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RESUMO

A influéncia do fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e da
qguimiocina CC-ligante 2 (CCL2) na funcao vascular e na angiogénese tem sido alvo
de varios estudos que demonstram o efeito proangiogénico destas citocinas.
Sabendo que a migracdo de células endoteliais pode ser estimulada pelos fatores
angiogénicos e buscando compreender a interacdo destes fatores no processo de
migracdo endotelial, o presente trabalho objetivou investigar os efeitos in vitro do
IGF-1 e/ou CCL2 sobre as células endoteliais. Para o estudo, a linhagem de células
endoteliais timicas murinas (tEnd.1) foram tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a
CCL2 (10 ng/mL) ou o IGF-1/CCL2 durante 24 horas. Analise por citometria de
fluxo mostrou que o tratamento com o IGF-1 e/ou a CCL2 nao alterou a expressao
do receptor de IGF-1 (IGF-1R) nas células tEnd.1, quando comparado as culturas
nao tratadas. Entranto, o tratamento com a CCL2 aumentou a expressao do seu
receptor, o CCR2, nas células tEnd.1. Analise por imunofluorescéncia revelou que
0 IGF-1 e/lou a CCL2 estimularam a deposicao de fibronectina (FN) nas células
tEnd.1, porém, ndo alteraram a expressao de receptores para FN, a cadeia alfa da
integrina a5B1/VLA5 (CD49e) e o proteoglicano transmembranar CD44 quando
analisados por citofluorimetria. Por imunofluorescéncia também foram obervadas
alteracdes no citoesqueleto de F-actina das células aderidas sobre fibronectina em
todos os tratamentos. No ensaio de adeséo, as células tEnd.1 tratadas com o IGF-
1 e/ou a CCL2 aumentaram a adesédo a superficie revestida por fibronectina, bem
como a migracdo endotelial em camaras de transwell frente a fibronectina. A
analise morfologica demonstrou que apenas as células tratadas com o IGF-1/CCL2
por 12 e 24 horas evidenciaram lumens intracelulares. Finalmente, a area do lumen
e a formacédo de estruturas semelhantes a capilares foi aumentada pelo tratamento
com o IGF-1 e/ou a CCL2 em células edoteliais cultivadas sobre fibronectina. Estes
dados sugerem que o IGF-1 e a CCL2 estimulam in vitro a reorganizacdo do
citoesqueleto, adeséo, migragcao e formacao de estruturas semelhantes a capilares
pela linhagem de células endoteliais timicas frente a matriz de fibronectina,
podendo assim contribuir para o processo de angiogénese.

Palavras-chave: IGF-1. Migragédo endotelial. Quimiocina CCL2. Angiogénese.



ABSTRACT

The influence of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and CC-chemokine ligand 2
(CCL2) on vascular function and angiogenesis have been the subject of several
studies which demonstrate their proangiogenic effects. Knowing that endothelial cell
migration can be stimulated by angiogenic factors and seeking to understand the
interaction of these factors in endothelial migration process, the present study
aimed to investigate in vitro effects of IGF-1 and/or CCL2 on endothelial cells. We
applied the murine thymic endothelial cell line (tEnd.1l) treated with IGF-1 (100
ng/mL), CCL2 (10 ng/mL) or IGF-1/CCL2 for 24 hours. Flow cytometry analysis
showed that treatment with IGF-1 and/or CCL2 did not change IGF-1 receptor
expression (IGF-1R) on tEnd.1 cells as compared to untreated cultures. However,
CCL2-treatment increased expression of its receptor, CCR2, on tEnd.1 cells.
Immunofluorescence analysis of tEnd.1 cells revealed that IGF-1 and/or CCL2
increased fibronectin (FN) deposition, but they did not alter FN receptors, alpha
chain of a5B1/VLAS integrin (CD49e) and CD44 transmembrane proteoglycan as
analyzed by flow cytometry. By Immunofluorescence was also revealed alterations
on F-actin cytoskeleton in these cells for all treatments onto fibronectin coating. In
the adhesion assay, tEnd.1 cells treated with IGF-1 and/or CCL2 increased
adhesion to fibronectin coated-surfaces as well as cell migration in transwell
chambers assessed on fibronectin coated-surface. Morphological analysis
demonstrated that only tEnd.1 cells treated with IGF-1/CCL2 for 12 and 24 hours
presented intracellular lumens. Finally, luminal area and tEnd.1 tube formation were
increased by IGF-1 and/or CCL2 treatment on fibronectin. These data suggest that
IGF-1 and/or CCL2 stimulate in vitro cytoskeleton reorganization, adhesion,
migration and endothelial cell tube formation by tEnd.1 cell line on fibronectin matrix
protein, so they can contribute for angiogenesis process.

Key-words: IGF-1. Endothelial migration. CCL2 chemokine. Angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

As células endoteliais revestem internamente 0S vasos sanguineos e
possuem atividades essenciais no controle das fungbes vasculares. Elas também
desempenham papel importante na formacdo de novos vasos sanguineos e
restauracdo de vasos lesados (SUMPIO et al., 2002).

Estas células estdo normalmente em estado de quiescéncia, refletindo a
estabilidade e integridade da parede vascular (SCHNAPER et al., 1993). Durante
uma série de processos fisiolégicos ou patolégicos que envolvem a angiogénese,
como o desenvolvimento embriondrio, a inflamacao, a cicatrizacdo de ferida e o
crescimento de tumor (FOLKMAN; SHING, 1992), este estado de repouso é
alterado e as células endoteliais tornam-se alongadas, altamente mobveis e
sensiveis a estimulacao por fatores de crescimento (GUVAKOVA, 2007).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) correspondem a
uma das principais citocinas que regulam o processo de vascularizacdo
(HELLSTROM et al., 2001; DAVIS et al., 2002). Os IGFs circulantes ou produzidos
localmente também participam na regulacao da proliferacao celular, diferenciacéo e
inibicdo da apoptose (RUTANEN, 2000).

Dentre os IGFs, o fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)
caracteriza-se por ser um polipeptidio simples com homologia estrutural ao fator-2
de crescimento semelhante a insulina (IGF-2) e a pré-insulina (DAUGHADAY et al.,
1987; RAJARAM et al., 1997). E produzido por diversos érgéos, principalmente
pelo figado quando estimulado pelo horménio do crescimento (GH) e tem a maioria
dos seus efeitos mediados através do receptor IGF-1R, presente em uma grande
variedade de tipos celulares (JONES; CLEMMONS, 1995).

Dados da literatura demonstram que o IGF-1 é capaz de estimular a funcéo
endotelial, ao potencializar a migracdo da linhagem de células endoteliais de
corddo umbilical humano (ECV304) (IKEO et al, 2001), e promover a
diferenciacdo, a migracdo e a habilidade das células progenitoras endoteliais
humanas e murinas em formar estruturas semelhantes a capilares (THUM et al.,
2007).

As quimiocinas também sdo apontadas como moduladoras da funcdo

endotelial, sendo atribuido a quimiocina CC ligante-2 (CCL2), um papel direto sobre
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a angiogénese atraves de seu receptor CCR2 (SALCEDO et al., 2000; HWANG et
al., 2004).

A acéo sinérgica da CCL2 ou do IGF-1 com outros fatores de crescimento
sobre o processo de angiogénese tem sido alvo de estudos. Segundo Hellstrom e
colaboradores (2001), o IGF-1 em niveis minimos mostrou-se necessario para
promover a maxima funcédo do fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF)
na vascularizacdo normal da retina, assim como a CCL2 modulou a formacédo de
estruturas semelhantes a capilares de células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVEC) estimuladas pelo VEGF (YAMADA et al., 2003).

Estudos comprovam que o IGF-1 e a CCL2 agem como mediadores
proangiogénicos. Contudo, ndo h& estudos na literatura cientifica que demonstram
0S mecanismos celulares promovidos pela interacdo destas citocinas sobre as
células endoteliais. Sabendo-se que os fatores angiogénicos estimulam a migracéo
de células endoteliais (STAMATOVIC et al., 2006), e tendo em vista que o
processo migratério é dependente da interagcdo da matriz extracelular-integrinas-
citoesqueleto (QIN; ZHANG, 2010), tem-se despertado 0 interesse na
compreensao da acdo conjunta destes fatores proangiogénicos em processos

envolvidos na migragéao endotelial.
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2.1

15

OBJETIVOS

Geral:

Estudar in vitro os efeitos da acédo conjunta do fator-1 de crescimento

semelhante a insulina (IGF-1) e a quimiocina CCL2 na migracdo de células

endoteliais derivadas de timo murino.

2.2

Especificos:

Analisar a morfologia das células endoteliais apés o tratamento com o IGF-1
e/ou a CCL2;

Analisar os efeitos da acéo conjunta do IGF-1 e/ou CCL2 na expresséo de
seus receptores em células endoteliais;

Avaliar os efeitos do IGF-1 e/ou CCL2 na expressao da fibronectina e seus
receptores pelas células endoteliais;

Analisar os efeitos do IGF-1 e/ou CCL2 sobre a organizacdo do
citoesqueleto das células endoteliais;

Avaliar a acdo do IGF-1 e/ou CCL2 sobre a adesdo e migracdo da célula
endotelial;

Analisar a acédo do IGF-1 e/ou CCL2 na formacéo de estruturas semelhantes

a capilares por células endoteliais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Célula endotelial

As células endoteliais sdo versateis, multifuncionais e apresentam
propriedades sintéticas e metabdlicas importantes para uma série de processos
bioldgicos que regulam a homeostasia como a angiogénese, a vasculogénese, e as
respostas imunes e reacdes inflamatérias (SUMPIO et al., 2002).

A célula endotelial caracteriza-se por apresentar forma alongada, nudcleo
proeminente e organelas citoplasmaticas (Figural). Em sua superficie apresenta
invaginacdes submicroscopicas na membrana denominadas de cavéolas que
podem conter moléculas sinalizadoras e receptores (NASCIMENTO et al., 2003).
Estas células constituem células epiteliais polarizadas que apresentam uma
superficie apical e uma superficie basal (KRAMER, 1985; SCHNAPER et al., 1993),
e sdo estruturadas por complexos de juncdes intercelulares (LAMPUGNANI et al.,
1995), que atuam na manutencdo da integridade das células adjacentes,
estabelecendo conexdes ceélula-célula e sitios de adesdo célula-substrato
(SCHNEEBERGER; LYNCH, 2004).

As células endoteliais constituem a interface fisica entre a circulacdo
sanguinea e os tecidos (CINES et al., 1998). Desta forma, elas apresentam a
membrana luminal em contato direto com 0 sangue, e em contato com 0 espago
subendotelial encontram-se a membrana basal, constituida de matriz extracelular
(MEC), pericitos, células musculares lisas e fibroblastos (GRIFFIOEN; MOLEMA,
2000).

A organizacdo da membrana basal das células endoteliais nos vasos
sanguineos permite a identificacdo de tipos distintos de capilares. A principal
distincdo € a presenca ou auséncia de uma membrana basal continua que
classifica os capilares como continuo ou sinuséide, respectivamente (BENNETT et
al., 1959; SARIN, 2010). A descontinuidade na membrana basal dos sinuséides
presente em oOrgdos como a medula éssea e o baco tornam menos restritiva a
transmigracdo de células do sangue, sendo consistente com os papéis funcionais
gue estes 6rgdos desempenham na hematopoiese e na resposta imune, permitindo

gue 0s monacitos e fagocitos residentes no interior dos espacos intersticiais sejam
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eficientemente mobilizados quando necessario (SARIN, 2010). Estes capilares séo
ainda sub-classificados como fenestrados ou n&o fenestrados com base na
auséncia ou presenca de fenestracGes no interior da camada endotelial (SARIN,
2010).

Figura 1 — Eletromicrografia de um capilar continuo.

Fonte: Weiss et al., 2009 (Adaptado).
A célula endotelial do capilar caracteriza-se por apresentar forma
alongada, nucleo proeminente e organelas citoplasmaticas.

3.1.1 Propriedades funcionais

O endotélio consiste em um 6érgao com funcbes enddcrinas, paracrinas e
autdcrinas presente nos leitos vasculares, porém este conceito foi aceito apenas na
década de 1980, quando foi constatado que o endotélio ndo se tratava apenas de
um tecido epitelial com funcdes passivas de revestimento dos vasos sanguineos,
mas que atuava diretamente no processo de vasodilatacdo (FURCHGOTT et al.,
1984). Ainda, atualmente é reconhecido por participar na homeostasia vascular,
regulando o ténus vascular, crescimento celular, fibrindlise, trombolise, resposta
inflamatdria e imune (COOKE, 2000; GALLARRETA et al., 2009).
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Um endotélio vascular integro € essencial para o controle das funcdes
vasculares e suprimento adequado de sangue para os tecidos do organismo, sendo
a sua funcdo primaria essencial a manutencdo da permeabilidade da parede
vascular (CINES et al., 1998), que € constituida pela membrana basal e forma uma
barreira secundaria a passagem do plasma e constituintes celulares para o
compartimento extravascular (JAFFE, 1987).

Através de sua capacidade de controlar o tbnus vascular, o endotélio regula
o fluxo do sangue pela liberacdo de componentes vasomotores como a endotelina
que pode promover vasoconstricdo ou componentes como a prostaciclina e o 6xido
nitrico que estimulam a vasodilatacdo (SUMPIO et al., 2002). Além disso, a
regulacdo do fluxo sanguineo € promovida pelas propriedades anti-trombogénicas
e anti-adesivas das células endoteliais que asseguram a fluidez sanguinea,
impedindo a aderéncia das células do sangue e o acumulo destas nos vasos
(STOLTZ et al., 2007). Isto se deve a secrecdo regulada de agentes
antiplaquetarios como a prostaciclina e o 6xido nitrico (PEARSON, 1999), e a
capacidade das células endoteliais de gerar uma superficie ativa anti-trombogénica
pela expressdo do heparan sulfato, um inibidor primério da trombina (FRANCO,
2001), que é o principal local de ligacdo da anti-trombina (CINES et al., 1998). A
célula endotelial também produz e expressa o receptor endotelial trombomodulina
(STOLTZ et al.,, 2007), que se liga a trombina e altera a sua especificidade
catalitica, reduzindo sua capacidade de clivar o fibrinogénio, e ainda aumenta sua
capacidade de ativar a proteina C anticoagulante (PEARSON, 1999; STOLTZ et al.,
2007).

Durante a inflamacéo e tens&o de cisalhamento, estas propriedades sé&o
reduzidas e as células endoteliais sdo estimuladas a secretar componentes pro-
trombdéticos e anti-fibrinoliticos (CINES et al., 1998; STOLTZ et al., 2007). Na
presenca de injuria, para que ocorra o reparo endotelial a matriz endotelial é
exposta a adesdo plaquetaria que requer a presenca do fator de von Willebrand,
um produto da secrecédo das células endoteliais (PEARSON, 1999).

O endotélio também é crucial nas respostas imunes e reac¢des inflamatorias
(SUMPIO et al., 2002), pois age como uma barreira seletiva no recrutamento de
leucocitos circulantes. Primariamente, os leucécitos aderem ao revestimento

endotelial da parede do vaso, transmigram através da monocamada endotelial e
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em seguida, migram de forma dirigida para o local da infec¢éo ou lesao (LIU et al.,
2004).

Dentre as propriedades desempenhadas pelas células endoteliais, a
vasculogénese e a angiogénese sao atividades cruciais que ocorrem desde a fase
embrionaria e se mantém no individuo adulto (FISCHER et al., 2006). A
vasculogénese corresponde a formacédo de vasos a partir da associacdo de células
endoteliais precursoras (BECK; D’AMORE, 1997), que ocorre principalmente na
fase embrionaria (SUMPIO et al., 2002), enquanto no adulto os novos vasos sao
formados através da angiogénese, expansao continua do sistema vascular
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996; CINES et al.,1998).

3.1.2 Angiogénese e vasculogénese

A angiogénese corresponde a formacdo de novos vasos como resultado do
brotamento de células endoteliais a partir de vasos pré-existentes como mostrado
na Fig. 2 (FOLKMAN; SHING, 1992; CINES et al.,1998; GRIFFIOEN; MOLEMA,
2000, SILVA et al., 2007). Este processo é essencial para o crescimento tecidual
normal como a cicatrizacdo de ferimentos, o desenvolvimento embrionario e o ciclo
menstrual, em que novos vasos sdo formados para suprir os tecidos com oxigénio
e nutrientes, como também remover os metabdlitos (GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000).
No embrido, a angiogénese ocorre em regides avasculares e no adulto ocorre mais
comumente durante a cicatrizacdo de ferimentos (HANAHAN; FOLKMAN, 1996;
CINES et al., 1998). Contudo, varias patologias estdo associadas a formacao de
NoOvosS vasos como O cancer, a aterosclerose, a artrite reumatéide e a retinopatia
diabética (HANAHAN; FOLKMAN, 1996; GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000).

Em condicOes fisiologicas ou patoldgicas, o processo de angiogénese é
iniciado pelo aumento local da permeabilidade do vaso sanguineo e
extravasamento de proteinas do plasma (HUTCHINGS et al., 2003). Além disso, 0
relaxamento vascular mediado pelo 6xido nitrico € um pré-requisito para as células
endoteliais entrarem na cascata angiogénica (GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000).

A vasodilatacdo permite o alongamento dos vasos que se tornam sensiveis
aos fatores de crescimento (FOLKMAN; SHING, 1992). Assim, a liberagdo de

citocinas angiogénicas por varias fontes estimula a ativacdo das células endoteliais,
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que penetram na MEC através da degradacdo da lamina basal por meio da acao
de metaloproteinases da matriz ou liberadas pelo endotélio (SILVA et al., 2007;
GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000).

Sob a agdo dos estimulos angiogénicos, as células endoteliais migram e
proliferam para iniciarem o brotamento capilar, posteriormente se diferenciam,
assumem a forma tubular e durante o estado de maturacdo formam uma nova
lamina basal (HUTCHINGS et al, 2003; SILVA et al, 2007). Os tubos
microvasculares se unem por anastomose e originam a cadeia circulatéria funcional
(LIOTTA et al.,1991).

Os vasos também podem ser originados pelo processo de angiogénese
intussusceptivo ou angiogénese por separacdo. Este ocorre quando a parede do
vaso se estende para dentro do limen, fazendo com que o vaso se divida em dois
sem que as células endoteliais dependam imediatamente da proliferacdo e
migracao celular (Fig. 2) (KURZ et al., 2003; ADAIR; MONTANI, 2010)

A vasculogénese corresponde a organizacdo de células endoteliais em
vasos na auséncia de um sistema vascular pré-existente e ocorre principalmente
na fase embrionaria como mostrado na Fig. 2 (CINES et al., 1998). As células
endoteliais maduras sdo originadas a partir de células precursoras denominadas de
angioblastos (LAMALICE et al., 2007). Estes por sua vez, sdo originados dos
hemangioblastos que se diferenciaram da linhagem de células mesodérmicas. Os
hemangioblasos também podem originar as células da linhagem hematopoiética
(SUMPIO et al., 2002).

As células endoteliais primitivas (angioblastos) e as células precursoras da
linhagem hematopoiética se desenvolvem em conjunto, logo apés a implantagéo do
embrido dentro do saco vitelinico primitivo. Estas células coalescem para formar
estruturas denominadas ilhas de sangue, também denominadas de
hemangioblastos (RISAU et al., 1988). Tal estrutura € composta por uma camada
externa de angioblastos que originam as células endoteliais maduras e uma
camada interna, formada pelas células tronco hematopoiéticas responsaveis pela
formacdo dos precursores das ceélulas sanguineas (RISAU et al.,, 1988; RISAU,;
FLAMME,1995; CINES et al., 1998). As ilhas de sangue se fundem para formar
uma rede primitiva de tubulos conhecidos como plexo vascular ou capilar. A

remodelacédo e a maturacéo do plexo vascular em uma rede circulatéria requerem a
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incorporacdo do tecido conjuntivo, o recrutamento de células musculares lisas e
pericitos para formar a parede vascular sanguinea externa (NASCIMENTO et al.,
2003; GOLDIE et al., 2008).

Figura 2 - Processos de vasculogénese e angiogénese.
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Fonte: Carmeliet e Collen, 2000; Adair e Montani, 2010 (Adaptado).

A vasculogénese corresponde a formacgéo de vasos a partir da associacdo de células
endoteliais precursoras, enquanto a angiogénese € a expansao continua do sistema
vascular por brotamento ou intussuscepcao.

3.1.3 Matriz extracelular e migracao celular

A formagdo dos vasos sanguineos pelas células endoteliais ndo requer
apenas a regulacdo por fatores de crescimento angiogénicos, mas também
interagcbes com a MEC (CINES et al., 1998; WIJELATH et al., 2004). A matriz
extracelular das células endoteliais € constituida principalmente por
glicosaminoglicanos, proteinas como o colageno e a elastina e glicoproteinas como
a laminina, a fibronectina e a trombospondina (JAFFE, 1987).

Dentre os componentes da membrana basal das células endoteliais, a
fibronectina caracteriza-se por ser uma das maiores moléculas produzidas, embora
seja secretada em pequenas quantidades quando comparada a outros constituintes
(JAFFE, 1987). As células endoteliais secretam a fibronectina como dimeros

soliveis que sdo organizados em fibrilas insolaveis na superficie celular
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(WIERZBICKA-PATYNOWSKI; SCHWARZBAUER, 2003), assim a FN quando
presente no tecido conjuntivo mostra-se insolUvel e associada a membrana basal,
mas no plasma sanguineo e em outros fluidos corporais apresenta uma forma
solivel (HANSEN; CLEMMENSEN, 1982).

A montagem da matriz de FN é iniciada pela ligagdo da FN inativa com os
receptores de superficie celular, principalmente a integrina a5B1. O clustering de
integrinas recruta proteinas de sinalizacéo e do citoesqueleto nos complexos focais
e concomitantemente, forcas de contracdo celular convertem a FN compacta e
inativa em uma forma ativa estendida que expdem os locais para a interacdo FN-
FN, iniciando assim a formac&o de fibrilas de FN (WIERZBICKA-PATYNOWSKI;
SCHWARZBAUER, 2003).

Em vérios tipos celulares a fibronectina estimula a adesédo célula-MEC e
contribui para o crescimento celular, citocinese e migracdo (MOSHER; FURCHT,
1981). Esta glicoproteina também apresenta em sua estrutura dominios de ligagao
para a fibrina, o coladgeno, a heparina, a prépria FN e para as moléculas de
superficie celular (WIERZBICKA-PATYNOWSKI; SCHWARZBAUER, 2003).

A MEC nao atua apenas como 0 suporte para as interacfes adesivas na
superficie das células endoteliais com as integrinas, mas também atua no
ancoramento destas células, mantendo a organizacdo delas nos vasos sanguineos
(DAVIS; SENGER, 2005) e influenciando a morfologia e fisiologia endotelial (SILVA
et al., 2007), essenciais para os processos de proliferacao, migracédo, sobrevivéncia
e estabilidade do vaso (DAVIS; SENGER, 2005). Desta forma, os aspectos
funcionais da célula endotelial sdo influenciados pela MEC por meio de fungdes
mecanicas e pela inducdo de transducdo de sinais que medeiam a interacdo de
seus componentes com 0s receptores integrinas. Ainda é proposto que a MEC
mobiliza citocinas angiogénicas e coordena a sinalizacédo destes ligantes com seus
receptores (DAVIS; SENGER, 2005).

As integrinas sdo uma grande familia de receptores transmembranares
heterodiméricos compostos pelas subunidades a e [ associadas nao
covalentemente (SILVA et al.,, 2007). Cada subunidade é constituida por um
dominio extracelular, uma Unica regido transmembranar e uma regido
citoplasmatica curta (HYNES, 2002; AVRAAMIDES et al.,, 2008). Elas nao

apresentam atividade quinase ativa ou enzimatica, mas ativam complexas vias de
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sinalizacdo por estarem acopladas a quinases e proteinas adaptadoras em
complexos de adesao focal (AVRAAMIDES et al., 2008).

As integrinas atuam como receptores de adesdo para uma série de
proteinas da MEC como a fibronectina, vitronectina, colageno, laminina,
fibrinogénio, trombospondina, osteoponina e fator von Willebrand (RUPP; LITTLE,
2001). Estes receptores tém como principais funcdes promover a adesdo e
migracdo da célula sobre a MEC (AVRAAMIDES et al., 2008), e por meio de
sinalizacdo regulam a expressdo de genes, a morfologia, a proliferacdo, a
diferenciagao e a sobrevivéncia celular (RUPP; LITTLE, 2001).

Algumas integrinas reconhecem seus ligantes através da sequéncia adesiva
formada pelos aminoacidos arginina — glicina — &cido aspéartico (PLOW et al., 2000;
AVRAAMIDES et al., 2008). Dependendo da integrina, esta pode reconhecer varios
ligantes ou ligar-se primariamente a um anico ligante (AVRAAMIDES et al., 2008).
Apos a ligacdo das integrinas com seus ligantes ocorre um agrupamento destes
receptores em sitios de adesao focal que estdo associados externamente a MEC e
internamente ao citoesqueleto (GEIGER et al., 2009; GIL et al., 2009).

Outras proteinas como os proteoglicanos transmembranares atuam como
receptores para os componentes da MEC (FICHTER et al., 1997; COUCHMAN,
2010). Estas moléculas sao constituidas por nacleo proteico ligado a cadeias de
glicosaminoglicanos e podem se associar estreitamente com outros receptores
como as integrinas e os receptores de fatores de crescimento, influenciando sua
funcdo (COUCHMAN, 2010).

As interacdes dos proteoglicanos transmembranares com a MEC permitem a
ligacdo de linfécitos e células epiteliais aos componentes da matriz como o acido
hialurénico, a fibronectina e o colageno (ARUFFO et al., 1990; JALKANEN;
JALKANEN, 1992; STAMENKOVIC et al., 1991; FICHTER et al., 1997). Além de
atuarem na adesdo célula-matriz, os proteoglicanos também agem na interacédo
célula-célula, na migracao celular, na ativacéo e homing linfocitario, no crescimento
tumoral e metastases (UNDERHILL, 1992; MACKAY et al., 1994; ZHU et al., 1997).

Como as integrinas, o0 proteoglicano CD44 atua como receptor,
principalmente para o acido hialurénico, e também pode sinalizar e associar-se ao

citoesqueleto, interagindo com suas proteinas como a actina, anquirina e 0s
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membros da familia ERM (BOURGUIGNON; JIN, 1995; TSUKITA et al., 1994;
FOGER et al., 2001; COUCHMAN, 2010).

A forca motriz para o movimento celular é fornecida pela dinamica
reorganizagéo do citoesqueleto de actina (NOBES; HALL, 1999). A reorganizagéo
do citoesqueleto é iniciada pela sinalizacdo promovida pela integrina que leva a
remodelacdo do citoesqueleto de actina através de GTPases da familia Rho
(AVRAAMIDES et al., 2008). A remodelacdo da actina propulsiona um fluxo
citoplasmatico na direcdo da migracao celular, promovendo uma saliéncia na parte
frontal da célula e retracdo na parte traseira como mostrado na Fig. 3 (NOBES;
HALL, 1999; AVRAAMIDES et al., 2008).

A migracdo depende da montagem e desmontagem dos complexos de
adesdo focal associados as integrinas. Estes complexos regulam a migracdo por
promover a adeséo, ligando a MEC ao citoesqueleto de actina, e a transducéo de
sinal, permitindo a expressdo de moléculas envolvidas na motilidade celular
(HUTTENLOCHER et al., 1995; CARY et al., 1996; COX et al., 2001).

No processo de migracdo podem ser identificadas quatro etapas
mecanicamente distintas: extensao do lamelipddio, formacédo de novos complexos
de adeséo focal, contracdo do corpo celular e retracdo da cauda (RIDLEY et al.,
2001). Nestes processos, estdo envolvidas diretamente proteinas da familia Rho
GTPases como RhoA, Racl e Cdc42 (ALLEN et al., 1998; NOBES; HALL, 1999;
RIDLEY et al., 2001; COX et al., 2001). Além disso, a ligacao das integrinas a MEC
leva a ativacdo das Rho GTPases e esta sinalizacdo é um passo fundamental no
processo de tubulogénese pelas células endoteliais (SACHARIDOU et al., 2012).

A primeira fase da migracdo consiste na formacdo do lamelipédio, uma
extensdo da membrana celular que € promovida por Racl (NOBES; HALL, 1995;
NOBES; HALL, 1999; RIDLEY et al.,, 2001; COX et al., 2001). Posteriormente,
Cdc42 e Racl sinalizam para a formagao de novos complexos de adeséo focal que
medeiam a adesdao do Ilamelipédio a MEC (NOBES; HALL, 1995;
LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996). Apos extensdo do lamelipodio, o corpo
celular contrai-se por acdo do complexo actomiosina (MITCHISON; CRAMER,
1996) que pode ser regulado por Rho (RIDLEY et al., 2001). Por fim, a retracdo da
cauda por deslocamento depende do tipo da célula e forca de adesdo a MEC
(COX; HUTTENLOCHER, 1998; PALECEK et al.,, 1998; RIDLEY et al., 2001).
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Outra estrutura essencial para a migracdo celular sdo os filopédios, extensbes
pequenas ao arredor da célula, reguladas por Cdc42 e que sdo requeridas para a
deteccdo da direcdo durante a quimiotaxia (ALLEN et al., 1998; NOBES; HALL,
1999; RIDLEY et al., 2001).

Figura 3 - Processos de protrusédo e contracdo durante a migracado celular.
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Fonte: Etienne-Manneville e Hall, 2002 (Adaptado).

A remodelacdo da actina propulsiona um fluxo citoplasmatico na direcédo
da migracao celular, promovendo uma saliéncia na parte frontal da célula
e retragdo na parte traseira.

Durante a migragdo, gradientes de citocinas ou outros agonistas s&o
requeridos para dirigir a migragdo quimiotatica das células endoteliais ativadas
(DAVIS; SENGER, 2005). Estas por sua vez, degradam a matriz extracelular e
proliferam para iniciar o brotamento do vaso (GERHARDT et al., 2003; QUTUB;
POPEL, 2009). Finalmente, o broto se une a um capilar adjacente (QUTUB;
POPEL, 2009).

A maturacdo do vaso € seguida pela formacdo de lumens no interior dos
corddes vasculares, para o transporte de sangue, e pelo estabelecimento de uma
lamina basal (DRAKE; LITTEL, 1999; DAVIS; SENGER, 2005). As citocinas
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continuam a estimular a morfogénese tubular durante o processo de angiogénese e
apos o estabelecimento do vaso, agem como mediadores do recrutamento celular

mural como promovido pela quimiocina CCL2 (APLIN et al., 2010).

3.2 Papel do IGF-1 e da quimiocina CCL2 em células endoteliais

A relacdo entre a funcdo endotelial e a sua regulacdo por fatores de
crescimento e quimiocinas vem adquirindo importancia crescente. Entre os fatores
de crescimento, o IGF-1 destaca-se por apresentar acdes pleiotrdpicas versateis e
por atuar como um fator protetor para a vascularizagdo (CONTI et al., 2004) e a
quimiocina CCL2 atua de maneira importante na remodelacdo vascular como
comprovado em estudos anteriores (CHARO; TAUBMAN, 2004; MA et al., 2007,
APLIN et al., 2010).

3.2.1 Fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

Inicialmente acreditava-se que o GH exercia uma acéo direta sobre a taxa
de crescimento dos tecidos, porém a descoberta do fator de sulfatacdo, um
estimulante da incorporacdo de sulfato a cartilagem foi apontado como um
mediador do crescimento promovido pelo GH, sendo subsequentemente nomeado
de somatomedina (SM) (VAN DEN BRANDE, 1973; JONES; CLEMMONS, 1995;
ETHERTON, 2004).

Estudos paralelos realizados para identificar fatores no soro que podiam
estimular os efeitos semelhantes aos da insulina mostraram que suas ag¢des nao
eram inibidas pela adicdo de anticorpo anti-insulina, sendo denominados de
atividade semelhante a da insulina ndo-suprimivel (NSILA) (FROESCH et al., 1966;
JONES; CLEMMONS, 1995; ETHERTON, 2004). Em 1976, quando a sequéncia de
NSILA foi identificada observou-se que ela apresentava 48% de homologia a
proinsulina humana e que a SM e a NSILA apresentavam estruturas idénticas entre
si e estrutura similar a insulina (RINDERKNECHT; HUMBEL, 1978a; JONES;
CLEMMONS, 1995). Baseados nestas evidéncias, NSILA foi homeada fator-1 de

crescimento semelhante a insulina e o surgimento de uma nova molécula similar,
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mas nao idéntica ao IGF-1 foi denominada fator-2 de crescimento semelhante a
insulina (RINDERKNECHT; HUMBEL, 1978b; JONES; CLEMMONS, 1995).

Com o advento da biologia molecular, uma variedade de técnicas analiticas
novas tem sido aplicadas para a compreensdao da funcionalidade do IGF-1
(JONES; CLEMMONS, 1995), que é um polipeptidio simples com peso molecular
de 7,5 kDa e apresenta sequéncia proteica com 68% de homologia com o IGF-2 e
50% de homologia com a sequéncia da proé-insulina (DAUGHADAY et al., 1987;
RAJARAM et al., 1997). O IGF-1 € o produto de um unico gene (£ 95 kb) que
contém seis éxons. A transcri¢do deste gene leva a producdo de RNA mensageiros
com diferentes tamanhos que sdo expressos em uma variedade de tipos celulares,
em gue eles atuam como promotores da proliferacdo e diferenciacéo celular (VAN
KLEFFENS et al., 1998).

Diversos orgdos produzem o IGF-1, contudo sua principal sintese ocorre no
figado, quando estimulado pelo GH (JONES; CLEMMONS, 1995). O GH através de
seus efeitos diretos ou indiretos atua sobre o crescimento e metabolismo, mas foi
através de estudos com culturas de células e modelos animais que se demonstrou
que os efeitos indiretos eram principalmente mediados pelo IGF-1 (ETHERTON,
2004).

A maioria dos efeitos mediados pelo IGF-1 ocorre através de seu receptor, o
IGF-1R (Figura 4). Este receptor consiste de uma glicoproteina de membrana que é
constituida por duas subunidades a e duas subunidades . Estas quatro
subunidades séo ligadas por pontes dissulfetos que formam uma estrutura
tetramérica, na qual a subunidade a extracelular é responsavel pela especificidade
com o ligante, enquanto na subunidade B reside a atividade tirosina quinase
(ULLRICH et al., 1986; PAPA et al.,1993; JONES; CLEMMONS, 1995). O IGF-1R
esta presente em uma grande variedade de tipos celulares o que permite a
fibroblastos, condrécitos, osteoblastos, queratindcitos, células neurais e células
epiteliais timicas responderem a estimulagdo pelo fator-1 de crescimento
semelhante a insulina (JONES; CLEMMONS, 1995).

As células endoteliais também expressam o IGF-1R em sua superficie e o
aumento deste receptor estd associada ao aumento na reparacdo endotelial.
(IMRIE et al., 2012). As células endoteliais humanas também podem expressar em

sua superficie receptores hibridos (IR/IGF-1R) compostos por heterodimeros que
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contém uma cadeia aff do receptor de insulina (IR) associada a uma cadeia afg do
IGF-1R (LI et al., 2005; MUNIYAPPA; SOWERS, 2012).

O IR/IGF-1R tem uma baixa afinidade para a insulina, mas se liga ao IGF-1
com a mesma afinidade que o IGF-1R. Em concentragdes farmacologicas a
insulina e o IGF-1 reagem de forma cruzada com o receptor um do outro, embora
com uma afinidade significativamente mais baixa do que com 0s seus proprios
receptores (BELFIORE et al., 2009; MUNIYAPPA; SOWERS, 2012).

Figura 4 — Estrutura tetramérica do receptor IGF-1R.

Regido NE, N, Funcio
Sitio deligaciio de IGF-I
Extracelular
-8-8
NH,
NHQ
-5 ss]
COOH COOH
Puegapy] b oamsepsarn]
Transmembrana M| Rt iobaeay [
Tyr
Lys
Intracelular
Tyr
Ser
Thr
COOH COOH

Fonte: Chaves, 2002.

Este receptor consiste de uma glicoproteina de membrana que é
constituida por duas subunidades a e duas subunidades 3. Estas quatro
subunidades séo ligadas por pontes dissulfetos que formam uma estrutura
tetramérica, na qual a subunidade a extracelular é responsavel pela
especificidade com o ligante e na subunidade B transmembranar reside a
atividade tirosina quinase.

Em outros tipos de células, a expressédo do IGF-1R modula a sinalizagcédo da
insulina através da alteracdo dos niveis de receptores hibridos (BELFIORE et al.,

2009; MUNIYAPPA; SOWERS, 2012). Estudos recentes mostram que essa mesma
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dindmica afeta a sinalizacdo da insulina em células endoteliais, pois a expressao
maior de IGF-1R durante a formacdo dos hibridos modula as quantidades de
IR/IGF-1R formadas, influenciando negativamente a estimulacdo de NO pela
insulina (IMRIE et al., 2012; MUNIYAPPA; SOWERS, 2012).

A biodisponibilidade do IGF-1 é regulada por uma familia de 6 proteinas
principais ligantes ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBPs 1-6) que
se ligam ao IGF-1 circulante no plasma. Estas proteinas apresentam a capacidade
de facilitar ou ndo o acesso do fator de crescimento aos tecidos, podendo desta
forma, modular a acdo do IGF-1 tanto de maneira positiva como negativa
(MURPHY, 1998; RAJARAM et al.,, 1997; CHAVES, 2002). A acédo do IGF-1
também é modulada por um grupo de enzimas que atuam como proteases,
clivando os complexos IGFBPs + IGF-1 e, portanto alternam a afinidade das
IGFBPs ao IGF-1 e consequentemente aumentam a concentracao da forma livre de
IGF (JONES; CLEMMONS, 1995; RAJARAM et al., 1997) (Fig. 5).

A vascularizag¢do também é alvo dos efeitos fisiologicos exercidos pelo IGF-1
como o estimulo de propriedades vasomotoras e metabdlicas, aumento da
capacidade proliferativa e inibicdo da apoptose (DELAFONTAINE et al., 2004). A
estimulacdo da sintese de DNA pelo IGF-1 é observada nas células que constituem
a vasculatura como células endoteliais, pericitos e células de musculo liso (KING et
al., 1985; JOHANSSON et al., 2008). Além disso, o IGF-1 age como vasodilatador,
contribuindo para a regulacdo do tdnus vascular e da pressao arterial sanguinea
(HAYLOR et al., 1991; GILLESPIE et al., 1997; CHE et al., 2002; DELAFONTAINE
et al., 2004), e como estimulo para a producédo vascular de NO (WICKMAN et al.,
2002; DELAFONTAINE et al., 2004).

O papel de IGF-1 como um mediador proangiogénico tem sido demonstrado
pela literatura cientifica ao estimular o processo de angiogénese (NICOSIA et al.,
1994; KONDO et al., 2003; SU et al., 2003), e atuar sobre as células endoteliais
aumentando a capacidade migratoria e a formagdo de estruturas semelhantes a
vasos (NAKAO-HAYASHI et al., 1992; SHIGEMATSU et al.,1999).
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Figura 5 - Elementos-chave do sistema de moléculas envolvidas na
regulacéo dos IGFs.
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Fonte: Pollak, 2008 (Adaptado).

O IGF1 circulante é produzido principalmente no figado (sob o controle principalmente do
GH). A biodisponibilidade desse fator de crescimento é regulada por uma familia de 6
proteinas principais ligantes ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBPs 1-6)
gue se ligam ao IGF-1 circulante no plasma. A agdo do IGF-1 também é modulada por um
grupo de enzimas que atuam como proteases, clivando os complexos IGFBPs + IGF-1 e,
portanto alternam a afinidade das IGFBPs ao IGF-1 e consequentemente aumentam a
concentracdo da forma livre de IGF. A maioria dos efeitos mediados pelo IGF-1 ocorre
através de seu receptor, o IGF-1R.

3.2.2 Quimiocinas

As quimiocinas compreendem uma larga familia de citocinas envolvidas na
regulacdo de eventos quimiotaticos como a migracao de leucdcitos, na imunidade e
na hematopoiese (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000; WRIGHT et al., 2002; HWANG et al.,
2004; HWANG et al., 2005). Elas séo dividas em quatro grupos distintos de acordo
com o arranjo dos dois residuos terminais de cisteina em: CXC, CC, C ou CX3C
como mostrado na Fig. 6 (MURPHY et al., 2000; HWANG et al.,, 2004; HWANG et
al., 2005).
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A familia das quimiocinas também tem sido apontada como reguladora da
angiogénese (SALCEDO et al., 2000; HWANG et al., 2004). Véarias quimiocinas
CXC sao caracterizadas por apresentarem um dominio composto por trés
aminoacidos (Glu, Leu, Arg — dominio ‘ELR’) na porgédo terminal NH,, antes do
primeiro residuo do aminoécido cisteina que confere atividade angiogénica. Assim,
as quimiocinas CXC que apresentam o dominio ELR promovem angiogénese
(STRIETER et al., 1995; STRIETER et al., 2005).

Estudos demonstram que membros da familia das quimiocinas CC como a
CCL2, a CCL11, a CCL15 e a CCL23 atuam como moduladores da funcao
endotelial, desempenhando um papel direto sobre a angiogénese (SALCEDO et al.,
2000; SALCEDO et al., 2001; HWANG et al., 2004; HWANG et al., 2005; HAN et
al., 2009).

Figura 6 — Classes de quimiocinas.
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Fonte: Townson e Liptak, 2003 (Adaptado).
Os quatro grupos séo divididos de acordo com o arranjo dos dois residuos terminais
de cisteina, sendo diferenciados em: CXC, CC, C ou CX3C.

3.2.2.1 Quimiocina CC-ligante 2 (CCL2)

A quimiocina CC-ligante 2 (CCL2) ou proteina-1 quimioatraente de
mondécitos (MCP-1) € uma quimiocina pertencente a familia das CC quimiocinas,

que foi inicialmente identificada como um potente fator quimiotatico para monacitos,
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macrofagos, linfécitos T de memoria e células natural killer (NK), contudo estudos
tém demonstrado seu papel na remodelacédo vascular (CHARO; TAUBMAN, 2004;
MA et al., 2007).

Sua estrutura molecular encontra-se bem conservada entre humanos,
coelhos e camundongos, e tem seus efeitos mediados sobre as células endoteliais
através do receptor de quimiocina CC-ligante 2 (CCR2), que se encontra acoplado
a proteina G de 7 dominios transmembranosos (SALCEDO et al.,, 2000).
Dependendo do splicing alternativo para o CCR2, duas formas do receptor séo
originadas, o CCR2 A e o CCR2 B, que diferem apenas na sua cauda C-terminal
(CHARO et al., 1994; DESHMANE et al., 2009). O CCR2 A ¢ a isoforma expressa
principalmente por células mononucleares e células musculares lisas vasculares
(VSMC) (BARTOLI et al.,, 2001), enquanto mondcitos e células NK ativadas
expressam predominantemente a isoforma CCR2 B (DESHMANE et al., 2009).

As células VSMC expressam o CCR2 em sua superficie e quando séo
estimuladas pela CCL2 apresentam a capacidade migratoria potencializada
(HAYES et al.,, 1998; WEBER et al., 1999). Além disso, a migracao celular
estimulada pela CCL2 em HUVEC ainda contribuiu para a reparacéo de feridas e a
ativacao inflamatéria (WEBER et al.,1999).

O papel de CCL2 na angiogénese foi inicialmente atribuido ao seu efeito
guimioatraente sobre mondcitos/macréfagos, que por sua vez liberavam fatores
angiogénicos (GOEDE et al., 1999). Como demonstrado por Arderiu e
colaboradores (2011), o fator tecidual (FT) enddgeno foi capaz de regular a
producdo de CCL2 nas células endoteliais, que por sua vez modulou o efeito
angiogénico do FT ao recrutar células do musculo liso e facilitar a maturagdo dos
microvasos recém-formados. Contudo, estudos comprovam que a CCL2 pode
exercer efeitos diretos sobre a angiogénese como 0s observados por Salcedo e
colaboradores (2000), que demonstraram que a CCL2 é um mediador direto da
angiogénese por sua habilidade em induzir a capacidade migratéria de HUVEC,
HMEC e a formagdo de vasos a partir de anéis de aorta. Stamatovic e
colaboradores (2006) também demonstraram que a CCL2 estimula a proliferacéo, a
migracdo e a angiogénese in vivo de células endoteliais cerebrais (bEnd.3) na
auséncia de uma resposta inflamatdria. Durante o processo de angiogénese em

modelo de anel adrtico, a CCL2 estimulou o recrutamento de células murais o que
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sugere que as vias de quimiocinas podem contribuir para a montagem da parede
do vaso durante a angiogénese em resposta a injuria (APLIN et al., 2010).

A expressdo de CCR2 sobre as células endoteliais demonstra que a CCL2
pode contribuir para a migracdo, a angiogénese (SALCEDO et al.,, 2000;
STAMATOVIC et al., 2006), o reparo de injaria endotelial, ser regulada durante a
ativacdo inflamatéria (WEBER et al.,1999; APLIN et al., 2010), e ndo apenas
mediar a infiltracdo de mondcitos e macréfagos aos locais de inflamacéo conforme

mostrado na Fig. 7.

Figura 7 — Agéo direta/indireta da CCL2 sobre a angiogénese.
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Fonte: Low-Marchelli et al., 2013 (Adaptado).

O papel de CCL2 na angiogénese foi inicialmente atribuido ao seu efeito
quimioatraente sobre mondcitos/macréfagos durante a resposta inflamatoria, que por
sua vez liberavam fatores angiogénicos. Contudo, estudos comprovam que a CCL2
pode exercer efeitos diretos sobre a angiogénese.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram: IGF-1, meio de cultura RPMI 1640, solugao
salina tamponada (PBS), aminoacido L-glutamina ndo animal, albumina sérica
bovina (BSA), fibronectina celular, triton X-100, HEPEs, EGTA, PIPEs, aminoacido
glicina, faloidina conjugada a Alexa 488 e sacarose obtidos da Sigma-Aldrich Co.
(Saint Louis, MO, EUA), a quimiocina JE/MCP-1 foi obtida de R&D Systems Inc.
(Minneapolis, MN, EUA). O soro bovino fetal estéril (SBF) e tripsina 0.25%-EDTA
foram obtidos da Gibco®, Invitrogen (Canadd). O antibidtico ciprofloxacino
(Ciprobacter) foi obtido da Isofarma LTDA (Ceara, Brasil) e 0 meio para montagem
rapida de laminas (Entellan®) da Merck (Alemanha). Os regentes NaOH,
formaldeido e &lcool metilico PA foram obtidos de Fmaia (Cotia, SP, Brasil). O
MgCl, foi obtido de Dinamica (Diadema, SP), enquanto o corante Giemsa foi obtido
de QEEL (Sao Paulo, SP).

4.2  Anticorpos

Os ensaios de imunocitoquimica foram realizados com o anticorpo primario
anti-fibronectina de camundongo produzido em coelho e anticorpo secundario anti-
Ig de coelho produzido em cabra conjugado ao isocianato de fluoresceina (GAR-
FITC) obtidos da Sigma-Adrich (St. Louis, MO, EUA). Os ensaios de citofluorimetria
foram realizados com anticorpos especificos acoplados a fluorocromos: anti-
CD49%ef/ficoeritrina (PE) e anti-CD44/ficoeritrina (PE) produzidos em rato e obtidos
da BD Pharmingen (San Diego, CA, EUA). O isotipo controle IgG2a, controle
negativo para os anticorpos conjugados a PE, foi produzido em rato e obtido de
eBioscience (San Diego, CA, EUA). Os anticorpos anti-IGF-IR/complexo proteina
clorofila peridinina (PerCP), anti-CCR2/isocianato de fluoresceina (FITC), assim
como os isotipos controle, controles negativos para os anticorpos PerCP e FITC,

foram produzidos em rato e obtidos de R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, EUA).



35

4.3 Linhagem de células

Para realizacéo dos ensaios foi utilizada uma linhagem de células endoteliais
derivadas de endotelioma de timo de camundongo C57BL/6 (tEnd.l), isoladas e
caracterizadas primeiramente por Williams e colaboradores em 1988. Esta
linhagem foi obtida do Laboratoério de pesquisas sobre o Timo do Instituto Oswaldo

Cruz (Fiocruz).

4.4  Padronizacao da cultura de células

As células da linhagem tEnd.1 foram cultivadas de acordo com o protocolo
experimental desejado, em garrafas de cultura em meio RPMI 1640, suplementado
com 10% de SBF, 1% de L-glutamina e ciprofloxacina 2,5 pl/mL. As culturas foram
mantidas a 37 °C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO,. A passagem das
células, por tratamento com solucdo de tripsina 0,25%-EDTA 0,02% em solucéo
livre de calcio e magnésio (CMF) pH 7,2, foi realizada quando estas se

encontraram em estado de semi-confluéncia.

45 Tratamento com o IGF-1 e/ou a CCL2

Em todos os ensaios, com excecdo dos ensaios funcionais de migracéo e
formacdo de estruturas semelhantes a capilares, os tratamentos foram realizados
em meio RPMI 1640 a 2% de SBF apods incubacdo das culturas em meio RPMI
1640 a 10% de SBF em estufa por 16 horas para a adesao celular. No ensaio de
viabilidade celular, para determinar a concentracdo da quimiocina, as células
tEnd.1 foram tratadas nas concentragdes (5, 10, 50 e 100 ng/mL) com a CCL2 por
24 horas em meio RPMI 1640 a 2% de SBF. A concentracdo do IGF-1 foi
estabelecida em trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratério através do
ensaio de proliferacdo de células tEnd.1 tratadas com o IGF-1 nas concentracfes
(5, 10, 50 e 100 ng/mL) por 8 horas. Foi constatado um aumento significativo no
namero de células tratadas com o IGF-1 na concentracdo de 100 ng/mL, sendo
esta concentracdo estabelecida para realizacdo dos ensaios. Para avaliar a

morfologia das células endoteliais, as culturas foram tratadas por 12, 24 e 48 horas
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com o IGF-1 (100 ng/mL) e/ou a CCL2 (10 ng/mL) em meio RPMI 1640 a 2% de
SBF. Nos ensaios de expressdo de receptores, deposicdo de MEC, reorganizacéo
do citoesqueleto e adesdo, as células tEnd.1 foram tratadas com o IGF-1 (100
ng/mL) e/ou a CCL2 (10 ng/mL) em meio RPMI 1640 a 2% de SBF por 24 horas.
No ensaio de migracdo, o IGF-1 (100 ng/mL) e/ou a CCL2 (10 ng/mL) foram
utilizados como fatores quimiotaticos, sendo adicionados em meio RPMI contendo
0,5% de BSA. Para avaliar a formacdo de estruturas semelhantes a capilares,
células tEnd.1 foram tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL) e/ou a CCL2 (10 ng/mL) em
meio RPMI 1640 a 10% de SBF por 8 dias, sendo feito no quarto dia um novo
tratamento. Neste ensaio, a concentracdo de SBF foi mantida em 10%, devido o
tempo prolongado em que as células foram mantidas em cultura. Em todos os
ensaios acima citados, as células tEnd.1 que nao receberam tratamento foram

utilizadas como grupo controle (CTR).

4.6 Ensaio de viabilidade celular por MTT

Em placas de 96 pocos foram cultivadas 1x10° células na presenca de meio
RPMI 1640 a 10% de SBF. A cultura foi incubada em estufa por 16 horas para a
adesdo celular. Posteriormente, as células foram tratadas conforme descrito no
item 4.5. Apdés o tratamento, as culturas de células foram incubadas durante 4
horas com 5 mg/mL do sal de tetrazélio (MTT), diluido em RPMI 1640 a 2% de
SBF. A reducdo do MTT por células metabolicamente ativas formou cristais de
formazan que foram solubilizados pela adicdo de DMSO. Por espectrofotometro

(TP-Reader -Thermoplate®) foi feita a leitura da absorbancia em 540 nm.

4.7 Ensaio de analise morfoldgica

Para a realizacdo deste ensaio, 5 x 10° tEnd.1 foram cultivadas na presenca
de RPMI 1640 a 10% de SBF sobre laminulas redondas de 13 mm de didmetro em
placas de 24 pocos. A cultura foi incubada por 16 horas para a adeséo celular e
posteriormente as células receberam o tratamento conforme descrito no item 4.5.
Apés o tratamento, as culturas foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa

por 10 minutos. Posteriormente, as laminulas foram removidas, montadas em
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laminas permanentes e analisadas por microscopia de luz. As fotos foram obtidas

através da camara Nikon modelo DS-Ril (Microscépio Nikon Eclipse 50i).

4.8 Ensaio de imunocitoquimica

Em laminas de vidro do tipo lab-tek foram cultivadas 1x10* células tEnd.1 na
presenca de meio RPMI 1640 a 10% de SBF. ApGs a adesdo por 16 horas em
estufa, as culturas foram tratadas conforme descrito no item 4.5. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS e fixadas com metanol por 10 minutos. Apos a
fixacdo, as culturas foram hidratas com PBS por 10 minutos e bloqueadas com
PBS a 1% de BSA por 30 minutos para impedir a formacdo de ligacdes
inespecificas dos anticorpos priméarios as diferentes preparacbes. As células
endoteliais foram incubadas com o anticorpo primario especifico para a fibronectina
em camara umida por 1 hora e depois lavadas com PBS. Em seguida, as culturas
foram incubadas por 45 minutos com o anticorpo secundario GAR-FITC e
novamente lavadas com PBS para posterior montagem. As laminas foram
avaliadas através de microscopia de fluorescéncia e as fotomicrografias foram
obtidas através da camara Nikon modelo DS-Ril (Microscopio Nikon Eclipse 50i). A
intensidade de fluorescéncia foi determinada em pixels e quantificada pelo

programa Image J 1.44p.

4.9 Ensaio de citometria de fluxo

As células tEnd.1 foram inicialmente cultivadas em garrafas de cultura na
presenca de meio RPMI 1640 a 10% de SBF e depois incubadas em estufa por 16
horas para a adeséao celular. Apos a adeséo, as ceélulas foram tratadas conforme
descrito no item 4.5. Logo apos o tratamento, as células foram removidas das
garrafas utilizando cell scraprer, centrifugadas, ressuspendidas em meio RPMI
1640 a 2% de SBF, contadas e depois plagueadas em placas de 96 pocos. Uma
suspensdo de 1x10° células foi incubada com anticorpos especificos acoplados a
fluorocromos para o0s seguintes receptores de superficie celular: anti-IGF-
1R/PerCP, anti-CCR2/FITC, anti-CD44/PE e a cadeia alfa da integrina VLA-5 (anti-
CD49e/PE). Os isotipos controles 1gG2a PE, IgG1 PerCP e IgG FITC foram
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utilizados como controles negativos. As células tEnd.1 foram incubadas com os
anticorpos diluidos em PBS a 2% de SBF por 20 minutos a 4 °C. Ap0s a marcacao
com os anticorpos, as culturas foram fixadas com formaldeido a 2% e submetidas a
analise por citometria de fluxo (Citémetro de fluxo FACS Canto Il). A expressao dos
receptores e a confec¢cdo dos histogramas foi realizada através do software
WinMDI verséo 2.9.

4.10 Coloracéao direta do citoesqueleto de F-actina por faloidina-Alexa 488

As células endoteliais foram cultivadas em garrafas de cultura na presenca
de meio RPMI 1640 a 10% de SBF e depois incubadas em estufa por 16 horas
para a adesdo celular. Apos a adeséo, as células foram tratadas conforme descrito
no item 4.5. Para avaliar os microfilamentos do citoesqueleto, em placas de 24
pocos foram adicionadas laminulas redondas (13 mm de didmetro) que foram
revestidas com fibronectina (10 pg/mL) e mantidas a temperatura ambiente por 1
hora para polimerizacdo da glicoproteina. Em seguida, as laminulas foram lavadas
com PBS. Apés o tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas,
ressuspendidas em meio completo e uma suspensdo de 2 x10° células foi
adicionada na placa de 24 pocos previamente revestida ou ndo com a fibronectina
e foram incubadas em estufa para a adesao por 16 horas. Logo apés a adeséo, as
células foram fixadas e permeabilizadas com a solucdo PHEM (tampao de Pipes,
Hepes, EGTA e MgCl,) a 5% de sacarose, 4% de paraformaldeido e 0,5% de triton
X-100 por 5 minutos. As culturas de células depois foram novamente fixadas com
a solucdo PHEM a 4% de paraformaldeido por 20 minutos. Apoés fixacdo, as
culturas foram lavadas com a solucdo PHEM + glicina e marcadas para F-actina
pela coloragéo direta com faloidina-Alexa 488 diluida em solugdo PHEM + glicina
por 30 minutos. As culturas foram novamente lavadas com PHEM + (glicina,
seguida da remocao das laminulas que foram montadas em |laminas permanentes

e analisadas por microscopia confocal de fluorescéncia.

4.11 Ensaio de adesao celular
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Em placas de 6 pocos foram adicionadas 1x10° células tEnd.1 em meio
RPMI 1640 a 10% de SBF e incubadas em estufa por 16 horas para a adeséo
celular. Posteriormente, as células foram tratadas como descrito no item 4.5.
Inicialmente, as placas de 96 pocos foram revestidas com a fibronectina (10 pg/mL)
e mantidas a temperatura ambiente por 1 hora para polimerizagédo da glicoproteina.
Em seguida, os pocos da placa foram lavados com PBS e a placa foi mantida em
temperatura ambiente até secagem completa dos poc¢os. Posteriormente, 0S pocos
foram blogueados com solucéo de PBS a 0,1% de BSA por 45 minutos em estufa a
37 °C e 5% de CO, Apo6s o tratamento, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas, ressuspendidas em meio completo e uma suspensdo de 5 x10*
células foi adicionada na placa de 96 pocos previamente revestida ou ndo com a
fibronectina. Posteriormente, os pocos foram bloqueados com PBS a 0,1% de BSA
e em seguida, a adesado das células tEnd.1 & matriz de fibronectina foi permitida
por um periodo de 1 hora. Apés o periodo de adesédo, a remoc¢do das células nédo
aderentes foi realizada através de duas lavagens sucessivas dos po¢cos com RPMI
a 37 °C. As células aderentes foram fixadas com PBS a 4% de formaldeido por 10
minutos e depois coradas com cristal violeta em 2% de metanol. O excesso de
corante foi removido por imersdo das placas em recipiente contendo agua
destilada. ApGds secagem completa dos pocos da placa, o corante foi solubilizado
com agua destilada a 1% de SDS por 30 minutos. Por espectrofotbmetro (TP-

Reader-Thermoplate®) foi feita a leitura da absorbancia em 540 nm.
4.12 Ensaio de migracdo endotelial em camara de transwell

A migracédo das células tEnd.1 foi avaliada utilizando o sistema de transwell,
que consiste de insertos com membranas de policarbonato com 10 mm de
diametro e poros de 8,0 um (Corning Costar, Cambridge, USA). Inicialmente, as
membranas foram revestidas com a fibronectina (10 pg/mL) e mantidas a
temperatura ambiente por 1 hora para polimerizagdo da glicoproteina. Em seguida,
as membranas foram lavadas com PBS e depois bloqueadas com solucédo de PBS
a 0,1% de BSA por 45 minutos em estufa a 37 °C e 5% de CO, Apds o bloqueio,
os insertos foram adicionados sobre placa de 24 pocos contendo RPMI 1640 a
0,5% de BSA contendo o IGF-1 (100 ng/mL) e/ou a CCL2 (10 ng/mL) que foram
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utilizados como fatores quimiotaticos. Uma suspensdo de 2x10° tEnd.1 foi
adicionada na parte superior da membrana em meio RPMI 1640 a 0,5% de BSA.
Apoés 6 horas de migracdo em estufa, as células ndo migrantes foram raspadas da
face superior da membrana e as que migraram para a parte inferior foram fixadas
com metanol e coradas com Giemsa por 10 minutos. A contagem de células
migrantes foi realizada segundo metodologia descrita por Leavesley e
colaboradores (1992).

4.13 Ensaio de formacgéo de estruturas semelhantes a capilares

A habilidade das células tEnd.1 em formar estruturas semelhantes a
capilares foi avaliada na presenca ou ndo de fibronectina. O revestimento de
fibronectina (10 pg/mL) foi preparado sobre laminulas redondas de 13 mm de
didmetro em placa de 24 pocos e mantido a temperatura ambiente por 1 hora para
polimerizacao da glicoproteina. Em seguida, as laminulas foram lavadas com PBS
e depois blogueadas com solucdo de PBS a 0,1% de BSA por 45 minutos em
estufa a 37 °C e 5% de CO,. Ap6s o bloqueio, uma suspenséo de 4x10* células em
1 mL de meio RPMI 1640 a 10% de SBF foi adicionada sobre as laminulas e
tratada como descrito no item 4.5. Por 8 dias as culturas foram incubadas em
estufa, sendo no quarto dia realizado a troca do meio e um novo tratamento. No
oitavo dia, a cultura foi fixada com metanol e corada com Giemsa por 10 minutos.
Posteriormente, as laminulas foram removidas e montadas em I|aminas
permanentes e analisadas por microscopia de luz. As fotos foram obtidas pela
camara Nikon modelo DS-Ril campo claro (Microscopio Nikon Eclipse 50i). A area
luminal e a formacdo de estruturas semelhantes a capilares foram mensuradas

através do programa DP2-BSW Versao: Olympus Soft Imaging Solution GmbH.

4.14 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA ou Two-way
ANOVA seguidos do pos-teste Bonferroni. Os valores foram representados pela
média + erro padrdo da média (EPM) e considerados significativos quando p <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da CCL2 sobre a viabilidade de células endoteliais.

A viabilidade das células endoteliais na presenca de diferentes
concentracfes da quimiocina CCL2 (5, 10, 50 ou 100 ng/mL), apos 24 horas de
tratamento foi avaliada pelo ensaio de viabilidade celular por MTT.

Através deste ensaio foi observado que a quimiocina CCL2, na concentracao
de 10 ng/mL foi capaz de estimular de forma significativa a viabilidade das células
endoteliais e nas demais concentracbes manteve a viabilidade celular quando
comparado ao controle (Fig. 8). Considerando que a CCL2 na concentracdo de 10
ng/mL estimulou significativamente a viabilidade das células tEnd.1l, esta

concentragéo foi utilizada nos ensaios posteriores.

Figura 8 - Efeitos da CCL2 na viabilidade das células tEnd.1.
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Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais foram tratadas com a CCL2 nas concentra¢ces de 5, 10, 50 ou
100 ng/mL e a viabilidade foi determinada pelo ensaio de MTT. As barras representam
a média £+ EPM (n=4). (*) Valor estatisticamente significativo em relagdo ao grupo
controle, *p < 0,05. One-way Anova seguido do pds-teste Bonferroni.
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5.2 Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 sobre a morfologia de células endoteliais.

O ensaio de analise morfolégica foi realizado apos 12, 24 e 48 horas de
cultivo para identificar em qual periodo de tratamento as células endoteliais sé&o
estimuladas a desenvolver alteracbes na morfologia relacionadas a funcao
endotelial.

As células tEnd.1 cultivadas sem adicdo de tratamento por um periodo de
12, 24 e 48 horas exibiram uma forma alongada com abundante citoplasma e
longos prolongamentos. O ndcleo geralmente centralizado apresentava uma forma
arredondada ou eliptica conforme mostrado na Fig. 9.

As células expostas ao tratamento com o IGF-1 ou a CCL2, nos periodos de
12 e 24 horas, ndo demonstraram alteragdes morfoldgicas evidentes quando
comparadas com as células endoteliais do grupo controle. Entretanto, as células
mostraram-se vacuoladas apés 48 horas de tratamento (Fig. 9).

Modula¢cbes acentuadas foram observadas na morfologia das células
endoteliais, quando cultivadas com o tratamento combinado de IGF-1/CCL2
durante 12 e 24 horas, como demonstrado pela formacao de lumens intracelulares
que sao estruturas mais complexas que os vacuolos intracelulares. No periodo de
48 horas de tratamento apenas a formacdo de vacuolos intracelulares foi
identificada nas células endoteliais, indicando a diminuicdo do efeito da quimiocina
e do fator de crescimento apds este periodo (Fig. 9).

A exposicdo das células tEnd.1 ao tratamento com a associagédo IGF-
1/CCL2, por 12 e 24 horas estimulou maiores alteracées na morfologia endotelial.
Desta forma, o periodo de tratamento por 24 horas foi o escolhido para a realizagcéo

dos ensaios subsequentes.



Figura 9 - Morfologia das células tEnd.1 tratadas com o IGF-1 e/ou a CCL2.
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Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou
0 IGF-1/CCL2 por 12, 24 e 48 horas. Seta indica vacuolo intracelular. Asterisco
indica limen intracelular. Coloragéo pelo Giemsa (1000x). Barras representam
10 pm.
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5.3 Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 sobre a expressao de seus receptores em

células endoteliais.

O IGF-1 e a CCL2 influenciam as propriedades biol6gicas desempenhadas
pelas células endoteliais via receptores IGF-1R e CCR2, respectivamente. Como
forma de avaliar a expressdo destes receptores nas células tEnd.1 foi realizada a
analise citofluoriométrica.

As células endoteliais expressaram em sua superficie tanto o IGF-1R como
0 CCR2, sendo o primeiro mais abundantemente expresso que o segundo. No
grupo controle, 82% + 0,156 das células endoteliais expressaram em sua superficie
0 IGF-1R e 11% + 0,433 expressaram o0 CCR2 conforme mostrado na Fig. 10.

Os tratamentos néo interferiram no percentual de células que expressaram o
IGF-1R quando comparados as células do grupo controle. Entretanto, a adi¢do da
quimiocina promoveu um aumento significativo de 73% do percentual de células
que expressaram o CCR2. Por outro lado, o tratamento com o IGF-1 ou a
associacdo IGF-1/CCL2 ndo promoveram alteracfes na expressao deste receptor
(Fig. 10).
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Figura 10 - Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 na expressdo de seus receptores por
células tEnd.1.
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Fonte: Autora, 2013.
As células endoteliais foram tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou o IGF-

1/CCL2 durante 24 horas e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados foram representados
na forma de histogramas com o numero percentual médio de células que expressaram o receptor
IGF-1R ou CCR2 (preto cheio) e do controle Ig (preto vazado). Os valores estdo expressos como a
média + EPM (n=4 por grupo). (***) Valor estatisticamente significativo em relagdo ao grupo
controle, ***p < 0,0001 e (#) estatisticamente significativo em ralacdo aos demais tratamentos, #p <

0,0001. One-way Anova seguido do pés-teste Bonferroni.
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5.4 Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 sobre a deposicédo de fibronectina por

células endoteliais.

Varios componentes da matriz extracelular estdo diretamente envolvidos na
fisiologia das células endoteliais e agem sobre a funcdo endotelial de forma
conjunta com as citocinas presentes na matriz.

Para avaliar o efeito do tratamento das células endoteliais com as citocinas
IGF-1 e/ou CCL2 na deposicdo de matriz extracelular, foi utilizado o método
imunocitoquimico com anticorpo especifico para a fibronectina. Foi constatado pela
analise qualitativa um aumento na deposicdo de fibronectina quando as células
tEnd.1 foram tratadas com o IGF-1 e/ou a CCL2 conforme mostrado na Fig. 11 A.

A quantificagdo da intensidade de fluorescéncia confirmou que os
tratamentos estimularam de forma significativa a deposi¢ao de fibronectina quando
comparado ao grupo controle e ainda demonstrou que a deposicao de fibronectina
na presenca da associacdo IGF-1/CCL2 mostrou-se significativamente maior

guando comparada aos tratamentos isolados (Fig. 11 B).



Figura 11 - Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 na deposicdo de fibronectina por células
endoteliais timicas.
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Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou o IGF-1/CCL2
durante 24 horas foram avaliadas por microscopia de fluorescéncia. (A) Fotomicrografias mostram
a deposicéo de fibronectina. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. Barras
representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia (n=4 por grupo). (***) Valor
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle, ***p < 0,0001 e (#) estatisticamente
significativo em ralacdo aos demais tratamentos, “p < 0,0001. One-way Anova seguido do pds-
teste Bonferroni.
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5.5 Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 sobre a expressédo de receptores para

fibronectina em células endoteliais.

A interacdo da MEC com as células endoteliais ocorre por meio da ligacao
de receptores da superficie celular com os ligantes da matriz. Assim, despertou-se
0 interesse em avaliar a expresséo de receptores para a fibronectina, tais como o
CD49e (cadeia alfa da integrina a5B1/VLA5) e o CD44 (proteoglicano
transmembranar), na superficie das células por citometria de fluxo.

Foi constatado que um alto percentual de células endoteliais expressaram
em sua superficie as moléculas CD49e (97% + 0,092) e CD44 (99% = 0,026)
conforme mostrado na Fig. 12. Adicionalmente, a expressdo das moléculas CD49e

e CD44 nas células endoteliais ndo foi alterada pelo tratamento com o IGF-1 e/ou a

CCL2 quando comparado ao grupo controle (Fig. 12).

Figura 12 - Efeitos de IGF-1 e/fou CCL2 na expressdo de receptores para
fibronectina em células tEnd.1.
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Fonte: Autora, 2013.
As células endoteliais tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou o IGF-1/CCL2

durante 24 horas foram analisadas por citometria de fluxo. Os resultados foram representados
na forma de histogramas com o nimero percentual médio de células que expressaram 0s
receptores para a fibronectina CD49e e CD44 (preto cheio) e do controle Ig (preto vazado) de
um experimento representativo. Os valores estdo expressos como a média + EPM (n= 4 por
grupo). One-way Anova seguido do pés-teste Bonferroni.
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5.6 Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 sobre o citoesqueleto em células

endoteliais.

O citoesqueleto de actina se conecta com as integrinas da membrana celular
e desta forma agem como mediadores dos sinais extracelulares para o interior da
célula. Para avaliar o efeito do IGF-1 e/ou CCL2 sobre a organizacdo do
citoesqueleto na presenca de uma matriz de fibronectina foi realizada a marcacao
direta da F-actina por faloidina.

Foi constatado que as células tEnd.1 tratadas com o IGF-1 mostraram o
citoesqueleto de F-actina mais alongado, evidenciando pouca formacdo de
lamelipdédios e fibras de estresse e quando as células foram cultivadas sobre a
matriz de fibronectina mantiveram estas caracteristicas, porém o citoesqueleto
mostrou-se mais alongado (Fig. 13). O tratamento com a CCL2 estimulou
mudancas mais marcantes na reorganizacdo do citoesqueleto das células
endoteliais, promovendo a formacdo de lamelipddios e filopodios e quando as
células foram cultivadas em matriz de fibronectina mostraram estas caracteristicas
mais pronunciadas, além de evidenciarem um aumento nas fibras de estresse
(Figural3).

A organizacédo do citoesqueleto de F-actina das células tEnd.1 tratadas com
a associacdo IGF-1/CCL2 mostrou caracteristicas intermediarias aos tratamentos
com o IGF-1 ou com a CCL2 apenas. As células mostraram-se alongadas com
formacdo de lamelipdédios e evidenciaram mais fibras de estresse quando
comparado ao controle. Na presenca de fibronectina, as células formaram mais
fiboras de estresse, mantiverem os lameliédios, mas apresentaram menor

alongamento (Figura 13).
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Figura 13 - Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 no citoesqueleto de F-actina em células
endoteliais timicas.

Controle IGF-1 CCL2 IGF-1+CCL2

Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou o IGF-1/CCL2
durante 24 horas foram coradas com faloidina-Alex a 488 e analisadas por imunofluorescéncia
(1000x).
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5.7 Efeitos de IGF-1 e/lou CCL2 na adeséao célula-matriz extracelular.

A capacidade de adesdo das células endoteliais frente a uma matriz de
fibronectina foi avaliada por espectrofotometria apds serem estimuladas com o IGF-
1 e/ou a CCL2. Assim, foi possivel verificar que a adesao das células endoteliais a
superficie revestida por BSA (proteina ndo relacionada a adesao) foi estimulada
apenas quando exposta ao tratamento combinado de IGF-1/CCL2 (Fig. 14).
Contudo, na presenca de fibronectina todos os tratamentos estimularam de forma
significativa um aumento na ades&do das células endoteliais. Adicionalmente, o
tratamento com a CCL2 ou a associacao IGF-1/CCL2 foram capazes de estimular
de forma significativa um aumento na adesdo quando comparado ao tratamento

apenas com o IGF-1 conforme mostrado na Fig. 14.

Figura 14 - Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 na adesao célula-matriz extracelular.
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Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou o IGF-
1/CCL2 durante 24 horas foram permitidas aderir por 1 hora sobre o revestimento de
fibronectina ou BSA. A adeséo foi avaliada por espectrofotometria. Barras representam a
média + EPM da absorbancia (n=4 por grupo). (*), (**), (***) Valores estatisticamente
significativos em relacéo ao grupo controle, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e (#) valor
estatisticamente significativo em ralacio aos demais tratamentos “p < 0,05. Two-way
Anova seguido do pés-teste Bonferroni.
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5.8 Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 sobre a migracao de células endoteliais.

Com o intuito de avaliar a influéncia do IGF-1 e/ou da CCL2 em induzir a
quimiotaxia em células endoteliais, estas foram permitidas migrar através de
camaras de transwell revestidas com fibronectina ou BSA. O efeito de CCL2 e IGF-
1 na migracdo das células tEnd.1 foi analisado pela contagem das células
migrantes aderidas a face inferior da membrana do transwell conforme mostrado na
Fig. 15 A.

A migracado frente ao BSA foi significativa apenas quando as células
receberam o estimulo quimiotéatico da associacdo IGF-1/CCL2, sendo esta resposta
guimiotatica significativamente maior quando comparada aos tratamentos isolados
(Fig. 15 B). Na presenca de fibronectina, as células endoteliais apresentaram uma
resposta quimiotactica significativa apds estimulo com todos os tratamentos
quando comparado ao grupo controle. Adicionalmente, as células estimuladas com
a associacao IGF-1/CCL2 demonstraram um pico de migracdo que se mostrou
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle e aos tratamentos
isolados (Fig. 15 B).



Figura 15 - Efeitos de IGF-1 e/ou CCL2 na migracéo de células tEnd.1 através
da membrana do transwell.

Control IGF-1 IGF 1+CCL2

B
80+
) CJ CTR
s [ IGF-1
007 A o, @ ccL2
- @8 IGF-1+CCL2

N° de células migrantes
N
o
1

BSA FN

Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais foram permitidas migrar através das membranas de trasnswell sob o
estimulo quimiotatico de IGF-1 (100 ng/mL), CCL2 (10 ng/mL) ou IGF-1/CCL2 por 6 horas
frente a revestimento de fibronectina ou BSA. (A) As fotomicrografias representam células
aderidas a face inferior da membrana. Coloracéo pela Giemsa (400x). (B) Barras representam
a média + EPM do numero de células migrantes (n=4 por grupo). (*), (***) Valores
estatisticamente significativos em relagédo ao grupo controle, *p < 0,05, ***p < 0,001 e (#) valor
estatisticamente significativo em ralagdo aos demais tratamentos, “p < 0,01. Two-way Anova
seguido do pos-teste Bonferroni.
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59 Acéo de IGF-1 e/ou CCL2 na formag&o de estruturas semelhantes a

capilares por células endoteliais.

Nos ensaios de andlise morfologica das células endoteliais foi observado
que o tratamento combinado com o IGF-1/CCL2 por 12 e 24 horas, promoveu a
formacdo de lumens intracelulares na auséncia de matriz extracelular. Mantendo o
cultivo das células por um periodo mais longo e sobre um revestimento de
fibronectina foi observado que apo6s 8 dias de cultura, estas mesmas células
apresentaram a habilidade de formar estruturas mais complexas, semelhantes a

capilares sobre revestimento ou ndo de fibronectina conforme mostrado na Fig. 16.

Figura 16 - Agdo de IGF-1 e/ou CCL2 na formagéo de estruturas semelhantes a
capilares por células endoteliais timicas.
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Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais foram tratadas com o IGF-1 (100 ng/mL), a CCL2 (10 ng/mL) ou o
IGF-1/CCL2 na presenga de fibronectina ou BSA durante 8 dias e posteriormente
analisadas por microscopia Optica. Fotomicrografias mostram a formacao de estruturas
semelhantes a capilares, indicada pelos asteriscos. Coloracao pela Giemsa (40x).



55

O numero de estruturas semelhantes a capilares (ESC) formadas na
presenca ou ndo de fibronectina foi estatisticamente maior quando as células
tEnd.1 foram tratadas com o IGF-1 e/ou a CCL2 em relacdo ao grupo controle (Fig.
17 A). Quando a area do lumen das células endoteliais foi mensurada, foi
constatado que apenas as culturas de células tratadas com a associacdo IGF-
1/CCL2 na presenca de BSA apresentaram um aumento na area do limen quando
comparado ao controle. Na presenca de FN, todos os tratamentos estimularam um

aumento na area luminal quando comparado ao grupo controle (Fig. 17 B).

Figura 17 - A¢éo de IGF-1 e/ou CCL2 na formagéo de estruturas semelhantes a
capilares e area do lumen sobre revestimento de fibronectina.
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Fonte: Autora, 2013.

As células endoteliais formaram ESC apds 8 dias de cultura sob tratamento com o IGF-1 e/ou a
CCL2 por 8 dias. (A) Mostra 0 numero de estruturas semelhantes a vasos e em (B) a area
luminal destas estruturas. Barras representam média + EPM. (*), (**), (***) Valores
estatisticamente significativos em relagcdo ao grupo controle *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
Two-way Anova seguido do pés-teste Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho evidenciou um sinergismo causado pela associacdo do
IGF-1 com a quimiocina CCL2 em presenca da matriz de FN sobre as células
endoteliais, como foi demonstrado pela maior capacidade migratoria e formacéao de
lumens extracelulares com area média maior. A importancia da FN para as células
endoteliais foi confirmada pelo aumento na deposicdo de FN apos os tratamentos
com as citocinas. Além disso, o rearranjo intermediario do citoesqueleto de F-actina
promovido pela associacdo das citocinas contribuiu para estimular a adesédo e
migracao endotelial.

A interacdo entre as células e o0s componentes extracelulares é
indispensavel na determinac¢do do comportamento celular (DIVYA et al., 2007). Em
condicoes fisiolégicas, a MEC € uma reserva de varios fatores de crescimento em
estado de laténcia. Com a injuria e a degradacdo da MEC, os fatores de
crescimento anteriormente vinculados e inativos sdo liberados em formas ativas
gue contribuem para o reparo e a cicatrizacéo de ferida (DIVYA et al., 2007).

Como forma de mimetizar e compreender as interacdes entre os fatores
angiogénicos e a MEC envolvidos na migracdo de células endoteliais, foi avaliada
em nosso estudo a acdo de IGF-1 e/ou CCL2 sobre as células tEnd.1 cultivadas
em uma matriz rica em fibronectina. Para isso, primeiramente foi determinada a
concentracdo do fator de crescimento e da quimiocina capaz de estimular a
fisiologia das células endoteliais timicas.

A concentracdo do IGF-1 foi estabelecida em estudos anteriores realizados
em nosso laboratorio, em que foi observado um aumento da proliferacdo das
células teEnd.1 quando foram estimuladas pelo fator de crescimento na
concentracdo de 100 ng/mL. Ainda, dados da literatura mostraram que o IGF-1,
nesta mesma concentracdo foi capaz de aumentar significativamente a viabilidade
das células endoteliais progenitoras e estimular a formacdo de unidades
formadoras de colénias (THUM et al., 2007).

Neste estudo, a quimiocina CCL2 na concentracdo de 10 ng/mL foi capaz
de estimular a viabilidade das células endoteliais quando comparado ao controle.
De forma semelhante, Stamatovic e colaboradores (2006) demonstraram que

células bEnd.3 apds estimulo com a CCL2 apresentaram maior capacidade



57

proliferativa em relagdo ao controle. No entanto, em HUVEC né&o foi observada
alteracdo na proliferacdo em relacdo ao grupo controle (WEBER et al., 1999).
Diferencas nestes resultados podem ser observadas devido a distinta origem
embriondria ou exposicdo das HUVEC em relacdo ao cultivo e a forma de
armazenamento (YU et al., 2002).

A concentracdo da quimiocina CCL2 estabelecida para o estudo foi 10
ng/mL, ndo apenas pelo seu efeito significativo no aumento da viabilidade celular,
mas também porque estudos anteriores mostraram que esta concentragdo
estimulou a maxima incorporacdo de [°H] timidina e a migracdo de células
musculares lisas de artéria pulmonar (SANCHEZ et al., 2007), e ainda, esta mesma
concentracédo foi determinada como a ED50 (a dose que produziu o efeito desejado
em 50% da populacéo) para a quimiotracéo de linfécitos (BROWN et al., 2007).

A acdo de IGF-1 e CCL2 é mediada por seus receptores IGF-1R e CCR2,
respectivamente. Assim, por citometria de fluxo foi avaliada a expressdo destes
receptores de superficie celular e constatou-se que as células tEnd.1 expressaram
ambos os receptores, sendo o primeiro mais abundantemente expresso que o
segundo. A baixa expressdao de CCR2 em células endoteliais também foi
observada por Stamatovic e colaboradores (2006) em células bEnd.3, mas isto ndo
impediu a funcionalidade deste receptor. Segundo Fantuzzi e colaboradores
(1999), a baixa expressdo deste receptor in vitro em células quiescentes é critica
para a resposta de macréfagos diferenciados, pois resulta na baixa responsividade
a CCL2, o que fornece um sistema regulador eficiente para controlar o grau de
recrutamento e ativagdo de macrofagos.

A expressdo de IGF-1R e CCR2 foi observada em diferentes tipos de
células endoteliais. A expressdo do RNAm e do receptor de IGF-1R, como também
sua fosforilagdo foram demonstradas em HUVEC (NITERT et al., 2005). Nestas
mesmas ceélulas foi comprovada a expresséo do receptor CCR2 (SALCEDO et al.,
2000; WEBER et al., 1999) e de seu RNAmM (WEBER et al., 1999) e ainda, em
HMEC foi demonstrada a expressdo deste mesmo receptor (SALCEDO et al.,
2000).

A expressao do IGF-1R na superficie das células tEnd.1 ndo foi alterada
pelo tratamento com o IGF-1 e/ou a CCL2, contudo a expressdo do CCR2 foi

significativamente aumentada apés o tratamento com a quimiocina, semelhante ao



58

constatado por Stamatovic e colaboradores (2006), em que o tratamento de células
bEnd.3 com a CCL2 induziu um aumento significativo na expressdo de RNAm de
CCR2. Contudo, o efeito positivo da CCL2 sobre a expressédo do seu receptor, 0
CCR2, nao foi mantido quando combinado com o IGF-1.

Segundo Dalle e colaboradores (2001) os receptores tirosina quinase como
o0 IGF-1R e o IR interagem com as proteinas G, apresentando estreita dependéncia
de seus componentes de sinalizacdo. Desta forma, componentes da sinalizacao da
proteina G como as quinases de receptores acoplados a proteina G (GRK) séo
recrutadas pelo IGF-1R que apresenta a fosforilacdo dos seus residuos de serina
dependentes destas GRK (ZHENG et al., 2012). Assim, a diminuicdo da expressao
do CCR2 préximo aos niveis basais, apds o tratamento combinado com o IGF-
1/CCL2 pode ser justificada pelo recrutamento dos componentes de sinalizagéo da
proteina G pelo IGF-1R que foi mais abundantemente expresso nas células
endoteliais que o CCR2, um receptor acoplado a proteina G.

Apesar do tratamento de forma Unica ou combinada do IGF-1 com a CCL2
nao ter modulado a expressédo do IGF-1R, assim como o tratamento com o IGF-1
associado a CCL2 ter levado a diminuicdo da expressdo do CCR2 estimulada pela
CCL2 proximo aos niveis basais, a funcionalidade destes receptores foi confirmada
pela acdo destas citocinas, via receptores, de estimularem a fisiologia das células
endoteliais. Esta modulacdo foi observada através da producdo de MEC,
reorganizacao do citoesqueleto, capacidade de adesao, migracédo e formacéo de
estruturas semelhantes a capilares. Contudo, sugere-se a avaliacdo da fosforilagéo
dos receptores IGF-1R e CCR2 como forma de compreender melhor os
mecanismos intracelulares envolvidos no estado de ativacdo desses receptores
modulado pelos seus ligantes IGF-1 ou CCL2 respectivamente.

As propriedades biolégicas desempenhadas pelas células endoteliais n&o
sao reguladas apenas por citocinas, mas em conjunto com 0S componentes da
matriz extracelular que atuam de forma reguladora na funcdo endotelial
(SCHNAPER et al.,1993). Assim, a avaliacdo da deposi¢cao da fibronectina, uma
glicoproteina da MEC, demonstrou o efeito das citocinas IGF-1 e/ou CCL2 em
modular a produgao de matriz.

Em células endoteliais, a fibronectina é uma glicoproteina que atua na

fixacdo, aderéncia (JAFFE; MOSHER, 1978) e migracdo durante a angiogénese
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(VERNON; SAGE, 1995; SENGER, 1996) e juntamente com o colageno intersticial
ativa as células endoteliais e estimula a morfogénese tubular (SENGER, 1996;
DAVIS et al., 2002; LIU; SENGER, 2004; DAVIS; SENGER, 2005).

A marcacéo especifica para fibronectina mostrou que os tratamentos com o
IGF-1 e/ou a CCL2 estimularam de forma significativa a deposi¢do da glicoproteina
em relacdo ao controle, demonstrando sua importancia para a funcado endotelial.
Semelhante ao observado em nossos resultados, Stamatovic e colaboradores
(2006) demonstraram que as células bEnd.3 estimuladas com a CCL2 aumentaram
e expressdo do RNAm para esta glicoproteina. Em ceélulas musculares lisas de
aorta toracica murina (SMC) e células epiteliais de tabulo proximal, o tratamento
com IGF-I também promoveu a producao de fibronectina (LO, 1999; NEW et al.,
2012), contudo, em células epiteliais da cérnea humana (HCEC) o estimulo com o
IGF-1 ndo alterou a producédo da glicoproteina quando comparado ao controle (LEE
et al., 2006).

Segundo Tamaroglio e Lo (1994), a expressao de fibronectina apresentou-se
distinta apds o tratamento com o IGF-1, dependendo do tipo celular. Enquanto em
culturas de células mesangiais glomerulares a deposicdo de fibronectina foi
observada apenas na superficie celular, em células SMC houve um aumento na
expressdo de RNAm da glicoproteina e acimulo somente no sobrenadante. Esta
diferenca pode ser justificada pela expressdo de receptores de FN na superficie
celular, sugerindo que em células mesangiais ha mais FN ligada aos receptores
gue em SMC.

A interacdo entre a célula e a fibronectina da matriz extracelular promove a
ativacdo celular por meio de interacbes com o0s receptores de superficie,
usualmente através da integrina a5B1 (WIERZBICKA-PATYNOWSKI;
SCHWARZBAUER, 2003). Enquanto a integrina a5B1, reconhece primariamente
um unico ligante que é a fibronectina (AVRAAMIDES et al., 2008), outras moléculas
como o proteoglicano CD44 pode ligar-se a fibronectina (JALKANEN; JALKANEN,
1992; FUJIMOTO et al., 2001), como também ao &cido hialurénico (ARUFFO et al.,
1990; AHRENS et al., 2001; FUJIMOTO et al., 2001) e o colageno (GALLATIN et
al., 1989; FUJIMOTO et al., 2001).

As integrinas s&@o receptores transmembranares com dominios

citoplasmaticos que estdo associados a proteinas adaptadoras que ligam as
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integrinas ao citoesqueleto, quinases citoplasmaticas e receptores de fatores de
crescimento (QIN; ZHANG, 2010). Elas podem mediar a mobilidade e propriedades
adesivas de células epiteliais mamarias com a matriz extracelular (KEELY et al.,
1995; LEE et al., 2006), e em células endoteliais, também podem desempenhar
papel importante no processo de angiogénese como a integrina 33 (STAMATOVIC
et al., 2006). Além disso, receptores transmembranares como os proteoglicanos
também se associam ao citoesqueleto de actina e medeiam a ligacado de células
epiteliais com a MEC (ARUFFO et al., 1990; UNDERHILL, 1992; FICHTER et al.,
1997; ZHU et al., 1997).

O tratamento das células endoteliais com o IGF-1 e/lou a CCL2 néo
estimulou a expressao de CD49e (subunidade a5 da integrina a5B1/VLA5) e do
proteoglicano transmembranar CD44. De forma semelhante, o IGF-1 n&o alterou a
expressao da subunidade a3 da integrina em HCEC (LEE et al., 2006), assim como
o tratamento de células endoteliais com o fator-1 de crescimento transformante 3
(TGF-B1) mesmo expostas a altas concentragcées de glicose ndo apresentaram
alteracdo na expressdo de CD44 (YEVDOKIMOVA; KOMISARENKO, 2004).
Contudo, o tratamento de células epiteliais com o IGF-1 ou a CCL2 estimulou a
expressao de outras subunidades de integrinas como demonstrado pelo aumento
da expressao da 31 em HCEC apéds exposi¢cao com o IGF-1 (LEE et al., 2006) e da
expressdao do RNAm das subunidades a5, av e 3 em células bEnd.3 tratadas com
a CCL2 (STAMATOVIC et al., 2006).

Tendo em vista que ndo foram observadas modulacdes na expressao dos
receptores para FN, sugere-se a avaliacdo da expressédo da subunidade av, pois
esta integrina também medeia a sinalizagdo estimulada pela FN. As ligagbes de
avB3 a FN mostraram-se menos estaveis, mas associadas a inducdo de
transducédo de sinal por ligamento e desligamento da forca de adeséo e assim, a
reciclagem de seus contactos focais mostrou-se necesséaria para a migragao
persistente (ROCA-CUSACHS et al., 2009). Por outro lado, zonas mais interiores
onde a5B1 predomina sdao menos dindmicas (PONTI et al., 2004) e o aumento de
reciclagem de a5B1 versus av3 para a migracao, suportando um papel de a5p1
em estabelecer forte aderéncia estrutural (ROCA-CUSACHS et al., 2009).

A avaliagdo da fosforilagdo de proteinas responsaveis pela ligacdo celular

em células ativadas, como a paxilina e a tirosina-quinase de adesao focal (FAK)
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também é proposta, visto que no estudo de Nakamura e colaboradores (1998) o
aumento na migracdo de HCEC apdés o tratamento com o IGF-1 em combinacao
com a substancia P estava associado ao aumento na fosforilagdo destas proteinas.
Além disso, FAK mostrou mediar varios eventos celulares como o crescimento, a
sobrevivéncia e a migracao celular (SCHLAEPFER et al., 1999), o crescimento das
células em resposta a matriz de FN alterada (SECHLER; SCHWARZBAUER,
1998), e estar envolvida na resposta bioquimica inicial mediada por integrina a
adesao da FN aos substratos (HANKS et al., 1992).

A interacao ligante-integrina na superficie celular desencadeia a organizacao
do citoesqueleto de actina em locais especificos para facilitar o desenvolvimento
das células ou manter a estabilidade tecidual (CINES et al.,1998). Nas células
endoteliais, este citoesqueleto encontra-se presente nas juncdes célula-célula, nas
membranas apical e basal e principalemte em estruturas como filopodios e fibras
de estresse que sdo semelhantes a feixes citoplasmaticos (FRACCAROLI et al.,
2012).

A organizacdo do citoesqueleto de F-actina das células endoteliais sob o
efeito do IGF-1 e/ou CCL2 foi avaliada por microscopia confocal de fluorescéncia e
demonstrou que o IGF-1 nao foi capaz de promover mudancas marcantes no
citoesqueleto das células endoteliais, de forma semelhante ao observado por
Maddala e colaboradores (2003) em células epiteliais tratadas com o fator de
crescimento.

As células tEnd.1 tratadas com a CCL2 evidenciaram maiores mudancas na
reorganizacdo do citoesqueleto de actina, demonstrada pela formacao de
estruturas essenciais para o processo de migragao celular como fibras de estresse,
lamelipddios e filopddios. Em estudo anterior foi observado a agdo semelhante da
CCL2 na reorganizacdo do citoesqueleto de actina em células bENnd.3
(STAMATOVIC et al., 2006). Contudo, nas células tratadas com o IGF-1/CCL2 a
reorganizagdo do citoesqueleto mostrou-se menos acentuada que a estimulada
pelo tratamento apenas com a quimiocina.

A adesdo e migracdo sao primariamente mediadas através da ligacdo as
integrinas (REINHART-KING, 2008), sendo no processo de migragao requerido o
delicado controle da adesao celular, deadeséo e reorganizacdo do citoesqueleto

(QIN; ZHANG, 2010). No ensaio de adesao, na presenca da molécula ndo adesiva
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BSA, apenas o tratamento com o IGF-1/CCL2 estimulou a capacidade adesiva das
células endoteliais. No entanto, as células tEnd.1 tratadas com o IGF-1 e/ou a
CCL2 apresentaram uma maior resposta a adesdo ao substrato de fibronectina
guando comparado ao controle. Adicionalmente, sobre a matriz de FN o tratamento
com a CCL2 ou a associacdo IGF-1/CCL2 estimulou a adeséo das células tEnd.1
de forma significativa em relacdo ao tratamento apenas com o IGF-1. Estes
resultados podem estar associados a formacédo acentuada de fibras de estresse,
lamelipodios e filopddios estimulada pela CCL2 e de forma intermediaria pela sua
associacdo com o IGF-1, contribuindo para a capacidade de adesao significativa
em relacdo ao controle e o tratamento apenas com o IGF-1, que evidenciou pouca
formacao destas estruturas.

A habilidade que as células tEnd.1 exibiram em migrar frente ao BSA foi
estimulada somente pelo tratamento com o IGF-1/CCL2. Contudo, frente a matriz
de fibronectina a migracdo das células endoteliais foi acentuada pelo tratamento
guimiotatico com o IGF-1 e/ou a CCL2. Além disso, a formacao dos lamelipdédios e
filopddios apds tratamento com a CCL2 correlacionou-se a capacidade migratoria
significativa.

Segundo Kiosses e colaboradores (2001), a formacdo de lamelipédios é
importante para a migracdo, pois em células endoteliais de aorta bovina (BAEC)
tratadas direcionalmente com o fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF)
a formacéo de lamelipddios polarizados foi estimulada em suas bordas de ataque,
assim como foi acentuada a expressao da integrina av3 (77%), sugerindo que
este efeito € importante para a migracdo celular. Estudos também demonstraram
que fatores de crescimento ativam Rac para induzir a formagédo de lamelipodios
(RIDLEY et al., 1992; KIOSSES et al.,, 2001), que se mostram associados a
quimiotaxia (NOBES; HALL, 1999; KIOSSES et al., 2001). Ainda, os filopodios de
células endoteliais mostram-se fortemente dotados de receptores de VEGF,
permitindo a migracdo em direcdo ao estimulo pelo fator de crescimento (ADAIR;
MONTANI, 2010).

O tratamento com o IGF-1 nao estimulou a formacéo de lamelipddios
e fibras de estresse de forma acentuada, mas induziu o alongamento celular, que é
um dos eventos envolvidos no processo de angiogénese promovido pela

vasodilatacao e que expde as células endoteliais a configuracdo plana, permitindo
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o crescimento rapido (ADAIR; MONTANI, 2010). O efeito combinado de IGF-1 e
CCL2 promoveu alteracfes intermediarias na reorganizacdo do citoesqueleto ao
unir a formacdo de lamelipodios, filopédios e o alongamento celular, o que
contribuiu para o pico de migragdo endotelial.

A resposta quimiotatica das células tEnd.1 a CCL2 também foi demonstrada
em outras células endoteliais. HUVEC e HMEC apresentaram uma maior resposta
quimiotatica em camara de Boyden apos o tratamento com a CCL2 (SALCEDO et
al., 2000), assim como células bEnd.3 (STAMATOVIC et al., 2006). Outros estudos
também apontam o IGF-1 como sendo um fator estimulante para a migracédo de
células endoteliais. Segundo Thum e colaboradores (2007), em camara de Boyden
o IGF-1 foi capaz de aumentar a capacidade migratdria de células endoteliais
progenitoras humanas e murinas quando comparado ao controle. De forma
semelhante, o IGF-1 estimulou significativamente a migracdo das células
endoteliais ECV304 através de sistema de transwell (IKEO et al., 2001).

A acdo coestimuladora desempenhada pelo tratamento com a associacao
IGF-1/CCL2 potencializou a migracdo das células endoteliais na presenca ou nao
de fibronectina em relagdo ao controle e aos outros tratamentos. Esta acéo
moduladora de CCL2 combinada com fatores de crescimento também foi
observada por Ma e colaboradores (2007) sobre a migracdo de VSMC, quando
estimulada por HUVEC que foram adicionadas no compartimento inferior do
transwell e pré-tratadas com o TGF-B1 por 24 horas. Quando as HUVEC foram
incubadas com o anticorpo anti-CCL2, a migracdo das VSMC foi dramaticamente
reduzida mesmo apds tratamento das células endoteliais com o TGF-31.

A resposta quimiotatica das células tEnd.1 sob o estimulo do IGF-1 e/ou
CCL2 foi significativamente maior na presenca da matriz de fibronectina quando
comparada a migragdo na presenca de BSA. De forma semelhante, Liu e
colaboradores (2007) demonstraram que a migracdo direcional das BAEC foi
significativamente maior quando os gradientes de fibronectina e VEGF foram
combinados em relacdo aos gradientes compostos apenas de fibronectina ou
VEGF.

A andlise morfologica das células endoteliais demonstrou que a acdo do
IGF-1/CCL2 por 12 e 24 horas estimulou a formacdo de vacuolos e lumens

intracelulares ndo observados apds o tratamento apenas com o IGF-1 ou a CCL2
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nestes periodos. A formagdo de vacuolos intracelulares distintos ou em
coalescéncia, observados em nossos resultados constitui um dos primeiros passos
no desenvolvimento de lumens em células endoteliais individuais ou grupos de
células endoteliais (DAVIS; CAMARILO, 1996; KAMEI et al., 2006). Estudos in vitro
e in vivo suportam o modelo proposto no qual a formacgéo e fuséo intracelular e
intercelular de vacuolos de células endoteliais adjacentes levam a formacéo de um
espaco continuo luminal necessario para o desenvolvimento do I[imen vascular in
vivo (KAMEI et al., 2006).

O ensaio de formagdo de estruturas semelhantes a capilares (ESC)
evidenciou a habilidade das células endoteliais em formar ESC quando sé&o
cultivadas em um microambiente rico em matriz extracelular e encontram-se
reguladas por citocinas como o IGF-1 e/ou a CCL2. A capacidade do IGF-1 ou
CCL2 de estimularem o aumento siginificativo na formagdo de ESC também foi
observado por Stamatovic e colaboradores (2006), em células bEnd.3, cultivadas
sobre gel de fibrina e tratadas com a CCL2 por 24 horas, como também em células
endoteliais progenitoras e murinas tratadas pelo mesmo tempo com o IGF-1 sobre
matrigel (THUM et al., 2007).

Dados anteriores ja demonstraram o efeito sinérgico do IGF-1 com outro
fator de crescimento, o VEGF. A acdo conjunta destes fatores de crescimento
estimulou as células endoteliais diferenciadas de células tronco da medula éssea a
desenvolver uma rede de ESC apds 7 dias de cultivo sobre ECM gel quando
comparado ao controle (JAZAYERI et al., 2008). Assim como, a quimiocina CCL2
também demonstrou modular a acdo do VEGF sobre a formacdo de ESC em
HUVEC. O pré-tratamento com o anticorpo anti-CCL2 provocou uma diminuicdo
significativa nas ESC formadas proximo aos niveis basais mesmo apos inducao
com o VEGF (YAMADA et al., 2003).

O efeito sinérgico da associacdo IGF-1/CCL2 na formacdo de ESC estéo
sendo mostrados pela primeira vez. Ainda, além de estimular a formacédo de
estruturas semelhantes a capilares, o tratamento com o IGF-1 e/ou a CCL2
também promoveu o0 aumento significativo na area luminal.

A formacédo do limen central ocorre durante o processo de tubulogénese a
partir de cordbes sélidos de células endoteliais (FISCHER et al., 2006). As

estruturas tubulurares apresentam paredes finas que sao neste momento
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dependentes da expressao continua de fatores de crescimento e estdo propensas
a regressao (BENJAMIN et al., 1998; BENJAMIN et al., 1999; MARKKANEN et al.,
2005). Em combinacdo com o VEGF, a Angiotensina 1 aumenta o diametro do
[imen (SURI et al., 1998; FISCHER et al., 2006). Entretanto, moléculas como a
trombospondina-1 e tubedown-1 suprimem a formacdo do IUmen vascular
(GENDRON et al., 2000; FISCHER et al., 2006).

O cultivo das células endoteliais sobre a fibronectina também estimulou o
aumento na é&rea luminal de forma marcante, quando comparado ao BSA.
Trabalhos apontam que a provavel interagdo das integrinas a5p31 e av3 presentes
na superficie das células endoteliais com a MEC é capaz de controlar a formacéo
do lumen (BAYLESS et al., 2000; FISCHER et al., 2006).

Em determinadas patologias em que a revascularizacédo direta ndo pode
ser realizada com sucesso, as terapias que revertem a insuficiéncia arterial grave
por aumentar a circulacdo sanguinea sao alvo de estudos pela pesquisa cientifica
como o trabalho desenvolvido por Asahara e colaboradores (1995). Em um modelo
de isquemia de membro posterior de coelhos, o aumento na circulacdo foi
contribuido pelo aumento progressivo no didmetro meédio luminal da arteria
colateral no grupo de animais tratados com a combinacdo de VEGF/bFGF e
excedeu o grupo tratado apenas com o VEGF ou o bFGF.

O sinergismo entre o bFGF e o VEGF também foi mostrado in vitro por
Pepper e colaboradores (1992) em relacdo a formacéo de estruturas semelhantes
a capilares, permitindo a Pepper (1997) apontar a terapia com fatores de
crescimento como uma alternativa potencialmente importante. Semelhantemente, o
IGF-1 e a CCL2 demonstraram um sinergismo in vitro observado nos ensaios
funcionais de formacdo de estruturas semelhantes a capilares, como também na
migracao endotelial.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos extrapolar apenas o
efeito especifico do IGF-1 e da CCL2 sobre as células endoteliais, visto que sao
necessarios estudos in vivo para se determinar a atividade angiogénica, enquanto
a especificidade sobre as células-alvo é geralmente determinada in vitro
(FOLKMAN; SHING, 1992). Quando o fator induz a angiogénese in vivo e estimula
a migracdo e proliferacdo in vitro é denominado direto, pois os dois métodos se

correlacionam, mas quando o fator angiogénico ndo estimula in vitro as células
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endoteliais € chamado indireto, pois a angiogénese in vivo pode ter sido promovida
por outros fatores ou células como os macrofagos (FOLKMAN; SHING, 1992).

Sabendo-se que as pesquisas em angiogénese se apdem a trés grandes
areas como: as aplicacbes diagnosticas, a aceleragcdo da angiogénese em
processos de cicatrizacdo de ferimentos e a inibicdo da angiogénese em
neoplasias (FOLKMAN; SHING, 1992), o estudo do papel do IGF-1 sobre as
propriedades biologicas desempenhadas pelas células endoteliais, em acéo
conjunta com a quimiocina CCL2 mostrou-se de significativa importancia ao
fornecer mais ferramentas para a ampliagdo do conhecimento das funcgdes
endoteliais.

Em busca de compreender melhor as interacdes entre a MEC e as citocinas
sobre a fungcdo endotelial € necessaria a continuidade deste trabalho para
determinar os mecanismos intracelulares envolvidos no sinergismo observado in
vitro entre o IGF-1 e a CCL2 como, por exemplo, a avaliagao da integrina av e de

FAK implicada em mecanismos de adesao célula-substrato.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o fator-1 de
crescimento semelhante a insulina e a quimiocina CCL2 agem de forma sinérgica
sobre a fisiologia das células endoteliais timicas, modulando in vitro, a morfologia
das células endoteliais ao induzir a formacao de lumens intracelulares, sem alterar
a expressao de seus receptores de superficie celular IGF-1R e CCR2; estimula a
deposicdo de fibronectina, sem interferir na expressdo de seus receptores de
matriz, CD49e e CD44; promove a reorganizacdo do citoesqueleto de F-actina;
induz a adesao, migracdo e formacado de estruturas semelhantes a capilares com
areal luminal maior. Além disso, nos ensaios funcionais esta resposta bioldgica foi
potencializada na presenca de uma matriz rica em fibronectina, permitindo-nos

sugerir uma potencial atividade angiogénica das citocinas frente a matriz.
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