ligacdo/interacdo do PCIP a Myolc
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reduz a afinidade desta miosina pela F-actina. Assim, a inibi¢do da migragdo celular
desencadeada pelo bloqueio da atividade da Myolc pelo PCIP pode ser parcialmente
causada por uma interferéncia direta na interagdo Myolc/F-actina e no transporte de G-
actina nas ECs.

Hipoteses adicionais € ndo excludentes para explicar o impacto da Myolc na
angiogénese podem estar relacionadas a ativacdo de ezrina. Ezrina ¢ uma proteina da
familia ezrina, radixina, moesina (ERM) envolvida na adesdo, migragdo celular,
angiogénese e atua como um ligante entre a membrana plasmatica e o citoesqueleto de
actina cortical (Bonilha, 2007; Brambilla e Fais, 2009; Zhao et al., 2016). A
caracteristica marcante desta ligacdo ¢ a ativagdo da ezrina pela ligagdo do
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) (Shabardina et al., 2016). Sabe-se que a Myolc
existe como mondmero que contém uma estrutura similar de trés partes encontrada na
maioria das proteinas miosinas: um dominio motor N-terminal que se liga a actina e
hidrolisa o ATP; uma regido de “pescoco” (braco de alavanca) que consiste em varios
motivos de IQ de liga¢do a calmodulina (CaM); e um dominio de homologia 1 (TH1) C-
terminal com um dominio de homologia de pleckstrina (PH) capaz de se ligar a lipideos
de membrana tais como PIP2 (Adams e Pollard, 1989; Hayden ef al., 1990; Hokanson et
al., 2006; Hokanson e Ostap, 2006). Nesse sentido, hipotetizamos que a inibi¢do
alostérica causada pelo PCIP promova pequenas alteracdes conformacionais na Myolc,
o que prejudica a interagdo do dominio da Myolc capaz de se ligar ao PIP2,

comprometendo a ativag@o da ezrina e inibindo a formag¢ao de vasos sanguineos.

5.2 Bloqueio da atividade da Myolc interfere em vias relacionadas com o trafego
intracelular de integrinas

A sinalizagdo célula-célula e célula-matriz, comunicagdo entre sitios de adesao e
migracdo celular sdo importantes eventos na arquitetura geral e manutencdo da
angiogénese (Smith et al., 2016). Nossos resultados demonstraram que a Myolc esta
envolvida em etapas basicas da formacdo de vasos. A fim de corroborar com esses
achados, propusemos avaliar o papel da Myolc na adesao celular.

Para o ensaio de inibicdo da adesdo celular, células HUVECs foram pré-
incubadas com diferentes concentracdes de PCIP ou meio de cultura (grupo controle) e
estas células foram semeadas em microplacas previamente revestidas ou ndo com

diferentes componentes da matriz extracelular (ECM). Os dados mostram que a inibigao
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de Myolc pelo PCIP (25 e 50 uM) reduziu a adesdo celular nos diferentes componentes
da ECM avaliados, nomeados por colageno IV, fibronectina e matrigel, bem como no
grupo sem substrato/revestimento (Figura 8). Em seguida, avaliamos o impacto da
inibicdo da Myolc na promocdo do descolamento celular. Células HUVECs foram
plaqueadas em uma placa previamente revestida ou ndo com componentes da ECM.
Apos adesdo, as cé€lulas foram tratadas ou ndo com PCIP. Cé¢lulas nao aderidas
(presentes no sobrenadante) foram removidas apds o tempo de tratamento e as células
aderidas foram coradas por ensaio de MTT. Observamos um descolamento celular
significativo nas maiores concentragdes de PCIP no coldgeno IV, fibronectina e matrigel
(Figura 9A). Esta atividade foi confirmada quando demonstramos que o tratamento
com PCIP promoveu um aumento significativo no nimero de células presentes no

sobrenadante (Figura 9B).
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Figura 8 - A inibicdo da Myolc prejudica a adesdo celular. Para realizacdo do ensaio de inibicdo da
adesao celular, HUVECs foram ou nao pré-incubadas com o PCIP e semeadas em microplacas revestidas
ou ndo com componentes da ECM por 3 h. Apos o tempo de adesdo, os pogos foram lavados e as células
aderidas foram incubadas com MTT. De forma geral, observamos que o tratamento com PCIP (25 e 50
uM) foi capaz de reduzir a adesdo celular nos diferentes grupos: colageno IV, fibronectina, matrigel e
controle ndo revestido (sem substrato). Em todas as situacdes, as células incubadas apenas com meio de
cultura (grupo controle) foram consideradas como 100% de adesdo celular. Diferencas significativas
foram determinadas usando one-way ANOVA e Tukey’s multiple comparisons test (GraphPad Prism
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software, versao 6.01). Diferencas foram consideradas significantes quando P <0,05.
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Figura 9 - A inibicio da Myolc promove descolamento celular. Para realizacdo deste ensaio, células
HUVECs foram semeadas em microplacas revestidas ou ndo com componentes da ECM. Apos a adesao,
as células foram ou ndo tratadas com diferentes concentragcdoes de PCIP por 24 h, os pocos lavados com
PBS 1x e as células aderidas foram incubadas com MTT. (A) Todas as concentracdes de PCIP utilizadas
promoveram o descolamento de células HUVECs em coldgeno IV, fibronectina, matrigel e no controle
sem substrato (sem revestimento). (B) A quantificagdo do nimero de células, através de camara de
Neubauer, presentes no sobrenadante dos pocos (sem revestimento) tratados ou ndo com PCIP (50 uM),
demonstrou que o tratamento levou a um aumento significativo no numero de células
descoladas/desaderidas. Diferencas significativas foram determinadas usando one-way ANOVA e Tukey’s
multiple comparisons test (A) e Student’s t-test ¢ Mann-Whitney test (B) (GraphPad Prism software,
versao 6.01). Diferengas foram consideradas significantes quando P <0,05.
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A matriz extracelular (ECM) ¢ uma rede macromolecular tridimensional nao
celular. A ECM regula diferentes processos celulares, incluindo crescimento, migragao,
diferenciagdo, sobrevivéncia, homeostase e morfogénese. A ECM consiste em uma
grande variedade de macromoléculas da matriz, como proteinas formadoras de fibras,
como colagenos, elastina, fibronectina (FN), lamininas, glicoproteinas, proteoglicanos
(PGs) e glicosaminoglicanos (GAGs). As células interagem com ECM através de seus
receptores de superficie, como integrinas, receptores de dominio de discoidina (DDRs),
PGs de superficie celular e outros receptores de adesdo celular (Frantz et al., 2010;
Clause e Barker, 2013), e através dessas interacdes ¢ que etapas fundamentais da
angiogénese ocorrem, como a adesdo, proliferagdo e migracao celular. Nesse sentido,
hipotetizamos que a inibi¢do da adesdo celular e descolamento celular desencadeado
pelo bloqueio da Myolc esteja relacionado ao trafego de moléculas de adesdo a
superficie das ECs. Para testar essa hipotese, avaliamos a expressao génica e proteica de
integrinas.

Ao analisar a expressao relativa de mRNA de genes associados com a expressao
de integrinas, observamos que o tratamento com PCIP foi capaz de promover uma
regulacdo positiva das integrinas ITGA2, ITGA3, ITGB1 e uma modulagdo negativa de
ITGA4, em comparagdo com o grupo controle (células ndo tratadas). A ITGAS nao foi
modulada pelo tratamento com PCIP (Figura 10A). Para suportar esses achados,
avaliamos por citometria de fluxo a presenca de integrinas na membrana plasmatica de
ECs. Para isso, células HUVECs tratadas ou ndo com PCIP foram incubadas com
anticorpos monoclonais anti-integrinas. Nossos dados demostraram que a inibi¢do da
Myolc pelo PCIP promoveu uma redugdo significativa na intensidade da mediana de
fluorescéncia das integrinas a2, a5, Bl e aVP3, o que indica uma diminuicdo da
presenca destas integrinas na superficie da membrana das HUVECs (Figura 10B).

Caracteristicamente, células se espalham sobre a matriz extracelular por estender
protrusdes da membrana, como filopodios e lamelipodios e aderem o seu entorno em
sitios de contato, chamados de adesdes focais. Os complexos de adesdo focal sdo
compostos por integrinas, proteinas quinases — como a quinase de adesdo focal (FAK,
também conhecida como PTK2) e SRC — proteinas adaptadoras, como Shc,
intermediarios de sinaliza¢do, como GTPases da familia Rho, proteinas do citoesqueleto

de ligacdo a actina e outras proteinas (Mitra et al., 2005; Mitra e Schlaepfer, 2006). As
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integrinas sao uma extensa familia de receptores de adesdo celular compostos por
subunidades o ¢ B que formam 24 heterodimeros e medeiam a adesdo celular e a
interagdo com a matriz extracelular (Hynes, 2002). Cada subunidade da integrina
consiste em um dominio extracelular, uma unica regido transmembrana e uma regiao
citoplasmatica curta, que juntos promovem a fixa¢do celular e migragdo na ECM
circundante (Plow et al., 2000; Takada et al., 2007).

Propomos que a inibicdo da funcdo da Myolc promoveu uma interferéncia no
trafego de componentes necessarios para as adesdes focais na superficie das ECs,
levando a inibi¢ao da adesao celular ¢ ao descolamento das células. Nossos dados sao
corroborados por Arif et al. (2011) (Arif et al, 2011), que demonstraram que o
knockdown para Myolc culminou na redistribuicdo de sitios de adesdes focais, bem
como na redu¢do da velocidade de migracao de células migratorias.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com PCIP promoveu um
aumento na expressdo de genes de integrinas. Interessantemente, encontramos uma
diminuicdo significativa da presenga das mesmas integrinas na superficie da membrana
plasmatica de células HUVECs quando sofreram inibicao da atividade da Myolc pelo
PCIP. Somado a isto, demonstramos reten¢do e acumulo das integrinas a2 e 1 no
citoplasma de HUVECs tratadas com PCIP. Em contraste, o grupo controle (cé¢lulas ndo
tratadas) exibiu uma distribuicdo homogénea das mesmas integrinas na superficie
celular (Figura 10C, D). Desse modo, sugerimos que diante da inibigdo da Myolc, as
ECs promovam uma modulagdo positiva na expressdo dos genes de integrinas em
resposta a uma reducdo da presenca de integrinas na superficie celular. No entanto, a
inibicdo da Myolc pelo PCIP prejudicou/comprometeu o trafego dessas integrinas para
a membrana plasmatica, promovendo seu acimulo intracelular. Em resumo, nossos
achados indicam um claro papel da Myolc como um regulador das vias de sinalizacao
baseadas em integrinas, destacando o envolvimento da Myolc em vias chaves na

angiogénese.
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Figura 10 - Bloqueio da atividade da Myolc interfere em vias relacionadas com o trafego
intracelular de integrinas. (A) O tratamento com PCIP promoveu uma regulagdo positiva da expressao
de ITGA2, ITGA3, ITGBI1 e uma modulaciao negativa de ITGA4, em comparagdo com o grupo controle
(células ndo tratadas). (B) Representacdo grafica dos valores medianos da expressdo de integrinas na
membrana plasmatica das células HUVECs. A inibi¢cdo da Myolc promoveu uma redugdo na mediana da
intensidade de fluorescéncia das integrinas a2, a5, aVB3 e 1. (C) Retencdo e acumulo da integrina o2 e
(D) integrina B1 no citoplasma de HUVECs tratadas com PCIP (setas brancas — destacam a localizagdo
das integrinas no grupo controle e tratado). Todos os dados sdo expressos como média + desvio padrao.
Diferencas entre tratamentos e controles foram analisadas pelo Student’s t-test e Mann-Whitney test (A,
B) (GraphPad Prism software, versdo 6.01). Estatisticamente significativo: **P <0,005; *P <0,05. As
imagens foram analisadas por microscopio de fluorescéncia confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha).
Barras: 20 pm ou 10 um. TO-PRO-3: marca¢do do nucleo celular em azul. Anti-a2 (CD49b): marca¢do
da integrina a2 em verde. Anti-B1 (CD29): marcacdo da integrina 1 em vermelho.
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5.3 Inibi¢ao da Myolc mediada pelo tratamento com PCIP impede a progressao do
ciclo celular na fase G1/S de ECs

Recentemente, Dzijak et al. (2012) (Dzijak et al., 2012) e Thnatovych (2012)
(Ihnatovych et al., 2012) revelaram que trés isoformas codificadas pelo gene MYO1C
entram no nucleo e sdo capazes de modular importantes fun¢des na transcri¢do de DNA
(Philimonenko et al., 2004; Hofmann et al., 2006), maturagdao do RNA (Obrdlik ef al.,
2010) e remodelamento da cromatina (Percipalle et al., 2006). Assim, propusemos
avaliar os efeitos da inibi¢do de Myolc mediada por PCIP na progressdo do ciclo
celular de ECs.

Foi avaliado primeiro o impacto do tratamento com PCIP na fragmentag¢do do
DNA. Células HUVECs foram semeadas e incubadas com PCIP (50 uM) 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 condicdes
analisadas: controle negativo (células em que a reagdo de TUNEL foi feita sem enzima
TdT), controle positivo (células pré-tratadas com 1 unidade/mL de DNase I), controle
(sem tratamento com PCI1P) e tratados com PCIP. O DIC (contraste de interferéncia
diferencial) mostra o contraste das cé€lulas sob exposi¢do a luz branca, que evidencia a
morfologia das HUVECs apds o tratamento com PCIP. O merged demostra a
sobreposi¢ao entre DAPI (usado para marcar DNA nuclear) e as quebras da dupla fita
de DNA (DSB) (usado para capturar a fluorescéncia verde emitida pelas células
TUNEL positivas, que representam o DSB). Os quadrados brancos tracejados destacam
as c¢lulas representativas de cada condi¢cdo e sua decomposicao (em DAPI e DSB) e
estdo presentes ao lado direito da figura. Observamos que apds o tratamento, as células
apresentavam DNA fragmentado no nucleo, em comparagdo com o grupo controle
(células nao tratadas) (Figura 11A, B). No entanto, o ensaio de apoptose mostrou que o

tratamento com PCIP ndo foi capaz de induzir a morte celular (Figura 11C).
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Figura 11 - Analise da integridade do DNA e morte celular de células HUVECs tratadas com PCIP.
(A) Imagens representativas foram organizadas de acordo com as condi¢des analisadas [controle negativo
(auséncia da enzima Tdt), controle positivo (presenca de DNase I), controle (sem tratamento com PCIP) e
tratamento com PCIP (50 uM)]. DIC evidencia a morfologia das células. O “Merged” representa a
sobreposi¢do entre o nucleo marcado com DAPI (azul) e o dano ao DNA (verde). A barra corresponde a
10 um. (B) Representacdo grafica da porcentagem de células TUNEL-positivas. HUVECs tratadas com
PCIP por 24 h apresentaram DNA fragmentado no nucleo, em comparacdo com o grupo controle (c€lulas
nao tratadas). (C) A anélise de apoptose por anexina-V e PI (iodeto de propidio) mostrou que o tratamento
com PCIP (50 uM) ndo foi capaz de induzir morte celular em HUVECs no tempo analisado. As células
foram analisadas usando um microscopio fluorescente Olympus Bx51 (aumento 100x) acoplado a uma
lampada EXFO Xcite série 120Q e uma camera digital Olympus XM10 com software de controlador de
camera Olympus Cell F (Olympus, Japao). Os dados foram expressos como média + desvio padrdo dos
experimentos realizados em triplicata. Diferengas 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, versao 6.01). As diferencas foram consideradas significativas quando
P <0,05. n.s.: ndo significativo.
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Além disso, para melhor compreensdao dos nossos resultados, avaliamos a
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (G1, S, G2/M) através da
quantificagdo do contetdo de DNA por citometria de fluxo. Observamos que o
tratamento com PCIP (50 pM) causou um acumulo significativo de células em G1 e
uma diminui¢do no numero de células nas fases S e G2/M, o que sugere uma parada na
fase G1/S em comparacao com o controle nao tratado (Figura 12A).

Apobs o dano ao DNA, pontos de verificagdo/checagem (checkpoints) do ciclo
celular impedem a progressdo para a proxima fase do ciclo celular até que o dano seja
reparado, a fim de garantir que as mutacdes resultantes de danos no DNA ndo sejam
passadas para as geracdes filhas (Senturk e Manfredi, 2013). Quando as lesdes do DNA
sdo reparadas, as cé€lulas retomam a progressao do ciclo celular (recuperagdo dos
checkpoints). Se o dano ao DNA for irreparavel, outras vias podem ser ativadas, o que
pode resultar em uma parada permanentemente do ciclo (senescéncia) ou morte celular
programada (Hartwell e Weinert, 1989). Sugerimos que, as quebras da fita de DNA
observadas em resposta ao bloqueio da atividade da Myolc pelo PCIP, causam uma
ativacdo de proteinas mediadoras que regulam a transcricdo de proteinas efetoras que
desempenham um papel importante em deter o ciclo celular até que o dano no DNA seja
reparado. Para sustentar nossa hipoOtese, analisamos a expressdo de alguns genes
associados a progressao do ciclo celular.

O bloqueio da Myolc modulou a expressio de sete importantes genes
envolvidos no controle do ciclo celular. O tratamento com PCIP regulou positivamente
a expressdo 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 expressao do ciclo de divisdo celular 25A
(CDC25A), CDK2 e CDKN2A (Figura 12B). Além disso, o tratamento com PCIP nao
alterou a expressdo da ciclina D1 (CCND1), do checkpoint kinase 1 (CHEK1) e do
checkpoint kinase 2 (CHEK?2) (dados ndo mostrados).
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Figura 12 - Inibicdo da Myolc pelo PCIP interrompeu a progressao do ciclo celular e modulou a
expressio de genes associados a progressao do ciclo. (A) A analise do ciclo celular demonstrou que o
tratamento com 50 uM de PCIP causou uma parada significativa na fase G1 e foi capaz de promover uma
diminui¢do no nimero de células na fase S e G2/M, em comparacdo com o controle nao tratado. (B) A
analise da expressdo relativa de alguns genes associados a progressdao do ciclo celular mostrou que o
bloqueio da Myolc causou uma regulacdo positiva da expressio da ATM, CCNEI, CDK4,
CDKNI1A/p21) e regulacdo negativa de CDC25A, CDK2 e CDKN2A. Os dados foram expressos como
média + desvio padrdo. Diferencas entre tratamentos e controles foram analisadas pelo Student’s t-test e
Mann-Whitney test (A, B) (GraphPad Prism software, versao 6.01). Estatisticamente significativo: **P
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As células apresentam varios mecanismos para detectar e reparar os varios tipos

de danos que podem ocorrer ao DNA. Durante a progressdo através da fase G1 do ciclo

celular, dois tipos principais de ciclinas sdo necessarios: ciclina D e ciclina E. Durante a

progressdo do ciclo celular, a ciclina D1 ativa principalmente CDK4 e 6 (complexo

proteina CCND1-CDK4/6), e pouco antes para a transi¢ao G1/S, a ciclina E ativa o
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CDK2 (complexo proteico CCNE1-CDK?2) (Sherr, 1994; Lipinski e Jacks, 1999; Agami
e Bernards, 2000).

A parada (arrest) do ciclo celular em resposta ao dano no DNA requer a
participacdo dos inibidores de CDK (CKlIs), que incluem CDKNI1A/p21, p27 e p57
(Morgan, 1995). Esses CKIs se ligam aos complexos de proteinas CCND1-CDK4/6 e
CCNEI1-CDK2, culminando na inibicdo da transicdo G1/S (Sherr e Roberts, 1999).
Além disso, foi demonstrado que CDKNI1A inibe o antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA), um componente dos complexos ciclina-CDK, de mediar o
alongamento durante a replicacdo, impedindo assim a replicacdo em células que ja
tenham entrado na fase S (Mailand ef al., 2013).

Observamos a formagdo de quebras na dupla fita de DNA em HUVECSs tratadas
com PCIP (50 uM) por 24 h. No entanto, esse dano ndo 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 inibi¢ao
da Myolc pelo PCIP ¢ reversivel e promove uma parada na progressao do ciclo celular,
0 que permite o reparo do DNA fragmentado.

Assim, propomos que os DSBs gerados pelo tratamento com PCIP sejam
reparados, as células retomam a progressdo do ciclo celular (recuperagdo dos
checkpoints) e ndo sofrem morte celular. Esta hipdtese € parcialmente apoiada pelo
ensaio de recuperacao da proliferagcdo celular. Através deste ensaio, demonstramos que
apds 24 h, quando o tratamento com PCIP foi removido, as células recuperaram a
capacidade de proliferagdo e a taxa de proliferacdo destas células tendeu a ser igual as
células ndo tratadas (Figura 13), destacando que o dano ao DNA foi provavelmente
reparado. Além disso, esses dados também estdo de acordo com Chinthalapudi et al.
(2011) (Chinthalapudi et al., 2011), que demonstraram que o PCIP atua como um

inibidor reversivel da atividade Myolc.
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Figura 13 - Células HUVECs recuperam a capacidade proliferativa apés a remocio do tratamento
com PCIP. Para realizacdo deste ensaio, células HUVECs foram semeadas em microplacas. Apds adesdo,
os pocos foram tratados ou ndo com PCIP. Apos 24h, o PCIP foi removido apenas do grupo: [PCIP (50
uM) removido], e o meio de cultura sem tratamento foi adicionado e a proliferacao foi acompanhada até
72h. Observamos que apds 24 h, quando o tratamento com PCIP foi removido e meio cultura sem
tratamento foi adicionado, as células recuperaram a capacidade de proliferagdo e a taxa de proliferacao
destas células tendeu a ser igual as células ndo tratadas. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo. Diferengas significativas foram determinadas usando two-way ANOVA e Sidak's multiple
comparisons test (GraphPad Prism software, versdao 6.01). Diferencas foram consideradas significantes
quando P <0,05.
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6. Conclusao

Neste estudo, nos relatamos os efeitos da inibicdo da Myolc desencadeada por
PCIP (um inibidor seletivo, reversivel e alostérico de Myolc) durante a formagao de
vasos sanguineos. Observamos que o bloqueio da atividade de Myolc pela PCIP
promoveu a inibicdo da angiogénese e que a Myolc € necessaria para a proliferacao
celular, migragdo, adesdo e polimerizacdo de actina. Além disso, mostramos que esta
proteina estd envolvida no tradfego intracelular de integrinas e modula fungdes
importantes durante a progressao do ciclo celular de ECs. Tomados em conjunto,
concluimos que a Myolc ¢ uma proeminente proteina envolvida em muitas vias de
transducdo de sinal em toda a célula e estd diretamente relacionada a angiogénese,
tornando esta proteina um alvo atraente para o tratamento baseado em drogas de

doengas humanas relacionadas a angiogénese.
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9. Anexos

U_g | Universidade Federal de Uberlandia

— Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais — Utllizagdo de Animals
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Agdo antitumoral in vivo de
toxinas isoladas da pegonha de Bothrops pauloensis”, protocolo n°
130/15, sob a responsabilidade de Veridiana de Melo Rodrigues
Avila — que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins
de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA.

(We certify that the project entitled " Ag&o antitumoral in vivo de toxinas isoladas da pegonha de
Bothrops pauloensis”, protocol 130/15, under the responsibility of Veridiana de Melo Rodrigues
Avila - involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the
provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2008, and
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it
was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL
UNIVERSITY OF UBERLANDIA.

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/07/2017 Término: 30/06/2019

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Mus musculus (Balb/c)

Numero de animais 306

Peso / Idade 20-30g / 6 — 6 semanas

Sexo Macho

Origem / Local Centro de Bioterismo e Experimentagio
Animal (CBEA) da Universidade Federal
de Uberlandia

Numero da Autorizagéo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 20 de margo de 2017.
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Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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