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RESUMO

A angiogénese € um processo crucial na progressao tumoral, sendo principalmente regulada
pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seu receptor, o VEGFR2. Estudos
mostraram que a sinalizagdo do eixo VEGF/VEGFR2 esta diretamente associada com as
respostas funcionais das integrinas nas células endoteliais (crosstalk). A alternagina-C (ALT-
C) € uma proteina desintegrina-simile, isolada da peconha da serpente Bothrops alternatus
(urutu), que interfere na adeséo, na proliferacdo e na migracao celular. Esta proteina possui
alta afinidade pela integrina azf1, € é capaz de modular o processo angiogénico de forma
concentracdo-dependente, por um mecanismo ainda nado elucidado. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos antiangiogénicos da ALT-C em células endoteliais de
corddo umbilical humano (HUVEC) na presenca ou ndo de VEGF, assim como sua
interferéncia no crosstalk entre a integrina azB: e o receptor VEGFR2. Para tal, a ALT-C foi
purificada da peconha de B. alternatus e 1000 nM da proteina foi testada em diversos
experimentos in vitro usando HUVECs. ALT-C inibiu significativamente a formacgédo de
tubulos pelas células endoteliais, além de diminuir os niveis proteicos da integrina a-: e do
VEGFR2. A desintegrina-simile afetou o citoesqueleto de actina das HUVECs, diminuindo o
namero de filopédios das mesmas, inibindo a migracdo e a adesdo desta linhagem celular
ao colageno tipo 1. A ALT-C interferiu negativamente nas vias angiogénicas ERK 1/2, PI3K
e FAK-Src/paxilina, além de induzir autofagia, mecanismo conhecido por inibir o processo
angiogénico. Adicionalmente, ensaios de co-localizagdo e ressonancia plasmonica de
superficie demonstraram que a ALT-C interage com a integrina a1 € o VEGFR2,
respectivamente, tendo uma afinidade dez vezes maior pela integrina. Todos estes
resultados sugerem que a ALT-C, ap0s ligagdo a integrina a»fB:, inibe a sinalizacdo do
VEGF, interferindo no crosstalk a:B:/VEGFR2, o que resulta em inibicdo da angiogénese.
Concluimos que a ALT-C é uma forte candidata no tratamento antiangiogénico em

processos tumorais e metastaticos.

Palavras-chave: ALT-C. Integrina a2B:. VEGF. VEGFR2. Angiogénese. HUVEC.



ABSTRACT

Angiogenesis is a crucial process in tumor progression, and it is mainly regulated by the
vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptor, VEGFR2. Studies have shown
that VEGF/VEGFR2 axis signaling is directly associated with functional responses of
integrins in endothelial cells (crosstalk). Alternagin-C (ALT-C), a disintegrin-like protein from
Bothrops alternatus snake venom, has high affinity for azB: integrin, interfering in cell
adhesion, proliferation and migration, besides modulating angiogenesis in a concentration-
dependent form by a not completely understood mechanism. Here we evaluate the
antiangiogenic activity of ALT-C in human umbilical vein endothelial cells (HUVECS)
associated or not with VEGF, as well as its interference in a;f:/VEGFR2 crosstalk. ALT-C
was purified from B. alternatus venom and 1000 nM of the protein was tested in several in
vitro experiments using HUVECs. ALT-C strongly inhibited HUVEC tube formation and
decreased VEGFR2 and a:B: protein levels. The disintegrin-like protein affected actin
cytoskeleton, decreasing the number of cell filopodia, inhibiting HUVEC adhesion to collagen
I and cell migration. ALT-C interfered in ERK 1/2, PISK and FAK-Src/paxillin pathways,
besides inducing autophagy, resulting in inhibition of the angiogenic process. Additionally,
co-localization and surface plasmon resonance assays demonstrated that ALT-C interacts
with a2B: and VEGFR2, respectively, having a 10-fold higher affinity for the integrin. All these
results suggest that ALT-C, after binding to azB: integrin, inhibits VEGF signaling by
interfering in the axB1/VEGFR2 crosstalk, which results in angiogenesis impairment. We
conclude that ALT-C is a potential candidate for the development of antiangiogenic therapies

for tumor and metastatic treatment.

Keywords: ALT-C. azp: integrin. VEGF. VEGFR2. Angiogenesis. HUVEC.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANGIOGENESE

A angiogénese é o processo biolégico de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes, o qual depende de um delicado
equilibrio entre fatores pré- e antiangiogénicos no microambiente celular
(FOLKMAN, 2002; OKLU et al., 2010; RIBATTI, 2014; ZHAO; LI, 2015; POTENTE;
CARMELIET, 2017; ZAKRAOUI et al., 2017). Em mamiferos, a angiogénese
fisiolégica ocorre normalmente durante o desenvolvimento embrionario, no
crescimento, na regeneracdo tecidual e na reorganizacdo ciclica dos tecidos
reprodutores femininos (HANAHAN; WEINBERG, 2011; ZHAO; LI, 2015). Quando
ndo estdo participando ativamente destes eventos, as células endoteliais dos vasos
sanguineos permanecem quiescentes, com uma taxa de duplicacdo de apenas
0,01% (CARMELIET; JAIN, 2000; RAMOS et al., 2007).

Em situacdes patologicas (inflamacdes cronicas, retinopatia diabética,
degeneracdo macular relacionada a idade, infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral e cancer) ha a perda ou a formacédo desregulada e persistente de novos
vasos sanguineos por um processo conhecido como angiogénese patoldgica
(NAGY; DVORAK; DVORAK, 2007; SEAMAN et al., 2007; CHUNG; FERRARA,
2011). Durante o crescimento do tumor, por exemplo, um desequilibrio em favor do
estimulo de fatores proangiogénicos desencadeia a angiogénese tumoral, a qual
fornece oxigénio e nutrientes para as células tumorais (GOLUBKOV; HAWES;
MARKLAND, 2003; RONCA et al., 2017; ROHLENOVA et al., 2018). A vasculatura
tumoral é altamente desorganizada e formada por um mosaico de células tumorais e
endoteliais com a auséncia de pericitos funcionais, acarretando num fluxo sanguineo
cadtico e variavel (Figura 1) (CARMELIET; JAIN, 2000; ROHLENOVA et al., 2018).
Ademais, 0s novos vasos anormais com alta permeabilidade vascular ajudam as
células tumorais a se disseminarem através da circulacdo sanguinea, aumentando o
processo metastatico (GOLUBKOV; HAWES; MARKLAND, 2003; RONCA et al.,
2017).

Estudos demonstraram que tanto a angiogénese fisiolégica quanto a

tumoral sdo desencadeadas principalmente por hipoxia tecidual em conjunto com



18

outras formas de estresse, como baixo pH e baixo nivel de glicose (CARMELIET;
JAIN, 2000; OKLU et al., 2010; HALL et al., 2015). Sob condi¢bes hipdxicas, o fator
induzido por hipoxia-1 (HIF-1) € altamente expresso em células endoteliais,
resultando na inducdo da expressao do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (CARMELIET; JAIN, 2000; CHUNG; LEE; FERRARA, 2010; OKLU et al.,
2010; HALL et al.,, 2015). Outros fatores que colaboram para a promoc¢do da
angiogénese sao: o fator de crescimento de fibroblasto 1 (FGF-1), o fator de
transformacao de crescimento beta (TGF-B), o fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1) e o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) (OKLU
et al., 2010).

Figura 1 — Angiogéneses fisiolégica e tumoral

Vaso saudavel ___ Vaso tumoral
o &

.~ & = Célula endotelial = =, Pericito ("> Célula tumoral

Durante a angiogénese fisiolégica, a vasculatura saudavel apresenta células endoteliais
interconectadas e firmemente aderidas a uma lamina basal intacta, tendo suporte de pericitos. Em
contrapartida, na angiogénese tumoral, observam-se vasos desorganizados e funcionalmente
deficientes, com células endoteliais dilatadas, lamina basal rompida e pericitos afuncionais,
resultando em um fluxo sanguineo cadtico e em infiltragcdo das células tumorais na corrente
sanguinea. Imagem adaptada de ROHLENOVA et al., Trends in Cell Biology (2018).

1.1.1 Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

Estudos promovidos por diferentes linhas de pesquisa culminaram na
identificacdo do VEGF em meados dos anos 80. Em 1983, Senger e colaboradores
purificaram do meio condicionado de células tumorais de porquinho-da-india, uma
proteina capaz de aumentar a permeabilidade vascular, a qual nomearam de “fator
de permeabilidade vascular tumoral” (FPV) (SENGER et al.,, 1983). Ja em 1989,
Ferrara e Henzel descreveram o isolamento de uma proteina difusivel do meio

condicionado de células foliculares bovinas, nomeando-a de “fator de crescimento
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endotelial vascular” (VEGF), nome que indicava a especificidade que essa molécula
tinha pelas células endoteliais (FERRARA; HENZEL, 1989). No mesmo ano,
analises de sequenciamento proteico de ambos os fatores indicaram que o FPV e o
VEGF tratavam-se da mesma proteina, surpreendendo ambos o0s grupos de
pesquisa (KECK et al.,, 1989; LEUNG et al., 1989; FERRARA, 2004; FERRARA,;
ADAMIS, 2016).

Os fatores de crescimento endotelial vascular englobam uma familia
proteica composta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fatores de
crescimento placental (PIGF1-4), os quais se ligam a trés receptores tirosina quinase
(VEGFR1-3) com diferentes afinidades (Figura 2) (EICHMANN; SIMONS, 2012;
FERRARA; ADAMIS, 2016; TANG et al., 2016; ADINI et al., 2017; APTE; CHEN;
FERRARA, 2019). Adicionalmente, homologos do VEGF foram identificados no
genoma de virus do género Parapoxvirus, sendo denominados de VEGF-E (LYTTLE
et al., 1994; OGAWA et al., 1998).

Os receptores de VEGF possuem sete dominios extracelulares do tipo
imunoglobulina, um dominio transmembrana e um dominio tirosina quinase
intracelular conservado (PAPETTI; HERMAN, 2002; ZHUANG; FERRARA, 2015). O
VEGF-A se liga com maior afinidade aos receptores VEGFR1 e VEGFR2, enquanto
gue o VEGF-B e os PIGF se ligam preferencialmente ao VEGFR1 e o VEGF-E ao
VEGFR2 (CHUNG; LEE; FERRARA, 2010). J4 os VEGF-C e VEGF-D interagem
com o VEGFRS, regulando a linfangiogénese, mas ambos podem se ligar ao
VEGFR2 apés clivagem proteolitica (Figura 2) (CARMELIET, 2005; CHUNG,; LEE;
FERRARA, 2010; APTE; CHEN; FERRARA, 2019).
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Figura 2 — A familia VEGF e seus receptores
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A familia dos fatores de crescimento endotelial vascular engloba as proteinas VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e PIGF. O fator induzido por hipdxia-1 (HIF-1) regula a expresséo do
VEGF em condi¢Bes hipdxicas. A sinalizacdo ativada principalmente pela ligagdo do VEGF-A ao
receptor VEGFR2 regula as atividades de diversas proteinas, as quais promovem proliferacdo e
migracgdo celular, sobrevivéncia e permeabilidade vascular durante o processo angiogénico. Imagem
adaptada de APTE; CHEN; FERRARA, Cell (2019).

O VEGF-A é considerado o mediador da angiogénese fisiologica e
tumoral e exerce suas fun¢des apds interacdo com o VEGFR2 (KIEC-WILK et al.,
2010; CARMELIET; JAIN, 2011; TONG et al., 2015; SORRELLE; BREKKEN, 2016;
RAMJIAWAN; GRIFFIOEN; DUDA, 2017; TOIVANEN et al., 2017). Ele é um potente
fator proangiogénico ligante de heparina de aproximadamente 45 kDa, que regula o
desenvolvimento das células tronco hematopoiéticas, o remodelamento da matriz
extracelular (MEC), a liberacédo de enzimas como os ativadores de plasminogénio e
a producdo de citocinas inflamatérias, além de ser o principal regulador da formacéao
de vasos sanguineos e do crescimento metastatico durante a tumorigénese
(FERRARA, 2002; CARMELIET, 2005; CHAMORRO-JORGANES et al.,, 2016;
TANG et al., 2016).

O splicing alternativo do gene VEGF-A da origem a diferentes isoformas
denominadas VEGF-Ai121, VEGF-A1es, VEGF-A1s9 € VEGF-A206, com 121, 165, 189 e
206 aminoacidos, respectivamente (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003;
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ZHUANG; FERRARA, 2015). VEGF-A121 € um polipeptideo acido difusivel que ndo
se liga a heparina, enquanto que os basicos VEGF-A1ss e VEGF-Az06 se ligam a
heparina com grande afinidade, interagindo fortemente com a MEC (FERRARA,
GERBER; LECOUTER, 2003). J4 o VEGF-A165, nomeado apenas como VEGF-A, é
a isoforma predominante, sendo difusivel, mas com uma pequena fracao ligada a
superficie da matriz extracelular (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003;
FERRARA, 2009).

De maneira interessante, os niveis de VEGF-A sdo regulados pela
presenca ou auséncia de oxigénio. Ambientes hipdxicos induzem rapidamente a
expressdo de VEGF através do aumento de sua transcricdo, enquanto que a
normoxia diminui a producédo do fator proangiogénico, podendo até mesmo causar
regressdo de alguns vasos recém-formados (LIEKENS; DE CLERCQ; NEYTS,
2001).

Nas células endoteliais, a ligacdo do VEGF-A ao VEGFR2 leva a
dimerizacdo e a auto fosforilagdo do receptor (CARMELIET, 2005; FERRARA;
ADAMIS, 2016). Diversos residuos de tirosina sao fosforilados, incluindo Y1054 e
Y1059 (dominio intracelular), cuja fosforilacdo é crucial para a atividade de quinase
do VEGFR2 (ZHUANG; FERRARA, 2015). Cabe ressaltar, que apesar do VEGF-A
ter mais afinidade pelo VEGFR1, este receptor tem como funcéo principal modular a
disponibilidade do VEGF gque se ligard ao VEGFR2 (CARMELIET, 2005).

A ativagcdo do VEGFR2 mediada pelo VEGF induz a fosforilacdo de
proteinas de diversas vias de sinalizacdo, como a via das quinases reguladas por
sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2), da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), da quinase de
adesdo focal (FAK) e da paxilina (GERBER; FERRARA, 2003; MUNOZ-CHAPULI;
QUESADA; MEDINA, 2004; TONG et al., 2015; FERRARA; ADAMIS, 2016). A
inducdo dessas vias € responsavel por promover degradacdo da MEC,
permeabilidade vascular, sobrevivéncia, diferenciacédo, proliferacdo, extensao de
filopodios e migracdo de células endoteliais, passos considerados criticos durante a
cascata angiogénica (MUNOZ-CHAPULI; QUESADA; MEDINA, 2004; TONG et al.,
2015; FERRARA; ADAMIS, 2016; POTENTE; CARMELIET, 2017; APTE; CHEN;
FERRARA, 2019).
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1.1.2 Etapas da Cascata Angiogénica

A cascata angiogénica obedece a uma sequéncia altamente organizada
de eventos, a qual requer a participacdo de diversas células, multiplas moléculas
especificas e componentes da MEC que sdo regulados de maneira espacial e
temporal (Figura 3) (LIEKENS; DE CLERCQ; NEYTS, 2001; CLAPP et al., 2009).

Apos o estimulo da resposta angiogénica desencadeado por HIF-1 e
VEGF, ocorre a alteracdo das interacbes adesivas entre as células endoteliais
quiescentes e 0s pericitos preexistentes, os quais se desaderem da parede do vaso,
se soltando da lamina basal devido ao aumento da permeabilidade vascular (Figura
3A) (CLAPP et al., 2009; OKLU et al., 2010; CARMELIET; JAIN, 2011). As células
endoteliais passam a produzir novas moléculas como, por exemplo, enzimas
proteoliticas (metaloproteinases de matriz - MMPSs), responsaveis pela degradacéo
da lamina basal e da MEC, eventos que levam a reorganizacao do citoesqueleto e
disparam a morfogénese do broto capilar (Figura 3A) (STETLER-STEVENSON,
1999; CHUNG; LEE; FERRARA, 2010).

Para evitar que as células endoteliais migrem em conjunto na direcao do
estimulo angiogénico, uma célula endotelial, nomeada de célula lider (tip cell) é
selecionada na presenca de VEGF, sofrendo regulacdo da via Notch-Delta
(diferenciacdo celular) (Figura 3A) (CHUNG; LEE; FERRARA, 2010; CARMELIET,;
JAIN, 2011). As células endoteliais vizinhas ndo migratérias (células seguidoras —
stalk cells) proliferam e se diferenciam, alinhando-se para a formacdo do limen
tubular, evento que necessita da sinalizacdo de integrinas, as quais participam de
um crosstalk com os receptores de VEGF (Figura 3B) (PAPETTI; HERMAN, 2002;
CLAPP et al.,, 2009; CHUNG; LEE; FERRARA, 2010; CARMELIET; JAIN, 2011).
Interessantemente, as células lideres possuem inimeros filopodios que as guiam na
direcdo do estimulo angiogénico, enquanto que as células seguidoras liberam
fatores proangiogénicos que as auxiliam no alongamento do broto capilar (Figura
3B) (CARMELIET; JAIN, 2011; POTENTE; CARMELIET, 2017; ROHLENOVA et al.,
2018). A diferenciacdo em células lideres e seguidoras é extremamente dinamica e
as células endoteliais competem continuamente pela posi¢cdo de lider da migragéo
(POTENTE; CARMELIET, 2017).

Durante a fase de maturacdo e estabilizagcdo do novo vaso sanguineo,
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células lideres de brotos capilares adjacentes se conectam, novos componentes da
MEC séo produzidos e depositados sob a forma de nova lamina basal e os pericitos
migram para o local do vaso neoformado, associando-se intimamente a superficie de
células endoteliais falange (estado quiescente; phalanx cells), provendo suporte
estrutural (Figura 3C) (CHUNG; LEE; FERRARA, 2010; HANAHAN; WEINBERG,
2011; POTENTE; CARMELIET, 2017; ROHLENOVA et al, 2018).
Concomitantemente, células mieldides sédo recrutadas e o fluxo sanguineo é
restabelecido, levando ao aumento dos niveis de oxigénio, diminuicdo da expressao
de VEGEF e liberagédo de fatores antiangiogénicos (Figura 3C) (CLAPP et al., 2009;
CARMELIET; JAIN, 2011). Por fim, a neovasculatura pode persistir como capilares,
diferenciar-se em vénulas ou arteriolas maduras ou sofrer regressdo (GRIFFIOEN;
MOLEMA, 2000; CARMELIET; JAIN, 2011). Na angiogénese tumoral, a cascata
angiogénica é persistente e sem resolucdo, provida por fatores proangiogénicos
secretados pelo tumor num ambiente hipoxico (CHUNG; LEE; FERRARA, 2010).
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Figura 3 — A cascata angiogénica
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A, Apés estimulacao por fatores proangiogénicos, as células endoteliais deixam de ser quiescentes e
a célula lider é selecionada (VEGF e Notch) para inicio da formagéo do broto capilar. A sele¢do da
célula lider necessita da degradacdo da lamina basal e da MEC (MMPs), desadeséo dos pericitos e
perda das jungdes entre as células endoteliais. O aumento da permeabilidade vascular (VEGF)
permite a migracdo da célula lider. B, As células lideres migram na direcdo do estimulo
proangiogénico com o auxilio de seus filopédios e da sinalizacdo das integrinas. As células
seguidoras atras da célula lider proliferam, se alongam e formam o limen, e os brotos se fundem
para estabelecer uma neovasculatura. Células seguidoras proliferativas atraem pericitos e uma nova
lamina basal comeca a ser depositada. Células mieléides séo recrutadas. C, Apos fusdo dos brotos
vizinhos e da formacdo do limen, ocorre a resolucdo do estado quiescente do novo vaso formado
com a promocao de células falange, restabelecimento de junc¢des aderentes, deposicdo da lamina
basal e da MEC, maturacdo dos pericitos e manutencdo da vasculatura. Imagem adaptada de
CARMELIE; JAIN, Nature (2011).
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1.2 A REGULACAO DA ANGIOGENESE E SUA RELACAO COM AS TERAPIAS
ANGIOGENICAS

Por ser um processo bioldgico bastante complexo, a angiogénese é
intrinsicamente regulada por varios sistemas de controle positivos e/ou negativos, 0s
quais se alternam ou agem simultaneamente, sendo que a aquisi¢cdo do fendtipo
angiogénico € dependente do balanco local entre fatores pro- e/ou antiangiogénicos
denominado de “interruptor angiogénico” (do termo ‘angiogenic switch’) (PAPETTI,
HERMAN, 2002; OKLU et al., 2010; ZAKRAOUI et al., 2017). E comumente aceito
na literatura que o interruptor angiogénico esta desligado (off) quando os fatores
proangiogénicos estdo em equilibrio com os fatores antiangiogénicos, e esta ligado
(on) gquando a balanca favorece o estimulo proangiogénico (CARMELIET; JAIN,
2000).

Embora a estimulacdo de fatores proangiogénicos seja necessaria para o
desencadeamento do processo, o controle por fatores antiangiogénicos também é
importante para a precisa continuidade da angiogénese (CAO, 2001; ZUAZO-
GAZTELU; CASANOVAS, 2019). Devido a isso, a inibicdo ou a estimulacdo da
proliferacdo e da migracdo de células endoteliais torna-se o ponto crucial para o
desenvolvimento de terapias angiogénicas, ja que a angiogénese patolégica é
caracterizada pela proliferacdo persistente de células endoteliais seguidoras (ZHAO;
LI, 2015).

A regulacdo negativa da angiogénese é um problema que pode levar ao
aparecimento de disfunc¢@es fisiopatoldégicas como, por exemplo, lesdes isquémicas.
Vérios fatores proangiogénicos tém sido estudados para o tratamento de isquemias
cardiacas (infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva), disfuncéo erétil,
reparo tecidual, acidente vascular cerebral e distrofia muscular de Duchenne,
doencgas onde ha a necessidade de formacédo de novos vasos sanguineos (RAMOS
et al., 2007; SHIMIZU-MOTOHASHI; ASAKURA, 2014; ZHAO; LI, 2015). Ja os
processos patolégicos como inflamagéo e cancer podem regular de maneira positiva
a angiogénese, fazendo com que o0 acesso aos novos vasos acabe se tornando um
fator importante para o desenvolvimento de tumores e metastases, 0s quais
precisam de nutrientes e oxigénio para crescerem (RIBATTI, 2014). Devido a isso,

diversos supressores angiogénicos tém sido estudados para o tratamento do cancer,
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e na Ultima década tem se focado também no papel da autofagia na supresséo da
angiogénese tumoral (CARMELIET; JAIN, 2000; FERRARA; KERBEL, 2005; ZHAO;
LI, 2015; ZAKRAOQUI et al., 2017).

1.2.1 Papel da Autofagia no Tratamento da Angiogénese Tumoral

A autofagia € um mecanismo biolégico conservado no qual ha a
reciclagem de material citoplasmatico disfuncional, incluindo proteinas, organelas
danificadas e patogenos intracelulares (CHANDRA et al., 2019). Esse material
citoplasmatico € envolvido por vesiculas autofagicas de dupla membrana
(autofagossomos), as quais se fundem com o lisossomo (autofagolisossomo),
resultando em degradacdo e reciclagem celular (HASSANPOUR et al., 2018;
SCHAAF et al., 2019). Sob condig¢@es fisiologicas, a autofagia funciona como um
controle de qualidade citoplasmatico, mantendo a homeostase celular. Ja em
condicBes de estresse (privacdo de nutrientes e desadeséo celular, por exemplo), a
autofagia € ativada na tentativa de promover a sobrevivéncia das células
(PARZYCH; KLIONSKY, 2014; HASSANPOUR et al., 2018; SCHAAF et al., 2019;
SUNG et al., 2019).

De maneira resumida, a autofagia segue cinco passos basicos: inducéao,
nucleacdo do fagoéforo, alongamento, maturacdo e fusdo (Figura 4) (PARZYCH,;
KLIONSKY, 2014; HASSANPOUR et al., 2018; CHANDRA et al., 2019). Na inducdo,
sinais de estresse promovem o recrutamento das proteinas relacionadas a autofagia
(Atgs), essenciais para a formacdo do autofagossomo, ao sitio de montagem do
fagéforo no reticulo endoplasméatico (PARZYCH; KLIONSKY, 2014; DIKIC; ELAZAR,
2018; CHANDRA et al., 2019). A seguir, componentes da classe Il de PI3K sao
fosforilados pelo complexo de Atgs, iniciando a nucleacao do fagéforo com a ajuda
da proteina beclin-1, processo que culmina na formacdo de uma membrana isolada
(CHANDRA et al., 2019). Na terceira etapa, o alongamento do fagéforo € mediado
pela cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos (LC3) em conjunto com
Atgs, principalmente a Atg8. Esta proteina se liga ao fagoforo, recrutando
componentes da maquinaria autofagica, a qual atrai material que sera
degradado/reciclado, além de auxiliar no fechamento da membrana do fagéforo

(CHANDRA et al., 2019). A membrana que compde o fag6foro pode ser originada a
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partir da membrana plasmatica, do reticulo endoplasmatico, do complexo de Golgi e
até mesmo da mitocéndria (PARZYCH; KLIONSKY, 2014). No final deste processo,
a membrana envolve seu alvo (carga autofagica) e as duas pontas do fagéforo se
fundem, formando uma vesicula de membrana dupla (autofagossomo) (PARZYCH,;
KLIONSKY, 2014; DIKIC; ELAZAR, 2018). Em seguida, o autofagossomo sofre
maturagao ao recrutar proteinas essenciais para a sua fusdo com o lisossomo, como
o complexo receptor de proteinas de ligacdo solluveis sensiveis a N-etilmaleimida
(SNARE) (CHANDRA et al., 2019). Por fim, a membrana externa do autofagossomo
se funde com o lisossomo, formando um autofagolisossomo, o qual degrada o corpo
autofagico de membrana simples, além do material que foi englobado pelo mesmo,
reciclando-o para outras vias celulares (DIKIC; ELAZAR, 2018; HASSANPOUR et
al., 2018; CHANDRA et al., 2019).

Figura 4 — Etapas da Autofagia
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ApoOs indugdo pelo complexo de Atgs, a nucleacdo do fagoforo ocorre por meio da fosforilagdo de
componentes da classe Il de PI3K. A seguir, se da o alongamento do fago6foro, o qual é promovido
pela LC3 em conjunto com mais um complexo de Atgs, incluindo a Atg8. Eventualmente, as
membranas em expansdo englobam a carga autofagica. A membrana externa do autofagossomo se
funde com a membrana do lisossomo, formando o autofagolisossomo. O conteltdo do
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autofagolisossomo é degradado e exportado para o citoplasma para ser reutilizado pela célula
(reciclagem). Imagem adaptada de PARZYCH; KLIONSKY, Antioxidants & Redox Signaling (2014).

Diversos estudos indicam que o processo autofagico contribui para a
supress&o do tumor nos estagios iniciais da tumorigénese (QU et al., 2003; AVALOS
et al., 2014; AMARAVADI; KIMMELMAN; WHITE, 2016; CHANDRA et al., 2019).
Mutacbes monoalélicas no gene autofagico beclin-1 ocorrem em 40% dos canceres
de mama, ovario e prostata humano, e camundongos com perda desse gene tém
alta incidéncia de tumores espontaneos, dados que sugerem um papel de supressor
tumoral para a autofagia (QU et al., 2003; AVALOS et al., 2014). Além disso, células
endoteliais isoladas de camundongos Beclinl+/- apresentaram aumento nos
processos de proliferacdo, migracao e tubulogénese quando comparadas as células
de camundongos selvagem (WT), indicando que o comprometimento no processo
autofagico leva a promocdo de angiogénese (SCHAAF et al., 2019).

Muitos agentes antiangiogénicos (sunitinibe e sorafenibe, por exemplo)
induzem autofagia e, combinados com indutores autofagicos, tém seus efeitos
antiproliferativos e antiangiogénicos acentuados em diversos tipos de cancer,
acarretando em supressao tumoral pela inibicdo da angiogénese (Figura 5) (LIU et
al., 2016; SUNG et al.,, 2019). O indutor autofagico Ery5 teve efeito inibitério na
migracdo e formacao de tubulos em HUVECs e estudos sugeriram que a autofagia
tem um papel importante na degradacdo de VEGFR2 e na inibicdo da via PI3K,
prejudicando a cascata angiogénica (KUMAR et al., 2013; HASSANPOUR et al.,
2018). Interessantemente, o antiangiogénico endorepelina inibe a angiogénese ao
se ligar ao VEGFR2 e a integrina azp1 e também ao induzir a expressédo dos genes
autofagicos beclin-1 e LC3, promovendo autofagia (KARDIDEH et al., 2019).
Levando em consideracdo todos os estudos realizados nos ultimos anos, podemos
concluir gue ha uma associacéo entre a autofagia e a angiogénese e que a inducao

do processo autofagico pode levar a inibicdo da cascata angiogénica.
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Figura 5 — Potencial antiangiogénico da autofagia
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Indutores de autofagia promovem o aumento de beclin-1 e LC3, resultando em efeito inibitério na
migracao e tubulogénese de HUVECSs. Além disso, a autofagia tem papel importante na degradacéo
de VEGFR2 e na inibicdo da via PI3K/Akt, reduzindo o processo angiogénico. Imagem adaptada de
HASSANPOUR et al., Stem Cell Research & Therapy (2018).

1.2.2 Fatores Antiangiogénicos

Devido a importancia da angiogénese na progressao tumoral, diversos
fatores antiangiogénicos tém sido estudados visando o tratamento do cancer. Como
o estimulo angiogénico se da pelo aumento da expressédo de VEGF-A pelas células
tumorais e circundantes, acarretando em aumento da proliferacdo e da formacéao de
vasos pelas células endoteliais, inibir o eixo VEGF/VEGFR?2 foi foco para construcéo
de diversos agentes antiangiogénicos que pudessem suprimir 0 processo
metastatico (FERRARA; ADAMIS, 2016).

Vérias estratégias para inibicdo da sinalizacdo do VEGF foram
desenvolvidas e incluem: anticorpos monoclonais tendo como alvo o VEGF-A ou
seus receptores (VEGFR1-2); fragmentos solaveis formados pela fusdo dos
receptores de VEGF, servindo como uma armadilha para impedir a ligacdo do fator
proangiogénico ao seu receptor; aptameros que se ligam ao dominio ligante de
heparina do VEGF-Aies e inibidores tirosina quinase (ITK) que impedem a auto
fosforilagdo do VEGFR2 (Figura 6) (CARMELIET; JAIN, 2000; FERRARA; KERBEL,
2005).
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Figura 6 — Estratégias para inibicdo da sinalizacao do VEGF
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As estratégias incluem (a) anticorpos monoclonais anti-VEGF-A, (b,c) anticorpos bloqueadores dos
receptores VEGFR1-2, (d) fragmentos sollveis construidos a partir da fusédo dos receptores de VEGF
(‘farmadilha de VEGF’), (e) aptdmeros e inibidores tirosina quinase (ITKs). Imagem adaptada de
FERRARA; KERBEL, Nature (2005).

Contudo, terapias utilizando o bloqueio do eixo VEGF/VEGFR2 para
tratamento do cancer sdo mais desafiadoras do que parecem e mesmo que o VEGF
seja inibido, os tumores conseguem ativar outras vias para compensar este bloqueio
(CARMELIET; JAIN, 2000, 2011). Como exemplo, ITKs se mostraram efetivos como
monoterapia no tratamento de certos canceres, mas foram tdxicos quando
combinados com quimioterapia (CARMELIET; JAIN, 2011; CHANDRA et al., 2019).
Em adi¢éo, o anticorpo monoclonal bevacizumabe estimulou a expressao de fatores
de crescimento associados ao cancer como o FGF-1 em glioblastomas humanos in
vitro e, aumentou também a capacidade invasiva dos tumores em modelos in vivo
utiizando camundongos nude (LUCIO-ETEROVIC; PIAO; DE GROOT, 2009;
SIMON; GAGLIANO; GIAMAS, 2017).

Em muitos casos clinicos, os tumores desenvolvem resisténcia a inibicao
do eixo VEGF/VEGFR2 (RAMJIAWAN; GRIFFIOEN; DUDA, 2017; CHANDRA et al.,
2019). Estudos indicaram alguns mecanismos para essa resisténcia: (A) ativagdo de
outros fatores de crescimento (FGF-1, PIGF, angiopoietinas), resultando em
tubulogénese; (B) aumento da cobertura de pericitos, 0s quais passam a nutrir os
vasos tumorais; (C) resisténcia a hipdxia, ajudando as células tumorais a

sobreviverem num ambiente sem oxigénio; (D) recrutamento de células progenitoras
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derivadas da medula 6ssea para iniciar a vasculogénese; e (E) aumento do carater
invasivo do tumor, processo mediado pela liberacdo de MMPs (Figura 7) (SIMON;
GAGLIANO; GIAMAS, 2017; APTE; CHEN; FERRARA, 2019; CHANDRA et al.,
2019).

Figura 7 — Mecanismos de resisténcia a inibicao do eixo VEGF/VEGFR2
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As terapias antiangiogénicas levam a reducdo da vasculatura tumoral. Entretanto, diversos

mecanismos de resisténcia a inibicdo do eixo VEGF/VEGFR2 induzem o aumento dos processos
angiogénicos. Estes mecanismos sdo: (A) ativacdo de outros fatores de crescimento (FGF, PIGF,
angiopoietinas); (B) aumento da cobertura de pericitos; (C) resisténcia a hipoxia; (D) recrutamento de
células progenitoras derivadas da medula éssea; e (E) aumento do carater invasivo do tumor.
Imagem adaptada de SIMON; GAGLIANO; GIAMAS, Trends in Molecular Medicine (2017).

Para combater essa resisténcia adaptativa dos tumores, outras proteinas
e vias angiogénicas devem ser levadas em consideracdo ao se pensar em terapias
antitumoral. Varias moléculas proteicas tém sido descritas como fatores naturais
antiangiogénicos, como por exemplo, as desintegrinas e as desintegrinas-similes
(familias proteicas derivadas de peconhas de serpentes), as quais inibem a
angiogénese via ligacdo em integrinas (FOLKMAN, 2002; RAMOS et al., 2007,
MOMIC et al., 2014; CHUNG et al., 2017).
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1.3 INTEGRINAS

Em adicdo a ativacdo do receptor VEGFR2, a promocao da angiogénese
também depende da participacdo de outra classe de receptores de superficie, as
integrinas, as quais ativam vias de sinalizacdo intracelulares que se cruzam com as
desencadeadas pela ativacdo do eixo VEGF/VEGFR2 (CHEN et al., 2016b; HEITZIG
et al., 2017).

As integrinas sdo uma familia de receptores de superficie que englobam
glicoproteinas transmembrana heterodiméricas compostas por subunidades a e
gue conectam proteinas da MEC, como colagenos, laminina, fibronectina e
vitronectina ao citoesqueleto de actina das células (Figura 8A) (SENGER et al.,
2002; MAHABELESHWAR et al.,, 2007; BRIZZI; TARONE; DEFILIPPI, 2012;
FRANCESCHI et al., 2015; KRAYEM et al., 2018). Ao todo existem 18 subunidades
a e 8 subunidades B que se combinam perfazendo 24 diferentes integrinas (Figura
8B) (AVRAAMIDES; GARMY-SUSINI; VARNER, 2008). Estas glicoproteinas séo
compostas por um dominio extracelular longo (750-1000 aminoé&cidos), uma regiao
transmembrana e um dominio citoplasmético curto (20-75 aminoacidos)
(SCHNITTERT et al., 2018; ALDAY-PAREJO; STUPP; RUEGG, 2019). Além de se
ligarem aos componentes da MEC, as integrinas também interagem com outras
células (via moléculas de adesao intercelular), ligantes soluveis (VEGF, FGF-1,
angiopoietinas, TGF-), proteinas de peconhas de serpentes, proteinas bacterianas,
polissacarideos fungicos, virus e polifendis (LAFOYA et al., 2018; ALDAY-PAREJO,;
STUPP; RUEGG, 2019) (Figura 8B).
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Figura 8 — Visao geral das integrinas
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A, Imagem representativa de integrinas, heterodimeros compostos por uma subunidade a e uma
subunidade B, que conectam a célula aos componentes da matriz extracelular (MEC) como o
coldgeno, a laminina, a fibronectina e a vitronectina. Cada subunidade é composta por um dominio
extracelular, uma regido transmembrana e um dominio intracelular. B, Vinte e quatro diferentes
integrinas sdo descritas na literatura. O circulo interno retrata os heterodimeros agrupados em
familias de acordo com seu perfil classico de ligagdo a MEC: ai1f1, 021, aiof1, a1 (receptores de
colageno); asB1, asP1, asP4, a7B1 (receptores de laminina); asf1, asPi, aaP7, aeP7, aoP2, a2, amP2, oxP2
(receptores de leucocitos) e asBi, asPi, avP1, avBz, avPs, avBs, avPs, Pz (ligantes de RGD). Os demais
ligantes das integrinas estdo listados dentro do circulo externo e englobam fatores de crescimento,
hormdnios, proteinas de peconhas de serpentes, proteinas bacterianas, polissacarideos fungicos,
virus e polifendis. Imagens adaptadas de AVRAAMIDES; GARMY-SUSINI; VARNER, Nature Reviews
Cancer (2008) e LAFOYA et al., International Journal of Molecular Sciences (2018).

A transducéo de sinal das integrinas ocorre de forma bidirecional através
da membrana plasmatica, acarretando em mudancas conformacionais em suas
subunidades a e 3, as quais passam de um estado inativo (fechado) para um estado
ativo (aberto) (Figura 9) (ALDAY-PAREJO; STUPP; RUEGG, 2019; PELAEZ et al.,
2019). Dois adaptadores citoplasmaticos, talina e quindlina, em associacdo com a
proteina citoesquelética paxilina, se ligam ao dominio intracelular da subunidade
(sinalizacdo “de dentro para fora” ou inside-out), ativando-a e promovendo uma
conexdo com o citoesqueleto de actina da célula (ALDAY-PAREJO; STUPP;
RUEGG, 2019; BACHMANN et al., 2019). Integrinas ativas tém alta afinidade pelos
componentes da MEC, e passam a se associar, formando agrupamentos de
integrinas (clusters) nas membranas celulares que estabilizam a interagdo célula-
matriz. Como resultado, sinais extracelulares sao traduzidos através das integrinas

para dentro das células (sinalizagdo de “fora para dentro” ou outside-in)
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(BACHMANN et al.,, 2019; JANG; BENINGO, 2019). Essa ativacdo recruta o
adessomo, um complexo contendo inUmeras quinases e proteinas citoesqueléticas,
responsaveis pela inducdo de diversas vias durante as angiogéneses fisioldgica e
tumoral (Figura 9) (HAMIDI; IVASKA, 2018; PELAEZ et al., 2019).

A complexa e dindmica maquinaria associada as integrinas regula a
sobrevivéncia, a proliferacdo, a migracdo e a adesdo de células endoteliais e
tumorais, além dos mecanismos de apoptose e anoikis (resisténcia a morte celular
por desadesdo) (SEGUIN et al., 2014; CRUZ DA SILVA et al., 2019; KECHAGIA;
IVASKA; ROCA-CUSACHS, 2019). Ademais, integrinas ativas sao constantemente
endocitadas da superficie celular e podem continuar sinalizando de dentro dos
endossomos (sinalizagdo “de dentro para dentro” ou inside-in) (Figura 9) (HAMIDI,
IVASKA, 2018; KECHAGIA; IVASKA; ROCA-CUSACHS, 2019).

Figura 9 — Ativacao e sinalizagdo das integrinas
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As integrinas apresentam diferentes estados conformacionais: uma forma inativa (fechada) com baixa
afinidade por componentes da matriz extracelular (MEC) e uma forma ativa (aberta) com capacidade
de transducao de sinais apés interacdo com a MEC. A associa¢éo integrina-MEC leva a formacéo de
um cluster de integrinas na membrana plasmatica das células, recrutando o adessomo (sinalizacéo
‘de fora para dentro’). Integrinas também respondem a sinais ‘de dentro para fora’, no qual GTPases
ativam o adaptador citoplasmatico talina, o qual se liga a subunidade 8 da integrina, promovendo uma
conexao com o citoesqueleto de actina da célula. Uma terceira sinalizagéo, ‘de dentro para dentro’
ocorre quando as integrinas sdo endocitadas e continuam sinalizando nos endossomos. Imagem
adaptada de HAMIDI; IVASKA, Nature Reviews Cancer (2018).
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As integrinas regulam n&o apenas 0S passos iniciais da cascata
angiogénica (proliferagdo, migracdo e adesdo), mas também as etapas finais do
processo, incluindo a tubulogénese e a polaridade das células endoteliais para a
formacdo do lumen vascular (LIEKENS; DE CLERCQ; NEYTS, 2001). Além disso,
elas participam do tr&fego endossomal do VEGFR2 (BRIZZI; TARONE; DEFILIPPI,
2012).

Muitas vias reguladas pelas integrinas também s&o ativadas por
receptores de fatores de crescimento como o VEGFR2, indicando a existéncia de
um crosstalk integrina/VEGFR2 nas células endoteliais, o qual estimula o processo
angiogénico (CARMELIET; JAIN, 2011; ALDAY-PAREJO; STUPP; RUEGG, 2019).
O crosstalk mais bem estudado diz respeito ao do receptor angiogénico com a
integrina avBs (SOMANATH; CIOCEA; BYZOVA, 2009; SOMANATH; MALININ;
BYZOVA, 2009). Entretanto, a dele¢cdo dos genes av e B3 tiveram pouco impacto no
desenvolvimento da angiogénese, suprimindo a angiogénese tumoral apenas
qguando o tratamento foi realizado antes da implantacdo de tumores (STERI et al.,
2014). Além disso, o cilengitide, peptideo inibidor da integrina avBs, estimulou a
angiogénese in vitro, tendo resposta contraria a esperada (ALDAY-PAREJO;
STUPP; RUEGG, 2019). Devido a estes resultados insatisfatorios, o estudo do
crosstalk do VEGFR2 com outras integrinas € de fundamental importancia e, nesse

quesito, a familia de integrinas 31 tem sido um alvo interessante e promissor.

1.3.1 A Familia B1 e a Integrina azf:

A familia de integrinas 1 contém os principais receptores que medeiam a
ligacdo das células aos colagenos (aifi, azPfi, aiofi e aiifi), considerados os
arcaboucos ideais para promoc¢ao de angiogénese in vitro (GHATAK et al., 2016;
CHUNG et al., 2017; JANG; BENINGO, 2019). Em particular, a integrina azp1 €
expressa em plaquetas, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, se ligando com
alta afinidade ao colageno tipo 1 (COL1), auxiliando na migracéo e proliferacdo de
células endoteliais e na formacao de vasos, etapas cruciais do processo angiogénico
(GHATAK et al., 2016; CHUNG et al., 2017; KRAYEM et al., 2018). Ademais, a azB:1
também pode interagir com o colageno tipo 4 (COL4), s6 que com uma menor
afinidade (Figura 10) (CASAL; BARTOLOME, 2018).
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Figura 10 — A integrina a2p1

A integrina azB:1 se liga com alta afinidade ao colageno tipo 1, mas também pode interagir com o
colageno tipo 4. Imagem adaptada de CASAL; BARTOLOME, Biochimica et Biophysica Acta —
Reviews on Cancer (2018).

Expresséo elevada da integrina az@1 tem sido associada ao carcinoma de
pele e ao cancer de prostata, e no intestino, altas quantidades de azp1 sao
encontradas em células progenitoras em diferenciacdo (CASAL; BARTOLOME,
2018). A integrina a2 foi identificada como a unica ligante de COL1 em plaquetas,
tendo papel importante na deposicao de coladgeno em artérias danificadas (HE et al.,
2003).

Com relacdo ao processo angiogénico, sabe-se que a estimulacdo de
células endoteliais pelo VEGF aumenta a expressdo da integrina a2f1 com
conseguinte ativacado de vias de sinaliza¢do responsaveis por migracao, proliferacédo
celular e tubulogénese (SENGER et al., 2002; SABHERWAL et al., 2006; MACEDO;
FOX; CASTRO, 2015; CHUNG et al., 2017). Altos niveis da subunidade (1 foram
encontrados em amostras de tumores de pacientes resistentes ao bevacizumabe
(anticorpo  monoclonal bloqueador de VEGF), niveis estes que foram
correlacionados a resisténcia tumoral em terapias antiangiogénicas (JAHANGIRI,
AGHI; CARBONELL, 2014). In vivo, a expressdo da integrina azB1 foi estimulada
pela angiogénese induzida por VEGF, e uma grande quantidade da integrina foi
observada em brotos capilares em formacgédo (GHATAK et al., 2016).

Antagonistas da integrina azB1 drasticamente inibem a angiogénese
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dirigida pelo VEGF, blogueando o processo metastatico, o que evidencia a
existéncia de um ‘crosstalk’ entre esta integrina e o VEGFR2 (SILVA et al., 2008;
WALSH et al.,, 2012; MACEDO; FOX; CASTRO, 2015; GHATAK et al., 2016;
CHUNG et al., 2017). Anticorpos bloqueadores de a231 se mostraram importantes no
tratamento da angiogénese tumoral em carcinoma de pele e experimentos in vitro
demonstraram que a capacidade do VEGF de estimular a via de ERK 1/2 depende
dessa integrina (METTOUCHI; MENEGUZZI, 2006). Assim sendo, a utilizacdo de
bloqueadores/inibidores da integrina o2B1 representa uma potencial estratégia
terapéutica para o tratamento da angiogénese associada ao cancer, dando énfase
ao uso das desintegrinas-similes advindas de metaloproteinases de peconhas de
serpentes (FOLKMAN, 2002; SABHERWAL et al.,, 2006; CHUNG et al., 2017;
RABELO et al., 2019).

1.4 METALOPROTEINASES DE PECONHAS DE SERPENTES (SVMP)

As metaloproteinases de peconhas de serpente (SVMPS) sdo enzimas
zinco-dependentes, pertencentes a familia das reprolisinas, que apresentam uma
ampla gama de atividades biolégicas (inibicdo de agregacao plaquetaria, ativacao de
protrombina e de fator X, além de atividades fibrinogenolitica, fibrinolitica, apoptética
e hemorragica) (FOX; SERRANO, 2009; DA CUNHA; MARTINS, 2012; HERRERA
et al., 2015). Podem ser classificadas em trés classes (P-I a P-IIl) de acordo com seu
tamanho (massa molar) e sua organizacao estrutural (Figura 11) (FOX; SERRANO,
2008, 2009). As SVMPs da classe P-la (20-30 kDa) contém apenas o dominio
metaloproteinase apds processamento proteolitico da pré-enzima, o qual inclui a
sequéncia conservada de aminoacidos HEXXHXXGXXH ligante de zinco, seguida
do motivo “Met-turn” conservado (SANCHEZ et al., 2003; DA SILVA et al., 2012;
HERRERA et al., 2015). As enzimas da classe P-Il (30-60 kDa; subclasses P-lla, P-
lIb, P-lic, P-lid e P-lle) contém o dominio metaloproteinase seguido de um dominio
desintegrina adicional, o qual apresenta a sequéncia adesiva X/RGD
(variavel/arginina-glicina-aspartato) e pode ser liberado apdés processamento da
forma precursora (FOX; SERRANO, 2008; DA SILVA et al., 2012; HERRERA et al.,
2015). Ja as SVMPs da classe P-Ill (60-100 kDa; subclasses P-llla, P-lllb e P-llic)

englobam proteinas com o dominio metaloproteinase seguido de um dominio
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desintegrina-simile contendo a sequéncia adesiva D/ECD (aspartato/glutamato-
cisteina-aspartato), e um dominio rico em cisteina (FOX; SERRANO, 2008;
MARKLAND; SWENSON, 2013). A subclasse P-Illld contém enzimas com a estrutura
padrdao de uma P-Ill e dois dominios adicionais tipo lectina-C conectados por pontes
dissulfeto (FOX; SERRANO, 2008; TERRA et al, 2009). O processamento
proteolitico da classe P-lll libera os dominios desintegrina-simile e rico em cisteina
(fragmentos DC) (HERRERA et al., 2015). Os pro-dominios existentes em todas as
formas precursoras das SVMPs estao associados com o estado latente das enzimas
durante sua maturacédo (Figura 11) (TAKEDA,; TAKEYA; IWANAGA, 2012).

Figura 11 - Classificacdo das metaloproteinases de peconhas de serpentes (SVMPS)
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As SVMPs podem ser classificadas em trés classes: P-l (20-30 kDa) contendo apenas o dominio
metaloproteinase apds processamento proteolitico, P-Il (30-60 kDa) contendo o dominio
metaloproteinase e um dominio desintegrina adicional (X/RGD) que pode ser liberado apds
processamento da forma precursora e P-lll (60-100 kDa) englobando proteinas com o dominio
metaloproteinase seguido de um dominio desintegrina-simile (D/ECD) e um dominio rico em cisteina.
O processamento da classe P-lll libera fragmentos DC (desintegrina-simile/rico em cisteina). Os
pontos de interrogacdo na figura indicam que o produto processado nao foi identificado na pecgonha.
P = predominio; Pro = pr6-dominio; E = espacador; Des = desintegrina; Des-simile = desintegrina-
simile; Rico-cis = rico em cisteina; Lec = lectina. Imagem adaptada de FOX; SERRANO, The FEBS
Journal (2008).

As SVMPs induzem principalmente hemorragia local e sistémica ao
afetarem diretamente as células endoteliais e suas interacbes com proteinas da
MEC (fibronectina, laminina, COL1 e COL4) (TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012;
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MARKLAND; SWENSON, 2013; GUTIERREZ et al., 2016). Além disso, elas causam
mio- e dermonecrose, edema, coagulopatias e rompimento da lamina basal celular,
sendo consideradas proteinas pré-inflamatérias que possuem atividade
fibrin(ogen)olitica e apoptdtica (DE AVILA et al.,, 2011; DE MORAIS et al., 2013;
MARKLAND; SWENSON, 2013; GUTIERREZ et al., 2016). A maioria das peconhas
de serpentes viperideas (familia Viperidae) é composta por pelo menos 30% de
metaloproteinases, indicando a grande importancia dessa familia proteica durante o
envenenamento ofidico (TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012; DE PAULA et al.,
2014).

1.5 DESINTEGRINAS

As desintegrinas sdo uma familia de proteinas pequenas, ndo enzimaticas
e ricas em cisteinas, derivadas do processamento proteolitico de P-II SVMPs
(TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012; MACEDO; FOX; CASTRO, 2015). Elas
modulam o0s processos de adesdo e migracado celular, apoptose, agregacao
plaguetaria e angiogénese, e apresentam em sua estrutura uma alca saliente na
porcdo C-terminal com uma sequéncia tripeptidica conservada que interage no sitio
de ligacéo das integrinas, bloqueando as funcdes destes receptores transmembrana,
agindo como potentes antagonistas (CESAR et al., 2018; LAZAROVICI,
MARCINKIEWICZ; LELKES, 2019).

Atualmente, as desintegrinas podem ser divididas em quatro grupos de
acordo com seu tamanho e numero de pontes dissulfeto: (a) desintegrinas pequenas
(41-51 residuos de aminoacidos e quatro pontes dissulfeto); (b) desintegrinas
médias (~70 residuos de aminoacidos e seis pontes dissulfeto); (c) desintegrinas
grandes (84 residuos de aminoacidos e sete pontes dissulfeto) e (d) desintegrinas
homo e heterodiméricas (~67 residuos de aminoacidos e seis pontes dissulfeto
(CALVETE et al.,, 2003; CESAR et al.,, 2018; LAZAROVICI; MARCINKIEWICZ;
LELKES, 2019). Funcionalmente, elas sao divididas em trés grupos de acordo com
as integrinas pelas quais tém afinidade e pela presengca de motivos ativos
especificos: (a) desintegrinas monoméricas que contém o motivo RGD ou similares
(KGD, MVD, MGD e WGD) e interagem com as integrinas ainf3, ovps, avBs, avps,

avPBs, asP1 e asPi; (b) desintegrinas heterodiméricas com motivo MLD e similares
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(LDV e LEV) que interagem com as integrinas asf1, asP1, aaf7, asf1, asPi, asP1, a7Pu,
apP2, aLPz, amP2 e axPBz; e (c) desintegrinas pequenas com motivo R/KTS, potentes
inibidores seletivos da integrina aif: (ANGULO et al., 2014; MACEDO; FOX;
CASTRO, 2015). Os aminoacidos adjacentes ao motivo tripeptidico e a posicado das
pontes dissulfeto sdo fatores que determinam a conformacdo e a afinidade das
desintegrinas por seus ligantes (ANGULO et al., 2014).

Estudos demonstraram que as desintegrinas tém a capacidade de inibir a
adesdo de células tumorais aos diversos componentes da MEC, tendo efeitos
antitumorais e antiangiogénicos promissores e com uma ampla gama de aplicacdes
terapéuticas (TRIKHA et al., 1994; YANG et al., 2005). Como exemplos, temos: a
desintegrina recombinante salmosina (Agkistrodon halys brevicaudus) que inibiu a
angiogénese no modelo de membrana corioalantéica de ovo de galinha (KANG;
LEE; KIM, 1999); a acutina (Agkistrodon acutus) que inibiu a adesédo de células
endoteliais aos componentes da MEC e diminuiu a formacao de tubulos in vitro
(YEH; PENG; HUANG, 1998); a desintegrina homodimérica contortrostatina
(Agkistrodon contortrix) que inibiu a invasdo de células tumorais e endoteliais in vitro,
interrompendo a angiogénese induzida por FGF-1 e VEGF (SWENSON et al., 2005);
a desintegrina quimérica vicrostatina (juncdo da parte C-terminal da desintegrina
equistatina com a sequéncia da desintegrina contortrostatina) que interferiu na
invasdo de células endoteliais e na tubulogénese (MINEA et al., 2010), e a
desintegrina recombinante DisBa-01 (Bothrops alternatus) que diminuiu a expresséao
de VEGF e de seus receptores VEGFR1-2 em células HMEC-1 e interferiu no
crosstalk avB3/VEGFR2 em HUVECs, suprimindo o processo angiogénico
(MONTENEGRO et al., 2012; DANILUCCI et al., 2019).

1.6 DESINTEGRINAS-SIMILE

As desintegrinas-simile presentes em peconhas de serpentes sao
pequenas proteinas ricas em cisteinas que ndo possuem atividade enzimatica e sao
obtidas a partir do processamento proteolitico de P-lll SYMPs (MACEDO; FOX;
CASTRO, 2015). Elas contém o motivo tripeptidico conservado D/ECD que se liga
especificamente a integrina a2B1, inibindo sua interagdo com o COL1 e

consequentemente interferindo nos processos de adesao, proliferagcédo e migracao
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celular (SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2005; FOX; SERRANO, 2008; MACEDO;
FOX; CASTRO, 2015). O termo ‘desintegrina-simile’ & utilizado para diferenciar este
tipo de proteina das desintegrinas derivadas do processamento de P-ll SVMPs, as
quais possuem o0s motivos tripeptidicos RGD, KGD, WGD, VGD, MGD, RTS e KTS
(descricao no item 1.5) (LU et al., 2005).

Estudos utilizando anticorpos monoclonais bloqueadores dos dominios
desintegrina-simile/rico em cisteina (dominios DC) mostraram que a P-lll SVMP
jararagina (Bothrops jararaca) se liga a integrina azp31 por meio de uma regiao hiper-
variavel C-terminal contida em seu dominio rico em cisteina, enquanto que um
motivo especifico dentro do dominio desintegrina-simile é responsavel por sua
ligacdo ao COL1 da MEC e pela maior parte de suas atividades biol6gicas
(TANJONI et al.,, 2003, 2010; MOURA-DA-SILVA et al.,, 2008). J4 o estudo
cristalografico da P-lll SVMP bothropasina (Bothrops jararaca) mostrou, por meio de
sua estrutura cristalogréfica, que seu dominio desintegrina-simile se liga a integrina
021, enquanto que o seu dominio rico em cisteina reconhece proteinas alvo como o
COL1 (MUNIZ et al., 2008).

E interessante ressaltar, que a interacdo de desintegrinas-simile com a
integrina a2B1 pode promover uma resposta antagonista, com o bloqueio das
funcdes da integrina, ou até mesmo uma resposta agonista, com a inducdo de vias
de sinalizacdo mediadas pelos receptores transmembrana (MOURA-DA-SILVA,
BUTERA; TANJONI, 2007). A alternagina-C, proteina utilizada neste trabalho, é uma
desintegrina-simile P-lllb que foi descrita pela primeira vez em 2000 por Souza e
colaboradores (SOUZA et al., 2000).

1.6.1 Alternagina-C (ALT-C)

A Alternagina-C (ALT-C) € uma proteina desintegrina-simile, rica em
cisteina, com massa molecular de 29 kDa e sequéncia adesiva ECD (SOUZA et al.,
2000). Ela € obtida a partir da purificacdo proteica da peconha da serpente Bothrops
alternatus (popularmente conhecida como urutu), espécie que pode ser encontrada
no Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (OHLER et al., 2010; NOGUEIRA JUNIOR
et al., 2019).

A ALT-C é sintetizada como uma forma precursora (alternagina, uma
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SVMP da classe P-lll) contendo um dominio metaloproteinase, o qual é liberado
apos processamento proteolitico, obtendo-se assim uma proteina com apenas 0s
dominios desintegrina-simile e rico em cisteina (proteina DC) (SOUZA et al., 2000).
Ela é capaz de se ligar a integrina azB1, inibindo a adeséo de células sadias e
tumorais ao COL1 da matriz extracelular (SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2005). A
constante de dissociacdo da ALT-C em relacdo a azB1 (K¢ = 1,4 uM) foi determinada
por ensaio de ressonancia plasmonica de superficie e confirmou a interacdo entre a
proteina e essa integrina (MORITZ et al., 2018).

A figura 12 indica os principais resultados obtidos com a ALT-C até o
presente momento (2000-2019), incluindo diversos trabalhos promovidos pelo nosso
grupo de pesquisa (Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular — LBBM), os
quais elucidam o importante papel desta desintegrina-simile nos processos de

adeséao, migracao, quimiotaxia, angiogénese, vascularizacéo e miogénese.

Figura 12 — Linha do tempo da ALT-C
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2000: descoberta da desintegrina-simile ALT-C, a qual foi purificada da pegonha da serpente
Bothrops alternatus (SOUZA et al., 2000); 2003: estudo mostrando a indugdo de neutréfilos humanos
pela ALT-C (in vitro) (MARIANO-OLIVEIRA et al.,, 2003); 2004: ALT-C (5 nM) tem efeito
proangiogénico (COMINETTI et al., 2004); 2005: artigo de revisdo da ALT-C mostrando suas
propriedades na inibicdo da adesdo de células sadias e tumorais ao COL1 da MEC ao inibir a
integrina az2Pf1 (SELISTRE-DE-ARAUJO et al.,, 2005); 2007: modelo de plugue de matrigel em
camundongos nude mostrou que a ALT-C (10-100 ng) promove a angiogénese (RAMOS et al., 2007);
2008: ALT-C (100 ng) tem potencial no reparo tecidual (in vivo) (SANT'ANA et al., 2008); 2009: ALT-
C aumenta a viabilidade de mioblastos murinos, tendo papel durante a miogénese (MESQUITA-

FERRARI et al., 2009); 2016: ALT-C (0,5 mg/kg) promove melhoras na performance cardiaca de
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peixes (in vitro) (MONTEIRO et al., 2016); 2017: ALT-C (0,5 mg/kg) aumenta a vascularizacdo no
figado de peixes (in vitro) (MONTEIRO et al., 2017); 2018:; a constante de dissociacdo da ALT-C em
relagdo a integrina az2p1 (K¢ = 1,4 pM) mostrou sua alta afinidade pela integrina (MORITZ et al., 2018);
2019: ALT-C tem potencial uso no tratamento de disfungdo contratil cardiaca e isquemias
(MONTEIRO et al., 2019); 2019: ALT-C (10-1000 ng) inibiu a angiogénese e a resposta inflamatéria in
vivo (RABELO et al., 2019).

Estudos quimiotaticos e imunocitoquimicos mostraram que a ALT-C (100
nM) induz a quimiotaxia de neutréfilos humanos in vitro, promovendo o aumento da
fosforilacdo de FAK e de PI3K associada (MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). A FAK
fosforilada ativa a transducéo de sinal da integrina o281, culminando num aumento
do conteudo de actina-F, indicando um papel agonista da desintegrina-simile
(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). Tratamentos com 50 a 100 nM da proteina
também foram capazes de aumentar a viabilidade de mioblastos murinos apés 48
horas de incubacédo, sugerindo um papel de importancia para a desintegrina-simile
durante a miogénese (MESQUITA-FERRARI et al., 2009). Além disso, a ALT-C
modula a angiogénese de maneira dose-dependente in vitro e in vivo, tendo efeitos
pro- e antiangiogénicos em baixas e altas concentragfes, respectivamente
(COMINETTI et al., 2004; RAMOS et al., 2007; SANT’ANA et al., 2008).

ALT-C (5 nM) aumentou a expressdo génica do proangiogénico VEGF em
fibroblastos humanos, além de promover a proliferacdo de HUVECs e ativar a
fosforilacdo da via Akt/PKB (quinase serina-treonina/proteina quinase B) envolvida
na promocao de angiogénese (COMINETTI et al., 2004). Em modelo de plugue de
matrigel em camundongos nude, ALT-C (10 e 100 ng) induziu a migracao de células
endoteliais assim como a formacado de novos vasos, além de aumentar a expressao
génica de VEGFR2 apos 48 horas na concentracédo de 10 nM (RAMOS et al., 2007).
O mesmo estudo mostrou que a desintegrina-simile na concentragcdo de 1000 ng
tem efeito oposto, inibindo a migracao de células endoteliais e a formacédo de vasos,
possuindo potente resposta antiangiogénica (RAMOS et al., 2007). Ja em modelo de
leséo tecidual em pele de ratos machos Wistar, ALT-C (60 e 100 ng) aumentou tanto
as densidades de fibroblastos e de vasos sanguineos quanto os niveis proteicos de
VEGF, além de promover a deposi¢cado de COL1, acelerando o processo inflamatorio,
resultados que indicam que a desintegrina-simile pode ser utilizada em tratamentos
de reparo tecidual (SANT'ANA et al., 2008, 2011).

Estudos com peixes Hoplias malabaricus (traira) mostraram que a ALT-C

(dose de 0,5 mg/kg; via intra-arterial) promove melhoras na performance cardiaca in
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vitro ao aumentar os niveis de VEGF do miocardio, além de estimular a angiogénese
cardiaca em condi¢cdes de hipoxia (3% de O2) sem deposicdo de colageno ou
presenca de fibrose, dados que sugerem a aplicacdo da proteina em terapias
voltadas para o tratamento de disfuncéo contratil cardiaca e isquemias (MONTEIRO
et al., 2016, 2019). Estudo posterior utilizando o mesmo modelo animal e mesmas
condi¢cdes experimentais ressaltou que a ALT-C também é capaz de aumentar a
vascularizacédo no figado ao elevar a producdo de VEGF neste 6rgdo (MONTEIRO
et al.,, 2017). O tratamento com a desintegrina-simile promoveu uma melhora na
atividade de enzimas hepaticas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase) quando comparado ao grupo controle, diminuindo o dano
oxidativo no figado das trairas (MONTEIRO et al., 2017).

Com relacdo aos efeitos antiangiogénicos da ALT-C, estudos mostraram
gue a desintegrina-simile € capaz de interferir na promocao de angiogénese tanto in
vitro quanto in vivo. ALT-C (10, 100 e 1000 nM) diminuiu os niveis proteicos de
MMP-2 (metaloproteinase de matriz 2) em células endoteliais microvasculares
humanas (HMEC-1), interferindo no processo angiogénico jA que esta
metaloproteinase de matriz esté intimamente envolvida na formacdo de novos vasos
sanguineos (MORITZ et al., 2018). In vivo, a ALT-C (10, 100 e 1000 ng) inibiu tanto
a angiogénese quanto a resposta inflamatéria induzida por discos de esponjas
inseridos na regidao dorsal de camundongos balb/c (RABELO et al.,, 2019). A
desintegrina-simile foi capaz de reduzir o conteido de hemoglobina, o nUmero de
mastocitos e de vasos sanguineos nas esponjas, além das concentracfes de VEGF
e FGF-1 (RABELO et al., 2019).

Contudo, apesar destes resultados prévios, o mecanismo de acdo da
ALT-C em células endoteliais e nas vias ativas durante a angiogénese nao foi
totalmente abordado. Assim sendo, o presente trabalho visa avaliar o efeito
antiangiogénico da ALT-C apoés inibicdo da integrina azB1 e sua interferéncia no
crosstalk a2p1/VEGFR2.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

A inibicdo da integrina az2B1 pela ALT-C (1000 nM) pode interferir no

crosstalk da integrina com o receptor VEGFR2, abolindo a angiogénese.

2.2 OBJETIVO GERAL

Estudar os mecanismos moleculares da ag¢do antiangiogénica da ALT-C

em células endoteliais humanas.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencao da desintegrina-simile ALT-C altamente purificada por meio de
técnicas cromatogréficas.

- Verificar as possiveis mudancas morfolégicas promovidas pela acéo
antiangiogénica da ALT-C em células endoteliais humanas utilizando-se de
microscopia de fluorescéncia.

- Analisar a adesdo, a viabilidade, a migracdo e a tubulogénese sob
estimulacdo do VEGF e tratamento com ALT-C.

- Avaliar os efeitos da ALT-C no conteudo proteico de azB1 e VEGFR2 em
células endoteliais humanas.

- Avaliar os efeitos da ALT-C na fosforilacdo de a2B1 e VEGFR2 em
células endoteliais humanas.

- Analisar as principais vias de sinalizacdo angiogénicas (ERK 1/2, PI3K,
FAK-Src e paxilina) na presenca de ALT-C e de VEGF.

- Avaliar os efeitos da ALT-C no conteddo proteico de marcadores

autofagicos (LC3B e Beclin-1) na presenca de VEGF.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DA ALT-C

A ALT-C, o dominio desintegrina-simile processado da SVMP alternagina,
foi purificada da peconha da serpente Bothrops alternatus (lote 02/06 doado pelo
Instituto Butantan; 3361,9 mg) por meio de dois passos cromatograficos de exclusao
molecular (coluna Hiload® 16/600 Superdex® 200 pg; GE Healthcare, Chicago, IL,
EUA) seguidos por uma cromatografia de troca ani6nica (coluna Mono Q® 5/50 GL;
GE Healthcare) como descrito previamente (SOUZA et al., 2000). A quantificacédo
proteica foi realizada por método do acido bicinconinico (BCA) seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante (Pierce™ BCA Protein Assay; Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA). A atividade biol6gica da ALT-C foi determinada através de ensaio de
inibicdo da adesdo celular ao COL1 utlizando-se de células humanas
eritroleucémicas K-562 transfectadas com a integrina o281 de acordo com Souza e
colaboradores (SOUZA et al., 2000).

3.2 VERIFICACAO DA PUREZA DA ALT-C POR ENSAIO DE ZIMOGRAFIA

A zimografia consiste em um método sensivel para medida de atividade
enzimatica apoés eletroforese proteica. Essa atividade € determinada pelo nivel de
degradacéo do substrato copolimerizado no gel, no caso a gelatina (G8150-500G,;
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Aliquotas da ALT-C purificada (duplicata, 20
pg cada) foram resolvidas em gel de poliacrilamida 10% contendo 0,1% de gelatina.
Aliquotas dos picos da cromatografia em gel filtracdo contendo proteases foram
utilizadas como controle positivo do ensaio. O gel foi lavado duas vezes com 2,5%
de Triton X-100 (20 minutos cada) e incubado por 18 horas em tampéao de Tris 50
mM (pH 8) acrescido de 5 mM de CaClz, 0,02% de NaNs3 e 10 mM de ZnClz. No dia
seguinte, o gel foi corado com azul de Coomassie e descorado com solucdo de
acido acético e metanol em agua (1:4:5), revelando as bandas cuja intensidade esta
relacionada com a quantidade de substrato degradado na reacéo de protedlise. No
ensaio realizado, espera-se a auséncia de bandas nas aliquotas da ALT-C,

indicativo da eficiéncia da purificacéo da desintegrina-simile.
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3.3 MARCACAO DA ALT-C COM O FLUOROFORO ALEXA FLUOR®-546

Para realizacdo dos experimentos de co-localizacdo e de adesédo de
HUVECs a diferentes proteinas da matriz extracelular, a ALT-C purificada foi
marcada com o fluoréforo Alexa Fluor®-546 (A2002; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
diluido em N,N-Dimetilformamida livre de ions (DMF), seguindo instru¢cdes do
fabricante (Invitrogen). Brevemente, 500 pg de ALT-C foram microdialisados em
tampéo de bicarbonato de sodio 0,1 M (pH 8,4) por 30 minutos e incubados com 5
uL de fluoréforo Alexa Fluor® 546 (A2002; Invitrogen) por 1 hora em agitacdo no
escuro (temperatura ambiente). O excesso de fluoréforo foi removido por meio de
purificacdo cromatogréfica utilizando-se coluna de gel filtracdo Sephadex G-25
(17003301; GE Healthcare) previamente equilibrada com solugdo tampéao fosfato
(PBS, phosphate buffer solution). A concentracdo de ALT-C marcada com Alexa
Fluor®-546 foi determinada no espectrofotdmetro SpectraMax I13x (absorbancia 280
nm; Molecular Devices, San José, CA, EUA) utilizando-se o protocolo de leitura
‘Endpoint’ do software Softmax Pro (versdo 6.4). Posteriormente foi realizado o
seguinte calculo para corre¢cdo da contribuicdo do fluoréforo na absorbéncia da
proteina (em mg/mL):

[ALT-C marcada] = Amaximo X A2so / Fator de Corre¢édo (FC)maximo

Sendo,
Amaximo = 1 mg/mL
A280 = Absorbancia lida — FC do fluoréforo (0,12 unidades para Alexa Fluor®-546)

FCmaximo = 1,4 unidades para 1mg/mL de proteina

Em seguida, calculou-se a molaridade da desintegrina-simile por meio da
formula a seguir:
Cattc=m/MMxV
Onde,
CaLt-c = Concentracao Molar da proteina
m = massa em gramas (g)
MM = massa molecular da proteina em Daltons (Da)

V = volume em litro (L)
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Para verificagcdo da marcacédo da ALT-C, HUVECs (5 x 10%/poco) foram
plagueadas em placas pretas (fundo transparente) de 96 pocos (Greiner Bio-one®)
recobertas com uma fina camada de COL1 (1,5 yg/cm?; BD Biosciences) em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) contendo soro fetal bovino a 10% (FBS, fetal bovine
serum; Nutricell, Campinas, SP, Brasil) e incubadas overnight a 37 °C, 5% CO2. No
dia seqguinte, as células foram tratadas por 15 minutos com 1000 nM de ALT-C
marcada com Alexa Fluor®-546 e fixadas por 10 minutos com 4% de
paraformaldeido. Os nucleos celulares foram marcados com o fluoréforo 4°,6'-
diamino-2-fenil-indol (DAPI; Thermo Scientific) por 10 minutos. Fotos foram obtidas
por meio do microscopio ImageXpress XLS System (Molecular Devices) em aumento
de 60x. O tempo de tratamento de 15 minutos com a ALT-C-AlexaFluor®-546 foi
baseado em experimentos prévios utilizando células HelLa (carcinoma de ovario

humano) (dados néo publicados pelo grupo de pesquisa LBBM).

3.4 CULTURA CELULAR

Células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC), obtidas da
ATCC (American Type Culture Collection, ATCC® CRL-1730, Manassas, VA, EUA),
foram cultivadas em meio DMEM (Vitrocell) suplementado com 10% de FBS
(Nutricell), estreptomicina (10 mg/mL; Vitrocell) e penicilina (10000 U.I/mL; Vitrocell)
e mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO: até confluéncia. As células foram
utilizadas entre as passagens 7 e 18 e subculturas foram obtidas por tratamento com
tripsina. Células humanas eritroleucémicas K-562 transfectadas com a integrina az1
foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI; Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de FBS (Nutricell), L-glutamina (Sigma-Aldrich),
estreptomicina (10 mg/mL; Vitrocell), penicilina (10000 U.I/mL; Vitrocell) e geneticina
(Sigma-Aldrich) e mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO:2 até confluéncia. A
contagem das células foi realizada antes dos experimentos para checagem da
viabilidade celular por meio de um contador automatico de células (TC20; Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) utilizando-se o corante azul de tripano (trypan blue) na
concentracdo de 0,4% seguindo protocolo fornecido pelo fabricante (Thermo

Scientific).
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3.5 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo foi realizada para a determinacdo do perfil das
integrinas o2 e (i1 na superficie celular de HUVECs, seguindo protocolo
preestabelecido pelo grupo de pesquisa LBBM. As células (1 x 10%poco) foram
incubadas por 1 hora a 4 °C com 1 ug de anticorpos primarios anti-integrina a2 (PE
Mouse anti-human CD49b 555669; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) e anti-
integrina B1 (P5D2 Mouse monoclonal 13590, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
EUA), lavadas com PBS e incubadas por 45 minutos a 4 °C no escuro com 1,5 uL de
anticorpo secundario conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, fluorescein
isothiocyanate, BD Biosciences). As HUVECs foram novamente lavadas com PBS,
centrifugadas por 7 minutos a 1500 rpm (rotacfes por minuto) e imediatamente

analisadas em citbmetro de fluxo Accuri™ C6 (BD Biosciences).

3.6 ENSAIO DE MORFOLOGIA CELULAR

Mudancas morfolégicas na linhagem HUVEC, promovidas pelo bloqueio
da integrina oazB1 pela ALT-C, foram visualizadas por meio de ensaio de
fluorescéncia. As células (8 x 10%/poco) foram diluidas em DMEM suplementado com
10% de FBS e plagqueadas em placas pretas (fundo transparente) de 96 pocos
(Greiner Bio-one®, Monroe, NC, EUA) previamente recobertas com COL1 (1,5
ug/cm?; BD Biosciences). No dia seguinte, as HUVECs foram tratadas com ALT-C
(1000 nM), VEGF (10 ng/mL; Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA) ou ambos em DMEM
suplementado com 0,5% de FBS seguindo periodos de incubacdo de 1 e 24 horas
em incubador a 37 °C, 5% CO2. Posteriormente, as células foram fixadas por 10
minutos com 4% de paraformaldeido, permeabilizadas por 5 minutos com 0,3% de
Triton X-100 e bloqueadas com 2% de albumina de soro bovino (BSA, bovine serum
albumin) em PBS por 30 minutos. Os nucleos celulares foram marcados com DAPI
(Thermo Scientific) e os citoesqueletos com o fluoroforo faloidina conjugado com
Alexa Fluor®-488 (A12379, Thermo Scientific) por 10 minutos. Imagens de todos os
grupos foram obtidas por meio do microscopio ImageXpress XLS System (Molecular
Devices, San José, CA, EUA) em aumento de 60x. Cinco sitios por grupo foram
escolhidos aleatoriamente para contagem do numero de filopédios das células

utilizando-se o software ImageJ Fiji (versdo 1.52g). As HUVECs também foram
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tratadas com 10 e 100 nM de ALT-C e com o anticorpo blogueador da integrina azf1
[P1E6] (10 pg/mL; ab24697; Abcam) por 1 hora e os ensaios morfoldgicos foram

realizados sob as mesmas condices experimentais descritas previamente.

3.7 ENSAIO DE CO-LOCALIZACAO

HUVECs (3 x 10%/poco) diluidas em DMEM suplementado com 10% de
FBS foram plaqueadas em sistema de lamina com oito camaras (Nunc™ Lab-TeK™
Chamber Slide System; Thermo Scientific) revestido com COL1 (1,5 pg/cm?; BD
Biosciences). No dia seguinte, as células foram incubadas por 15 minutos com 1000
nM de ALT-C marcada com o fluoréforo Alexa Fluor®-546 (A2002; Invitrogen) diluido
em DMF livre de ions, seguindo instrucbes do fabricante (Invitrogen).
Posteriormente, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido por 10
minutos e permeabilizadas por 1 hora com solucdo de blogueio contendo 1% de
BSA, 10% de soro de cabra e 0,3 M de glicina em 0,1% de Tween-PBS. Em
seguida, as HUVECs foram incubadas overnight com anticorpo primario anti-o2f31 (10
pug/mL; ab24697, Abcam, Cambridge, Reino Unido). No dia seguinte, as células
foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundéario anti-camundongo produzido
em cabra conjugado com Alexa Fluor®-488 (1:1000 goat polyclonal anti-mouse Alexa
Fluor®-488, ab150113, Abcam). Apos incubacdo, as camaras foram lavadas com
PBS e os nucleos celulares foram marcados com DAPI (Thermo Scientific) por 10
minutos. A montagem das laminas foi realizada utilizando-se o reagente ProLong™
Antifade (Thermo Scientific). Todos os grupos foram observados em microscopio
confocal Axio Observer LSM 780 (Zeiss, Jena, Thuringia, Alemanha) sob a mesma
intensidade de laser para os diferentes filtros utilizando-se o software ZEN BLACK
num aumento de 63x. O coeficiente de co-localizacdo de Manders’ foi determinado

por meio do plugin “Colocalization Threshold” do software ImageJ Fiji (verséo 1.52g).

3.8 ENSAIO DE FLUORESCENCIA PARA AVALIACAO DA ADESAO DE HUVECS
A DIFERENTES PROTEINAS DE MATRIZ NA PRESENCA DE ALT-C

ALT-C purificada foi incubada com o fluoréforo Alexa Fluor®-546 (A2002;
Invitrogen) diluido em DMF livre de ions, seguindo instru¢bes do fabricante

(Invitrogen). HUVECs (5 x 10%poco) foram plaqueadas em placas pretas (fundo
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transparente) de 96 pocos (Greiner Bio-one®) sem revestimento ou recobertas com
uma fina camada de COL1 (1,5 pg/cm?; BD Biosciences) ou fibronectina (2,0 pg/cm?;
Sigma-Aldrich) em DMEM contendo 10% de FBS e incubadas overnight a 37 °C, 5%
CO2. No dia seguinte, as células foram tratadas por 15 minutos com 1000 nM de
ALT-C marcada com Alexa Fluor®-546, fixadas por 10 minutos com 4% de
paraformaldeido, seguido de permeabilizacdo por 5 minutos com 0,3% de Triton X-
100 e bloqueio de 30 minutos com 2% de BSA. Nucleos celulares foram marcados
com o fluoréforo DAPI (Thermo Scientific) por 10 minutos. Fotos foram obtidas por
meio do microscopio ImageXpress XLS System (Molecular Devices) em aumento de
60x.

3.9 INIBICAO DA ADESAO CELULAR

O ensaio de inibicdo da adesdo de células endoteliais ao COL1 foi
realizado em placas pretas (fundo transparente) de 96 pocos (3603; Corning®,
Corning, NY, EUA) revestidas com uma camada de COL1 (1,5 ug/cm? BD
Biosciences) diluido em PBS, tendo 2% de BSA como controle negativo. O bloqueio
foi feito com 1% de BSA para evitar ligagcdes ndo especificas e logo apds 0s pocos
da placa foram lavados com DMEM néo suplementado. Ao mesmo tempo, HUVECs
(1 x 10%/poco) foram incubadas durante 45 minutos com 1000 nM de ALT-C e/ou
VEGF (10 ng/mL; Peprotech) em DMEM néo suplementado. Em seguida, as células
foram plaqueadas nos pogos que passaram pelo tratamento descrito previamente e
a adesao ocorreu durante 1 hora a 37 °C, 5% CO.. Passado este tempo, 0S pogos
foram lavados 3x com DMEM né&o suplementado e as células foram fixadas por 10
minutos com 4% de paraformaldeido. Os nucleos foram marcados por 10 minutos
com DAPI (Thermo Scientific) e contados automaticamente por meio do microscépio
ImageXpress XLS System (Molecular Devices) em aumento de 10x.

3.10 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

HUVECs (1 x 10%poco) plagueadas em placas pretas (fundo
transparente) de 96 pocos (3603; Corning®) e incubadas overnight a 37 °C, 5% COz,
passaram por um periodo de 24 horas em DMEM né&o suplementado (starvation
period), seguido de tratamento com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL; Peprotech)
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ou ambos diluidos em DMEM suplementado com 0,5% de FBS mais solu¢do de
resazurina seguindo protocolo fornecido pelo fabricante (Alamar Blue; Invitrogen). A
fluorescéncia foi medida apés 6, 24 e 48 horas de tratamento no espectrofotdmetro
SpectraMax 13x (555 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo; Molecular Devices)
utilizando-se o protocolo de leitura ‘Cell Viability Assay — Resazurin, Alamar Blue —

Cell Titer’ do software Softmax Pro (verséo 6.4).

3.11 ENSAIO DE MIGRACAO TRANSWELL

A migragdo celular foi realizada em insertos contendo membranas
transllicidas com poros de 8 um (ThinCert™ translucent PET membrane RoTrac®;
Greiner Bio-one®) como descrito previamente (DANILUCCI et al., 2019). HUVECs (1
x 10%/poco) foram tratadas com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL; Peprotech) ou
VEGF mais ALT-C (1000 nM) e imediatamente inseridas nas camaras de Boyden.
As camaras foram imersas em DMEM suplementado com 10% de FBS e a migracéo
ocorreu durante 6 e 24 horas a 37 °C. Para o controle negativo as camaras foram
inseridas em DMEM néo suplementado. As células que migraram foram fixadas nas
membranas com 4% de paraformaldeido e seus nucleos foram marcados com DAPI
(Thermo Scientific). As membranas foram montadas em laminas histolégicas e as
células foram contadas utilizando-se o microscopio ImageXpress XLS System

(Molecular Devices) em aumento de 10x.

3.12 ENSAIO DE ANGIOGENESE SOBRE MATRIGEL (TUBULOGENESE)

Este ensaio foi realizado como um modelo de angiogénese in Vvitro,
considerando-se os efeitos da ALT-C na formacdo de tubulos das células
endoteliais. O protocolo foi padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (LBBM) tendo
como base dados na literatura (ARNAOUTOVA; KLEINMAN, 2010; DECICCO-
SKINNER et al.,, 2014). Brevemente, 35 pL de matrigel gelado e com fator de
crescimento reduzido (Matrigel® Growth Factor Reduced-GRF Basement Membrane
Matrix, *LDEV-Free; Corning®) foram diluidos em DMEM suplementado com 0,5% de
FBS, adicionados em cada poc¢o de uma placa de 96 pocos (Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, PR, Brasil) e incubados a 37 °C, 5% CO:2 por 1 hora até completa

polimerizacdo. HUVECs (3 x 10%poco) foram tratadas com VEGF (10 ng/mL;
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Peprotech), ALT-C (200, 500 e 1000 nM) ou ambos em DMEM contendo 0,5% de
FBS por 30 minutos em temperatura ambiente e depois plaqueadas sobre o matrigel
solidificado. Tratamento com anticorpo anti-oz2B1 [P1E6] (10 pg/mL; ab24697;
Abcam) foi utilizado como controle negativo. A placa foi incubada a 37 °C, 5% CO:2
por 14 horas, permitindo assim a formagédo de tubulos. Estruturas semelhantes a
capilares foram observadas por meio de microscopio invertido (Vert.Al; Zeiss) e
fotografadas utilizando-se do software AxionVision Rel.4.8 num aumento de 10x.
Todas as andlises foram realizadas através do plugin Angiogenesis Analyzer
(CARPENTIER et al., 2012) no software ImageJ Fiji (versao 1.52g).

3.13 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

A afinidade da ALT-C ao VEGFR2 imobilizado foi medida por meio de
ressonancia plasménica (BIAcore T200; GE Healthcare). A superficie do chip CM5
(GE Healthcare) foi ativada com uma mistura (1:1) de 400 mM de cloridrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e 100 nM de N-hidroxissuccinimida
(NHS). Em seguida, VEGFR2 (30 pg/mL) diluido em 10 mM de acetato de sédio (pH
4) foi injetado no chip em um fluxo de 10 pL/min (25 °C), resultando em ~12900
unidades de ressonancia (UR). Grupos ativos na superficie do chip foram
bloqueados com 1 M de etanolamina (pH 8.5). ALT-C diluida em PBS foi injetada
sobre a superficie do chip num fluxo de 30 yL/min. Um tempo de contato de 420
segundos (25 °C) foi padronizado para o VEGFR2, seguido de um tempo de
dissociacdo de 900 segundos utilizando-se PBS. A regeneracdo do CM5 foi feita
com 2 M de glicina-HCI (pH 2) em um tempo de contato de 10 segundos. As
analises foram realizadas por meio do software Biacore T200 (versao 3). O sinal da
superficie de referéncia foi subtraido dos sensogramas e 0s parametros cinéticos
foram calculados por meio de regressao linear utilizando o programa GraphPad

Prism (versao 5).
3.14 DETECCAO DE VEGFR2 E LC3B POR IMUNOFLUORESCENCIA
HUVECSs (1 x 10%poco) diluidas em DMEM suplementado com 10% de

FBS foram plaqueadas em placas pretas (fundo transparente) de 96 pocos (Greiner

Bio-one®) revestidas com uma fina camada de COL1 (1,5 pg/cm?; BD Biosciences)
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e incubadas overnight a 37 °C, 5% CO2. No dia seguinte, as células foram tratadas
com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL; Peprotech) ou ambos por 30 minutos em
DMEM com 0,5% de FBS. Posteriormente, as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido por 10 minutos, bloqueadas com 1% de BSA por 1 hora e
incubadas por 2 horas com anticorpos primarios anti-VEGFR2 (3 pg/mL; ab39256;
Abcam) ou anti-LC3B (1:2000; ab51520; Abcam) diluidos em 1% de BSA-PBS. Apos
este periodo, as HUVECs foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario
anti-lgG de coelho produzido em cabra conjugado com aloficocianina (goat anti-
rabbit 1gG, allophycocyanin - APC; 1:1000; ab130805; Abcam) diluido em 1% de
BSA-PBS. Os nucleos celulares foram marcados por 10 minutos com DAPI (Thermo
Scientific). Imagens foram obtidas por meio do microscépio ImageXpress XLS
System (Molecular Devices) em aumento de 60x. A intensidade de fluorescéncia de
todos os grupos analisados foi calculada como ‘intensidade média de fluorescéncia
das vesiculas por intensidade média de fluorescéncia dos nucleos’ utilizando-se do

maédulo Transfluor do software MetaXpress (Molecular Devices).

3.15 WESTERN BLOTTING

Este ensaio foi realizado seguindo-se protocolo descrito na literatura
(DANILUCCI et al., 2019) com algumas modificacdes. HUVECs (3 x 10%/poco) foram
plagueadas em placas de Petri de 3 cm e incubadas overnight a 37 °C, 5% COz,
seguido de um periodo de 24 horas de incubacdo em DMEM sem suplementacao
(starvation period). Posteriormente, as células foram tratadas com VEGF (10 ng/mL;
Peprotech), ALT-C (1000 nM) ou ambos e incubadas por periodos de 1 e 24 horas a
37 °C, 5% CO:a. A lise celular ocorreu utilizando-se 100 pL de tampé&o de lise (50 mM
de Tris-HCI pH 7.4, 150 nM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de ortovanadato de
sodio, 1 mM de fluoreto de sddio, 1% de Tween-20, 0,25% de deoxicolato de sodio,
0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonil, 1 pg/mL de aprotinina e 1 pg/mL de
leupeptina) e os lisados obtidos foram centrifugados a 14000 rpm por 20 minutos (4
°C). A quantificacdo proteica do sobrenadante foi determinada utilizando-se ensaio
colorimétrico de BCA seguindo instru¢cbes do fabricante (Thermo Scientific). As
proteinas celulares foram misturadas ao tampao de Laemmli e fervidas a 100 °C por
5 minutos. Aliguotas contendo 20 ug de proteina de cada grupo foram separadas em

géis de 10% (SDS-PAGE) e transferidas para membranas de nitrocelulose (0,45 um;
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Bio-Rad), as quais foram blogueadas com tampao Tween-TBS (140 mM de NacCl,
2,6 mM de KCI, 25 mM de Tris pH 7.4 e 0,05% de Tween-20) em 5% de leite
desnatado.

O ensaio de Western Blotting foi realizado utilizando-se o0s seguintes
anticorpos primarios: anti-az (1:10000, ab133557, Abcam), anti-B1 (1:200, sc-13590,
Santa Cruz Biotechnology), anti-B1 fosforilada [T788+T789] (0,5 pg/mL, ab5189,
Abcam), anti-VEGFR2 (0,5 pg/mL, ab39256, Abcam), anti-VEGFR2 fosforilado
[Y1054+Y1059] (0,5 ug/mL, ab5473, Abcam), anti-FAK (1:1000, ab40794, Abcam),
anti-FAK fosforilada [Y397] (1:1000, a81298, Abcam), anti-Src fosforilado [Tyr418]
(1:1000, S1940-1VL, Sigma Aldrich), anti-paxilina fosforilada (1:500, P6368-100UL,
Sigma Aldrich), anti-ERK1+ERK2 (1:500, abl17942, Abcam), anti-ERK1+ERK2
fosforilada [Y204+Y187] (1:500, ab47339, Abcam), anti-PI3K (1:1000, a86714,
Abcam), anti-PI3K fosforilada [Y607] (1:1000, ab182651, Abcam), anti-LC3B
(1:3000, ab51520, Abcam) e anti-Beclin-1 (D40C5) (1:1000, 3495, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA). GAPDH (1:15000, ab181602, Abcam) foi utilizado
como controle de carregamento. As membranas de nitrocelulose foram reveladas
por meio de reagente quimioluminescente (Clarity™ Western ECL Substrate; Bio-
Rad). As bandas foram visualizadas no equipamento ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad) e
quantificadas por andlise densitométrica utilizando-se o software ImageJ (versao
1.51n). HUVECs (3 x 10° células/poco) também foram tratadas por 1 hora com
anticorpo bloqueador da integrina o281 [P1E6] (3 pg/mL; ab24697, Abcam) e
Western Blotting adicional foi realizado nas mesmas condicfes experimentais
descritas anteriormente, utilizando-se o anticorpo anti-FAK fosforilada [Y397]
(1:12000, a81298, Abcam).

3.16 ANALISE ESTATISTICA

Todos o0s ensaios realizados no presente trabalho foram analisados
estatisticamente. Dados foram obtidos de pelo menos trés experimentos
independentes em triplicata e as analises realizadas através do programa estatistico
GraphPad Prism (versao 5). A média e o erro padrdo da média foram calculados e
comparacdes entre os grupos foram feitas através de analise de variancia ANOVA
utilizando-se os testes One ou Two-Way com post-hoc de Bonferroni ou Dunnett.

Valores de p < 0,05 foram considerados com significancia estatistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PURIFICACAO DA DESINTEGRINA-SIMILE ALT-C

Na primeira etapa cromatografica, 50 mg da peconha bruta liofilizada da
serpente Bothrops alternatus foram submetidos a cromatografia em gel filtracdo
utilizando a coluna Hiload® 16/600 Superdex® 200 pg (GE Healthcare) de acordo
com metodologia proposta por Souza e colaboradores (SOUZA et al., 2000). As
fracOes referentes aos dois primeiros picos do cromatograma obtido (picos 1 e 2;
Figura 13A) foram separadas e visualizadas por meio de géis de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE) (Figura 13B-C). Fracdes apresentando bandas em aproximadamente
66 kDa (fracbes 37-42; Figura 13B), equivalentes a metaloproteinase alternagina
descrita anteriormente por Souza e colaboradores (SOUZA et al., 2000), foram
selecionadas e passaram por auto processamento proteolitico durante 27 horas em
temperatura ambiente.

Figura 13 - Primeira etapa cromatogréfica (gel filtracdo) da purificacdo da ALT-C em coluna Hiload®
16/600 Superdex® 200 pg (GE Healthcare)
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A, Cromatograma obtido. Os picos analisados foram numerados (pico 1 = fra¢cdes 37-42; pico 2 =
fracdes 43-50). Eixo y = absorbancia em mAU; eixo x = volume em mL B,C, Géis de poliacrilamida
15% (SDS-PAGE, sob condicbes redutoras) para visualizagdo das fracdes obtidas apés
cromatografia. Volume de amostra = 20 uL/poco. Cada fragdo corresponde a um volume eluido igual
a 2,0 mL. MM = marcador de massa molecular (66 kDa — BSA; 45 kDa — ovalbumina; 29 kDa —
anidrase carbdnica; 20,1 kDa — inibidor de tripsina de soja; 12,3 kDa — citocromo C). Retangulo
vermelho = bandas de interesse contendo a alternagina em 66 kDa, proteina descrita previamente na
literatura (SOUZA et al., 2000)
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Apds o auto processamento proteolitico da alternagina, presente nas
fragcbes 37 a 42, esta foi concentrada para 1,0 mL utilizando-se o concentrador
Centripep® (membrana de 10K, 4305; Merk Millipore, Darmstadt, Hesse, Alemanha)
numa rotacdo de 3000 rcf (forca centrifuga relativa) a 4 °C. A segunda etapa
cromatografica em gel filtragcdo seguiu 0s mesmos parametros da primeira etapa. As
fracOes referentes aos dois primeiros picos do cromatograma obtido (picos 1 e 2;
Figura 14A) foram separadas e visualizadas por meio de géis de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE) (Figura 14B-C). Fracdes apresentando bandas em aproximadamente
29 kDa (fracbes 43 a 46; Figura 14C), as quais correspondem a proteina ALT-C
descrita anteriormente por Souza e colaboradores (SOUZA et al., 2000), foram
selecionadas, concentradas para 1,0 mL e submetidas a terceira etapa

cromatografica (troca anibnica).

Figura 14 - Segunda etapa cromatografica (gel filtragédo) da purificagdo da ALT-C em coluna Hiload®
16/600 Superdex® 200 pg (GE Healthcare)
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A, Cromatograma obtido. Os picos analisados foram numerados (pico 1 = fra¢cdes 30-42; pico 2 =
fracOes 43-47). Eixo y = absorbancia em mAU; eixo x = volume em mL B,C, Géis de poliacrilamida
15% (SDS-PAGE, sob condigbes redutoras) para visualizacdo das fracGes obtidas apés
cromatografia. Volume de amostra = 20 pyL/pogo. Cada fracdo corresponde a um volume eluido igual
a 2,0 mL. MM = marcador de massa molecular (66 kDa — BSA; 45 kDa — ovalbumina; 29 kDa —
anidrase carbdnica; 20,1 kDa — inibidor de tripsina de soja; 12,3 kDa — citocromo C). Retangulo
vermelho = bandas de interesse contendo a ALT-C em 29 kDa, proteina descrita previamente na
literatura (SOUZA et al., 2000)

A amostra advinda da segunda cromatografia em gel filtracdo foi
submetida a cromatografia de troca anidnica utilizando-se coluna Mono Q™ 5/50 GL
(GE Healthcare). As fracdes referentes ao pico 1 (Figura 15A) foram separadas e
visualizadas por meio de gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) (Figura 15B).
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Figura 15 - Terceira etapa cromatografica (troca aniénica) da purificacdo da ALT-C em coluna Mono
Q™ 5/50 GL (GE Healthcare)
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A, Cromatograma obtido. Pico analisado indicado pelo nimero 1 (fragbes 19-25). Eixo y =
absorbancia em mAU; eixo x = volume em mL B, Gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE, sob
condic¢des redutoras) para visualizagdo das fragdes obtidas apds cromatografia. Volume de amostra =
20 pL/pogo. Cada fracdo corresponde a um volume eluido igual a 500 pL. MM = marcador de massa
molecular (66 kDa — BSA; 45 kDa — ovalbumina; 29 kDa — anidrase carbdnica; 20,1 kDa — inibidor de
tripsina de soja; 12,3 kDa — citocromo C). Retangulo vermelho = bandas de interesse contendo a
ALT-C em 29 kDa (sem contaminantes)

Ao todo foram realizadas quatro purificacdes, das quais obtivemos um

rendimento proteico igual a 4,38 mg de ALT-C/200 mg de peconha bruta.
4.2 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DA ALT-C PURIFICADA

Primeiramente, 20 pg de ALT-C (em duplicata) foram resolvidos em um
gel de poliacrilamida 10% contendo 0,1% de gelatina (sob condi¢cdes nao redutoras)
em ensaio de zimografia. Verificamos que a desintegrina-simile ALT-C ndo esta
contaminada por proteases contidas na peconha de B. alternatus, as quais se
mostraram presentes apenas nhas aliquotas dos picos da cromatografia em gel
filtracdo utilizadas como controle positivo do experimento. Nestas aliquotas observa-
se a degradacao da gelatina copolimerizada ao gel (Figura 16). Este resultado é
indicativo da eficiéncia de nossa metodologia de purificacéo proteica.
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Figura 16 - Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), copolimerizado com 0,1% de gelatina, obtido

pelo ensaio de zimografia
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Aliquotas de ALT-C (29 kDa; duplicata de 20 ug sob condic6es ndo redutoras) foram aplicadas nos
dois ultimos pogos do gel para verificagdo da eficiéncia de sua purificagdo. Nota-se a auséncia de
degradacéo da gelatina, evidenciando o carater ndo enzimatico da desintegrina-simile e confirmacao
de sua pureza. Aliquotas dos picos da cromatografia em gel filtracdo contendo proteases foram
utilizadas como controle positivo do experimento (pocos 3 a 7). Nota-se a presenca de degradacéo da
gelatina, indicativo de atividade proteolitica. MM = marcador de massa molecular pré corado, que
engloba uma mistura de dez proteinas recombinantes variando de 10 a 250 kDa (Precision Plus
Protein Standards Dual Color, 161-0394; Bio-Rad)

A atividade biologica da ALT-C foi verificada por meio de ensaio de
inibicdo da adeséo da linhagem K-562-a231 ao COL1 como descrito anteriormente
(SOUZA et al., 2000). Células eritroleucémicas K562 contém 97% de integrina 1 em
sua superficie, aderindo naturalmente a fibronectina da MEC. Por apresentar apenas
2% de integrina a2, essa linhagem celular ndo consegue se aderir ao COL1
(JARVINEN; YLANNE; VIRTANEN, 1993). Entretanto, ao serem transfectadas com a
integrina a2B1, as K562 adquirem a capacidade de se aderirem ao COL1, sendo
assim utilizadas como modelo de estudo em ensaios cujo foco é testar o potencial
de inibicdo da adesdo ao COL1 promovido por proteinas ou moléculas de interesse.
No presente trabalho, comprovamos que a ALT-C (200 nM; ICso = 100 nM) é capaz
de inibir em 97% a adesdo das células K-562-a281 ao COL1 (Figura 17), sendo
considerada apta para os demais ensaios biologicos, os quais utilizaram as células

endoteliais de cordao umbilical humano — HUVEC.
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Figura 17 - ALT-C se mostrou biologicamente ativa ao inibir a adeséo de células K-562-a21 ao COL1
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Teste bioldgico da ALT-C por ensaio de inibicdo da adesao. K-562-a2p1 foram tratadas com ALT-C
(200 nM; ICso = 100 nM) por 45 minutos e plaqueadas sobre poc¢os recobertos com COL1. A adeséo
ocorreu durante 1 hora em incubador a 37 °C, 5% de CO.. Valores de p < 0,05 foram considerados
com significancia estatistica quando comparados ao grupo controle (a). Todos os dados foram
representados como média * erro padrdo da média. O ensaio foi repetido pelo menos trés vezes em
triplicata

4.3 MARCACAO DA ALT-C COM O FLUOROFORO ALEXA FLUOR®-546

Uma aliquota da ALT-C purificada foi marcada com o fluoréforo Alexa
Fluor®-546 seguindo as instrucdes do fabricante (Invitrogen), as quais estdo
descritas na sessdo Materiais e Métodos (item 3.3). A remocdo do excesso do
fluoréforo foi realizada mediante purificacdo cromatografica da qual obtivemos trés
fracdes contendo concentracdes e molaridades similares de ALT-C-AlexaFluor®-546
(Tabela 1).

Tabela 1 - ConcentracGes e molaridades de trés fracdes de ALT-C marcadas com Alexa Fluor®-546

Concentragdo (mg/mL) Molaridade (nM)
Fracéo 1 1,115 38600
Fracéo 2 1,1 37900
Fracéo 3 1,07 36800

As fracdes foram obtidas ap0Os purificacdo cromatogréfica (coluna de gel filtragcdo) para remocéo do
excesso do fluoréforo Alexa Fluor®-546. As concentracBes proteicas foram determinadas no
espectrofotdmetro SpectraMax 13x (absorbancia 280 nM) com posterior célculo para correcao da
contribui¢@o do fluoréforo na absorbancia da proteina

Verificamos, por ensaio de fluorescéncia, que a marcacao da ALT-C com
o fluoréforo Alexa Fluor®-546 foi eficiente (ALT-C em vermelho, nucleos em azul;

Figura 18). As 3 fracBes cromatograficas foram capazes de se ligar as HUVECs. A
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fracdo 1 foi selecionada para utilizagdo nos ensaios de Adesdo de HUVECs a
diferentes proteinas da MEC (COL1 e fibronectina) e de Co-localizacéo.

Cabe ressaltar que este é o primeiro trabalho demostrando a ligacdo da
desintegrina-simile ALT-C marcada com o fluoréforo Alexa Fluor®-546 a células
endoteliais (linhagem HUVEC). Experimentos anteriores mostraram que a ALT-C
marcada (1000 nM; tratamento de 15 minutos) também se liga a receptores
localizados em células HelLa (carcinoma de ovario humano) e células L929
(fibroblastos de camundongo) (dados nado publicados pelo grupo de pesquisa

LBBM), corroborando com nossos resultados.
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Figura 18 - Confirmacédo da marcacdo da ALT-C com o fluoréforo Alexa Fluor®-546 através de ensaio
de fluorescéncia
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Imagens representativas da deteccao da desintegrina-simile ALT-C marcada com o fluoréforo Alexa
Fluor®-546 em trés fracdes obtidas apds purificagdo cromatografica em coluna de gel filtragdo
(aumento: 60x; barras de escala: 50 e 30 ym). HUVECs foram plaqueadas em placas de 96 pocos
revestidas com COL1 e posteriormente tratadas com ALT-C-AlexaFluor®-546 (1000 nM) por 15
minutos. Os nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul) e a ALT-C é mostrada em vermelho

(Cys)



63

4.4 A LINHAGEM CELULAR HUVEC EXPRESSA GRANDE QUANTIDADE DE
INTEGRINAS a2 E B

Considerando-se que a ALT-C é uma proteina que se liga a integrina
azB1, nés analisamos o perfil de expressao dessa integrina na superficie de HUVECs
através de citometria de fluxo. Ambas as subunidades (a2 e 1) foram
significativamente expressas na linhagem celular em estudo (96,82% a2; 95,9% B1)
(Figura 19).

Figura 19 - HUVECs expressam grande quantidade de integrinas a: e B1
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A expressdo das subunidades de integrina a2 e B1 na superficie de HUVECs foi analisada por
citometria de fluxo e determinada utilizando-se os fluorocromos ficoeritrina (PE) e isotiocianato de
fluoresceina (FITC), além de anticorpos especificos. As curvas em vermelho, verde e preto
representam az, B1 e 0 controle (isotipo). O grafico mostra a mediana e a porcentagem de expresséo
das subunidades de integrina a2 e B1. Os dados foram analisados através do software FlowJo (versao
10) do citbmetro Accuri™ C6 (BD Biosciences)

A alta expressdo da integrina az2p1 em HUVECs observada em nosso
trabalho condiz com dados da literatura (SHORT; TALBOTT; JULIANO, 1998;
MICOCCI et al., 2016), os quais demonstraram que essa linhagem endotelial
expressa uma variada gama de integrinas em sua superficie, especialmente a
integrina a2P1, ligante de COL1, dando suporte & migracao de células endoteliais e a
angiogénese induzida por VEGF (SENGER et al., 2002; CHUNG et al., 2017). Em
vista disso, comprovamos que as HUVECs sdo um 6timo modelo in vitro para se
testar os efeitos antiangiogénicos da ALT-C consequentes do bloqueio da integrina
azPB1.
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4.5 ALT-C ALTERA A MORFOLOGIA DE HUVEC E DIMINUI O NUMERO DE
FILOPODIOS CELULARES

Para entender melhor o mecanismo de acdo da ALT-C, nés testamos a
proteina em diversos ensaios celulares utilizando a linhagem endotelial HUVEC.
Como nosso objetivo era entender a agdo antiangiogénica da desintegrina-simile,
optamos por utilizar a concentracédo de 1000 nM, ja determinada em estudos prévios
(COMINETTI et al., 2004; RAMOS et al., 2007; MORITZ et al., 2018). Primeiramente,
nés observamos que o tratamento com 1000 nM de ALT-C foi capaz de provocar
mudancas morfologicas nas células previamente aderidas ao COL1, com alteracdes
no tamanho e no formato das HUVECSs, além de uma drastica diminuicdo no niumero
de protrusdes celulares (filopédios) em ambos os tempos testados (1 e 24 horas;
Figura 20). Células néo tratadas e tratadas com VEGF, expostas a ALT-C durante 1
hora, adquiriram um formato circular devido a retracdo de seus citoesqueletos,
perdendo sua morfologia tipica de paralelepipedo com notavel diminuicdo do
namero de filopodios (91% e 82% de diminuicdo, respectivamente) (Figura 20A-B).
Esse efeito durou por 24 horas, ja que neste tempo, as células tratadas com ALT-C
(1000 nM) adquiriram um formato alongado com presenca de poucos filopddios
(73% de diminuicdo) (Figura 20C-D). Essa morfologia anormal foi parcialmente
revertida na presenca de VEGF, apesar da persisténcia do decréscimo de filopodios
neste grupo (57% de diminuicdo) (Figura 20C-D). Esses resultados demonstraram
que a ALT-C altera a morfologia das células endoteliais mesmo na presenca de
VEGF, e que a retracdo dos citoesqueletos celulares pode estar associada aos
efeitos causados pela desintegrina-simile na adesdo celular ao COL1, efeitos

testados nos ensaios de adesao realizados no presente trabalho.
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Figura 20 - ALT-C altera a morfologia de células endoteliais (HUVEC) e diminui o niumero de

filopodios celulares
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A,C, Imagens representativas mostrando a morfologia de HUVECs e seus filopodios (setas
vermelhas) apos incubagdo com ALT-C (1000 nM) nos tempos de 1 e 24 horas. Nucleos celulares e
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citoesqueletos foram marcados com DAPI (azul) e Alexa Fluor®-488 faloidina (verde),
respectivamente. Aumento: 60x; barra de escala: 30 um. B,D, Numero de filopédios ap6s tratamento
com ALT-C (1000 nM) nos tempos de 1 e 24 horas representado em gréaficos de dispersédo. Cinco
sitios por grupo foram escolhidos aleatoriamente para contagem de filopédios usando o software
ImageJ Fiji. Todos os dados foram obtidos de pelo menos trés experimentos independentes em
triplicata e representados como média + erro padrdo da média. Valores de p < 0,05 foram
considerados com significancia estatistica quando comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e
VEGF (c)

Resultados similares foram obtidos quando tratamos as HUVECs com
anticorpo bloqueador da integrina a2B1. Células néo tratadas e tratadas com VEGF
incubadas por 1 hora com anticorpo anti-a2@31 exibiram um formato arredondado com
citoesqueleto de actina retraido e diminuicdo no numero de filopddios (79,6% e

59,4% de diminuicado, respectivamente) (Figura 21A-B).



68

Figura 21 - Tratamento com anticorpo bloqueador da integrina azp: altera a morfologia de HUVECs e
diminui o ndmero de filopédios das células
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A, Imagens representativas mostrando a morfologia de HUVECSs e seus filopodios (setas vermelhas)
apos tratamento com anticorpo bloqueador da integrina az2f1 (10 pg/mL; 1 hora de incubacéo).
Nucleos celulares e citoesqueletos foram marcados com DAPI (azul) e Alexa Fluor®-488 faloidina
(verde), respectivamente. Aumento: 60x; barra de escala: 30 um. B, Numero de filopédios apds
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tratamento com anticorpo bloqueador da integrina az2B1 (10 pg/mL; 1 hora de incubag¢éo) representado
em grafico de dispersao. Cinco sitios por grupo foram escolhidos aleatoriamente para contagem de
filopodios usando o software ImageJ Fiji. Todos os dados foram obtidos de pelo menos trés
experimentos independentes em triplicata e representados como média + erro padrdo da média.
Valores de p < 0,05 foram considerados com significAncia estatistica quando comparados aos grupos
controle (a), Ac bloqueador a2B1 (b) e VEGF (c)

Em contrapartida, HUVECs tratadas com 10 e 100 nM de ALT-C por 1
hora mantiveram suas morfologias normais e similares a paralelepipedos (Figura
22A). As areas medias citoplasméticas de 41 sitios por grupo foram calculadas, e
guantitativamente ndo obtivemos diferenca estatistica em relacdo ao tamanho dos
citoesqueletos das HUVECs apods incubacdo com baixas concentracfes da

desintegrina-simile (Figura 22B).



Figura 22 - ALT-C em baixas concentraces (10 e 100 nM) néo altera a morfologia de HUVECs
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A, Imagens representativas de HUVECs tratadas com 10 e 100 nM de ALT-C na presenca ou
auséncia de VEGF (10 ng/mL) (incubagcdo de 1 hora). Nucleos celulares e citoesqueletos foram
marcados com DAPI (azul) e Alexa Fluor®-488 faloidina (verde), respectivamente. Aumento: 60x;
barra de escala: 30 um. B, Area média de citoplasma das células (um2) tratadas com 10 e 100 nM de
ALT-C por 1 hora representada em grafico de dispersdo. Quarenta e um sitios por grupo foram
escolhidos aleatoriamente para medicao de seus citoplasmas usando o mddulo Multi Wavelength Cell
Scoring do software MetaXpress (equipamento ImageXpress; Molecular Devices). Todos os dados
foram obtidos de pelo menos trés experimentos independentes em triplicata e representados como
média * erro padrao da média
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A morfologia de uma célula é determinada pelo microambiente
circundante através da ativacdo periédica dos eventos de motilidade,
mecanosensagdo e mecanoresposta, eventos estes gerados por horménios e
receptores tirosina quinase (ISKRATSCH; WOLFENSON; SHEETZ, 2014). Os
principais parametros do microambiente que moldardo a morfologia de uma célula
sdo: rigidez, arquitetura e composicao da MEC, levando-se em conta que as células
estabelecem suas morfologias em diferentes ambientes através de mudancas em
seus citoesqueletos de actina (WOLFENSON; YANG; SHEETZ, 2018). Filamentos
de actina podem se agrupar e dar origem a duas estruturas que participam
ativamente dos processos de migracdo e de adesdo celular: lamelipddios e
filopddios. Os lamelipodios sdo uma densa rede de filamentos de actina curtos e
ramificados enquanto que os filopddios sdo protuberancias finas e transitérias
formadas por feixes paralelos de actina (XUE; JANZEN; KNECHT, 2010; PHNG;
STANCHI; GERHARDT, 2013). Durante a angiogénese, as células endoteliais
estendem os filopddios, os quais funcionam como importantes sensores da
direcionalidade da migracdo celular, afetando diretamente a organizacdo dinamica
do citoesqueleto de actina (SULZMAIER; JEAN; SCHLAEPFER, 2014).

Como podemos observar, HUVECs tratadas com 1000 nM de ALT-C
possuem poucos filopédios, além de terem citoesqueletos desorganizados.
Entretanto, as células ndo sofrem uma completa desadesao, provavelmente pela
acdo de outros receptores de colageno presentes em suas membranas. Além disso,
demonstramos que o tratamento com o anticorpo bloqueador da integrina azf31
promove alteracdes morfolégicas similares, indicando que os efeitos da desintegrina-
simile sdo oriundos de sua ligacdo a integrina o281 e consequente bloqueio da

mesma.

4.6 ALT-C CO-LOCALIZOU COM A INTEGRINA azB1 EM HUVEC

ALT-C marcada com Alexa Fluor®-546 (vermelho) co-localizou com a
integrina a2P1 (Alexa Fluor®-488, verde) em HUVECs plagueadas sobre COL1
(Figura 23). Pontos de co-localizagdo entre as duas proteinas podem ser
observados em amarelo (Figura 23A-B) e foram quantificados por meio de

Coeficiente de Co-localizacado de Manders (Figura 23C).
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Figura 23 - Co-localizacéo entre ALT-C e a integrina az1 na superficie celular de HUVECs
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A, Imagens confocais de HUVECs com marcacéo dupla. Visualizagdo da integrina o231 (verde) e de
ALT-C (vermelho) em canais separados e sobrepostos. Setas brancas indicam o ponto de co-
localizacdo dupla (amarelo) entre as proteinas. Aumento: 63x; barra de escala: 20 um. B, Co-
localizagdo (regido em amarelo) entre a2B1-ALT-C demonstrada ortogonalmente por Z-stacks. C,
Coeficiente de Co-localizacdo de Manders (tM1) da ALT-C com a integrina az2B1. O grafico de
disperséo representa a média de n = 13 células de trés experimentos independentes

A co-localizacdo da ALT-C a integrina azP1 corroborou nossos resultados
anteriores de afinidade entre a proteina e o receptor transmembrana (SOUZA et al.,
2000; MORITZ et al.,, 2018). Resultados similares foram encontrados para
desintegrinas-RGD, as quais co-localizaram com a integrina avps em HUVECs e
melanomas humanos, também interferindo na angiogénese (RUBTSOV et al., 2016;
DANILUCCI et al., 2019). Além disso, AACT, a cadeia C-terminal da lectina tipo C
agretina (motivo ECD), co-precipitou com a integrina 1 em HUVEC, indicando uma
interacdo entre ambas as proteinas (CHUNG et al., 2017). Nossos dados sé@o o0s
primeiros a demonstrarem a co-localizacdo entre uma desintegrina-simile liberada a
partir de uma metaloproteinase de peconha de serpente da classe P-lllb (SVMP-P-

[lIb) e a integrina a2B1 em linhagem celular endotelial.
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4.7 ALT-C REVELA MUDANCAS NO PADRAO DE DISTRIBUICAO DA INTEGRINA
0281 EM HUVEC DE MANEIRA DEPENDENTE DO REVESTIMENTO PROTEICO

Assumindo-se a ligacdo da ALT-C a integrina azB1, nds analisamos a
interacdo entre a desintegrina-simile e a integrina em HUVECs plagueadas sobre
diferentes revestimentos proteicos (coating). Para tal, células cultivadas sobre uma
fina camada de COL1 ou fibronectina foram tratadas com ALT-C marcada com Alexa
Fluor®-546 (Figura 24). No experimento em que plaqueamos as HUVECs
diretamente sobre o plastico das placas (controle sem revestimento), a ALT-C
marcada (1000 nM) se distribuiu de maneira uniforme pelas membranas das células
endoteliais, provavelmente ao interagir com a integrina azp1 em niveis basais (Figura
24A). Nas HUVECs aderidas ao COL1, observamos uma nitida mudanca nos sinais
de fluorescéncia da ALT-C, revelando um aspecto agrupado da desintegrina-simile
em certas regides das membranas (Figura 24B). J& nas HUVECs plaqueadas sobre
fibronectina, observamos baixas quantidades de ALT-C marcada quando comparado

aos grupos controle e plaqueado sobre o COL1 (Figura 24C).
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Figura 24 - ALT-C revela mudancas no padrao de distribuicdo da integrina az281 em HUVECSs aderidas
a diferentes proteinas da matriz extracelular (coating)
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Células endoteliais foram plaqueadas em placas de 96 pocos revestidas com componentes da matriz
extracelular e posteriormente tratadas com ALT-C marcada com Alexa Fluor®-546 (1000 nM,
vermelho) por 15 minutos. Imagens representativas de HUVECs néo tratadas e tratadas com ALT-C-
AlexaFluor®-546 em pocos sem revestimento proteico (A), revestidos com COLL1 (B) e revestidos com
fibronectina (C). Imagens de trés experimentos independentes em triplicata foram obtidos através do
microscopio ImageXpress XLS (Molecular Devices). Aumento: 60x; barras de escala: 50 e 30 um
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Interessantemente, a ligacdo da ALT-C a integrina azB1 revelou um
padrdo distinto de distribuicdo desta integrina na superficie celular das HUVECs
dependente do revestimento proteico no qual estas células estdo aderidas. Nossos
resultados indicaram que apds interagir com o COL1, a integrina azB1 é ativada e
redistribuida pela membrana das células. Essa redistribuicdo foi observada
indiretamente através do aspecto agrupado do sinal fluorescente da ALT-C marcada,
revelando que o COL1 promove agrupamento (clusterizagcdo) da integrina azB:.
Comportamento similar foi descrito recentemente em um estudo no qual a adi¢éo de
COL1 a monocamadas de HUVECs promoveu a redistribuicdo de integrinas azf1
localizadas na superficie celular, com formacdo de agregados e consequente
agrupamento dos receptores (TURNER et al., 2019). Integrinas azB1 de células
epiteliais bronquicas humanas também se agruparam em regides especificas das
membranas celulares quando estas células foram cultivadas sobre COL1 (BRILHA
et al., 2018). O presente trabalho sugere que a ALT-C interage com as integrinas
a2B1 que foram ativadas pelo COL1 em HUVECSs e redistribuidas pelas membranas
das células, se associando em clusters (grupos). O mesmo padrdo nao foi
observado no grupo controle nem quando as HUVECs foram plaqueadas sobre a
fibronectina, uma proteina de matriz ndo ligante da integrina o281, que se liga
preferencialmente as integrinas asB1, avBs e avs em células endoteliais (KUMAR et
al., 2012). Apesar de nossos resultados, este efeito ainda precisa ser confirmado por

meio de experimentos com anticorpo anti-integrina azp1 marcado com fluoréforo.

4.8 ALT-C DIMINUIU A ADESAO CELULAR AO COLAGENO TIPO 1 E REDUZIU
OS NIVEIS PROTEICOS DE a2 E B1 EM HUVEC NA PRESENCA DE VEGF

A adesdao celular a MEC € um passo importante durante a angiogénese e
as integrinas sédo receptores de membrana criticos na mediacdo desse processo
(TABATABAI, 2013; VAN BUUL; GEERTS; HUVENEERS, 2014; KRAYEM et al.,
2018). Assim sendo, nos testamos a habilidade da ALT-C de inibir a adesdo de
HUVECs ao COL1 na presenca de VEGF. Células em suspenséo foram estimuladas
com 10 ng/mL de VEGF e tratadas com 1000 nM de ALT-C antes de serem
plagueadas em pocos revestidos com COL1. Como esperado, a ALT-C inibiu
consideravelmente a adesdo de HUVECs ao COL1 tanto em células néo tratadas

qguanto nas estimuladas com VEGF (98,4% e 95% de inibicédo, respectivamente). O
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VEGF por si s6 nao afetou a adeséo celular a essa proteina da MEC (Figura 25A-B).

Em seguida, demonstramos que a ALT-C interfere nos niveis proteicos de
a2 e B1 em HUVECs ndo tratadas e estimuladas com VEGF. Na figura 25C-D
podemos observar que o VEGF aumentou o conteudo proteico de az e 1 enquanto
que a ALT-C (1000 nM) diminuiu esse conteudo em 1 hora de tratamento. A
desintegrina-simile também diminuiu os niveis de a2B1 em HUVECs estimuladas
com VEGF. Esse resultado corrobora com a hipotese de que a ALT-C interfere com
a expressdo da integrina azp1 em HUVECS, diminuindo seus niveis mesmo apos

estimulo com o fator proangiogénico.

Figura 25 - ALT-C inibe a adesao de HUVECs ao COL1 e diminui os niveis proteicos de az231 mesmo
na presencga de VEGF
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A-B, Ensaio de inibicdo da adesdo. HUVECs foram tratadas com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL)
ou ambos por 1 hora em pogos recobertos com COLL1. Valores de p < 0.05 foram considerados com
significncia estatistica: quando comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c). Todos os
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dados foram obtidos de pelo menos trés experimentos independentes em triplicata e representados
como média * erro padrdo da média. C-D, Western Blotting das subunidades a2 e B:1 de lisados
celulares, respectivamente. GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. As bandas proteicas
foram quantificadas por densitometria (graficos de coluna) através do software Imaged (versao
1.51n). Valores de p < 0.05 foram considerados com significancia estatistica: quando comparados
aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c). Todos os dados foram obtidos de pelo menos trés
experimentos independentes em triplicata e representados como média + erro padrdo da média

A integrina azB1 € um dos principais receptores de COL1, proteina
abundante na MEC e crucial para os processos de ades&o e migragéo celular e
promocgéao de angiogénese (CHUNG et al., 2017; TURNER et al., 2019). O estudo de
Souza e colaboradores (2000) foi o primeiro a reportar a ALT-C como um inibidor de
adesao celular ao COL1 através de sua ligacdo a integrina az2p1 em células K562
transfectadas com esta integrina (SOUZA et al., 2000). Outras proteinas homologas,
advindas de diferentes serpentes, como a atrolisina A (JIA et al.,, 2000), a
catrocolastatina (ZHOU; DANGELMAIER; SMITH, 1996), a jararagina e a jaracetina
(DE LUCA et al., 1995; TANJONI et al., 2010), também se ligam a integrina azf31
inibindo a adesao celular ao COL1. Contudo, este € o primeiro trabalho a demonstrar
que a ligacdo da ALT-C a integrina a2B1 diminui 0s niveis proteicos de suas
subunidades. Esse efeito sugere a possibilidade de ocorréncia de internalizacéo e
subsequente degradacdo de integrinas azpi1 em paralelo com a ativacdo do
programa autofagico, o qual também foi induzido pela ALT-C (dados a serem
mostrados no item 4.15). Mesmo assim, essa hipbtese precisa ser testada
experimentalmente por meio de deteccdo baseada em anticorpos (marcacao
imunofluorescente da integrina ozB1 para analise em microscépio confocal) ou
através de ensaio de co-localizacdo entre a integrina e componentes das vias
endociticas (clatrina, caveolina e complexo polipeptidico adaptador 2, por exemplo),
visto que a internalizacdo de integrinas 1 ocorre principalmente via endocitose
mediada por clatrina e caveolina (ARJONEN et al., 2012; DE FRANCESCHI et al.,
2016).

Com relacéo ao efeito produzido pelo estimulo do VEGF sobre os niveis
proteicos da integrina a2B1, nossos resultados confirmaram que o fator
proangiogénico aumenta o conteudo proteico de ambas as subunidades da
integrina. A subunidade a2z é crucial durante a neovasculariza¢éo e o tratamento com
anticorpos bloqueadores de a2 inibiram a angiogénese associada ao carcinoma de
células escamosas (um tipo de cancer de pele) (SENGER et al., 2002). Da mesma

maneira, a subunidade (i1 € indispensavel para a formacdo de tubulos e é
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necesséria na estabilizacdo de vasos sanguineos durante 0 processo angiogénico
(EHLING et al., 2015). Sabe-se que a integrina a1 tem sua sinalizagdo ativada
durante a angiogénese dirigida por VEGF, indicativo de uma fungédo proangiogénica
para esta integrina, além de confirmar sua participagdo num crosstalk essencial com
o VEGFR2, o qual pode ser inibido apds blogueio da integrina (SENGER et al.,
2002; MACEDO; FOX; CASTRO, 2015; CHUNG et al., 2017). Nossos resultados
confirmam esta hipétese, ressaltando que a inibicdo da integrina az2p1 pela ALT-C
interfere na ativacdo do eixo VEGF/VEGFR2.

4.9 ALT-C INIBIU OS PROCESSOS DE VIABILIDADE E MIGRACAO CELULAR
INDUZIDOS POR VEGF

Em conjunto com a adesao celular, a viabilidade/proliferacéo e a migracao
Sa0 processos essenciais durante a cascata angiogénica (HEITZIG et al., 2017,
DEWANGAN et al., 2018). Assim sendo, nés estimulamos as HUVECs com VEGF
(10 ng/mL) e analisamos os efeitos do tratamento com ALT-C (1000 nM) na
viabilidade das células endoteliais aderentes aos pocos de placas de cultura sem
revestimento proteico. Como esperado, a indu¢cdo com VEGF aumentou 0 numero
de células viaveis em 6, 24 e 48 horas (110%, 78% e 58%, respectivamente). A ALT-
C também promoveu crescimento celular quando comparada as células néo tratadas
(67%; 49%; 37%), indicando que a proteina ndo induz morte celular. Diferentemente,
a desintegrina-simile diminuiu a viabilidade nas HUVECs induzidas com VEGF em
todos os tempos testados (50%; 27%; 23%) (Figura 26A). Além disso, células
incubadas com ALT-C (1000 nM) por 6 horas apresentaram uma diminuicdo no
processo de migracdo celular tanto na presengca quanto na auséncia de VEGF
(diminuicdo de 55,5% e 46%, respectivamente). Essa resposta inibitéria ndo foi
observada com o tratamento de 24 horas jA que as células voltaram a migrar
normalmente (Figura 26B-C), indicativo de internalizacao e reciclagem das integrinas
azP1 de volta para as membranas das células endoteliais, processo importante para
a regulacdo da migracdo celular (LAMALICE; LE BOEUF; HUOT, 2007,
FRANCESCHI et al., 2015).
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Figura 26 - ALT-C inibe os processos de viabilidade e migracéo celular em HUVECSs induzidas com
VEGF
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A, Ensaio de Viabilidade Celular. HUVECs foram tratadas com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL)
ou ambos por 6, 24 e 48 horas. A viabilidade das células foi analisada pelo método de resazurina
(Alamar Blue). Valores de p < 0.05 foram considerados com significAncia estatistica: quando
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comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 6 horas; quando comparados aos
grupos controle (d), ALT-C (e) e VEGF (f) para 24 horas e quando comparados aos grupos controle
(g), ALT-C (h) e VEGF (i) para 48 horas. Todos os dados foram obtidos de pelo menos trés
experimentos independentes em triplicata e representados como média * erro padrdao da média. B,
Ensaio de Migracdo. As células que migraram foram fixadas, seus ndcleos marcados com DAPI e
contados no sistema ImageXpress XLS (Molecular Devices) apés tratamento com 1000 nM de ALT-C
(6 e 24 horas). Valores de p < 0.05 foram considerados com significancia estatistica: quando
comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c). Todos os dados foram obtidos de pelo
menos trés experimentos independentes em triplicata e representados como média + erro padrdo da
média. C, Imagens representativas do ensaio de Migracdo Celular. Nucleos (azul) foram marcados
com o fluoréforo DAPI

A ALT-C foi capaz de inibir diversas etapas da cascata angiogénica como
a adesao, a viabilidade e a migracdo celular, etapas estas induzidas pelo VEGF.
Como demonstrado em estudos anteriores, varias moléculas advindas de peconhas
de serpente como a lectina AACT (CHUNG et al.,, 2017), a desintegrina-simile
leucurogina (ALMEIDA et al., 2019), a SVMP BpMP-Il (ACHE et al., 2015) e
desintegrinas ndo-RGD (OLIVEIRA et al., 2018) tém efeitos similares, inibindo a
viabilidade e a migracao, prejudicando o processo angiogénico. Adicionalmente, a
ALT-C interfere na resposta do VEGF, diminuindo seu efeito indutor na viabilidade e
na migracdo das HUVECs, sugerindo, mais uma vez, que o blogueio da integrina

021 compromete a sinalizacdo do eixo VEGF/VEGFR2.

4.10 ALT-C INIBIU A FORMACAO DE TUBULOS EM HUVEC

A tubulogénese é um passo crucial durante a angiogénese (TUNG;
TATTERSALL; KITAJEWSKI, 2011) e, portanto, nés analisamos os efeitos da ALT-C
na formacao de tubulos em HUVECs estimuladas ou ndo com VEGF. Na figura 27A
podemos observar que células induzidas ou ndo com VEGF formam uma rede
tubular que simula vasos endoteliais in vitro, produzindo estruturas similares a
capilares. Ja os tratamentos com 200 e 1000 nM de ALT-C afetaram a estruturacéo
dos tudbulos, os quais apresentaram-se esparsos e em pequena quantidade,
prejudicando a completa formacéo da trama tubular. Interessantemente, a incubacao
com 500 nM de ALT-C, tanto na auséncia quanto na presenca de VEGF, tendeu a
um efeito proangiogénico, indicando que neste experimento, o efeito da
desintegrina-simile segue uma curva de sino (inibicdo — estimulo — inibig&o).

Cinco parametros diferentes relacionados a tubulogénese foram
analisados com o intuito de avaliar o potencial antiangiogénico da ALT-C:

comprimento dos tdbulos, ramificacdo dos tdbulos, numero de jungbes, malha
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tubular e indice Angiogénico (area analisada x ramificacdo dos tGbulos x malha
tubular). Nas concentracdes de 200 e 1000 nM, a desintegrina-simile foi capaz de
diminuir todos os parametros testados tanto na auséncia quanto na presenca de
VEGF (Figura 27B-F; Tabela 2). Segundo o indice Angiogénico calculado, a ALT-C
na concentracdo de 1000 nM se mostrou a mais potente em diminuir o processo
angiogénico (Figura 27F; Tabela 2). A ALT-C na concentracdo de 500 nM tende a
aumentar o comprimento e a ramificacdo dos tubulos, incluindo o numero de
juncdes, mas nao houve significante diferenca estatistica quando comparamos 0s
resultados obtidos com os grupos controle e induzido com VEGF.

Como esperado, o estimulo promovido pelo VEGF levou ao aumento do
comprimento (15%) e da ramificacdo dos tdbulos (13%), do numero de juncdes
(24%) e da malha tubular (23%), aumentando o indice Angiogénico (em 56%)
gquando comparado com 0 grupo nao tratado, enquanto que o tratamento com o
anticorpo a2f1, utilizado como bloqueador da integrina, inibiu todos os parametros
testados (em 42%, 43%, 62%, 77% e 86%, respectivamente) (Figura 27), tendo

efeito similar ao obtido pelos tratamentos com 200 e 1000 nM de ALT-C.

Tabela 2 — ALT-C (200 e 1000 nM) inibiu todos os parametros angiogénicos testados no ensaio de
tubulogénese

Porcentagens de Inibicdo da Tubulogénese
ALT- 200 nM ALT-C 1000 nM ALT-C 200 nM ALT-C 1000 nM
(auséncia de (auséncia de (presenca de (presenca de
VEGF) VEGF) VEGF) VEGF)
Comprimentos 34% 56% 41% 47%
dos tubulos
Ramificagdo 36% 57% 41% 51%
dos tubulos
Numero de 49% 71% 53% 69%
juncdes
Malha 71% 80% 77% 75%
tubular
indice 76% 90% 85% 87%
Angiogénico

ALT-C (200 e 1000 nM) inibiu o comprimento dos tubulos, a ramificacéo dos tubulos, o nimero de
juncdes, a malha tubular e o indice Angiogénico de células endoteliais na auséncia ou presenca de
VEGF. Todos os dados estdo representados como porcentagem de inibicdo e foram calculados
utilizando o plugin ‘Angiogenesis Analyzer’ (software ImageJ Fiji, versdo 1.52g). Os ensaios foram
repetidos pelo menos trés vezes em triplicata
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Figura 27 - ALT-C (200 e 1000 nM) inibe a tubulogénese em HUVECs, diminuindo diversos
par&metros angiogénicos
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A, Imagens representativas do ensaio de tubulogénese. Aumento: 10x; barra de escala: 100 pym.
HUVECSs foram tratadas por 30 minutos com ALT-C (200, 500 e 1000 nM), VEGF (10 ng/mL), VEGF +
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ALT-C ou anticorpo bloqueador da integrina azB1 (controle negativo) e entdo plaqueadas sobre
matrigel-GFR por 14 horas. B, Comprimento dos tubulos (UA/campo), C, Ramificacdo dos tlbulos
(UA/campo), D, Numero de juncdes (/campo), E, Malha tubular (/campo) e F, indice Angiogénico
(Area analisada x Ramificacdo dos tibulos x Total de malha tubular; UA/campo) foram calculados
utilizando o plugin ‘Angiogenesis Analyzer’ (software ImageJ Fiji, versdo 1.52g). Valores de p < 0.05
foram considerados com significAncia estatistica: quando comparados aos grupos controle (a) e
VEGF (b). Todos os dados foram representados como média + erro padrdo da média. Os ensaios
foram repetidos pelo menos trés vezes em triplicata

Outras SVMPs foram descritas como inibidoras da formacao de tubulos
em células endoteliais. BpMP-II (10 pg/mL; SVMP-PI), bothropoidina (40 pg/mL;
desintegrina-simile) e neuwiedina (1250 nM; SVMP-PII) diminuiram a tubulogénese
em células endoteliais murinas tEnd (endotélio timico) (ACHE et al., 2015; LIMA-
DOS-SANTOS et al., 2015; GUIMARAES et al., 2017). Ja4 a leucurogina, uma
desintegrina-simile ECD purificada da peconha de Bothrops leucurus, inibiu o
processo de formacdo de tubulos em HUVECs (ALMEIDA et al.,, 2019), mas
diferente da ALT-C, esta inibicdo ocorreu na concentracdo de 4800 nM, uma dose

guase 5x maior do que a mais potente (1000 nM) utilizada neste trabalho.

4.11 ALT-C DIMINUIU O CONTEUDO PROTEICO DE VEGFR2 EM HUVEC

O VEGF exerce suas funcdes bioldgicas ao se ligar em seus receptores,
principalmente o VEGFR2 (ZHANG et al., 2016). Sabendo-se da importancia desse
receptor na promocao de angiogénese, nos analisamos o efeito da ALT-C sobre seu
conteudo proteico em HUVECs. Primeiramente, n6s observamos que 1000 nM de
ALT-C diminuiu a intensidade de fluorescéncia de VEGFR2 total quando comparado
as células endoteliais ndo tratadas e estimuladas com VEGF, plaqueadas sobre uma
camada de COL1 (35% e 41% de diminuic&o, respectivamente) (Figura 28A-B). Este
resultado indicou que o efeito inibitério da ALT-C é mais efetivo do que o efeito
proangiogénico e indutor do VEGF, sugerindo que o bloqueio da integrina azp1 pela
desintegrina-simile afeta a interacdo VEGF/VEGFR2. Para comprovar esta
possibilidade, n6s analisamos o conteudo proteico de VEGFR2 total por Western
Blotting. A incubagéo por 1 hora com ALT-C (1000 nM) diminuiu os niveis proteicos
de VEGFR2 tanto em células ndo tratadas quanto em células tratadas com VEGF
(Figura 28C). O conteudo proteico do receptor voltou aos seus niveis normais apés
tratamento de 24 horas com ALT-C, indicando que o efeito da desintegrina-simile

ocorre em um periodo curto de tempo.
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Figura 28 - ALT-C diminui o contetdo proteico de VEGFR2 total em HUVECs
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A, Imagens representativas da deteccdo imunofluorescente da proteina VEGFR2 (aumento: 60x;
barras de escala: 50 e 30 ym). HUVECSs foram tratadas com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou
ambos durante 30 minutos, seguido de incubacdo com anticorpo primario anti-VEGFR2 e anticorpo
secundério APC. Nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). VEGFR2 é mostrado em
vermelho (Cy5). B, ALT-C diminuiu a porcentagem de fluorescéncia relativa de VEGFR2, a qual foi
calculada como intensidade média de vesiculas por intensidade média de nucleos (grafico de
disperséo). Valores de p < 0.05 foram considerados com significAncia estatistica: quando comparados
aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c). Todos os dados foram obtidos de pelo menos trés
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experimentos independentes em triplicata e representados como média + erro padrdo da média. C,
Western Blotting da proteina VEGFR2, apos tratamento das células com ALT-C (1000 nM), VEGF (10
ng/mL) ou ambos por 1 e 24 horas. GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. As bandas
proteicas foram quantificadas por densitometria (grafico de coluna) através do software Imagel
(versdo 1.51n). Valores de p < 0.05 foram considerados com significancia estatistica: quando
comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 1 hora e quando comparados aos
grupos controle (d), ALT-C (e) e VEGF (f) para 24 horas. Todos os dados foram representados como
média + erro padrdo da média. Os ensaios foram repetidos pelo menos trés vezes em triplicata

Adicionalmente, uma possivel ligacdo direta entre a ALT-C e o0 VEGFR2
foi avaliada por Ressonancia Plasménica de Superficie (RPS). A desintegrina-simile
se ligou ao VEGFR2 com uma constante de dissociacdo (Kq) de 1,76 x 10° M
(Figura 29), tendo uma afinidade dez vezes menor pelo receptor proangiogénico
quando comparada a sua afinidade pela integrina az2p1 (K¢ = 1,4 x 10® M) (MORITZ
et al.,, 2018). Em contrapartida, a afinidade da proteina pelo VEGFR2 é trés vezes
maior do que a demonstrada para com o COL1 (Kg = 4.8 x 10> M) (MORITZ et al.,
2018). Cabe ressaltar que ndo detectamos qualquer ligacdo entre a ALT-C e a
integrina aif1 (dados ndo mostrados), outro receptor de COL1 e de COL4 presente
nas ceélulas endoteliais (GULLBERG et al., 1992; SENGER et al., 1997), indicando a
especificidade da desintegrina-simile pela integrina azB1. Além disso, a ALT-C nédo
se ligou ao COL4, a laminina e a vitronectina imobilizados nos chips de RPS (dados
nao mostrados), ressaltando sua interferéncia na adeséo das células endoteliais ao

COL1 via blogueio da integrina azf31.



Figura 29 - ALT-C interage com o VEGFR2
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Assim como observado para a ALT-C, dados na literatura mostraram que
o0 anticorpo monoclonal humano anti-VEGFR2 TTAC-001 e os polissacarideos
sulfatados FP08S2 e JCS1S2 também tém a capacidade de se ligarem ao VEGFR2
(Ke = 7,3 x 10° M; Kg = 3,3 x 108 M e Ky = 4,82 x 10° M, respectivamente),
interferindo no eixo VEGF/VEGFR2 e consequentemente diminuindo o processo
angiogénico (LEE et al., 2015; CHEN et al., 2016a; WANG et al., 2018).

4.12 ALT-C INTERFERIU NO CROSSTALK a2B1/VEGFR2

A ligacdo do VEGF ao VEGFR2 promove a formacédo de um complexo
com a integrina Bi1 seguido de ativagcdo do receptor (SIMONS; GORDON;
CLAESSON-WELSH, 2016). O bloqueio das integrinas azB1 e aif1 inibe a
angiogénese induzida por VEGF, sugerindo a existéncia de um crosstalk entre B1 e a
sinalizacdo do VEGFR2 (SENGER et al., 2002; CHUNG et al., 2017). Assim sendo,
nds avaliamos a capacidade da ALT-C de interferir nesse crosstalk em HUVECs

aderidas em pogos sem revestimento proteico (sem coating).
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A fosforilagdo da proteina VEGFR2 foi significativamente diminuida pela
ALT-C (1000 nM) em 1 hora de tratamento tanto em células ndo tratadas quanto nas
estimuladas com VEGF (Figura 30A). Surpreendentemente, a desintegrina-simile
promoveu a fosforilacdo do VEGFR2 no tempo de 24 horas e esse efeito foi ainda
maior em células tratadas com VEGF (Figura 30A). Igualmente, a ALT-C diminuiu a
fosforilagdo de 1 em HUVECs néo tratadas e em HUVECs induzidas por VEGF no
tempo de 1 hora, mantendo a mesma resposta em 24 horas (Figura 30B), o que
sugere que a integrina azB1 exerce um nitido controle na sinalizagédo do VEGFR?2, ja
que sua inibicdo pela ALT-C interferiu em seu crosstalk com o receptor

proangiogénico, diminuindo a fosforilagdo do mesmao.

Figura 30 - ALT-C inibe a fosforilacdo de VEGFR2 e de 1 ap6s estimulacdo com VEGF em um curto
periodo de tempo, interferindo no crosstalk a2B1/VEGFR2
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A-B, Western Blotting de VEGFR2 fosforilado e da integrina p1 fosforilada, respectivamente. HUVECs
foram tratadas com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou ambos por 1 e 24 horas e os blots foram
incubados com os anticorpos P-Y1054+Y1059VEGFR2 e P-T788+T7893, GAPDH foi utilizado como controle
de carregamento. As bandas proteicas foram quantificadas por densitometria (graficos de coluna)
através do software ImageJ (versao 1.51n). Valores de p < 0.05 foram considerados com significancia
estatistica: quando comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 1 hora e quando
comparados aos grupos controle (d), ALT-C (e) e VEGF (f) para 24 horas. Todos os dados foram
representados como média + erro padrdo da média. Os ensaios foram repetidos pelo menos trés
vezes em ftriplicata

Estudos mostraram que a proteina homodimérica VEGF € o principal
indutor das angiogéneses fisiologica e tumoral, sendo considerado um alvo
interessante na terapéutica anticancer (RAMJIAWAN; GRIFFIOEN; DUDA, 2017).
Anticorpos anti-VEGF, como o bevacizumabe, foram desenvolvidos para o

tratamento da angiogénese associada a progressdo tumoral e a metastase.

Contudo, a eficacia terapéutica esperada para esses antiangiogénicos € suprimido
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pelo desenvolvimento de resisténcia, o qual € um desafio a ser superado
(RAMJIAWAN; GRIFFIOEN; DUDA, 2017; KUCZYNSKI et al., 2019). Ao se ligar ao
receptor VEGFR2, o VEGF estimula diversas vias de sinalizacdo como a da ERK 1/2
e da PI3K e a via de fosforilagdo FAK-Src/paxilina, as quais sdo importantes para o
correto funcionamento fisiologico do processo angiogénico (TANG et al.,, 2016;
PEACH et al.,, 2018; THIELTGES et al.,, 2018). De maneira interessante, muitas
dessas vias sédo inibidas apés bloqueio da integrina azp1, confirmando o importante
papel dessa integrina no controle da cascata angiogénica (SENGER et al., 1997,
HODIVALA-DILKE; REYNOLDS; REYNOLDS, 2003; CRUZ DA SILVA et al., 2019).
Moléculas como a lectina C AACT, a sulfonamida E7820 e a proteina
angiocidina bloguearam a integrina azB1, levando a diminuicdo da expressédo de
VEGFR2 e interferindo no crosstalk entre a integrina e o receptor proangiogénico,
com subsequente comprometimento na formacdo de tdbulos e na promoc¢do de
angiogénese (FUNAHASHI et al., 2002; SABHERWAL et al., 2006; CHUNG et al.,
2017) da mesma maneira que o tratamento com a ALT-C (1000 nM) descrito no
presente trabalho. Estes dados ressaltam a importancia de nossos resultados nos
estudos de inibicdo de integrinas tendo como foco a supressdo do processo

angiogénico associado ao tumor.

4.13 ALT-C INTERFERIU NA SINALIZACAO DE FAK/SRC E PAXILINA EM HUVEC

Considerando que o tratamento com ALT-C diminuiu a adesdo e a
migracdo celular e provocou alteragbes morfoldgicas nas células endoteliais, nés
investigamos seus efeitos na sinalizacdo de FAK/Src e paxilina em HUVECs (sem
coating), visto que essas proteinas estdo envolvidas em ambos 0s processos citados
(CUI et al., 2017). A estimulacao induzida pelo VEGF nédo afetou a fosforilacéo de
FAK, mas aumentou Src e paxilina no tempo de 1 hora, ndo tendo resposta
significativa em 24 horas de tratamento (Figura 31). Em células tratadas com ALT-C
(1000 nM), tivemos a diminuicdo da fosforilacdo de paxilina, mas a ativacdo de FAK
em 1 hora. Nenhuma alteracao foi observada nos niveis de Src neste tempo (Figura
31). Resposta diferente foi observada no tratamento de 24 horas. Neste periodo,
ALT-C (1000 nM) diminuiu as fosforilacdes de FAK e Src, mas aumentou 0s niveis
de paxilina (Figura 31). Na presenca de VEGF, nés observamos que o tratamento

com ALT-C (1000 nM) aumentou a fosforilagdo de FAK apenas no tempo de 1 hora.



89

Os niveis de paxilina, no entanto, diminuiram em 1 hora, aumentando em 24 horas

de incubacdo com a desintegrina-simile (Figura 31).

Figura 31 - ALT-C interfere na sinalizagdo de FAK/Src e Paxilina mediada por VEGF
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Western Blotting deY3%7"FAK/FAK (A), PTY418Src (B) e “Mlpaxilina (C), apds tratamento das células
com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou ambos por 1 e 24 horas. GAPDH foi utilizado como
controle de carregamento. As bandas proteicas foram quantificadas por densitometria (graficos de
coluna) através do software ImageJ (versdo 1.51n). Valores de p < 0.05 foram considerados com
significancia estatistica: quando comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 1
hora e quando comparados aos grupos controle (d), ALT-C (e) e VEGF (f) para 24 horas. Todos 0s
dados foram representados como média + erro padrdo da média. Os ensaios foram repetidos pelo
menos trés vezes em triplicata

NOs também analisamos a fosforilacdo de FAK em HUVECSs tratadas com
anticorpo blogueador (Ac) da integrina a21. Apés 1 hora de incubagdo com este
anticorpo, a fosforilacdo de FAK diminuiu quando comparada a HUVECs induzidas

ou nao pelo VEGF (Figura 32), resposta contraria aquela que observamos quando
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tratamos as células com ALT-C (1000 nM). Outros estudos corroboram com nossos
achados, mostrando que a desintegrina-simile ativa a fosforilacdo de FAK em
células tumorais de mama MDA-MB-231 (10 nM) e em neutrofilos (100 nM)
(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003; MORITZ et al., 2018).

Figura 32 - Tratamento com anticorpo bloqueador da integrina azp: inibiu a fosforilagcdo de FAK em
HUVECs num periodo curto de tempo
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Western Blotting de FAK fosforilada. HUVECs foram tratadas com anticorpo bloqueador da integrina
a2B1 (3 pg/mL), VEGF (15 ng/mL) ou ambos por 1 hora e os blots foram incubados com o anticorpo P
Y397FAK. GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. As bandas proteicas foram
quantificadas por densitometria (graficos de coluna) através do software ImageJ (versdo 1.51n).
Valores de p < 0.05 foram considerados com significancia estatistica: quando comparados aos grupos
controle (a), Ac bloqueador de azB1 (b) e VEGF (c). Todos os dados foram representados como média
* erro padrao da média. Os ensaios foram repetidos pelo menos trés vezes em triplicata

A FAK endotelial € necesséria para o desenvolvimento da angiogénese
tumoral (TAVORA et al., 2010). FAK é a principal tirosina quinase intracelular que
medeia a transducdo de sinal das integrinas, também participando da sinalizacéo
ativada pelo VEGF ao se ligar no VEGFR2. Em conjunto com Src, o receptor de
esteroide pertencente a familia das tirosina-quinases, a FAK inicia diversas cascatas
de fosforilagdo, regulando a migracao, a proliferacdo, a motilidade e a sobrevivéncia
das células endoteliais, recrutando proteinas como a paxilina, uma proteina de
citoesqueleto que coordena a adeséo celular (KING et al., 2014; CUI et al., 2017,
SUN; WU; GUAN, 2018). Curiosamente, a ALT-C (1000 nM) ativou a fosforilacéo de
FAK-Y397 (residuo de tirosina 397) e diminuiu a fosforilagdo de paxilina em
HUVECs no tempo de 1 hora. Esse resultado corrobora com um estudo recente que

demonstrou que a ativagdo de FAK-Y397 em células endoteliais reduz a expressao
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de VEGFR2 e também a ativacdo da integrina B1, prejudicando a sinalizacdo de
FAK/Src/PI3K/Akt (PEDROSA et al., 2019). Ao contrario, a ativacdo de FAK-Y861
(residuo de tirosina 861) diminuiu a expressdo de VEGFR2, mas aumentou a
ativacdo da integrina B1 (PEDROSA et al.,, 2019). Esses dados nos permitem
entender como a ALT-C inibe a angiogénese apesar de ativar FAK apos se ligar a
integrina a2P1, além de sugerir que a desintegrina-simile age como um agonista
inverso, o qual interage com a integrina a2f1, induzindo uma resposta farmacoldgica
oposta a de um agonista tipico (ROSE; GOLAN, 2009).

Moléculas que perturbam a interacdo entre FAK-Src e paxilina inibem a
proliferagcdo e a migracdo celular durante o processo angiogénico, prejudicando a
formacdo de adesbes focais e de filopodios nas células (FU et al., 2015;
TOUTOUNCHIAN et al.,, 2016; CUI et al.,, 2017). Ao diminuir a fosforilacdo de
paxilina em 1 hora e a fosforilagdo de FAK em 24 horas, a ALT-C interfere na via
FAK-Src/paxilina, inibindo a adesdo e a migragcdo de HUVECs, alterando a
morfologia dessa linhagem celular. Como visto, os filopodios das células endoteliais
diminuem apos tratamento com ALT-C (1000 nM). A montagem dessas estruturas
morfolégicas depende da fosforilacdo de paxilina, a qual ativa a GTPase Rho. Sob
baixa expressdo de paxilina, as células perdem suas adesdes focais e fibras de
estresse, comprometendo a formacéo de filopédios (FU et al., 2015), assim como
observamos nas HUVECs tratadas com ALT-C que apresentaram baixos niveis de
paxilina fosforilada. Este resultado sugere desadeséo parcial das células, processo
conhecido por ativar o programa autofagico.

4.14 ALT-C INIBIU A ATIVACAO DAS VIAS DE ERK1/2 E PI3K MEDIADAS PELO
VEGFR2 EM HUVEC

O tratamento por 1 hora com ALT-C (1000 nM) diminuiu as fosforilacdes
de ERK 1/2 e PI3K em HUVECSs estimuladas com VEGF (Figura 33). Entretanto, em
24 horas, observamos uma resposta diferente com elevagéo dos niveis de ambas as
proteinas (Figura 33). Este resultado sugere que o efeito antiangiogénico promovido
pela ALT-C apos ligacao na integrina azp1 € tempo-dependente.
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Figura 33 - ALT interfere na sinalizacédo de ERK 1/2 e PI3K mediada por VEGF
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Western Blotting de P-Y204+Y187ERK1+ERK2/ERK (A) e P-YS07PI3K/PI3K (B), apds tratamento das
células com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou ambos por 1 e 24 horas. GAPDH foi utilizado
como controle de carregamento. As bandas proteicas foram quantificadas por densitometria (graficos
de coluna) através do software ImageJ (versao 1.51n). Valores de p < 0.05 foram considerados com
significancia estatistica: quando comparados aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 1
hora e quando comparados aos grupos controle (d), ALT-C (e) e VEGF (f) para 24 horas. Todos 0s
dados foram representados como média + erro padréo da média. Os ensaios foram repetidos pelo
menos trés vezes em triplicata

pY

ERK 1/2 (p44/p42) pertence a superfamilia das quinases ativadas por
mitégenos (MAPK) e é obtida por splicing alternativo, sendo considerada um dos
principais efetores da oncoproteina Ras, além de induzir a liberacdo de
metaloproteinases de matriz que ajudam na degradacdo da MEC (DONG et al.,
2017; LIU et al., 2018). Ja a proteina PI3K pertence a familia das quinases lipidicas,
sendo a classe |IA associada a angiogénese tumoral (DE LUCA et al., 2012; ZHANG
et al., 2015). Ambas as proteinas sao ativadas por fatores de crescimento (como o
VEGF) e modulam a proliferacdo, a migracdo, a invasao e a tubulogénese de células
endoteliais (TANG et al., 2016; CHUNG et al., 2017; LIU et al., 2018).

Ao inibir as vias de ERK 1/2 e PI3K em HUVECs, a ALT-C mantém uma
resposta antiangiogénica mesmo na presenca do VEGF, interferindo no processo
angiogénico. A lectina AACT (dominio ECD) teve a mesma resposta que a ALT-C,
reduzindo a sinalizagdo de ERK e PI3K estimulada por VEGF ao inibir a integrina
az2B1 (CHUNG et al., 2017). A desintegrina DisBa-01 (1000 nM) e a desintegrina-
simile acuragina-C (40 nM) também inibiram a fosforilagdo de ERK e PI3K induzidas
por VEGF e pelo fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), respectivamente, mas

de maneira diferente da ALT-C, o efeito antiangiogénico dessas proteinas se deu
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pelo blogueio da integrina avBs em HUVECs (WANG, 2010; DANILUCCI et al.,
2019).

4.15 ALT-C AUMENTOU O CONTEUDO PROTEICO DO MARCADOR
AUTOFAGICO LC3B

Estudos mostraram que a inibicdo da via de sinalizagcdo da PI3K induz
autofagia, a qual, por sua vez, inibe o processo angiogénico (BUTLER et al., 2017;
ZHANG et al., 2017; SCOTT et al., 2018). No presente trabalho, n6s observamos
que o tratamento com a ALT-C (1000 nM) por 1 hora inibiu a fosforilacdo de PI3K,
nos levando a questionar se a desintegrina-simile também é capaz de modular a
autofagia. Como visto na figura 34A-B, ALT-C (1000 nM) aumentou a intensidade de
fluorescéncia da proteina LC3B quando comparado a HUVECs néo tratadas e
induzidas por VEGF (45,5% e 50%, respectivamente). Por ensaio de Western
Blotting, nés corroboramos nossos dados de fluorescéncia, demonstrando que a
ALTC (1000 nM) aumenta o conteudo proteico de LC3B, induzindo autofagia nas
células endoteliais nos tempos de 1 e 24 horas. Esse efeito foi atenuado em células
estimuladas com VEGF (Figura 34C).
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Figura 34 - ALT-C aumenta o contelido proteico de LC3B, induzindo autofagia em HUVECs
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A, Imagens representativas da deteccdo imunofluorescente da proteina LC3B (aumento: 60x; barras
de escala: 50 e 30 ym). HUVECSs foram tratadas com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou ambos
durante 30 minutos, seguido de incubacdo com anticorpo primario anti-LC3B e anticorpo secundario
APC. Nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). LC3B é mostrado em vermelho (Cy5). B,
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ALT-C aumentou a porcentagem de fluorescéncia relativa de LC3B, a qual foi calculada como
intensidade média de vesiculas por intensidade média de ndcleos (grafico de dispersao). Valores de p
< 0.05 foram considerados com significancia estatistica: quando comparados aos grupos controle (a),
ALT-C (b) e VEGF (c). Todos os dados foram obtidos de pelo menos trés experimentos
independentes em triplicata e representados como média + erro padrao da média. C, Western Blotting
da proteina LC3B, apods tratamento das células com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou ambos
por 1 e 24 horas. GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. As bandas proteicas foram
quantificadas por densitometria (grafico de coluna) através do software ImageJ (versdo 1.51n).
Valores de p < 0.05 foram considerados com significancia estatistica: quando comparados aos grupos
controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 1 hora e quando comparados aos grupos controle (d), ALT-C
(e) e VEGF (f) para 24 horas. Todos os dados foram representados como média + erro padrdo da
média. Os ensaios foram repetidos pelo menos trés vezes em ftriplicata

A autofagia € uma das principais vias de degradacédo intracelular que
regula a homeostase e a reciclagem celular ao remover materiais citoplasméaticos e
organelas danificadas das células (DU et al., 2012; YANG et al., 2014; BUTLER et
al., 2017; SCHAAF et al., 2019). O LC3B, um dos homdélogos pertencentes a familia
de cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos (MAP1LC3), é um dos
principais marcadores de membrana autofagicos, participando do alongamento do
autofagossomo, uma das etapas iniciais da autofagia (WILD; MCEWAN; DIKIC,
2014). Portanto, detectar o LC3B por Imunofluorescéncia e Western Blotting se
tornou essencial para monitorar o processo autofagico (TANIDA; UENO; KOMINAMI,
2008).

A angiogénese e a autofagia sdo dois processos bioldgicos intimamente
relacionados. Estudos mostraram que o aumento de autofagia induz a inibicdo da
migracdo e da tubulogénese de células endoteliais, além de diminuir os niveis
proteicos de VEGFR2, fatores que levam ao impedimento da angiogénese (DU et
al., 2012; KUMAR et al., 2013; PAN et al.,, 2017). No nosso trabalho, a ALT-C
reduziu a fosforilacdo de PI3K, reducao esta que € conhecida por induzir a autofagia,
com consequente diminuicdo do processo angiogénico (BUTLER et al.,, 2017;
ZHANG et al.,, 2017; SCOTT et al.,, 2018). Além disso, a ALT-C aumentou o
conteudo proteico de LC3B, trabalhando como um promotor de autofagia, inibindo a
angiogénese ndo somente pelo bloqueio da integrina azB1 e interferéncia no eixo
VEGF/VEGFR2, mas também ao promover o processo autofagico nas células
endoteliais. Outros compostos como a convalatoxina (10 nM), o Ery5 (10000 nM) e o
MGO (25000 nM) também inibiram a cascata angiogénica em HUVECSs, diminuindo
o conteudo proteico de VEGFR2 e aumentando os niveis de LC3B, ativando a
autofagia nas células endoteliais (LIU et al., 2012; KUMAR et al., 2013; YANG et al.,
2014).
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Adicionalmente, a ALT-C (1000 nM) aumentou o conteudo proteico do
marcador autofagico beclin-1 em HUVECs tratadas com VEGF tanto em 1 quanto
em 24 horas (Figura 35). A beclin-1 € uma proteina importante na iniciacdo do
processo autofagico ao regular o recrutamento de proteinas relacionadas a autofagia
(Atgs) durante a formacéo do autofagossomo (FUSCO et al., 2018). Este resultado
ressalta a participacdo da desintegrina-simile na promocéo de autofagia em células

endoteliais mesmo na presenca de um fator proangiogénico.

Figura 35 - ALT-C aumenta o conteldo proteico de Beclin-1 na presenca de VEGF, promovendo
autofagia em HUVECs
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Western Blotting de Beclin-1 apés tratamento das células com ALT-C (1000 nM), VEGF (10 ng/mL) ou
ambos por 1 e 24 horas. GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. As bandas proteicas
foram quantificadas por densitometria (graficos de coluna) através do software Imaged (versao
1.51n). Valores de p < 0.05 foram considerados com significAncia estatistica: quando comparados
aos grupos controle (a), ALT-C (b) e VEGF (c) para 1 hora e quando comparados aos grupos controle
(d), ALT-C (e) e VEGF (f) para 24 horas. Todos os dados foram representados como média + erro
padrdo da média. Os ensaios foram repetidos pelo menos trés vezes em ftriplicata
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho forneceu informacdes adicionais e inéditas sobre o
mecanismo de inibicdo da angiogénese pela ALT-C, um ligante da integrina azB1, a
qual é um receptor importante no controle da ativagdo do eixo VEGF/VEGFR2. No6s
demonstramos que a ALT-C se liga a integrina azp1 em células endoteliais (HUVEC),
causando alteracdes morfoldgicas nesta linhagem celular e inibindo a sinalizagéo ‘de
fora para dentro’ da integrina (Figura 36). Além disso, relatamos pela primeira vez a
interferéncia direta do tratamento da ALT-C na sinalizagéo do eixo VEGF/VEGFR2.
A inibicdo da integrina azf31 promovida pela desintegrina-simile interferiu no crosstalk
a2B1/VEGFR2, inibindo diversas vias angiogénicas (ERK 1/2, PI3K e FAK-
Src/paxilina), levando a desadeséo parcial das células endoteliais, com decréscimo
no numero de filopédios e inibicAo dos processos de migracdo celular e
tubulogénese (Figura 36). Adicionalmente, nGs mostramos pela primeira vez que a
ALT-C eleva os niveis proteicos do marcador autofagico LC3B em HUVECS,
ativando a autofagia, mecanismo que possibilita que as células sobrevivam sem
forte adesdo ao COL1 da MEC (Figura 36). Todos os efeitos promovidos pela ALT-C
resultam em inibicdo da angiogénese, ressaltando o carater antiangiogénico desta

desintegrina-simile.
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Figura 36 — ALT-C inibe a integrina azf1, interferindo no crosstalk a2p1/VEGFR2, com subsequente
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Ha a existéncia de um crosstalk entre a integrina a2f1 € 0 receptor proangiogénico VEGFR2 nas
membranas das células endoteliais (HUVEC), crosstalk este que leva a promog¢do do processo
angiogénico. No presente trabalho, observamos que a ligacdo da desintegrina-simile ALT-C a
integrina azPB1 causa alteragbes morfologicas na linhagem HUVEC, interferindo no crosstalk
a2B1/VEGFR2, além de inibir a sinalizacdo ‘de fora para dentro da integrina az2B:" e a resposta do
VEGF no eixo VEGF/VEGFR2. Essa interferéncia inibe as vias angiogénicas de ERK 1/2, PI3K e
paxilina, inibindo os processos de ades&o celular ao COL1, migracdo celular e tubulogénese.
Adicionalmente, a ALT-C é capaz de ativar autofagia ao aumentar o conteldo proteico do marcador
autofagico LC3B nas células endoteliais. Todos estes efeitos culminam na inibicdo da angiogénese

pela ALT-C
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que a desintegrina-
simile ALT-C interfere no crosstalk a2p1/VEGFR2 em células endoteliais, inibindo a
angiogénese. Nossos resultados indicaram que a ALT-C é uma potencial candidata
no tratamento antiangiogénico em processos tumorais e metastaticos. Além disso,
nos ressaltamos o papel da ALT-C na inibicdo de vias de sinalizacdo associadas a
integrina azP1, indicando a importancia da desintegrina-simile como ferramenta de
pesquisa em estudos basicos. Por fim, nosso trabalho validou a integrina az1 como
alvo terapéutico, evidenciando o papel fundamental da inibicdo de integrinas como
terapia antiangiogénica considerando-se a resisténcia das células tumorais aos
tratamentos antiangiogénicos atualmente disponiveis, os quais focam principalmente

na inibicdo do VEGF por meio de anticorpos.
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