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“ Qualquer caminho ¢ apenas um caminho e ndo
constitui insulto algum — para si ou para os outros
— abandona-lo quando assim ordena o seu coragao
(...) Olhe cada caminho com cuidado e atengao.
Tente-o tantas vezes quantas julgar necessarias...
Entio faca a si mesmo e apenas a si mesmo
uma pergunta: possui esse caminho um
coracdo? Em caso afirmativo, o caminho é bom.
Caso contrario, esse caminho n@o possui
importancia alguma.”

Carlos Castaiieda (O Tao da Fisica)
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RESUMO

A formacdo de vasos sanguineos compreende processos fundamentais
na embriogénese, ocorrendo inicialmente por vasculogénese, seguida
por angiogénese. Falhas no equilibrio fisioldgico entre indutores pro- e
antiangiogénicos podem contribuir com processos fisiopatologicos,
referidos como doengas angiogénicas. Plantas medicinais como o Cissus
verticillata L., sobre a qual foram reportadas agdes antirreumatica e
antiinflamatoria; hipoglicemiante; vasoconstrictora e antimitdtica, sdo
utilizadas pela medicina popular, no Brasil. Foram estudados os efeitos
dos extratos foliares aquoso (EACv) e hidroalcoolico (EHCv) dessa
espécie sobre a formagdo de vasos, por meio de ensaios in vivo
(embrides de Gallus domesticus e Danio rerio; camundongos adultos da
espécie Mus musculus). E in vitro (com células endoteliais da veia
umbilical humana-HUVEC). Os resultados mostram a presenca de
flavonoides na composi¢do dos extratos, ¢ agdo antioxidante (29-59%).
In vivo os extratos, isoladamente ou associados a FGFb ou VEGF-A,
retardaram o crescimento dos embrides de D. rerio € G. domesticus, €
nestas espécies inibiram a vasculogénese e a angiogénese nas
membranas vitelinica e corioalantdica. Os extratos isolados ndo inibiram
a angiogénese em camundongos adultos, mas nos trés modelos a
associacdo de extratos+tFGFb ou VEGF-A foi capaz de reverter o efeito
angiogénico destes fatores. Em células HUVEC os extratos de C.
verticillata reduziram a viabilidade celular e o brotamento vascular
estimulado por FGFb ¢ VEGF-A. No entanto, a ndo efetividade sobre
mecanismos de proliferacdo, migragdo, tubulogénese ¢ modulagdo de
VEGFR2, apontam a necessidade de estudos adicionais para
determinagdo dos alvos moleculares do EACv e EHCv. E possivel
concluir que estes inibem vasculogénese e angiogénese embrionaria, ¢
que tais acdes estariam relacionadas a inibicdo da viabilidade e ao
bloqueio do brotamento angiogénico sobre células endoteliais, bem
como a capacidade dos EACv e EHCv de reverterem a potente atividade
de fatores de crescimento angiogénicos, verificados no presente estudo.

Palavras-chaves: Angiogénese, Vasculogénese, Cissus verticillata,
Célula endotelial de veia umbilical humana (HUVEC), Extratos Aquoso
e Hidroalcolico, Gallus domesticus, Zebrafish.
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ABSTRACT

The formation of blood vessels includes fundamental processes in
embryogenesis, taking place through the vasculogenesis, followed of
angiogenesis. Failures in the physiological balance between pro- and
antiangiogenic inductors can contribute to pathophysiological processes
referred as angiogenic diseases. Medicinal plants such as Cissus
verticillata L. have been reported are used in folk medicine in Brazil as
antirheumatic, anti-inflammatory hypoglycemic, vasoconstrictor and
antimitotic actions. The effects of aqueous (AECv) and hydroalcoholic
(HECv) leaf extracts of C. verticillata on the blood vessels formation
were studied by assaying in vivo (of Gallus domesticus and Danio rerio
embryos as well in adults mice of Mus musculus). In vitro, assays with
endothelial cells from human umbilical vein (HUVEC) experimental
models. The findings show the presence of flavonoids in both extracts
composition and also an antioxidant action (29-59%). When
administered in vivo the extracts, alone or associated with FGF or
VEGF-A, have slowed the embryonic growth of D. rerio and G.
domesticus, and (in this last species) inhibited vasculogenesis and
angiogenesis in the yolk and chorioallantoic membranes. The extracts
alone did not inhibited advanced angiogenesis, in M. musculus adults,
however, in the three animal models the association of extracts + FGFb
or VEGF-A was capable to reverse the angiogenic effect of these
exogenous growth factors. There was verified a decrease in cell viability
and the vascular sprouting as stimulated by FGFb and VEGF-A, in
HUVEC. However, the non-effectiveness of important angiogenic
mechanisms, such as proliferation and cell migration; tubulogenesis and
VEGFR2 receptor modulation, indicate that more studies in order to
determine the molecular targets of the extracts remains to be performed.
In conclusion, the findings show that the extracts inhibit embryonic
vasculogenesis and angiogenesis, and also that such actions are possibly
related with decrease of viability and the blockade of angiogenic
sprouting on the endothelial cells, as well the capacity of both extracts to
reverse the potent activity of angiogenic growth factors, as observed in
the present study.

Keywords: Angiogenesis, Vasculogenesis, Cissus verticillata, Human
umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Aqueous and Hydroalcoholic
extracts, Gallus domesticus, Zebrafish.
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de crescimento vascular endotelial)

YSM: Yolk sac membrane assay (membrana vitelinica)
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1. INTRODUCAO

A formagdo de vasos sanguineos ¢ fundamental para a
homeostasia corporea atuando em processos fisiologicos. No entanto,
um desequilibrio nesse processo pode desencadear eventos
fisiopatologicos caracterizados por doengas angiogénicas, que sdo
processos sustentados por um descontrole na formagdo de vasos
sanguineos (FOLKMAN, 1995). As doengas angiogénicas de carater
cronico e inflamatério vem despertando a atengdo para o uso de novas
estratégias profilaticas e terapéuticas com menor custo se comparadas a
abordagens terapéuticas convencionais.

O Brasil, guiando-se por diretrizes internacionais, implantou o
uso de terapias complementares, como a fitoterapia, a acupuntura ¢ a
fisioterapia, no Sistema Unico de Satide (SUS). Tal politica, associada a
promogdo de pesquisas sobre as plantas medicinais objetiva garantir,
além da prevencdo de doengas, um menor custo econdmico ao paciente
e/ou governo, a promo¢do de uma maior taxa de adesdo ao tratamento.
O uso correto de medicamentos gera uma melhor qualidade de vida aos
individuos acometidos por algumas dessas doengas (BRASIL, 2006).

A teraplutica baseada no uso de plantas medicinais ¢
extremamente promissora no nosso pais considerando a abundante flora
brasileira. A utilizacdo crescente de espécies vegetais como recursos da
medicina popular frequentemente sem critérios cientificos e o
estabelecimento da seguranga e eficacia dos extratos acarreta em um
entrave na promog¢do de uma terapia segura ¢ de qualidade para o
individuo (VEIGA JUNIOR E PINTO, 2005; RODRIGUES et al,.
2011). Baseado nisso, o presente estudo propde investigar caracteristicas
fitoquimicas e medicinais da espécie Cissus verticillata L.; considerada
um exemplar de planta medicinal utilizada pela populacdo de diferentes
regides do pais (especialmente Norte, Nordeste ¢ Sudeste).

O uso topico e/ou por via oral, na forma de infusdo ja relatado,
mostrar em pesquisas pré-clinicas e clinicas diversas propriedades
terapéuticas dessa planta, agindo como antioxidante (KHALIL et al.,
2008), antimitotica, a antifungica ¢ antimicrobiana (BELTRAME et al.,
2002), antialérgica (QUILEZ et al, 2004), hipoglicemiante e
antidislipidémica, ¢ a a¢do antiinflamatoria (VIANA et al.,, 2004;
LUCENA et al., 2009; XU et al, 2009). Segundo Garcia e colaboradores
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(1997) o extrato aquoso dessa planta acabou promovendo uma acdo
pontual de contracdo da musculatura lisa isolada de aorta de cobaias,
assim como, o uso do extrato hidroalcoolico causou efeitos de
embriotoxicidade e malformagdo congénita, em camundongos.

Os estudos citados sugerem que a maioria das agdes referidas
convergem para uma provavel atividade antiinflamatéria dos extratos,
cujos mediadores podem, dependendo do contexto, induzir a expressdo
de fatores angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular,
o VEGF (KOCH, 1998).

1.1 SISTEMA CIRCULATORIO

O sistema circulatério em humanos é composto pelos sistemas
vasculares sanguineo ¢ linfatico. Uma das principais caracteristicas do
sistema vascular ¢ a de constituir um sistema circulatorio fechado que
permite um fluxo constante e unidirecional, por diferentes partes do
corpo, através dos diversos componentes do sistema. Ja o sistema
circulatério linfatico tem como caracteristica distinta ser um sistema
aberto, com diferencas marcantes na estrutura destes vasos, necessitando
desta forma, do auxilio da contragdo dos musculos esqueléticos para que
o fluxo da linfa seja realizado (SADLER et al, 2005).

O sistema circulatério sanguineo é constituido por diferentes tipos
de vasos classificados quanto a sua estrutura, calibre ¢ funcionalidade
em artérias, arteriolas, veias, vénulas e capilares (Figura 1). As artérias,
vasos de maior calibre (Figura 1 A), originam-se no coragdo e sao
responsaveis por transportar o sangue a partir dele para os demais 6rgaos
e tecidos. Estes vasos apresentam uma espessa camada denominada — a
intima elastica. As artérias se bifurcam em vasos de tamanho médio que
se ramificam em artérias menores, arteriolas; a medida que penetram nos
tecidos, ramificam-se em uma miriade de minusculos vasos, chamados
capilares (SADLER et al, 2005). Os capilares sdo os vasos de menor
calibre, constituidos por células endoteliais aderidas umas as outras
formando um tubo, e externamente, suportadas pela lamina basal e
outras células como pericitos e células musculares lisas (TORTORA,
2007). Estes minusculos vasos se anastomosam e constituem o elo de
comunica¢do entre arteriolas e vénulas (Figura 1B) e apresentam uma
grande importancia fisioldgica, pois realizam o intercdmbio de gases ¢
moléculas entre o sangue ¢ os tecidos corporais. Dos vasos capilares



para as vénulas, uma transi¢do gradual e aumento o calibre acontece
para constituir as chamadas vénulas pds capilares. Por fim, das vénulas o
sangue ¢ coletado as veias que constituem estruturas de maior calibre,
encarregadas do retorno do sangue venoso aos pulmdes (TORTORA,
2007).

Figura 1 — Constituicdo morfologica de vasos sanguineos - artérias, veias e
capilares.
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O esquema representa a constituigdo das artérias e veias (vasos de grande
calibre) e os vasos de menor calibre. Os capilares, constituidos basicamente de



endotélio, representam pontes de contato entre arteriolas e vénulas (seta em
preto representativa do sentido do fluxo), realizam as trocas gasosas e
nutricionais necessdrias para o organismo. Fonte: Modificada de Menton e
Cleaver, 2003.

Com relagdo a sua estrutura, cada um desses tipos de vasos sdo
formados por camadas distintas, denominadas tinicas. Elas estdo
subdivididas em trés diferentes estratos: a mais interna (intima); a
intermediaria (média), e a mais externa (adventicia). A camada intima é
composta por um epitélio pavimentoso simples de células endoteliais
que repousam sobre uma membrana basal com pequena quantidade de
tecido conjuntivo frouxo. A camada média ¢ composta basicamente de
células musculares lisas (fibras musculares) e matriz extracelular (fibras
colagenas), sendo essa a mais varidvel, e servindo de pardmetro para
distingdo entre artérias e veias pela sua espessura além da presenca de
valvulas nas paredes e limen dos vasos (MOORE; DALLEY, 2007).
Por fim, a camada adventicia, mais externa, possui uma maior espessura
e ¢ formada basicamente por tecido conjuntivo frouxo, apresentando
fibroblastos, matriz extracelular e em alguns casos uma vasa vasorum,
ou seja, os vasos dos vasos que auxiliam na nutricdo destas camadas
(SEMENZA, 2007).

1.2 PROCESSOS DE FORMACAO DE VASOS SANGUINEOS

Os vasos sanguineos originam-se de células endoteliais que
derivam de células da camada germinativa do mesoderma, a partir do
17° dia do desenvolvimento embrionario humano.

As células mesenquimais quando estimuladas pelo fator de
crescimento de fibroblastos (FGF-2, do inglés, Fibroblast Growth Fator
2), em seus respectivos receptores FGFR (do inglés, Fibroblast Growth
Fator Receptor) sofrem diferenciagdo em hemangioblastos, precursores
das células endoteliais e das células tronco hematopoiéticas. Com o
passar dos dias da embriogénese, os hemangioblastos se agregam em
ilhotas sanguineas no mesoderma esplancnico do saco vitelino, e
estimuladas via VEGFR-2 ou Flkl (do inglés, Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor-2), por diversos fatores entre eles o VEGF (do
inglés Vascular Endothelial Growth Factor), se diferenciam em



“vesiculas sanguineas”, que se constituem de duas populagdes de células
distintas. A primeira externa corresponde as células precursoras de
fenotipos endoteliais — os angioblastos; e a segunda populagdo, interna,
desencadeia fendtipos hematopoiéticos (KUWANO et al.,, 2001;
TIRZIU; SIMONS, 2005; WACKER; GERHARDT, 2011) (Figura 2).

Figura 2 — Formacdo de vasos sanguineos pelos processos de vasculogénese e
angiogénese.
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O esquema representa a formagdo de vasos sanguineos durante o
desenvolvimento embrionario. As células do mesoderma (azul) estimuladas por
FGF-2, induzem fenoétipo precursor mesenquimal — hemangioblastos. Estes, por
via do VEGF-R2 se diferenciam em angioblastos: externos (precursores das
células endoteliais) e internos (precursores das células sanguineas). O processo
tem seguimento com a tubulogénese, via estimulo de VEGF ao receptor
VEGFR-1, até o estabelecimento da rede vascular primitiva. O processo de
angiogénese inicia com remodelamento daquela rede, permitindo a maturagdo e
diferenciagdo dos vasos diferentes tipos. Fonte: proprio autor, baseado em
LAMALICE; LE BOEUF; HUOT (2007).

Com a multiplicagdo rapida do nimero de células durante o
desenvolvimento e aumento na demanda de oxigénio se faz necessario a



inducdo dos angioblastos para se diferenciarem em células endoteliais
originando os primeiros tabulos de capilares sanguineos (SEMENZA,
2007). Estas novas estruturas tubulares fusionam-se originando a
primeira rede vascular ou rede de vasos primordiais (BISCHOFF, 1995),
processo conhecido por vasculogénese. Posteriormente, a maturagdo
desta rede primordial vai acontecer por processos, denominados de
angiogénese ¢ a arteriogénese, os quais podem ocorrer de uma forma
consecutiva ou concomitante (TIRZIU; SIMONS, 2005). E importante
salientar que cada um destes processos ¢ estabelecida em fases
diferenciadas do desenvolvimento, abrangendo desde o embrido até a
fase a adulta (FOLKMAN, 1995).

Diferentemente da vasculogénese, a angiogénese ¢ um processo
de formagdo de vasos sanguineos que ocorre a partir de vasos
preexistentes, sendo considerada um processo fisiologico cuja
funcionalidade ¢ viabilizar o crescimento, a manuten¢do ¢ a maturagdo
dos tecidos normais (CARMELIET, 2005).

A arteriogénese refere-se ao processo de remodelamento de uma
artéria existente para aumentar o didmetro luminal em resposta a um
fluxo sanguineo aumentado (HEIL et al., 2006; DEVEZA; CHOI,
YANG, 2012; TIRZIU e SIMONS, 2005). Ambos sdo processos
diretamente influenciados, desencadeados e regidos por um criterioso
controle de fatores pro-angiogénicos e antiangiogénicos (HYDER e
STANCEL, 1999; KALKA et al., 2000). Por esta razdo, no organismo
adulto, os vasos sanguineos permanecem estaveis ¢ raramente formam
novos vasos, excetuando aquela requerida durante o ciclo endometrial
do processo reprodutivo feminino, na gravidez, durante os periodos de
desenvolvimento pré e pos natal e na regeneracdo tecidual (FOLKMAN,
1992a; 1995; CARMELIET, 2000, ,; 2003; CARMELIET e JAIN,
2011).

1.3 CELULAS ENDOTELIAIS VASCULARES

As células endoteliais sdo consideradas um tipo de célula epitelial
especializada que recobre internamente 0s Vvasos sanguineos.
Apresentam morfologia alongada e com estrutura maleavel e possuem
uma espessura entre 0,1 um a 1,0 um, em capilares e aorta,
respectivamente (AIRD, 2012). As células endoteliais apresentam-se
morfologicamente diferenciadas em vasos de diferentes calibres e
possuem ainda caracteristicas diferentes dependendo do tecido que



irrigam (SIMIONESCU, 1988). Apdés o estabelecimento da rede
vascular madura, as células endoteliais permanecem em repouso,
quiescentes ou proliferam em um ritmo muito lento em condigdes
fisiologicas (CARMELIET, 2003). Diferentemente, em condi¢des
patologicas, como nas doengas angiogénicas, as células endoteliais
passam a proliferar e formar novos vasos de uma forma descontrolada
(BISCHOFF, 1995; KUWANO et al., 2001).

Na camada interna dos vasos, as células endoteliais permanecem
firmemente unidas entre si por jungdes do tipo oclusivas e aderentes, e
também aparecem unidas as células de suporte sobrejacentes, as células
musculares lisas ¢ aos pericitos, que por sua vez, aderem a membrana
basal secretada pelas células endoteliais (Figura 3) (CAVALLARO:
LIEBNER:DEJANA, 2006).

Figura 3 — Moléculas de adesdo entre as células endoteliais e o pericito.
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O esquema representa a adesdo entre as células endoteliais e pericitos. As
células do endotélio apresentam jungdes do tipo oclusivas (com proteinas como
claudina e nectinas) na regido apical e aderentes (representadas especialmente
por caderinas) e na regido basal apresentam jungdes aderentes com o pericito.
Fonte: Modificada de Dejana 2004.



As principais fungdes das células endoteliais residem na sua
participagdo nas fungdes fisiologicas do sistema circulatério e na
modulacdo dos processos de homeostasia, inflamacdo e de resposta
imune (CARMELIET, 2003). Associada a estas funcionalidades, as
células endoteliais atuam interagindo morfofuncionalmente com as
células circundantes dos vasos ¢ a membrana basal, devido ao alto grau
de plasticidade que detecta as mudangas na pressdo e¢ no fluxo
sanguineo, interagindo desta forma com o citoesqueleto e a matriz
extracelular, e respondendo rapidamente a diversos sinais angiogénicos
(CARMELIET, 2003; MAURO; BUSECMI; GERBINO, 2010;
ZAHRA, 2014).

Um tipo celular bastante estudado sdo as células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC, do inglés, Human Umbilical Vein
Endothelial Cells), linhagem celular comumente utilizada para pesquisas
nos campos da Fisiologia e Farmacologia.

As HUVECs sdo células altamente dinamicas, que possuem
capacidade angiogénica e participagdo na regulacdo do tonus vascular,
da produgdo de substancias como 6xido nitrico e prostaglandinas (pelas
presenga de enzimas eNOS e COX, respectivamente), influenciam o
trafego de células sanguineas entre o sangue ¢ os tecidos, a manutengio
da fluidez do sangue, a permeabilidade celular e imunidade inata e
adaptativa (AIRD, 2012; RAZAKANDRAINIBE et al., 2013). Caso
estas propriedades sofram uma interrup¢do ou disfungio, a formacao de
edemas ou inflamagdo pode ocorrer (KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013).

1.4 CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE ANGIOGENESE —
ASPECTOS FISIOLOGICOS E FISIOPATOLOGICOS

O termo angiogénese originalmente foi adotado, em 1935, para
descrever a formacgdo de vasos sanguineos (veias) presentes na placenta
(DEWITT, 2005). Atualmente, esse termo ¢ utilizado para indicar o
processo de formagdo de vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes, incluindo o remodelamento da rede vascular primordial e
formacdo de vasos sob condigdes fisioldgicas ou fisiopatologicas, como
o cancer (neoangiogénese ou neovascularizacdo) (FOLKMAN, 1992;;
1995).



Em um contexto fisiologico se verifica uma intensa atividade
angiogénica no desenvolvimento embrionario. No adulto este processo
ocorre raramente, como por exemplo, no sistema reprodutivo feminino,
onde periodicamente a angiogénese esta presente a nivel de endométrio
durante o ciclo menstrual; também na regeneragdo tecidual de forma
geral, e durante a gravidez na formagdo da placenta (CARLSON, 2014).
Tais episodios sdo, entretanto, limitados espago-temporalmente e
altamente regulados por fatores como VEGF, FGF, fator de crescimento
derivado de plaquetas - PDGF, dentre outros (FOLKMAN, 1992 ,).

A formagdo ordenada de vasos funcionais é dependente de
estimulos determinados oriundos localmente, secretados por células do
tecido conjuntivo adjacente, pelas proprias células endoteliais ou de
forma paracrina através da circulagdo sanguinea e da matriz extracelular.
Os fatores angiogénicos devem ligar-se aos receptores especificos, na
membrana das células endoteliais, desencadear o processo de
angiogénese (LIECKENS; CLERCQ; NEYTS, 2001; COULTAS;
CHAWENGSAKSOPHAK; ROSSANT, 2005) que acontece por breves
periodos para em seguida ser completamente inibido, compreendendo a
dindmica de remodelagdo dos vasos sanguineos (KUWANO et al., 2001;
CARMELIET, 2001, ¢ 2003).

Recebido o estimulo ¢ desencadeado o processo, a angiogénese
ocorre na forma de brotamento e/ou por intussuscepgdo (Figura 4)
(PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004), contudo, Gibbons (2010) enumera
ainda uma terceira forma denominada de crescimento longitudinal, cujo
conceito ¢ muito similar ao referido a intussuscepgéo.

O brotamento ¢ um movimento morfogenético caracteristico da
angiogénese que envolve etapas distintas (GIBBONS, 2010). O processo
inicia com a estimulagdo das células endoteliais por meio de sinais pro-
angiogénicos (VEGF, FGF, PDGF), segue com a mobilidade das células
endoteliais invadindo e degradando a lamina basal através da formacao
de filopddios por corddes celulares que se inserem no espaco
perivascular da matriz extracelular (DJONOV; GALLI; BURRI, 2000).
A proliferagdo estabelece uma condi¢do para o processo de
tubulogénese, ¢ consequente maturagdo vascular resultando ao final em
um novo vaso (PHILLIPS et al., 1991; YANCOPOULOS et al., 2000;
RIBATTI; CRIVELLATO, 2012). O processo de brotamento dura até o
cessar dos sinais pré-angiogénicos reestabelecendo a quiescéncia das
células do vaso (Figura 4A) (POTENTE et al., 2011; SIEMERINK et
al., 2012). Considerando que a angiogénese por meio de brotamento
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(sprouting) ¢ o processo mais bem conhecido, trataremos do mesmo
empregando o termo angiogénese.

O termo intussuscep¢do, derivado do latim e cujo significado ¢
“crescendo por si s6 ou de forma independente” (DJONOV; GALLI,
BURRI, 2000), refere-se ao movimento morfogenético no qual um tnico
vaso, devido a estimulagdo por pressdo e atrito do sangue na parede
vascular, ativa as células endoteliais que estendem-se intraluminalmente
de forma longitudinal dividindo o limem do vaso de forma centrifuga
(i.e., do centro para fora), formando dois tubos funcionais (Figura 4B).

Figura 4 — Processos de angiogénese: brotamento e intussuscepgao.

A @ VEGF P

Diferenciacado

Proliferacao

Tubulogénese

B
Pericitos A

Forga Centripeta

L
g

Célula endotelial Juncgdes Intercelulares

Representagcdo esquematica da angiogénese (A) por brotamento e (B) por
intussuscep¢do. Ambas formas de angiogénese permitem um aumento do
numero de neovasos. Fonte: Adaptado de De Spiegelaere et al., 2012.
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Trata-se, portanto, de um processo bastante dindmico de
multiplica¢do de capilares, por requerer menor proliferacdo das células
endoteliais ¢ uma simplificada remodelagdo da matriz extracelular,
comparativamente, ao que ocorre no brotamento (PRIOR; YANG;
TERJUNG, 2004). O crescimento por divisdo longitudinal, segundo
Gibbons (2010), compreende a divisdo das células endoteliais de forma
a separar em dois o capilar, criando um novo paralelo ao original.

Nos vasos em formacdo as células endoteliais alinham-se em uma
monocamada onde s3o interconectadas por jungdes compostas de
moléculas de adesdo, VE-caderinas e claudinas, e classificadas como
células falangiais, ou “phalanx cells”; externamente estas células
endoteliais sdo recobertas por pericitos, cuja fun¢do ¢ suprimir a
proliferacdo delas e liberar sinais de sobrevivéncia celular, como VEGF
e angiopoetina - 1 (ANG-1). Em individuos sadios, as células endoteliais
sdo protegidas de possiveis danos por uma sinalizagdo autdcrina de
VEGF, ANG-1 ¢ FGF.

A angiogénese pode ser subdividida em quatro etapas distintas.

1.4.1 Etapa de desestabilizacio do vaso quiescente

O processo de angiogénese tem inicio quando moléculas de
sinalizagdo angiogénica como VEGF, ANG-2, FGFs ou quimiocinas,
liberadas em condi¢des de hipdxia, inflamacdo ou células tumorais,
estimulam os receptores, como VEGFR1, VEGFR2, e receptor tirosina
cinase TIE1 e TIE2, das células endoteliais de um vaso maduro pré-
existente. Em resposta a sinalizagdo pro-angiogénica, os pericitos
inicialmente se desprendem das células endoteliais do vaso (Figura 3),
responsivos a ANG-2, e libertam-se ainda da membrana basal através da
degradacdo proteolitica mediada pelas metaloproteinases de matriz
(MMPs) (Figura 5.1) (FOLKMAN e SHING, 1992a; CARMELIET,
2000,; CARMELIET e JAIN, 2011).

A exposicdo das células endoteliais do vaso acarreta na perda de
suas jun¢des, ¢ uma consequente dilatagdo destas células permitindo o
crescimento do vaso nascente. O estimulo de VEGF também aumenta a
permeabilidade do vaso, acarretando em um extravasamento de
proteinas das células e no estabelecimento de uma matriz extracelular
provisoria. Respondendo a sinalizagdo de integrinas, as células
endoteliais aumentadas de tamanho iniciam uma migragdo para dentro
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da nova matriz extracelular, que libera moléculas angiogénicas
adicionais nela adsorvidas (VEGF e FGF).

Uma criteriosa regulagdo dos fatores pro e antiangiogénicos
previne que as células endoteliais movam-se massivamente em diregéo
ao gradiente de sinalizac¢do. Desta forma, permitem que somente uma - a
célula em ponteira ou tip cell, seja como uma guia, liderando as demais
na presenga de fatores como receptores VEGF, neuropilinas (NRPs) e
ligantes NOTCH, DLL4 e JAGGEDI. As tip cells, portanto, iniciam a
projecdo do corddo celular direcionando-o para um outro microvaso
(FOLKMAN, 1992b; FOLKMAN e SHING, 1992,,; CARMELIET e
JAIN, 2011), iniciando a formacdo de brotamentos capilares (WELSH;
WELSH, 2013). Esta etapa é regulada por diversas vias ligadas a
ativacdo da proteina G, como por exemplo, a via do inositol tri-fosfato
(IP3) que ativa membros da familia Rho (FOLKMAN, 1992b;
FOLKMAN e SHING, 1992b; CARMELIET e JAIN, 2011).

A ativagdo continua/cronica da proliferagdo e sobrevivéncia das
células endoteliais promove a formacdo de estruturas vasculares
caoticas, com células endoteliais empilhadas e projetadas em direcdo ao
limen vascular, acarretando em vasos sanguineos anormais (WELSH;
WELSH, 2013).

1.4.2 Etapa de brotamento do novo vaso

A segunda etapa inicia quando as tip cells, afastando-se da
origem do broto, continuam secretando moléculas de adesdo
possibilitando a continua migragdo e proliferagdo celular. As células
endoteliais adjacentes a ela, assumem posi¢des assistentes como as
células “suporte” ou stalk cells — que também emitem filopddios, porém,
em uma quantidade mais reduzida e que sdo responsivas a NOTCH,
WNTs, fator de crescimento de placenta (PIGF) e FGFs. Entretanto,
diferentemente dos filopodios emitidos pelas tip cells, que simulam um
escaneamento do meio ¢ sdo guiados por efrinas ¢ semaforinas; os
filopodios das stalk cells liberam moléculas como EGFL7 dentro da
matriz extracelular, responsaveis por transmitir as informagdes espaco
temporais as células vizinhas, permitindo que elas estabelecam uma
espécie de tubo suportando a elonga¢do do broto do vaso (Figura 5.2).

A organizagdo hierarquica das células durante o brotamento ¢
acompanhado pela expressdo de genes H2.0-like homeobox-1 (HIx1) e
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pelas moléculas de adesdo especificas, as caderinas do endotélio
vascular (VE-cad) (XU; CLEAVER, 2011).

A VE-cad ¢ uma molécula proteica transmembrana, especifica de
células endoteliais que ancora as jungdes aderentes promovendo adesdo
célula-célula importante para a diferenciacdo das células endoteliais (zip
cells, phalanx cells e stalk cells) envolvidas no processo de brotamento
para formacdo de vasos (MONTERO-BALANGUER et al, 2009). Ja o
HIx-1 nestes subtipos de células endoteliais tem sua expressdo restrita,
quase que totalmente, delineando o broto do novo vaso, e excluida nas
células ndo angiogénicas adjacentes.

O gene HIx-1 pertence a subfamilia H2.0 de genes homeobox ¢
apresenta-se com homologia de 96,7% ao gene Dbx de camundongo.
Recentemente, observou-se que o HIx-1, cujo potencial in vitro reside na
sobrevivéncia das células endoteliais, também ¢ expresso na hierarquia
de células endoteliais durante o brotamento dos vasos intersegmentares
(HERBERT et al., 2012). Portanto, a expressdo deste gene passou a ser
utilizada como uma ferramenta para determinar o padrdo e eficiéncia do
processo angiogénico, nos vasos intersegmentares e intersomiticos,
oriundos da aorta dorsal em Danio rerus (HERBERT, 2012).

1.4.3 Etapa de ramificaciio

Na terceira etapa observa-se a participacdo de outro tipo de
células endoteliais, as células conhecidas como "falanges" ou phalanx
cells. Estas células se alinham em monocamada no interior do novo vaso
sanguineo, em locais onde a proliferagio ja foi cessada e reconstituem as
proteinas de membrana necessarias para adesdo. Através de uma
indug@o de hipoxia dirigida pelo fator HIF-1a, as células endoteliais
tornam-se responsivas a sinais angiogénicos, sofrem anastomoses,
fusionando-se, com brotamentos vizinhos facilitando a construgdo de
redes vasculares (Figura 5.3). Uma vez formado o broto do vaso, corpos
vacuolares/vactiolos apoptoticos sdo produzidos e iniciam um processo
de fusdo que organizagdo de um lumen vascular, o qual sera 1til para
estabelecimento de um fluxo sanguineo funcional (CARMELIET e
JAIN, 2011). Por outro lado, somente o estabelecimento do fluxo
sanguineo ndo ¢ suficiente para que o vaso seja considerado realmente
funcional.
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1.4.4 Etapa de estabilizacido

Essa ultima etapa se faz necessaria para a total funcionalidade dos
vasos culminando com sua maturacdo ¢ estabilizagdo. Eventos como o
reestabelecimento da membrana basal, recrutamento de células
perivasculares de suporte, pericitos e células musculares lisas
vasculares; associados a formagdo das jungdes gap (Figura 5.4)
contribuem para a estabilizacdo de novas redes vasculares. Os pericitos
estdo associados principalmente com a maturacdo de vasos de pequeno
calibre (capilares), enquanto que, as células musculares lisas vasculares
com vasos de maior calibre como as artérias e veias (HERBERT;
STAINIER, 2012). Essa ultima etapa, também conhecida por
tubulogénese ¢ dependente de inibidores teciduais de metaloproteinas
(TIMPs) (SIEMENRINK et al., 2012) e inibidor-1 da ativacdo do
plasmindgeno (PAI-1) que possibilitam a readesdo de pericitos ou
células perivasculares lisas. Também regulados por fator de crescimento
B derivado de plaquetas (PDGF-B), efrina-B2 ¢ NOTCH sustentam
mecanicamente a estabilizacdo do vaso (GABISON et al., 2003; WANG
et al, 2010; RUSSIN e GIANNOTTA, 2011). O processo de
angiogénese ¢ concluido com o estabelecimento de um novo ramo de
vaso funcional ¢ com fluxo sanguineo continuo (FOLKMAN, 1992b;
CARMELIET e JAIN, 2011).
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Figura 5 - Eventos sequenciais da angiogénese por brotamento.
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Esquematizagdo dos passos celulares envolvidos na angiogénese. Apods o
estimulo angiogénico tem inicio a fase 1 de desestabilizagdo com perda de
adesdo e degradacdo da matriz. Em seguida acontece o brotamento (2) com a
diferenciagdo das tip cells. A ramificagdo (3) por conseguinte garante a
elongagdo do broto por proliferagdo das células acessorias. O processo €
finalizado pelo reestabelecimento das fungdes do vaso (4). Fonte: Modificada de
CLAPP et al., 2009.

Conforme descrito acima, a angiogénese requer uma série de
etapas sequenciais e/ou interdependentes associadas a alta complexidade
do balango entre fatores pré e antiangiogénicos bem como das suas vias
de sinalizagdo envolvidas no processo. A constante sinalizagdo celular e
os mediadores quimicos liberados em resposta ao estimulo, possibilitam
estabelecer uma relagdo direta entre a fisiologia da formagdo de novos
vasos e a génese de algumas doengas (KOCH, 1998). Assim, o estudo da
relagdo entre esses processos permitiu o reconhecimento de um grande
numero de fatores comuns, que modulam a angiogénese fisiologica e
fisiopatologica, que culminam em uma inter-relagdo dindmica entre suas
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vias de sinalizagio (RISAU e FLAMME, 1995; GLADE BENDER,
2004).

1.5 FATORES  INIBIDORES E ESTIMULADORES DA
ANGIOGENESE

As células de maneira geral requerem diversos tipos de
sinalizagdo tanto intracelular, quanto extracelular, para desempenhar
suas fung¢des como proliferacdo, sobrevivéncia, manutengdo e apoptose.
De acordo com este preceito também as células endoteliais sdo
influenciadas por moléculas de sinalizagdo para promover o inicio e dar
continuidade ao processo de angiogénese.

Os fatores pr6 e antiangiogénicos sdo capazes de influenciar as
quatro etapas do processo de angiogénese, acima descritos, de maneira
criteriosamente controlada (SAGAR; YANCE; WONG, 2006) através
do “gatilho desencadeador”. O gatilho ou interruptor desencadeia a
angiogénese gerando um desequilibrio dos fatores pelo aumento da
produgdo dos sinais proé angiogénicos ou redugdo dos sinais
antiangiogénicos, favorecendo o aumento da rede vascular (MUNDELL;
KALLURI, 2007). Também no bloqueio do processo, quando os
inibidores estdo presentes em excesso ou uma diminui¢do na producdo
dos fatores pro angiogénicos indica um bloqueio do processo. Portanto,
concluido o estimulo ou inibi¢do, o equilibrio entre moduladores deve
ser reestabelecido (PANDYA; DHALLA; SATANTI, 2006).

Os principais fatores e proteinas que agem no mecanismo de
angiogénese estdo listados e classificados quanto a sua funcdo na Figura
6, entretanto, ¢ importante considerar que alguns fatores apresentam
acdo dupla sobre o processo (KUWANO et al., 2001). A classificagdo
que se segue ¢ referente aos fatores classicos que provocam estimulo ou
ativagdo da angiogénese (familia VEGF, PLGF, ANGs, proteinas de
adesdo, MMPs entre outros) e/ou a inibigdo desse processo (VEGFR-1,
ANG 2, Angiostatina, inibidores de MMPs etc) em uma ou mais das
suas etapas.
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Figura 6 — Principais fatores ativadores e inibidores da angiogénese

ATIVADORES INIBIDORES
VEGF-A, -B, -C, -D VEGFR-1
PLGF Ang2
Ang1, Tie2 Angiostatina
PDGF-B Endostatina
TGF- p1 Vasostatina
TGF- B receptores Tunstatina
FGF Arrestina
Integrina avp3 Trombospondina -1, -2
PECAM (CD31) Inibidores de MMPs
Efrinas Prolactina
MMPs NOS, COX-2 IFN-a
Su5416

O esquema demonstra a lista dos principais e mais estudados fatores pro e
antiangiogénicos. Se a balanga pende para esquerda, pelo aumento de
ativadores, tem-se acionado o interruptor angiogénico com consequente
formagao de novos vasos, entretanto, se o deslocamento ocorre para a direita, o
processo ¢ inibido. Fonte: Adaptado de Mundell, 2007.

Outra possibilidade de classificacdo é a que se refere a
solubilidade dos fatores. Os fatores insoluveis compreendem as
proteinas da matriz extracelular como: laminina, fibronectina e colageno
sendo estes capazes de induzir a organizacdo das células endoteliais em
tubulos (RUOSLAHTI ¢ YAMAGUKI, 1991). Ja os fatores soluveis
como VEGF, FGF, PDGF, se sub-classificam conforme suas
propriedades quimico-fisicas e/ou bioldgicas; ou ainda dependente de
moléculas como o sulfato de heparana (PGHS), no caso do FGF.

1.5.1 Familia VEGF

Pertencentes a classificacdo de fatores proteicos com grande
especificidade para células endoteliais, a familia dos VEGF foi
originalmente purificada por Ferrera e Henzel (1989) e descrita como
um fator de crescimento e regulador da permeabilidade vascular. A
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familia é constituida por somente cinco membros: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D e¢ VEGF-E (YANCOPOULOS et al., 2000) ¢ se
destacam dos demais fatores angiogénicos pela relevancia que
apresentam no complexo processo de formagdo de vasos sanguineos
(NEUFELD et al., 1999).

O VEGF atua, especificamente em HUVEC, aumentando a
liberagdo do calcio no citoplasma e a permeabilidade celular. Com este
aumento na permeabilidade, o processo de proliferagdo é facilitado,
assim como a secre¢do de uroplasminogénio e proteases, que auxiliam
na lise da matriz extracelular (MAHARAJ; D’AMORE, 2007). Ainda
em HUVEC estimuladas com VEGF, uma hiperpermeabilidade acarreta
no extravasamento para o intersticio de proteinas plasmaticas como a
fibrina, que formando um gel de sustentagdo, facilitam o processo de
migracdo celular (NEUFELD et al., 1999).

Cada membro da familia VEGF liga-se ¢ responde através de
receptores especificos, entretanto, para o processo angiogénico, trés
tipos de receptores do tipo tirosina cinase estdo envolvidos: VEGFR-1
(FIt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk1) ¢ VEGFR-3 (NEUFELD et al., 1999). O
VEGFR-1, funciona como um competente sinalizador ancorado a
membrana, e pode ainda estar na forma soluvel. Sabe-se que ele auxilia
no direcionamento ou inibi¢do do broto do vaso mas sua fungdo precisa
na angiogénese ainda ¢é relativamente desconhecida (DVORACK, 1995).

O VEGF (também chamado VEGF-A) ¢ a principal isoforma
indutora do processo em nivel fisioldgico, ou patoldgico, in vivo, e a sua
resposta ¢ mediada através da ativagdo do receptor VEGFR-2 (ou Flk-1)
(NAGY et al., 2007; FERRARI, 2009;). A deficiéncia de VEGF e/ou de
VEGFR-2 conduz a interrupgdo do desenvolvimento vascular. O VEGF,
na forma livre, promove aumento da espessura dos vasos, enquanto que
as suas isoformas ligadas a matriz estimulam o brotamento e a
tubulogénese. O VEGF paracrino é expresso na maioria de tumores
modulados por hipoxia, células endoteliais e por macrofagos. Atuando
de forma a aumentar a capacidade de brotamento de vasos, o que pode
acabar tornando-os anormais. Na forma autdcrina, o VEGF liberado
pelas células endoteliais, mantém a homeostase vascular e a
normalidade dos vasos (WELSH; WELSH, 2013). As tip cells em
resposta ao gradiente de VEGF fazem uma supra regulacdo da expressdo
de DLL4, garantindo que assumam o comando do processo (PHNG e
GERHARDT, 2009). O VEGF ¢ considerado, portanto, um potente
regulador vascular e sua concentragdo deve ser altamente regulada
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espacial, temporal e quantitativamente para evitar anormalidades, ¢ sua
alta especificidade ndo o impede de atuar em conjunto com demais
fatores angiogénicos (YANCOPOULOS et al., 2000; WELSH; WELSH,
2013).

Segundo a literatura, o VEGF-B apresenta efeitos sobre o
processo de angiogé€nese embrionaria e também efeitos divergentes na
angiogénese patoldgica, pois além de demonstrar um papel no
crescimento de vasos cardiacos causa indugdo de efeitos adversos como
aumento da permeabilidade ou extravasamento do plasma (WELSH;
WELSH, 2013). O VEGF-C atua como ligante dos VEGFR-2 ¢
VEGFR-3 e ativa as tip cells, também sendo necessario para a formagao
da vasculatura durante o desenvolvimento embrionario mais
tardiamente, ¢ juntamente com as isoformas VEGF-C e¢ VEGEF-D,
encontra-se envolvido na linfoangiogénese sendo o uUnico receptor
expresso nestes subtipos vasculares (CHUNG; FERRARA, 2010). Em
estudos com peixe-zebra, onde a primeira veia embriondria surge por
segregacdo celular de endotélio venoso, a partir de um precursor
comum, a diferenciacdo em células endoteliais ¢ restringido pelo
VEGFR-2, mas promovida pelo VEGFR-3 (FERRARA, 2010). Dessa
forma podemos afirmar que o VEGF tem uma significativa contribuigdo
ndo somente para os processos fisioldgicos ~mas também para
angiogénese patoldgica, como no exemplo do cancer.

O fator de crescimento placentario (PIGF), um homoélogo do
VEGF, contribui para o interruptor angiogénico crucial em numerosas
doencas (CARMELIET et al., 2001; BOCK; CAUWENBERGHS;
CARMELIET, 2011). O PIGF estimula o crescimento de novos vasos
pelo recrutamento de mondcitos no microambiente vascular e também
porque ao competir com o0 VEGF-A pelo receptor VEGFR-2 ¢ VEGFR-
1, estimula diretamente o crescimento de células endoteliais ¢ células
musculares lisas.

1.5.2 Familia FGF

A superfamilia FGF e seus respectivos receptores ndo sdo sinais
especificos apenas do endotélio, durante o processo de vascularizacdo
(MOSCATELLI, 1987). Seus membros de maior destaque sdo o FGF-1
(acido) e FGF-2 (basico), porém ao menos outros 20 isotipos ja sdo
conhecidos (ITOH et al., 2004). O FGF-1 ¢ um fator importante para
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manutencdo da integridade vascular e a baixos niveis inibe os FGFR nas
células endoteliais quiescentes causando a desintegragdo dos vasos
(RUSNATI et al., 2005).

O FGF-2 foi o primeiro fator angiogénico descoberto ¢ tem sua
atividade angiogénica atribuida a ativacdo de receptores de tirosina
cinases (BIKFALVI et al, 1997) das células endoteliais ou
indiretamente, por induzir a liberacdo de fatores de outras células
(BIKFALVI et al., 1997). O desempenho de sua ago esta intimamente
atrelado a forma com que se encontra na matriz extracelular. Quando
ligado a moléculas de glicosaminoglicanos (GAGs) na matriz
extracelular, como o PGHS (YAYON et al., 1991), promove degradagdo
e aumento na liberacdo de moléculas de FGFb no microambiente
vizinho. Além disso, outro papel de destaque das proteoglicanas, é que
podem aumentar significativamente a afinidade do FGFb pelo seu
respectivo receptor (NUGENT; 10ZZ0, 2000).

A acdo do FGF na angiogénese pode envolver tanto as fases
iniciais, quanto as fases mais tardias de maturagdo do vaso (PRESTA,
2005). Ele age na primeira, através da produgdo de proteases, que
culminam na degradacdo da matriz extracelular ou nas moléculas de
adesdo desencadeando os mecanismos de migragdo e proliferacdo
(PRESTA, 1999). E na fase de estabilizagdo pode agir também sobre as
moléculas de adesdo, na matriz extracelular e no recrutamento de
pericitos, conduzindo a morfogénese e maturagdo do vaso (RUSNATI et
al, 2005).

1.5.3 Familias PDGF, ANG e TGF

Outras familias de moléculas estdo envolvidas no estabelecimento
da funcionalidade dos vasos como as do PDGF, da ANG e fator de
crescimento transformante (TGF).

O PDGF atua na regulagdo do crescimento ¢ divisdo celular, e
tem um papel crucial na angiogénese. Na isoforma 3, ¢ importante para
estabilizar a elongagdo dos tGbulos, e na estabilizacdo de vasos
sanguineos primarios através do recrutamento de pericitos (POTENTE
et al., 2011). Embrides desprovidos de PDGF-B exibem fragilidade
vascular, vasodilatagdo, perda sanguinea com perfusdo defeituosa e
hipoxia (HELLSTROM et al., 2001).
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As ANG sio compostas por quatro isoformas de ligantes (1 a 4),
capazes de se ligar a dois tipos de receptor TIE (TIE-1 e TIE-2). Na
presencga de estimulo angiogénico, as células endoteliais do brotamento
liberam ANG-2, os quais antagonizam ANG-1, auxiliando no
destacamento delas e das células murais, na permeabilidade vascular e
no brotamento das células endoteliais (SIEMERINK et al., 2012). A
ANG -1 atua na estabilizacio da parede dos vasos sanguineos
fornecendo organizacdo dos eventos especificos de remodelagdo
vascular e maximiza a intera¢do entre células endoteliais, as de células
suporte ¢ a matriz extracelular (SURI et al., 1996; SIEMERINK et al.,
2012). A ANG-2 parece ser requisitada em eventos de remodelagéo
vascular promovendo desestabilizagdo da vasculatura
(YANCOPOULOS et al., 2000). Convém ressaltar que a expressdo e
atividade de fatores angiogénicos tais como a ANG-1, tém grande
variagdo nos diferentes tecidos (CARMELIET, 2003), assim como a
produgdo de ANG-2.

O TGF apresenta-se como TGF-alfa e TGF-beta, e apresenta
fungdo critica na regulacdo e no desenvolvimento de mamiferos. O
TGF-beta, especialmente, apresenta-se na forma latente, devendo ser
ativado para desempenhar sua atividade bioldgica na regulacdo de
processos como proliferacdo, sobrevivéncia ¢ degradagdo da matriz
extracelular. A ativagdo depende ndo somente de um microambiente
acido como também de plasmina e trombospondina. O TGF-B1
apresenta efeitos variados nas células endoteliais vasculares, como por
exemplo, in vivo, induzindo a angiogénese; ¢ in vitro, inibindo a
proliferacdo, migragdo e atividade proteolitica, ¢ a indugdo da apoptose,
importante componente do processo de formacdo de vasos (Ferrari, et
al., 2009). Em baixas as concentragdes, o TGF-B1 contribui para a
angiogénese através da expressio de fatores pro-angiogénicos e
proteinases; contudo, em altas concentragdes, o TGF-f1 inibe o
crescimento de células endoteliais (CARMELIET, 2003).

1.6 MECANISMOS DE  SINALIZACAO DA
ANGIOGENESE

A angiogénese pode ser desencadeada por diferentes mecanismos
que envolvem os fatores angiogénicos acima relacionados e seus
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respectivos receptores, bem como um grande numero de proteinas
efetoras, como PI3K (também conhecida como AKT) e ERK.

A ERK atua na migragdo e proliferacdo das células endoteliais,
enquanto que a PI3K, ativada via VEGF-A, tem sido relacionada a
formacdo de estruturas tubulares in vitro pelas células endoteliais e, na
proliferagdo, sobrevivéncia e permeabilidade vascular (Figura 7).

A Akt, por sua vez, consiste numa molécula intermediaria da
sinalizagdo apos a ativagdo de PI3K, sendo um elemento de consideravel
importancia na regulacdo da célula endotelial pelo VEGF (WELSH;
WELSH, 2013).

Figura 7- Vias de sinalizagdo que promovem a angiogénese através do VEGF
VEGFR.
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Figura demonstrando os principais mecanismos e proteinas envolvidas na
cascata de sinalizagdo da angiogénese pelo VEGF (ligante) e seu receptor
VEGFR.

Por fim, o receptor VEGFR-2 exerce uma importante agdo na
mitose e permeabilidade de células endoteliais. A ativagdo desse
receptor contribui para a fosforilagdo de multiplas vias de sinalizagdo
que incluem ERK (MAPK), JNK, PI3K e Akt que subsequentemente
promovem a proliferagdo, a migracdo ¢ a tubulogénese de células
endoteliais (FERRARA et al., 2003).

Portanto, visualizando o cenario da formagdo de vasos e
objetivando contemplar as quatro etapas do processo angiogénico,
diferentes metodologias complementares foram utilizadas na tentativa de
responder as diferentes questdes surgidas no decorrer deste estudo.

1.7 METODOS DE ESTUDO DA ANGIOGENESE

Os modelos de estudo da angiogénese se subdividem em 3
grandes grupos, quanto a natureza do ensaio: in vivo, in vitro e ex vivo
(HASAN, 2004; CIMPEAN: RIBATTI: RAICA, 2010). Os modelos in
vitro permitem estudar e avaliar a capacidade de diversas moléculas
induzirem o fenotipo angiogénico, a morfogénese de células endoteliais,
a possibilidade de mensura¢do dos movimentos celulares (migragdo e
quimiocinética), a migracdo direcionada (quimiotaxia), a proliferagdo,
apoptose ¢ a produgdo de proteases apds a estimulagdo com fatores
angiogénicos (Folkman e Schild, 1980).

Os ensaios in vivo abrangem diferentes ensaios em distintos
modelos animais, como o implante subcutaneo de hemostatico
Gelfoam® ou do plug de Matrigel®, realizados em Mus musculus; os
ensaios das membranas vitelinica (YSM) e corioalantéica (CAM) em
Gallus domesticus (McCORMICK, 1984; CHAPMAN, 2001; STATON
et al.,, 2004); e em Danio rerio é possivel acompanhar todo o
desenvolvimento da formacdo de vasos, além de permitir o estudo de
diferentes fenotipos e genes envolvidos (NICOLI; PRESTA, 2007;
TOBIA et al., 2013).

Ensaios ex vivo também sd3o utilizados para a realizagdo dos
estudos da angiogénese, como por exemplo, os anéis aorticos de
camundongos que visam uma avaliagdo da tubulogénese. Portanto,
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sendo o processo angiogénico altamente complexo, com o envolvimento
de diferentes tipos celulares ¢ recomendado que as pesquisas envolvam
pelo menos dois destes tipos de modelos. Para a realizagdo desta tese
optou-se pela realizacdo de ensaios in vivo e in vitro.

1.8 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais sdo conceituadas como o vegetal no todo ou
parte, apresentando na sua composi¢do moléculas cuja empregabilidade
se faz util para fins terapéuticos preventivos e curativos (OMS, 2000).
Muitas destas moléculas e/ou precursores quimicos encontram-se
amplamente utilizados como ferramentas terapéuticas e/ou como
medicamentos na medicina popular, tradicional e¢ na fitoterapia
(AMOROZO0, 2002).

O aumento na utilizagdo deste tipo de terapia, no mundo
ocidental, demonstra uma grande aceitagdo pela populagdo e pela
comunidade médica e cientifica, da eficiéncia e eficacia destes produtos.
A forma alternativa de tratamento frente aos recursos terapéuticos
alopaticos, compreende uma fonte natural de principios ativos, como
aqueles aplicados na Medicina Tradicional Chinesa, podendo inclusive
contribuir para descoberta de protdtipos moleculares para novos
farmacos, como muitos dos existentes no mercado (CECHINEL e
YUNES, 1998).

Muitas pesquisas apontam, inclusive as desenvolvidas em nosso
grupo para agdes inibitorias ou estimulatorias de produtos naturais sobre
a formagdo de vasos sanguineos (DIAS et al., 2005; CHEN et al., 2007;
DIAS et al., 2008a; UDENIGWE et al., 2008; MENEGHELLI et al.,
2013; ZHAO et al.,, 2014). Muitos destes compostos atuam em
diferentes processos, como na inibi¢do da proliferacio de células
neoplasicas, inibi¢do de vias de sinalizacdo de fatores de crescimento, na
indugdo de apoptose, bem como na inibicdo da formagdo de vasos
sanguineos, auxiliando no tratamento de disturbios angiogénicos
(DORAI E AGGARWAL, 2004; DULAK, 2005).

Os efeitos observados a partir do uso de compostos naturais na
atividade angiogénica parecem se relacionar aos constituintes quimicos,
que exercem suas agoes seja de forma sinérgica ou isolada. Analises em
larga escala de screening de extratos tém sido realizadas em paises como
ndia e China, cuja sabedoria milenar das plantas medicinais se faz
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presente até os dias atuais, visando suprir a necessidade de se identificar
novas drogas em potencial, além de promover seu espectro toxicoldgico
e a garantia de qualidade do produto, ou a sua producdo
(JAYARAMAN, 2014). No Brasil, inumeras das plantas com
propriedades medicinais carecem de maiores avaliagdes fitoquimicas,
que comprovem a sua eficacia (CALIXTO, 2005).

A escassez de estudos em plantas medicinais com potencial para
atuar no processo angiogénico e¢/ou nas doengas angio-dependentes,
associada a utilizacdo segura, sem risco potencial e toxicidade,
evidenciam um ponto critico do uso e consumo destas plantas, que pode
inclusive acarretar riscos para saude, a exemplo da citotoxicidade, e/ou
para a vida, a exemplo da embriotoxicidade (FOTSIS et al., 1997).

1.8.1 Familia Vitaceae e 0 Género Cissus

Constituida de 12 géneros e cerca de 800 espécies, a familia
Vitaceae apresenta-se distribuida em regides tropicais e subtropicais
(SOUZA e LORENZI, 2005). No Brasil, esta familia ¢ representada pelo
género Cissus com 42 espécies descritas (LOMBARDI, 1995).

Os representantes da familia Vitaceae sdo frequentemente
cultivados como trepadeiras ornamentais além do seu extensivo uso
como planta medicinal (SOUZA e LORENZI, 2005) e tem como seu
representante mais ilustre a videira. O vegetal pertencente ao género
Cissus (L.) (C. verticillata) é representado por arbustos sarmentosos,
nodosos, ramulos articulados, folhas inteiras ou lobadas com duas
estipulas peciolares (CORREA, 1926; BER G, 1993; LOMBARDI,
1995).

Algumas espécies de Cissus, como por exemplo o Cissus
verticillata, se destacam por estudos que demonstram as atividades
bioldgicas desempenhadas por elas, como: atividade antimicrobiana e
antiinflamatoéria (BELTRAME, 2001; 2002), efeitos
neurofarmacologicos (VISWANATHA SWAMY, 2006; SILVA et al.,
2007), efeito antioxidante (SILVA et al., 2007), efeito inibidor
enzimatico (BARBOSA-FILHO et al., 2006) e acdo notadamente
hipoglicemiante associada a atividade antidiabética (BARBOSA et al.,
2002).
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1.8.2 A Espécie Cissus verticillata (sinonimia Cissus sicyoides L. e
Vitis verticillata)

A espécie C. verticillata (Figura 8) ¢ popularmente conhecida
como anil-trepador, cipd-pucd, insulina-vegetal e uva-brava, além de
outras denominagdes (CORREA, 1926; BERG, 1993). E
particularmente empregada como antirreumatico e na cura de abscessos.
A infusdo de suas folhas e do caule ¢é utilizada na inflamac¢do muscular ¢
também possui uma atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase
(BARBOSA et al., 2002; SANTOS et al., 2008; SALGADO, MANSI ¢
GAGLIARDI, 2009).

Os extratos de diferentes partes da planta foram estudados, bem
como compostos isolados delas, mostrando que o extrato aquoso bruto
apresentou efeito vasoconstrictor nos anéis aodrticos, de porcos da india
(BELTRAME et al., 2002), efeito antimitdtico demonstrado por Saenz e
colaboradores (2000) nas células de Allium cepa e ainda, sugere-se,
efeito hipoglicemiante e anti-lipémico, segundo os resultados
encontrados por Viana e colaboradores (2004). Demais efeitos como a
acdo antiinflamatoria, antiepilética, anti hipertensiva (BELTRAME et
al., 2001), antigripal, contra infec¢des respiratorias (AGRA, FREITA &
BARBOSA-FILHO, 2007), problemas urindrios e de indigestdo
(FERREIRA et al., 2008) também foram comprovados.
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Figura 8. Cissus verticillata L.

Fotografias de partes aéreas da planta da espécie Cissus verticillata: folhas,
frutos e inflorescéncias (A); inflorescéncias de coloragdo amarelada (B); folha
tipica com contorno ovalado (C); figura demonstrando os frutos maduros
(coloragdo roxa) e verdes (D); presenca de gavinhas (E). Fonte: Proprio autor.

Poucos estudos toxicoldgicos com esta espécie foram encontrados
na literatura. O ensaio clinico, em camundongos, com o extrato
hidroalcoolico das folhas de C. verticillata mostrou alteracdes das
enzimas relacionadas as fungdes hepaticas, como as transaminases e
fosfatase alcalina (VASCONCELOS et al.,, 2007). Almeida (2007)
demonstrou embriotoxicidade pelo uso da fragdo hidroalcodlica das
folhas de C. verticillata, e malformagdes fetais, como auséncia da cauda
e extrusdo das visceras abdominais (gastrosquise). Entretanto a taxa de
fertilidade ndo foi afetada em camundongos fémea em decorréncia do
uso dos extratos (ALMEIDA, 2007).

Estudos de bioatividade identificaram no C. verticillata (L.) a
presenca de: compostos terpenoides (BELTRAME et al., 2002),
magnésio, fosforo, calcio e potassio (SALGADO, MANSI e
GAGLIARDI, 2009), esterdides, quinonas e compostos fendlicos,
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destacando os flavonoides, (VIANA et al., 2004) e o estilbeno
resveratrol (LUCENA et al., 2009), além de saponinas ¢ mucilagem
(SILVA et al, 1996). Parte da constitui¢do fitobioquimica da espécie foi
recentemente estudada por Xu e colaboradores (2009), revelando ainda a
presenga de novos compostos da classe dos flavonoides e alcaloides.

Apesar da planta ser utilizada pela populagdo na cura e/ou
prevencdo de diversas doencas, poucos estudos comprovam realmente
os efeitos da “insulina vegetal” e de seus constituintes (BARBOSA et
al., 2002) sobre condigdes fisiologicas e patologicas.

As propriedades bioldgicas, farmacolodgicas e toxicologicas de C.
verticillata apontam para a importancia da realizagdo de estudos sobre
os potenciais efeitos destes extratos na formacdo dos vasos sanguineos.
Desde que o C. verticillata, uma fonte natural de principios ativos
antioxidantes, apresenta propriedade antiinflamatoéria, hipoglicémica,
vasoconstritora, associado ainda ao efeito embriotdoxico em embrides de
camundongos (CHEN et al, 2007), o presente trabalho pretende
verificar se esses extratos poderiam atuar como um agente anti-
angiogénico.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de plantas medicinais constitui uma pratica comum na
medicina popular em varios locais do mundo (CAPASSO et al., 2000).
Essa pratica pode ser realizada pelo uso de diversas preparacdes
farmacéuticas e neste trabalho foi escolhido uma das mais comuns:
extratos. Embora pesquisas busquem isolar os componentes ativos de
extratos de planta medicinal o efeito apresentado ocorre possivelmente
pela sinergia entre os diversos compostos ali presentes (MACIEL et al.,
2002).

Diversas atividades bioldgicas de extratos de C. verticillata foram
relatados, como o de vasoconstric¢do, atividade hipoglicemiante e
embriotoxicidade. No entanto, nenhum estabelece uma relagdo entre os
efeitos do extrato com o seu potencial antioxidante sobre a vasculo-
angiogénese fisiologica, que tem intima relagdo com muitas doengas
angiogénicas. Portanto, cabe investigar o efeito dos extratos sobre a
angiogénese, considerando que este processo pode estabelecer novas
relagdes com as atividades biologicas consideradas acima.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo investigar os efeitos dos extratos
aquoso (EACv) e hidroalcoolico (EHCv) de Cissus verticillata L. sobre a
vasculo-angiogénese ¢ as etapas dos processos de formacdo de vasos
sanguineos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a composi¢do quimica dos extratos aquoso ¢
hidroalcoolico quanto a presenca de flavonoides totais e a sua
capacidade antioxidante, nas diferentes estagdes do ano de
2012;

* Investigar com base em ensaio de viabilidade, a citotoxicidade
dos extratos sobre a linhagem de células endoteliais de veias do
corddo umbilical humano (HUVEC);

*  Analisar, in vivo, o efeito dos extratos na formacdo de vasos
iniciais (vasculo-angiogénese) em embrides de Gallus
domesticus;

* Comparar, in vivo, as caracteristicas morfologicas e o
comprimento céfalo-caudal (biometria) entre embrides de
Gallus domesticus tratados e ndo tratados com os extratos sob
estudo;

* Analisar o efeito dos extratos sobre a angiogénese em animais
adultos da espécie Mus muscullus;

*  Avaliar, in vivo, a a¢do dos extratos sobre a formag¢do dos vasos
primordiais de embrides de Danio rerio, e a possivel
embriotoxidade dos extratos nessa espécie animal;
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Avaliar, in vitro, a agdo dos extratos sobre eventos ou
mecanismos celulares, relacionados ao processo de
angiogénese;

Investigar a possivel atividade moduladora dos extratos, sobre a
via do receptor angiogénico VEGFR2.
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4 MATERIAIS

4.1 CELULAS

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando-se dois tipos de
células endoteliais, pertencentes a linhagem imortalizada de células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) e as derivadas de
cultura primaria. As células HUVEC imortalizadas foram utilizadas nos
experimentos conduzidos na UFSC/SC/Brasil, adquiridas através do
Banco de Células do Rio de Janeiro; e as de cultura primaria foram
utilizadas nos experimentos conduzidos em Brescia/ltalia, isoladas do
corddes umbilicais doados. As HUVEC de Ilinhagem foram
rotineiramente crescidas até confluéncia em meio RPMI-1640 (Gibco,
Grand Island, NY) suplementado com 5% SBF (Gibco, Grand Island,
NY), 1% de estreptomicina e penicilina (100 unidades/ml), 1% L-
glutamina (200 mM), 4,5 g/L D-glicose e 1,5 g/L de bicarbonato de
sodio. Foram cultivadas em placas de poliestireno especificas para
cultura celular e mantidas em atmosfera umidificada em estufa
condicionadora suplementada com 5% de CO, a 37° C.

As HUVEC primarias foram isoladas da veia de corddo umbilical
humano, segundo protocolo modificado descrito por Maruyama (1963),
de corddes doados e provenientes do setor de obstetricia, do Hospital
Civil de Brescia (Ospedale Civile di Brescia), sob aprovagdo de comité
de ética (IRBs) da Faculta di Medicina da Universita Degli Studi di
Brescia (UniBS). As HUVEC foram rotineiramente cultivadas até
atingir uma confluéncia acima de 80%, em meio M199 (Gibco, Grand
Island, NY) suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado a
temperatura de 30 a 56°C (SBF) (Gibco, Grand Island., NY), 3% de
suplemento para crescimento de células endoteliais (SCCE) (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO) ou extrato de cérebro bovino (100
ug/mL), 1% de estreptomicina e penicilina (SP - 100 unidades/ml), 25
mg de heparina; e mantidas em atmosfera umidificada em estufa
condicionadora suplementada com 5% de CO, a 37° C. Este meio no
decorrer da tese ¢ também nomeado de meio M 199 completo e variagdes
deste, no presente estudo, foram utilizadas dependendo do ensaio
utilizado, para melhor obtencdo da resposta celular. As HUVEC foram
usadas em passagens iniciais (P1-P4) em todos os experimentos; ¢
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cultivadas e/ou mantidas em superficie plastica cobertas por solucdo de
gelatina a 1,5% (Sigma), exceto para aqueles ensaios onde diferentes
matrizes foram testadas e no ensaio de brotamento, que ndo necessita de
tal procedimento.

4.2 ANIMAIS

Ovos fertilizados de galinha doméstica (Gallus domesticus) da
linhagem Ross, fertilizados foram utilizados para a realizagdo dos
experimentos, in vivo, para avaliagdio da formagdo de vasos
embrionarios. Os mesmos foram obtidos por doagdo da industria
avicola Tyson® do Brasil, sediada no municipio de Sdo José- SC,
Brasil. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Estudos em
Bioatividade e Morfogénese Animal (LEBIMA) - UFSC.

Camundongos Swiss adultos fémeas, pesando em média 20 £ 2 g,
isogénicos da linhagem Balb/C (Mus musculus); com idade aproximada
de 60 dias, foram obtidos a partir de reproducdo controlada no biotério
setorial do Laboratorio de Bioquimica Experimental (LABIOEX) e do
Biotério Experimental de Mamiferos Roedores (Cadastro: BIO054) e
mantidos em condi¢des de temperatura ¢ umidade padronizadas, acesso
a racdo e agua ad libidum e ciclo claro/escuro de 12 horas cada. Os
ensaios foram realizados no LEBIMA, UFSC.

Os embrides de zebrafish wild type e transgénico tg (fli
1/KDR/VEGFR2: enhanced green fluorescent protein [EGFP]; e tg flt
1/VEGFR1) utilizados nos experimentos foram gerados, segundo
protocolo padronizado pela comunidade cientifica (Westerfield, 1995),
nos aquarios da Faculdade de Medicina e Cirurgia da Universita degli
Studi di Brescia. No momento da reproducdo, um macho e uma fémea
foram colocados no mesmo aquario dotado de um aparato plastico que
permitiu a passagem ¢ deposi¢do dos ovos no fundo do tanque. Os
animais foram alojados em fluxo multi-tanque (Tecniplast®) de agua
doce com capacidade de 3-5 litros cada ¢ mantidos em condi¢do Otima
de temperatura (28°C), pH (7,2 - 7,4), condutividade (500 - 1000 uS) e
pardmetros bioquimicos como, alcalinidade e compostos nitrogenados ¢
incluindo o arejamento continuo, filtragdo e reposicdo de agua diaria
(10% do volume total em circulagdo). Os peixes foram alimentados 3
vezes ao dia com nauplius de Artemia e ragdo granulada e submetidos a
um ciclo de iluminagéo artificial com ciclo claro/escuro de 14/10 horas,
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respectivamente. Os embrides foram mantidos em dgua de manutengéo
para embrides, também chamada agua peixe. Para o preparo de um litro
de agua deionizada adiciona-se 0,1 g de bicarbonato de sodio; 0,1 g de
instant ocean; 0,19 g de sulfato de calcio. Apds autoclavagem
adicionou-se azul de metileno (todos Sigma, St. Lous, MO).

Todos os procedimentos para evitar o estresse e sofrimento dos
animais foram devidamente executados durantes os experimentos. Para
os embrides de galinha, inicialmente, foi realizada dessensibilizagdo
com gelo e depois fixagdo em paraformaldeido a 4%. Os camundongos
foram anestesiados e sacrificados com satura¢do atmosférica de gas
carbonico. Os embrides de peixes foram deixados em placa de
poliestireno com solugdo anestésica de tricaina (0,66 mg/mL), por 30
minutos, ¢ congelados em nitrogénio liquido. Todos os ensaios, in vivo,
realizados no Brasil seguiram os procedimentos definidos nos
protocolos laboratoriais aprovados sob o numero 2012-1331, da
Comissdo de Etica no uso de Animais da UFSC (CEUA) —
Floriandpolis, SC; Processo n° PP00826 (Anexo 1).

4.3 ESPECIE VEGETAL

A classificacdo taxondmica da planta Cissus verticillata se
constitui da seguinte forma: Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta
(plantas vasculares); Superdivisdo: Spermatophyta (plantas com
sementes); Divisdo: Magnoliophyta (plantas com flor); Classe:
Magnoliopsida  (dicotiledoneas);  Subclasse:  Rosidae;  Ordem:
Rhamnales; Familia: Vitaceae e Espécie: Cissus verticillata
(LOMBARDI, 1995; 2007).

Uma permissdo de Acesso e Remessa de Componente do
Patriménio Genético emitida pelo IBAMA, para utilizacdo de espécies
do territorio brasileiro para estudos cientificos € necessaria. Para tanto,
uma exsicata foi depositada na UFSC, e uma no 6rgdo competente
indicado pelo Ibama, neste caso, o Herbario RB do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro. A permissdo para estudo da espécie foi concedida e
aprovada pelo Processo/Ibama n° 02001.001806/2013-63 (Anexo 2).

4.4 REAGENTES
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1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH, Sigma, St. Louis, MO),
brometo de 3 - (4, 5 — dimetiltiazol — 2 - il) - 2, 5, - difeniltetrazolio
(MTT, Invitrogen), dimetilsulfoxido (DMSO, Vetec), salina tamponada
fosfatada (PBS, Gibco), indometacina (Sigma, St. Louis, MO), colageno
I (COL I — Gibco TM, Invitrogen), Fibronectina (FN - Gibco TM,
Invitrogen), Fibrinogénio (FIB - Gibco TM, Invitrogen) ¢ Fibrina (FB
Gibco TM, Invitrogen), placas de cultura (BD Falcon), fibrinogénio
(Sigma, St. Louis, MO), aprotenina (Sigma, St. Louis, MO) e trombina
(Sigma, St. Louis, MO), anticorpo primario B-tubulina e a-actina
(Sigma, St. Louis, MO), anticorpos secundarios anti-mouse IgG
conjugado- FITC e anti-rabbit IgM (Sigma, St. Louis, MO), 4’,6-
diamidino-2-fenilindrol  dicloridrato (DAPI, Invitrogen), Dako®
(IBIDI), Kit de Anexina V conjugado a FITC e lodeto de Propideo
(Cayman Chemical Company, Michigan, EUA), Cultrex®
(TREVIGEN), meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) — 1640 (Gibco), leite em p6 (Nestlé), metilcelulose (Sigma, St.
Louis, MO), fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF-A
recombinante humano, Chemicon), D-manitol (Sigma, St. Louis, MO),
inibidor 1-fenil 2-tiourea (PTU, Sigma, St. Louis, MO), SU5416 (Sigma,
St. Louis, MO), tricaina (Sigma, St. Louis, MO), paraformaldeido
(Sigma, St. Louis, MO), Azul de metileno (Gibco TM, Invitrogen),
probes de RNA conjugadas a Digoxigenina (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN), oligonucleotideos de morfolino antisense (MO) (Gene
Tools, Corvallis, OR), hemostatico absorvivel Gelfoam® (Millipore),
reagente de Drabkin (Kit de dosagem de hemoglobina-Labtest).
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5 METODOLOGIA

Para subsidiar os objetivos propostos ¢ a hipdtese apresentada no
trabalho, estabeleceu-se um fluxograma para visualizagdo dos ensaios
realizados (Figura 9).

Figura 9. Fluxograma dos ensaios realizados com C. verticillata L.
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Ensaios fitoquimicos, in vivo e in vitro realizados com os extratos de C.
verticillata.

5.1 COLETA DO MATERIAL E IDENTIFICACAO DA PLANTA

A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de
Florianopolis, estado de Santa Catarina; em local situado na Avenida
Prof. Henrique da Silva Fontes, anexo ao Campus da Universidade
Federal de Santa Catarina - Brasil (27.59932°S; 48.515995°W). O
material vegetal foi coletado no periodo matutino (compreendido das
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8:00 as 11:00h) e no segundo més de cada estagdo do ano de 2012. As
quatro esta¢des deste ano foram contempladas e a coleta das folhas
abrangeu folhas de diferentes idades, com aparéncia saudavel e sem
cicatrizes.

A identificagdo da planta (ramo, folha, inflorescéncia, fruto e
semente) foi realizada pelo Professor Dr. Daniel de Barcellos
Falkenberg, do Departamento de Botanica (BOT), Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC);
bem como pela Curadora do Herbario RB do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, Dra. Rafaela Campostrini Forzza; e as exsicatas encontram-se
depositadas no Herbario Flor do Departamento de Botanica da UFSC,
sob a identificacdo “FLOR 414717, ¢ no Herbario do Jardim Botanico
do Rio de Janeiro - RJ, sob identificagdo RB 563.065 (Anexo 3).

52 PREPARACAO DA BIOMASSA E DOS EXTRATOS DE
FOLHAS DE C. verticillata

A etapa de preparagdo da biomassa dos extratos das folhas de C.
verticillata foram realizadas no Laboratério de Morfogénese e
Bioquimica Vegetal - LMBV (Nucleo de Produtos Naturais) do Centro
de Ciéncias Agrarias — CCA — UFSC. Apds a coleta as folhas foram
lavadas, uma a uma, secas com papel absorvente ¢ dessecadas em estufa
de ar seco circulante, a temperatura maxima de 45°C, até peso constante.
Em seguida, foram moidas, em micro moinho Tipo Willye (Tecnal) até
granulacdo minima. De posse do material moido, passou-se ao protocolo
de obtencdo do extrato aquoso de C.verticillata (EACv) e do extrato
hidroalcélico de C.verticillata (EHCv). Para obtencdo de ambos extratos
seguiu-se as recomendag¢des preconizadas pela Farmacopéia dos Estados
Unidos do Brasil 5* Ed.

O EACv foi obtido a do partir processo de infusdo (cha) das
folhas moidas de C. verticillata. A agua destilada foi aquecida em placa
quente a temperatura controlada até atingir 60°C; em seguida foi
adicionado (1,0g/10 mL agua) e deixado em repouso por 5 a 10 minutos,
sob abafamento. A solucdo resultante, solugdo estoque ou matriz, foi
filtrada apos resfriamento e armazenada em recipiente hermeticamente
fechado. O remanescente do material pulverizado foi armazenado em
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freezer - 20°C ou - 80°C, protegido da luz para evitar degradacdo dos
constituintes quimicos presentes na planta (Figura 10).

Figura 10 - Desenho esquematico representativo da preparagao dos extratos.
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Fluxograma ilustrando os dois tipos de procedimentos realizados na preparagao
dos extratos de C. verticillata, o EACv e o EHCv. Todas as 4 estagdes do ano de
2012 foram contempladas com a mesma metodologia. Fonte proprio autor.

A obtengdo do EHCY foi realizada utilizando o “Processo A” para
Extratos Fluidos, descrito na Farmacopéia. Uma solugdo hidroalcodlica
(70/30, v/v), foi escolhida como agente extrator por permitir o arraste de
compostos antioxidantes hidrofilicos. O p6 da planta foi deixado em
contato com liquido extrator por 48h, e agitado esporadicamente, apds o
EHCv foi filtrado e teve a parte alcodlica do solvente evaporado sob
pressio reduzida em um rotaecvaporador a temperatura de
aproximadamente 60°C. O restante do volume total (aproximadamente
30%), seguiu para a etapa de liofilizagdo (retirada da agua), em
liofilizador a temperatura reduzida, para obten¢do do residuo de EHCv.
Obteve-se ao final da extracdo do EHCv um residuo/cristais de
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coloragdo esverdeada escura, que sera nomeado como FEHCv. O
liofilizado foi entdo armazenado em freezer - 20°C, protegido da luz, até
a realizacdo das analises. Para os ensaios realizados utilizando o EHCv
liofilizado, foi utilizado como veiculo agua destilada estéril, salina e/ou
meio de cultura das proprias células para dissolvé-lo.

5.3 ENSAIOS

Os ensaios in vivo foram realizados com ambos extratos, e
ensaios in vitro mais especificos para elucidagio do comportamento
celular frente a agdo do extrato, foi realizado somente com o EACv.

53.1 ENSAIOS FITOQUIMICOS

Todos os ensaios fitoquimicos foram realizados no Laboratério de
Morfogénese ¢ Bioquimica Vegetal (LMBV), no CCA da Universidade
Federal de Santa Catarina.

a. Determinacio do contetido de flavonoides totais por
espectrofotometria por UV

A determinagdo do conteido de flavonoides de produtos
naturais ¢ realizada de forma simples e rapida através da
espectrofotometria UV, baseando-se na metodologia que utiliza a
formacdo de compostos estaveis associados ao aluminio, como o cloreto
de aluminio (AICl3) (WOISKY E SALATINO, 1998). Esta metodologia
possibilita ainda a determinacdo da quantidade de flavonoides sem
interferéncia dos demais compostos fenolicos, especialmente os acidos
fenolicos.

O cation aluminio forma complexos estaveis com 0s
flavonoides em metanol, desviando a analise espectrofotométrica para
maiores comprimentos de onda, com uma intensificacdo da absorgdo e
evitando a interferéncia de outras substancias fenolicas nos tecidos
vegetais. A leitura ¢ feita em comprimento de onda de 425 nm e utiliza-
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se cloreto de aluminio a 2% em metanol, para formar o complexo
flavonoide-aluminio, capaz de absorver em comprimento de onda maior
do que na auséncia do agente complexante.

A quantificacdo dos flavonoides foi feita a partir de uma curva
padrdo de quercetina (0,5 a 100 pg/mL — 12 = 0,99; y = 0,009x), onde o
valor das absorbancias aparecem em porcentagem e o teor de
flavonoides foi expresso em pg de quercetina por g de massa seca.

O ensaio foi realizado utilizando uma aliquota de 0,5 mL da
amostra vegetal (extratos) (1.000 ppm) adicionados a 2,5 mL de etanol ¢
0,5 mL de uma solug@o de AICl; (a 2 %, em metanol, p/v). Apds uma
hora de repouso, foram realizadas as leituras das absorbancias das
misturas ¢ como “branco”, foi utilizada uma solugdo preparada sem a
adi¢do da solucdo de AICIs. Os testes foram realizados em triplicata para
cada estacdo do ano de ambos extratos.

b. Determinacio da atividade antioxidante de C. verticillata

A metodologia referida ao 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH),
utilizada para determinacdo da atividade antioxidante de vegetais foi
descrita por Kim e colaboradores (2002).

Este modelo baseia-se na capacidade do radical livre estavel —
DPPH (de coloragdo azul escura) reagir com substincias doadoras de
hidrogénio (DPPH+ AH DPPH-H + A), incluindo compostos fenolicos
(ROGINSKY & LISSI, 2005) (Figura 11). O consumo de DPPH permite
estimar a capacidade antioxidante através da captura de radicais livres
presentes no meio testado pela formagdo da molécula estavel DPPH-H
(de cor amarela).
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Figura 11. Figura ilustrativa da reagdo entre anel fendlico (presente em
compostos flavonoides) e o radical livre DPPH.
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Reacdo entre o radical DPPH (cor violeta) e anel fenolico indicando a produgdo
de um composto estavel (amarelo) através da inibigao do radical. Fonte: Chen et
al, 2003.

I

No ensaio espectrofotométrico, a absorbancia tende a diminuir
como resultado de uma alteragdo na coloragdo, de violeta para amarelo,
conforme o radical vai sendo capturado por antioxidantes presentes no
extrato. Portanto, a atividade de sequestro do radical DPPH expressa em
porcentagem (%) de inibigdo, foi calculada conforme equagéio:

% de inibicdio = [(Abs. Controle - Abs. final da amostra)/ Abs. controle] x 100

Uma aliquota de 290 pl da solugdo metandlica do radical
DPPH (Sigma, 0,1 mM em metanol 80%) foi acrescida de 10 pL da
amostra (em metanol 80%; extrato equivalente a 10 mg de extrato seco).
O decréscimo da absorbancia (Abs) em 530 nm foi mensurado em
leitora de placas, ap6s 30 minutos de incubagdo da amostra. BHT
isoladamente foi utilizado como padrdo e como branco uma solu¢do sem
o DPPH. Dados representam a média ZEPM (n = 3).
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5.3.2 ENSAIOS IN VIVO

Modelo de vasculogénese e angiogénese em embrides de
Gallus domesticus - Ensaios para avaliacdo dos efeitos dos extratos
sobre a vascularizacio de membranas extraembrionarias.

No Laboratério de Estudos em de Bioatividade ¢ Morfogénese
Animal (LEBIMA), ovos provenientes da industria avicola (Tayson)
foram estocados para estabilizagdo (19 — 20 °C) durante 24 h. Os ovos
foram incubados por 48 h, em estufa equipada com ventilagdo forcada,
mantendo-se saturacdo de umidade e temperatura controlada a 37,5°C
(Figura 12A). Uma janela (10 mm de didmetro) foi aberta na casca os
0VO0s na posi¢do em que se encontra o embrido, ¢ um orificio foi aberto
na camara de ar para a retirada de 3 a 5 mL de albumen (Figura 12 B).

Os extratos sob estudo (EACv e EHCv; 1, 5 e 10 mg/ml), foram
adsorvidos a discos de metilcelulose (0,75 % p/v; 7,5 pul) polimerizados
em ambiente de fluxo laminar, sobre uma forma de teflon®. Como
controle negativo foi utilizado o solvente de dilui¢do dos extratos
(salina) ¢ VEGF-A (50 ng) como controle positivo. 10 ul dos
tratamentos (n = 7/tratamento) foram efetuados por implantacdo dos
discos de metilcelulose 1,5% (2 mm J, 1 disco/embrido) sobre ilhotas
sanguineas da membrana vasculosa da vesicula vitelinica proximas ao
embrido, na idade de 48 horas (idade embrionaria E2; estagio 13
Hamburger e Hamilton- HH) (Figura 12 C e D).

a. Ensaio de vasculo-angiogénese na membrana do saco
vitelinico de embrides de G. domesticus (YSM Assay) e analises
morfobiométricas dos embrides.

Com o objetivo de investigar a a¢do dos extratos de C. verticillata
na formagdo de vasos primordiais do embrido em estagio E2-E4,
formados por vasculo-angiogénese, foi realizado o ensaio da membrana
vitelinica (DIAS et al., 2008). Este método foi uma adaptagdo do ensaio
da membrana corioalantoica (CAM assay) descrita na sequéncia.
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Os extratos foram aplicados nos embrides através da implantagio
de discos de metilcelulose apos 48 horas de incubagdo (E2), proximos
do embrido na regido das ilhotas sanguineas (Figura 12 C). As janelas
foram fechadas com fita isolante preta e os ovos reincubados até o 4° dia
de incubagdo (E4) (Figura 12 C e D).

Figura 12 — Fotografia da incubadora de ovos e do embrido de Gallus
domesticus com o disco de metilcelulose adsorvido na membrana
extraembrionaria e esquema representativo do ovo e rede vascular do embrido.
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Figura mostrando imagem da (A) incubadora de ovos na temperatura de 37,5°C,
ideal para incubag@o dos ovos; (B) esquema ilustrativo da retirada do albiimen e
abertura da janela na parte superior ovo; (C) fotografia do embrido no estagio
E4, indicando a localizagdo do disco de metilcelulose (azul) e (D) esquema
representativo de um dos arcos circulatérios do embrido, o vitelinico. Fonte:
Imagem A e C proprio autor; imagem B modificada da internet (http://m-
claudia-carvalho.zip.net/arch2010-08-15_2010-08-21.html) e imagem D
modificada da internet (https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/
index.php/BookTheEarlyEmbryologyoftheChick13#TheVitellineCirculation).
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As concentragdes dos extratos adsorvidos nos discos de
metilcelulose foram 1, 10 ¢ 100 pg/mL, isolados ¢ coadministrados com
FGFb, sendo este utilizado como controle positivo no teste. O controle
foi realizado com aplicagdo de salina. E importante destacar que esses
valores de concentrag¢des foram calculados a partir do peso médio de um
embrido o qual, nesse periodo de desenvolvimento, ¢ de
aproximadamente 0,042 g. O grupo experimental controle para o ensaio
foi realizado inserindo apenas o disco de metilcelulose sobre as
membranas, para avaliar a possibilidade dos vasos sofrerem influéncia
de outros fatores reguladores (por exemplo, pressdo mecanica).

Para analise dos resultados, os vasos sanguineos no limite do
disco de metilcelulose foram quantificados em um microscopio
estereoscopico e expressos como porcentagem de vasos em relagdo ao
controle.

Para investigar a possivel influéncia negativa dos extratos sobre
a morfogénese, os embrides de G. Domesticus em estagio E4, estudados
neste ensaio, foram, apds eutanasia, transferidos para a placa de petri ¢
submetidos a avaliacdo biométrica (determinacdo do comprimento
corporal “CR”, i.e, medida padrdo — crown rump) no eixo céfalo-caudal.
Para a realizagdo das medidas foi utilizado uma lamina padrio com
escala milimétrica para estercomicroscopio. As doses utilizadas dos
extratos na realizag@o destas analises foram as de 1 e 10 pg.

b. Ensaio da angiogénese na membrana corioalantéica de
embriodes de G. domesticus (CAM assay)

Embora os embrides de aves sejam comumente empregados
como modelo para estudos nas areas de embriologia comparada e
biologia do desenvolvimento, eles também tém sido usados como
modelo para estudos de farmacos e de embriotoxicidade, além de
eficazes biomarcadores na avalia¢do de seguranca de plantas medicinais
e fitoterapicos por apresentarem alta sensibilidade a acdo de agentes
quimicos (BRUNSTROM, 1986; 1988; ENGWALL, BRUNSTROM ¢
JAKOBSSON, 1994).

Para a avaliacdo do processo de angiogénese realizou-se o
ensaio in vivo da membrana corioalantdica (CAM assay), seguindo-se os
mesmos procedimentos previamente descritos para o ensaio anterior de
vasculo-angiogénese. A implantacdo dos discos de metilcelulose €
realizada no ter¢o externo da membrana corioalantdica (Figura 12 C),
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formada pela fusdo do mesoderma somatico do cérion com o
mesoderma esplancnico do alantdide, durante o 4° e 5° dia de
desenvolvimento embrionério.

Apbs os tratamentos, as aberturas na casca foram fechadas com
filme de celofane preto e os ovos reincubados por mais 48 horas,
completando 8 dias de experimento (E8). A analise do processo de
angiogénese na CAM assay seguiu os mesmos critérios descritos para
YSM assay. Para analise dos resultados, os vasos sanguineos no limite
do disco de metilcelulose foram diretamente quantificados em um
microscopio estereoscopico € expressos como porcentagem de vasos em
relagdo ao controle. Dados representam a média + EPM (n = 3).

c. Ensaio de angiogénese no tecido subcutineo de adultos da
espécie Mus musculus .

Para a realizacdo dos experimentos referentes a avaliagdo da
angiogénese em animais adultos, por implante dos discos de hemostatico
de Gelfoam®, foram utilizados camundongos isogénicos Balb/C (Mus
musculus), fémeas (20 = 5 g de peso), com aproximadamente 60 dias,
divididos em grupos ¢ mantidos em gaiolas plasticas sob condigdes
controladas (ciclo claro-escuro de 12 h, temperatura 25+ 2°C~ 60%
umidade do ar), recebendo ragdo comercial autoclavada e agua ad
libitum.

O modelo ¢ utilizado para avaliacdo da angiogénese adulta
descrita por Fajardo e colaboradores (1992). Discos de Gelfoam®,
hemostatico absorvivel, de didmetro do disco 6 mm x 10 mm de
espessura, foram preparados de forma asséptica em fluxo laminar e
acondicionados em recipiente estéril. Previamente aos implantes, os
animais foram submetidos a uma anestesia intramuscular de 85% de
quetamina (4,25mg/kg, Syntec) e 15% de xilazina (0,25 mg/kg, Syntec).
Em seguida a regido dorsal foi tricotomizada e para assepsia do local foi
utilizada a iodopovidona. Uma incisdo de aproximadamente 1 cm de
comprimento foi realizada na regido dorso-lombar da pele dos animais.
Os implantes foram inseridos aproximadamente 1 cm abaixo da regido
dorsal da cabega ¢ sendo realizada uma sutura com um ponto, para
fechamento da lesdo. Os animais foram colocados sob luz para
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aquecimento no pds-operatorio e em seguida em gaiolas individuais com
livre acesso a agua e ragao.

Figura 13 — Esquema representativo do ensaio de angiogénese no tecido
subcutaneo de adultos da espécie Mus musculus .

Isogénicos Balb/C discos
Ciclo claro-escuro de 12h
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3
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VEGF (SOng/mL) Coleta dos discos para
quantificagdo de hemoglobina

(Método de Drabkin)

Figura esquematica mostrando o desenho experimental do ensaio de avaliagdo
da angiogénese no dorso de camundongos. Fonte: proprio autor.

A avaliacdo da angiogénese foi realizada através de método
colorimétrico a partir da medi¢gdo do contetido de hemoglobina dos
implantes pelo método de Drabkin & Austin (1932), adaptado como
indice de neovasculariza¢do por Plunkett e colaboradores (1990). As
amostras foram analisadas ao final de 7 dias do experimento. No final do
experimento os implantes foram removidos e avaliados.

Os implantes foram homogeneizados em 2 mL de reagente de
Drabkin, o homogeneizado foi centrifugado por 20 minutos a 4000g ¢ o
sobrenadante filtrado em filtro 0.22 um. A concentragdo de hemoglobina
das amostras foi determinada através de leitura espectrofotométrica a
540 nm, usando leitor de placas pelo método ELISA. A concentragdo de
hemoglobina foi obtida comparando-se as leituras obtidas com uma
curva padrio previamente estabelecida e foi expressa em pg de Hb/mg
de tecido. Dados representam a média = EPM (n=3).
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d. Ensaios de vasculogénese e angiogénese na membrana do saco
vitelinico de embrides de Danio rerio (Zebrafish).

Os ensaios deste modelo foram realizados na Universita degli
Studi di Brescia (Italia), sobre a coorientagdo do Prof. Dr. Marco Presta.
Inicialmente foi planejado um ensaios de toxicidade para avaliar a
concentracdo adequada para a realizagdo dos ensaios.

Dois estagios do desenvolvimento foram escolhidos para iniciar
o tratamento. A gastrulagdo tardia (75% epibolia ou 8 horas pds
fertilizacdo - hpf) permite verificar os efeitos dos extratos na formagao
dos vasos sanguineos primordiais por vasculogénese (aorta e veia
cardinal posterior); e o estagio de 13 somitos (15 hpf) permite verificar a
angiogénese nos brotamentos dos vasos intersegmentares derivados da
aorta (STATON et al., 2004; TOBIA, 2011) que se estendem entre os
somitos ¢ formam as veias anastomosadas dorso-laterais (Figura 14).

Objetivando avaliar a vasculogénese ¢ angiogénese na formacao
dos vasos sanguineos como na aorta dorsal e nos vasos intersegmentares
(intersomiticos), respectivamente, utilizamos embrides de zebrafish wild
type (WT) e transgénicos KDR-GFP (VEGFR2; marcador de endotélio
vascular na formag¢do dos vasos intersegmentares).

Para otimizar os protocolos e permitir que os embrides
continuem incolores facilitando a observagdo da formacdo dos vasos
sanguineos, a inibicdo da produgdo de melanina foi realizada
adicionando a agua especifica para os embrides de peixe 0.003% do
inibidor 1-fenil 2-tiourea (PTU; Sigma P-7629) (KARLSSON et al.,
2001). E importante salientar que este tratamento ndo interfere no
desenvolvimento vascular (ISOGAI et al., 2001).

Os embrides fertizados, recolhidos em placas de petri de
plastico mantidos em agua peixe (vide item 4.2), foram decorionados
manualmente com a utilizagdo de pingas cirtrgicas, submetidos ao
tratamento com extratos nas concentragdes de 1, 10 ¢ 100 pg/mL, nos
estdgios mencionados acima e mantidos em estufa a 28,5°C até o estagio
de 30 hpf. A solugdo de 0,01% (v/v) de DMSO foi utilizada como
veiculo; como controle negativo 1 uM do inibidor de tirosina cinase
SU5416 (Sigma) (em 0,01% DMSO) foi utilizado para suprimir a
sinalizagdo de VEGF (HERBERT et al., 2009).
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Figura 14 — Embrides de D. rerio em diferentes estagios do desenvolvimento e
esquema representativo do sistema vascular na regido truncal do embrido.
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Embrides de D. rerio em A) 75% epibolia, B) 13 somitos e C) 24 hpf . Em D
esquema mostrando a rede vascular do embrido em 24 hpf, evidenciando a
regido truncal, com desenvolvimento normal e anormal da angiogénese. AO =
aorta, VIS = vasos intersegmentares, VADL = vasos anastomosados dorso-
laterais. Fonte: Kimmel et al., 1995 (A, B e C) e Bansode et al., 2013.

Para otimizar os protocolos e permitir que os embrides
continuem incolores facilitando a observacdo da formacdo dos vasos
sanguineos, a inibicdo da produ¢do de melanina foi realizada
adicionando a agua peixe 0.003% do inibidor 1-fenil 2-tiourea (PTU;
Sigma P-7629) (KARLSSON et al., 2001). E importante salientar que
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este tratamento ndo interfere no desenvolvimento vascular (ISOGAI et
al., 2001).

Os embrides fertizados recolhidos e mantidos em placas de petri
de plastico em agua peixe foram decorionados manualmente com a
utilizagdo de pingas cirurgicas, submetidos ao tratamento com extratos
nas concentragdes de 1, 10 e 100 ug/mL, nos estagios mencionados
acima ¢ mantidos em estufa a 28,5°C até o estagio de 30 hpf. A solucdo
de 0,01% (v/v) de DMSO foi utilizada como veiculo; como controle
negativo 1 pM do inibidor de tirosina cinase SU5416 (Sigma) (em
0,01% DMSO) foi utilizado para suprimir a sinalizagdo de VEGF
(HERBERT et al., 2009).

No estagio de 30 hpf, os embrides foram anestesiados com
tricaina (Sigma — 0,66 mg/mL) e colocados sob placas de petri
recobertas com gel de agarose para melhor acomodar os embrides. As
imagens foram coletadas usando estereomicroscopio epifluorescente
Leica MZ16 F (1x Plan Apo objetiva; NA, 0.141) equipado com uma
camera digital DFC480 e software ICM50" versdo 2.8.1 (todos da Leica,
Wetzlar, Germany).

1) Hibridizag8o in situ

A utilizagdo de embrides sem pigmentagdo de zebrafish permite
a visualizagdo, identificagdo e localizacdo de acidos nucléicos no
interior das células do embrido sem alterar sua morfologia ou
integridade de seus compartimentos através de técnicas como a
hibridizagdo in situ; nas quais se combina a visualizacdo direta da
genética molecular e seu respectivo fenotipo (MOTER & GOBEL,
2000; PLOEG, 2000; AMANN, 2008).

A hibridizacdo in situ € uma técnica que permite verificar no
individuo completo a localizacdo de genes especificos sem a destruicdo
das células e tecidos. Uma reacdo entre uma sequéncia alvo desnaturada
e uma sonda (sequéncia de oligonucleotideos complementares e
especificos marcados) de fita simples de DNA ou RNA complementar
se anelam formando um hibrido estavel pela acdo do calor (SWINGER
et al., 1996). A marcagdo indireta da sonda aumenta a sensibilidade da
reagdo ligando-a uma molécula de digoxigenina (MOTER & GOBEL
2000; PLOEG, 2000).
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De acordo com Botari et al. (2006), o protocolo apresenta
quatro procedimentos basicos, iniciando com a fixacdo dos embrides,
permeabilizacdo, a hibridizagdo ¢ em seguida detec¢do da marcacdo
através de microscopia

Embrides tratados com os extratos, nos estagios de 75%
epibolia e 13 somitos, apds 24 hpf foram selecionados e mantidos em
“agua peixe” (de manutengdo) contendo 1% N-feniltilurea (PTU, 0.2
mM), bloqueador fisioldégico de pigmentagcdo. Em seguida, os embrides
foram fixados em solugdo de paraformaldeido 4%, por 2horas a
temperatura ambiente, lavados em PBS e desidratados em metanol
100%. Sucessivas etapas de reidratacdo foram realizadas para permitir a
permeabilizacdo dos embrides, com proteinase K (10 pg/ul). A reacdo
foi bloqueada com paraformaldeido (PFA) 4%, por 20 minutos e,
seguida de lavagens em PBT. Na fase de pré-hibridiza¢do os embrides
foram incubados em Mix de Hibridizacdo (do inglés, Hybridization Mix
- HM), preparando as amostras para a hibridiza¢do contendo a sonda
VEGFR2 (KDR) (1 ng de sonda/l pl de HM). As probes de RNA
conjugadas a Digoxigenina utilizadas neste ensaio foram transcritas de
uma sequencia linear de cDNA (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN). Apds incubagio, sucessivas lavagens foram realizadas e o bloqueio
da reacdo foi feito pela adicdo de “Blocking Buffer”. Apds incubagdo
com anticorpo primdrio anti-digoxigenina (1:10000) (PAFFETT-
LUGASSY & ZON; 2005), os embrides foram incubados na “Staining
Solution”, no escuro, sob agitagdo e monitorados regularmente sob
observacdo em microscopio Leica MZ16F. Todas as solugdes foram
preparadas conforme descrito no protocolo estabelecido por THIESSE e
THIESSE (1998). Ao término da coloragdo, os embrides foram
fotografados em microscopio Axioplan 2 equipado com epifluorescéncia
(Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

2) Microinje¢do de morfolinos de VEGF

Os morfolinos sdo agentes utilizados para supressdo de genes
independentes de RNAse e sem interagdes com estruturas celulares ou
extracelulares que poderiam resultar em efeitos falso positivo.
Apresentam ainda uma alta taxa de afinidade pela fita alvo, em
consequéncia da sua alta complementariedade das sequéncias de RNA.
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Oligonucleotideos de morfolino antisenso (Gene Tools,
Corvallis, OR) foram desenhados para complementar as extremidades
exon-intron do gene VE-caderina do zebrafish. O morfolino padrio
(Std-MO:5’-3’CCTCTTACCTCAGTTACAATT TATA) foi utilizado
como controle. As inje¢des de morfolino foram realizadas utilizando-se
um estereomicroscopio Leica M165C e uma Picobomba Pneumatica
PV820 (World Precision Instruments). O volume injetado foi ajustado
usando um 6leo mineral.

Embrides foram divididos em dois grupos distintos: os
injetados (ndo tratados e tratados com 10 pg/mL de EACv) e os ndo
injetados (ndo tratados e tratados com 10 pg/mL de EACv). Os injetados
receberam 9 ng de morfolino de VEGF no saco vitelinico no estagio de
no maximo duas células. Embrides foram mantidos em 28°C até
atingirem o estdgio de 13 somitos para receberem os devidos
tratamentos. Embrides foram decorionados e apo6s 28 hpf foram fixados
overnight a 4°C com PFA a 4%. Placas de petri foram cobertas com gel
de agarose para acomodar os embrides ¢ as imagens foram coletadas
usando estereomicroscopio epifluorescente Leica MZ16 F (1x Plan Apo
objetiva; NA, 0.141) equipado com uma camera digital DFC480 ¢
software ICM50” versdo 2.8.1 (todos da Leica, Wetzlar, Germany).

5.3.3  ENSAIOS IN VITRO

Devido a vasculogénese e angiogénese ndo serem
definitivamente separadas, tempo-espacialmente nos embrides, as
células endoteliais humanas alternativamente so uma ferramenta para
determinar os efeitos especificos sobre estas células diferenciadas e ndo
suas progenitoras. As vantagens dos ensaios in vitro incluem ainda a
possibilidade de controlar diferentes pardmetros, como a concentragio
espaco-temporal de mediadores angiogénicos ¢ ainda permitem elucidar
0s principais mecanismos ¢ avaliar o comportamento das células
envolvidos no processo angiogénico.
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a. Isolamento das células endoteliais de cordao umbilical
humano

Os corddes umbilicais, coletados no Ospedale Civile di Brescia,
Italia, foram limpos com papel absorvente e analisados quanto a
tamanho e qualidade (sem perfuragdes). Apds limpeza de ambas as
extremidades, cada uma recebeu uma canula na veia umbilical do corddo
(Figura 15).

Figura 15. Desenho esquemaético representativo do isolamento das células
endoteliais de veias de corddo umbilical humano.

CORDAO UMBILICAL

Seringa contendo
colagenase tipo |
0,2%
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colagenase +
células
endotelials

Esquema de um segmento de corddo umbilical, indicando os dois tipos de vasos
presentes: artéria (vermelho) e veia (azul) umbilical humano. O procedimento
necessario para realizagdo do isolamento das células para cultura primaria
acontece inicialmente com a limpeza da veia com tampdo e posteriormente,
como indicado na seringa da esquerda, a adi¢do de colagenase tipo I (vermelho)
na veia do corddo. Apos o tempo de agdo da enzima, o conteudo da solugdo de
colagenase ¢ recolhido, pela seringa da direita ¢ semeada em placas de petri,
levadas a incubagdo. Fonte: proprio autor.

Foi entdo perfundido 30 mL de PBS estéril, com objetivo de
eliminar os residuos hematicos presentes no corddo entdo preenchida
com uma solucdo de colagenase do tipo I (0,2%) e deixado em repouso
por uma hora, a temperatura ambiente. Transcorrido o tempo, o corddo
foi massageado visando facilitar o destacamento das células endoteliais
da veia, e em seguida recolhidas nos 30 mL de PBS perfundido no
corddo. As células, depois de recolhidas, foram levadas a incubagdo para
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aderéncia em condigbes supracitadas. A manutengdo das células
endoteliais foi realizada como descrito anteriormente no item 4.1.

b. Avaliacdo do comportamento das células endoteliais frente a
adsorciio em diferentes proteinas de matriz

Para os ensaios que envolvem o comportamento de adesdo das
HUVEC diante da exposi¢do ao(s) extrato(s) em diferentes matrizes
foram utilizadas placas de poliestireno ndo tratados para cultura celular.
Desta forma as placas permitiram ndo somente uma avaliagdo da
cinética de adesdo, mas também uma analise do espraiamento,
morfologia e as diferencas pertinentes na adesdo aos diversos substratos
avaliados.

Para o recobrimento com as matrizes, no dia anterior ao inicio do
ensaio, as placas foram incubadas overnight com PBS contendo 20
png/ml das diferentes proteinas de matriz a ser testadas, colageno I (COL
I - 5ug/ul), Fibronectina (FN - Sug/uL), Fibrinogénio (FIB - 1ug/ul) e
Fibrina (FB 3,3pg/uL). Apds incubagdo a solugdo foi substituida por
um overcoating de albumina bovina (BSA) (I mg/mL em PBS), cuja
funcdo reside na saturagdo de quaisquer locais de adsor¢do ndo
especifica, por uma hora a 37°C, antes de iniciar o teste de adesao.

c. Ensaio de adesao celular

A ades@o celular é uma etapa critica no processo angiogénico por
permitir que as células endoteliais estimuladas por fatores angiogénicos,
iniciem o processo de brotamento e a continuidade das demais etapas. O
ensaio quantifica o nimero de células aderidas e coradas pela leitura da
absorbancia das placas a 595 nm pelo leitor de placas Titertek
Multiscan®, sendo descontadas de todas as amostras o valor do branco.
Uma vez que as placas utilizadas neste ensaio ndo apresentavam
tratamentos para cultura, a primeira coluna recebeu somente o
overcoating de BSA, impedindo desta forma a adesdo das células,
servindo como branco do ensaio. Os valores adquiridos foram
transformados em porcentagens de células aderidas em funcdo do tempo
de tratamento.
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As células na densidade de 250.000 células/mL foram
ressuspensas em meio M199 suplementado com 0,4% de SBF, e
aproximadamente 50.000 células com diferentes tratamentos (com
extratos de C. verticillata) foram semeadas em cada poco (0,7 cm de
diametro) da placa, previamente adsorvidos com as diferentes matrizes.
Apbs, foram incubadas no intervalo de tempo variando de 5 minutos a 2
horas a 37 °C. Ao final do tempo total de incubagio, as células aderentes
foram fixadas em PFA a 4% e coradas com 100 puL de uma solugdo de
Azure II - azul de metileno (1:1, v/v). Lavagens sucessivas foram
realizadas até que a agua estivesse limpida. Os cristais do corante foram
solubilizados pela adi¢do de acido acético a 10% (100 puL/pogo) e entdo
realizada a leitura da absorbancia. Os resultados foram expressos em
percentagem de células aderidas e percentagem células arredondadas
(pouco aderidas) em func¢do do tempo de exposicdo aos extratos. Os
ensaios foram realizados em triplicata ¢ os dados representam a média +
EPM (n = 3).

d. Avaliacio da atividade citotoxica/ viabilidade

A determinagdo da atividade citotoxica dos extratos foi realizada
através de ensaio colorimétrico do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetraz6lio brometo (MTT). O ensaio mede a capacidade de
metabolizagdo do MTT (coloracdo amarelada) pelas enzimas
desidrogenases que reduzem os cristais insoluveis de formazan
(coloragdo purpura) ao final da reacdo (MOSMANN, 1983).

As HUVEC foram semeadas na densidade de 1000 células/pogo,
em meio RPMI 1640 com 4% de SBF, em placas de cultura de 96
cavidades. As células em subconfluéncia foram tratadas com
concentragdes crescentes de EACv ou EHCv (0,1 a 1000 ug/mL), por 24
e 48 horas, e o grupo controle utilizou apenas meio de cultura
suplementado. Ao termino do tempo, o meio de cultura foi retirado e os
pogos lavados com PBS, para receber 100 uL. de solu¢do de MTT (0,5
mg/mL) dissolvidos em meio de cultura por 2,5 horas. O MTT foi
removido e acrescentou-se 200 uL. de DMSO para dissolver os cristais
de formazan. As placas foram submetidas a leitura optica (562 nm) em
leitor de placas (TP — READER", Thermo Plate), para se avaliar a
relagdo linear entre as concentragcdes ¢ o numero médio de células
viaveis por pogo (adaptado de Dias et al., 2005). Os ensaios foram
realizados em triplicata e os dados representam a média £ EPM (n = 3).
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e. Ensaio de proliferagao celular

O ensaio de proliferagdo celular foi realizado para avaliar a
capacidade de proliferagdo celular apds tratamento com os extratos de C.
verticillata. Os dados foram avaliados através de um software especifico
para plotagem dos dados do citometro de fluxo FACScan® (BD
Biosciences).

Uma suspensdo de HUVEC (20.000 células/pogos) foi semeada
em M199 completo, em placas de poliestireno de 48 cavidades, com
coating de gelatina. Apds 6 horas o meio foi substituido pelo M199
suprimido, contendo 2,5% de SBF, overnight. Na manha seguinte foi
adicionado 300 pL. de M199 com os estimulos a serem testados. Depois
de 48h cada pogo foi lavado com PBS e recebeu 75 pL de
tripsina/cavidade além de 225 pL de PBS 5% SBF. Do volume total 250
uL foi transferido para uma placa de poliestireno de 96 cavidades para a
leitura.

Cada ponto experimental foi realizado em triplicata. Os pontos
experimentais para os EACV e EHCV foram utilizados nas
concentragbes de 1, 10 e 100 upg/mL, isoladamente ou em
coadministragdo com 50 ng/mL de VEGF-A. Como controle positivo foi
utilizado VEGF-A e negativo somente o meio com baixa
suplementacdo, chamado de “starving”. Os resultados foram expressos
em nimero de células proliferadas x 10°. Dados representam a média +
EPM (n 3).

f- Avaliacido da morte celular por citometria de fluxo

Para determinar o efeito dos extratos sobre a apoptose, outro
importante processo envolvido na angiogénese, foi realizado o
tratamento com os diferentes concentragdes dos extratos no periodo de
24h. A Anexina V conjugada ao tiocianato de fluoresceina (Anexina V-
FITC) e iodeto de Propideo (IP) foram utilizados para analisar
quantitativamente a percentagem de células viaveis, apoptodticas ou
necroticas em fungdo do tempo de cultura.

Anexina V-FITC ¢ capaz de reconhecer sitios de externaliza¢io
dos fosfolipideos internos da membrana celular: a fosfatidilserina,
caracteristicos de apoptose inicial (KOOPMAN et al, 1994), ¢ o
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marcador nuclear IP ¢ uma molécula que se intercala em qualquer DNA,
desde que a membrana celular esteja permeavel, sendo portanto, um
marcador de necrose.

O kit de Anexina V conjugado a FITC foi utilizado de acordo
com as instrugées do fabricante. As células foram semeadas em uma
densidade de 50.000 células/mL e cultivadas até confluéncia. Apds, os
EACv e EHCv em concentragdes crescentes (1, 10 e 100 pg/mL) foram
adicionados. O VEGF-A (50 ng/mL) foi usado como controle positivo
de viabilidade e como controle negativo utilizou-se o inibidor U0126 (5
puM, inibidor farmacolégico de ERK1 e ERK2, envolvidos na via de
sinalizagdo do VEGF-VEGFR-2). O VEGF-A e 0 U0126 foram também
utilizados como co-tratamentos com o0s extratos testados. Apos
tratamento o sobrenadante e as células foram coletadas e centrifugados.
Para a leitura, AV-FITC foi adicionada em cada amostra, em
temperatura ambiente e auséncia de luz; assim como de IP também foi
adicionado as amostras pertinentes no momento das leituras.

As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo FACSCanto
Il apparatus (Becton Dickinson), alocado no Laboratorio Multiusuario
de Estudos em Biologia (LAMEB I) do Centro de Ciéncias Biologicas).
A analise foi baseada na comparagdo dos percentuais de células viaveis,
apoptoticas e necréticas em cada um dos grupos distintos de tratamento.
Os resultados experimentais foram processados utilizando-se o software
FlowJo 7.6.5 (Tree Star, Ashland, OR). A andlise foi feita a partir do
numero de eventos adquiridos em cada tratamento sendo comparados os
percentuais de células viaveis, apoptdticas e necrdticas em cada um dos
grupos distintos de tratamento e na presenca dos extratos sob estudo e
dos respectivos controles positivos. Dados representam a média £+ EPM
(n=3).

2. Ensaio de brotamento de células endoteliais em gel
tridimensional de fibrina e colageno (do inglés, Three-Dimensional
Fibrin/Colagen Gel EC Sprouting Assay)

O método originalmente descrito por Korff e Augustin (1998)
permitiu avaliar o comportamento de brotamento de uma esfera de
células (HUVEC) em um gel tridimensional mimetizando componentes
da matriz extracelular. O protocolo sofreu algumas modificagdes e
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resumidamente, as células foram semeadas na densidade de 800
células/pogo, em M199 10% SFB e 2% de metilcelulose. Um volume de
200 uL da solugdo de células foi semeada em placas de cultura ndo
aderentes de 96 cavidades com fundo concavo e incubadas overnight a
37°C. Estas condi¢es permitem a formagdo de um tUnico esferoide por
pogo de tamanho e ntimero de células definido (Figura 16A).

Figura 16: Formagdo dos esferdides, desenho experimental e fotografia de um
esferdide com brotamentos.

Ilustragdo do ensaio tridimensional de esferéides de HUVEC. A) Formato dos
pogos para preparo dos esferdides, B) desenho experimental do ensaio, e visdo
lateral dos gel contendo esferdides (amarelo) e meio de cultura com tratamentos
(parte superior, vermelho); C) fotografia de um esferéide com crescimento
celular radial (sprouting = brotamento). Fonte: modificada de
http://www.angiogenesis.nl/Techniques%20and%20Models.htm.

Até este momento a realizacdo do protocolo para ambos os géis
de fibrina e coldgeno sdo iguais, portanto, as diferencas na produgdo da
matriz tridimensional sdo verificadas a partir dos passos seguintes. Para
o gel de fibrina, os esferdides foram gentilmente recolhidos (48 pogos) e
distribuidos em tubos cilindricos separados por ponto experimental,
deixados em repouso para posterior substitui¢do do meio por 800 mL de
M199 sem SBF, suplementado com fibrinogénio (2,5 mg/mL),
aproteinina (2,5 pL/mL) e trombina (250 mU/mL). Ap6és um minuto
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parte desta solucdo (350 pL) foi distribuida em dois pogos da placa de
48 cavidades e levado a 37°C, por 5 minutos para polimerizagdo do gel.

Apos a polimerizagdo os tratamentos foram preparados mediante
a adicdo de 350 uL de M199 mais EACv ou EHCv (1, 10 e 100 pg/mL)
isoladamente ou com os estimuladores angiogénicos VEGF-A (30
ng/mL) e FGF (50 ng/mL), controles positivos em cada pogo (Figura 16
B). Como controle negativo foi utilizado somente o meio de cultura.
Cada ponto experimental compreendeu duas cavidades da placa de 48
pogos (cada pogo com aproximadamente 30 a 40 esferdides). Apods os
tratamentos foi observado no periodo de até 24 horas a formagdo do
crescimento celular radial (sprouting). Os resultados foram expressos
em numero de brotamentos/esferoide. As imagens foram adquiridas em
aumento de 40X em microscopio Axiovert 200M (Figura 15 C).

Para o gel de colageno, apos o recolhimento dos esferdides, o
meio para cada ponto experimental foi substituido por 220 pL de M199
2% de metilcelulose ¢ FCS ¢ 180 puL. de M199 10% suplementado com
NaOH 0,1 N, Hepes 250 mM e 80 pL colageno. Apos a distribui¢do dos
esferdides (350 uL/p¢) na placa de 48 pogos retornou a incubagdo a
37°C para polimeriza¢do do gel. Os tratamentos foram preparados com
adi¢do de 350uL de M199 com EACv e EHCv (1, 10 e 100 pg/mL)
isoladamente ou com os estimuladores angiogénicos VEGF-A (30
ng/mL) e FGFb (50 ng/mL), controles positivos, em cada pogo (Figura
16 B). Como controle negativo foi utilizado somente o meio de cultura.
Dados representam a média £ EPM (n = 3).

h. Ensaio de migracio celular pelo método da cicatriz (do inglés,
Wound-healing assay)

O ensaio in vitro de formagdo de cicatriz (wound-healing assay)
permite avaliar um evento crucial no processo de brotamento
angiogénico - a migragdo celular (PHILIPS et al., 1991). Seguindo
protocolo de Izuta et al (2009), para mensurar a migragdo unidirecional
das HUVEC e suas interagdes apos exposi¢do aos extratos. Desta forma
para mensurar a migracdo celular a partir da borda da cicatriz, foram
utilizadas as fotos capturadas em (Tempo = 0) e ao final (Tempo = 1) do
experimento, quando o controle positivo apresenta o fechamento total da
cicatriz. Com auxilio do programa ImageJ® foi calculada a area de
fechamento da cicatriz (Figura 17). As fotografias foram adquiridas no
tempo 0 (estimulo) ¢ no tempo 1 (final do experimento), utilizando um
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microscopio de contraste de fase com uma camera digital Nikon
(Coolpix S3300) de 16.0 Megapixels acoplada na lente objetiva do
microscopio invertido (10x).

Figura 17- Desenho experimental do Wound-healing Assay no momento inicial
do tratamento e ao final do ensaio.
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1 ponto experimental = 2 pogos tempo T = 0 (inicio do tratamento)

1 pogo = 2 fotografias e tempo T= 1 (final do experimento)
2 fotografias no tempo T=0

e 2 fotografias no tempo = 1

Desenho esquematico ilustrando o desenho experimental do Wound-healing
Assay, de como ¢ caracterizada a drea aberta da cicatriz sobre a monocamada
confluente de células endoteliais e como foram distribuidos os grupos testados.
O meio de cultura “starving” foi utilizado como controle, o meio com VEGF-A
foi utilizado como controle positivo e EACv e EHCv em diferentes
concentragdes foram testados.

As células foram semeadas na densidade de 1 x 10°a 1,2 x 10°
células/pogo, em placas de cultura de 24 cavidades, ¢ mantidas em
estufa com o meio M199 completo até subconfluéncia. A substitui¢do do
meio pelo suprimido, contendo somente 3,5 % de SBF (starved medium)



61

foi realizada. Apods 6 horas, uma cicatriz linear foi realizada no centro da
monocamada celular dos pogos com auxilio de uma ponta de
micropipeta estéril delimitando o espago cicatricial. O pogo foi lavado
com PBS para retirada dos residuos de células, e em seguida adicionado
0 meio com estimulos e tratamentos, em meio de cultura starving. Cada
estimulo foi realizado em duplicata, ou seja, 2 cavidades da placa. Para
cada cavidade foram efetuadas duas fotos, sendo 2 no inicio do
tratamento ¢ 2 no final do experimento resultando 8 fotos por ponto
experimental (4 apds estimulagdo e 4 ao final do experimentos). Para o
grupo controle foi utilizado apenas meio de cultura “starving”; como
controle positivo foi adicionado ao meio starving 50 ng de VEGF-A;
foram avaliadas trés concentragdes crescentes de EACv e EHCv (1, 10 ¢
100 ug/mL). Dados representam a média + EPM (n = 4).

i.  Ensaio de motilidade celular

Também o ensaio de motilidade de células em uma menor
densidade celular foi realizado visando o acompanhamento do
comportamento de cada célula individual. As células foram semeadas
com os extratos isolados e associados ao VEGF-A e tiveram sua
motilidade analisada por meio do Time Lapse Micrography assay. Uma
suspensdo de HUVEC (1.000 células/poco) foi ressuspensas em 300 uL
de M199 completo. No dia seguinte, foi substituido pelo meio “starving”
até o momento do estimulo (tratamentos conforme ensaio anterior). O
estimulo foi diretamente adicionado aos pogos, evitando qualquer
alteragdo brusca para as células. O meio completo foi utilizado como
controle positivo, ¢ meio “starving” como controle. O ensaio foi
realizado com EACv na concentracdo de 10 pg/mL na presenga e
auséncia de VEGF-A (50 ng/mL). A placa foi acoplada em microscopio
Axiovision” Zeiss, por 5 horas, sendo uma imagem captada cada 5
minutos. Para analise do filme foi calculada a distancia acumulada por
30 a 50 células utilizado, no software ImageJ® a opcdo de ferramenta
chamada “chemotaxis tools” e os resultados expressos em area de
percurso percorrido por célula. Dados representam a média £ EPM (n =
10).
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J- Avaliacio do Citoesqueleto por imunocitoquimica

O ensaio in vitro voltado a analise das fibras do citoesqueleto
das células endoteliais expostas a diferentes extratos foi realizado com a
finalidade de avaliar a influéncia dos mesmos nos mecanismos celulares
dependentes do citoesqueleto. Imagens fotograficas foram realizadas
apos 24 horas de tratamento possibilitando uma avaliagdo morfologica e
qualitativa das imagens.

As células foram semeadas na densidade de 40.000
células/pogo, em placas de cultura de 48 cavidades previamente
acrescidas de laminula e com coating de gelatina. As células foram
mantidas em meio completo até adesdo, apos foi substituido pelo meio
com 5% SFB acrescidos dos estimulos (VEGF-A — 50 ng/mL, EACv ¢
EHCv — 10 pg/mL e ambos associados ao VEGF-A) por 24 horas. Em
seguida foram lavadas com PBS, fixadas com PFA a 4% por 10 minutos
e permeabilizadas com PBS Triton X-100 0,1% por 5 minutos.
Novamente lavadas com PBS e reincubadas com solug¢do bloqueadora
para sitios inespecificos (solugdo de albumina sérica bovina - BSA a
3%, em PBS). Os anticorpos primarios para tubulina e a-actina (1:200;
falloidina, Life Tecnology) e tubulina (1:1000; monoclonal, Sigma)
foram adicionados e deixados overnight a 4°C. Lavagens sucessivas com
PBS foram realizadas antes da incubag@o com anticorpo secundario anti-
mouse IgG conjugado - FITC e anti-rabbit IgM (1:200 in PBS/BSA)
foram utilizados (Sigma). O nucleo das células foi corado com solugdo
de DAPI (1:50.000). As laminas foram montadas com Dako® (IBIDI), e
as fotos foram realizadas em microscopio Axioplan 2 equipado com
epifluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

k. Ensaio de Tubulogénese (u-slide angiogenesis®)

O ensaio que permitiu avaliar a capacidade de formacdo de
estruturas tubulares pelas células endoteliais foi realizado utilizando
protocolo estabelecido pela empresa IBIDI®, fabricante da placa u-slide
Angiogenesis (Figura 18A) associado ao uso do gel para permitir uma
condic¢do tridimensional - Cultrex®.
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Figura 18 — Placa do ensaio u-slide® angiogénese (IBID/Cultrex®)
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Imagem representativa de uma (A) placa p-slide ® e (B) esquema experimental
do protocolo de tubulogénese. Fonte: Imagem A
(http://ibidi.com/xtproducts/en/ibidi-Labware/Open-Slides-Dishes:-ibidi
Standard -Bottom/m-Slide-Angiogenesis), e imagem B proprio autor.

Em cada pogo da placa foi adicionado 10 pL de gel Cultrex®
que foi deixado de 5 a 10 minutos em incubadora a 37°C para
polimerizagdo. As células foram entdo semeadas sob o gel na densidade
de 1500 células/cavidade, em 50 pL de meio M199 suplementado com
5% SBF e mantidas 24 horas sob incubagdo a 37° C. O VEGF-A (50 ng)
foi utilizado como controle positivo e os extratos (EACv e EHCv) na
concentracdo de 10 pg/mL isolados ou associados ao VEGF-A também
foram testados (Figura 18 B). A analise foi realizada pela contagem do
nuamero de “loopings” ou redes vasculares formados pelas células
endoteliais, utilizando um microscopio de luz invertido, em objetiva de
25 X. Os dados foram expressos como o percentual do nimero de tubos
nos grupos tratados em relagdo ao controle positivo. Dados representam
a média = EPM (n = 3).

I.  Ensaio de Zimografia

Para investigar o efeito do extrato aquoso de C.verticillata sobre a
atividade enzimatica do plasminogénio, enzima envolvida no processo
de degradagdo da matriz extracelular; foi realizado o método de
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caseindlise/zimografia (KLEINER; STETLER-STEVENSON, 1994).
Os resultados foram qualitativamente expressos como intensidade de
degradagdo em relagdo ao controle.

As células foram semeadas em M199 completo na densidade de
80.000 células/cavidade em placas de poliestireno de 6 pogos. Apds
adesdo, os pogos contendo as células foram estimuladas em M199 sem
SFB e com VEGF-A (50 ng/mL), EACv 10 pg/mL, e VEGF-A (50
ng/mL) + EACv 10 pg/ml, durante 24 h. Ao término do tratamento, as
células foram lavadas com PBS, as células foram lisadas pela adi¢do
tampao TRIS/NaCl (60 mM), 0,05% Triton X — 100, pH 8,5. A placa foi
mantida sob agitacdo em camera fria por 30 minutos. Foi realizado entdo
o doseamento da quantidade de proteinas, baseada na curva padrdo de
BSA, ¢ o valor correspondente a 50 mg/mL de proteinas foi submetido a
eletroforese em gel 10% de poliacrilamida de dodecil-sulfato de sodio
(SDS-PAGE) MINI com 1,5% de gelatina, 0,1% plasminogénio e 20%
de leite, usado como substrato para enzima. Apés a corrida eletroforética
de 4 horas, o gel foi lavado duas vezes em tampao (2,5% de Triton X -
100, 1 mM CaCl, e 0,05% de NaCl) por 5 minutos, cada, em
temperatura ambiente. O gel foi mantido sob refrigeragdo e a atividade
proteolitica induzida pelo ativador de plasmindgeno foi visualizada
como bandas transparentes (zonas de degradacdo da caseina) em
contraste ao fundo branco do gel, devido a presenga do leite. Os
resultados foram expressos qualitativamente pela degradagdo do
substrato pela enzima. O ensaio foi realizado em triplicata.

m. Analise da fosforilacio do VEGFR2 (KDR) e PI3K por
Western Blot Analysis

Para tentar elucidar uma possivel via de a¢do do EACv sobre as
células endoteliais, foi verificada a fosforilacdo de receptores VEGFR2
da superficie celular e também do mensageiro secundario PI3K, como
possivel alvo interno do extrato utilizando Western Blot Analysis para
identificar a provavel fosforilacdo destas proteinas apos tratamento com
extratos. Os resultados foram qualitativamente expressos como
intensidade de degradagdo em relagdo ao controle.

HUVEC e GM7373 (células endoteliais adrticas de feto bovino —
usadas como controle) foram mantidas em meio sem SBF por 24 horas,
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a 37°C. Foram destacadas e ressuspensas em meio com 1% SBF.
Aliquotas de 500.000 células foram semeadas até aderéncia por 30
minutos e 2 horas, para analises de VEGFR2 e PI3K, respectivamente.
Entdo as células sofreram lise em tampdo especifico, foram
centrifugadas (10 minutos, 12000 rpm); um volume de 50 pg de
proteina/amostra foi adicionada ao SDS-PAGE MINI, para a corrida
eletroforética em gel a 6% (ambos) da proteina anti - P - VEGFR2 ou
anti - P - PI3K. A revelagdo do gel foi feita em camara escura. Os
resultados foram expressos em expressdo da fosforilagdo do receptor
VEGFR?2 e da PI3K; ¢ o ensaio foi realizado em duplicata.

n. Ensaio em tempo real da interacio biomolecular entre
receptores VEGF e EACv. (Surface Plasmon Resonance - SPR -
binding assay)

A Tecnologia Biacore monitora interagdes moleculares entre
ligantes diferentes, em tempo real, usando uma placa-livre cuja
funcionalidade se baseia no fendmeno de ressonancia plasmatica de
superficie (do inglé€s Superficie Plasmon Resonance - SPR).

Uma das moléculas (ligante imdvel) que interagem no sistema ¢
imobilizada sobre a superficie de um chip sensor, enquanto que a outra
molécula ¢ injetada (ligante movel) e flui sobre a superficie do chip
sensor (Figura 19A).
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Figura 19 — Desenho esquematico representativo do ensaio da interagdo
biomolecular através de Superficie de Ressonancia Plasmatica - binding assay e
seu respectivo sensograma.
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Esquema adaptado do funcionamento do equipamento Biacore e da interagdo
biomolecular através de um sensograma de Ressonancia Plasmatica de
Superficie indicando as diferentes fases que acontecem, em tempo real, na
avaliagdo da interagdo entre analitos testados. Eixo x e y equivalem
respectivamente ao tempo de corrida do analito moével pelo sinal de ressonancia
emitido como resultado da interagdo entre

Fonte:
http://microgen.ouhsc.edu/biacore.htm

eles.
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Toda ligagdo que acontece entre eles resulta em uma mudanga no
indice de refracdo e¢ ¢ diretamente proporcional a concentracdo de
biomoléculas sobre a superficie do sensor. A resposta ¢ demonstrada em
um grafico (sensograma) cujos eixos indicam a medida em unidades de
ressonancia (RU) em fun¢do do tempo (Figura 18B). No sensograma ¢
possivel distinguir 3 fases distintas: a fase de associag@o (onde ocorre a
ligacdo até atingir o equilibrio); fase de dissociacdo (correspondente ao
fim da injegd0) ¢ a fase de regeneragdo (processo de remocdo de analito
moével sem prejuizo do ligante imovel).

A analise da interagdo dos extratos com os diferentes receptores
(fase imovel) € executada através da injecdo da amostra sobre a
superficie de modo controlado e continuo em tampdo de corrida.
Baseado nisso, foi caracterizado a capacidade do EACv (1, 10, 100 e
1000 pg/mL) inibir a ligacdo do VEGF-A com os seus receptores,
VEGFR2 (KDR) e heparina, imobilizadas sobre um chip sensor.
Medi¢des de SPR foram efetuadas num instrumento Biacore T100"
(GE-Healthcare). Os resultados foram expressos percentagem de ligacdo
ao VEGFR em relagdo ao controle pela concentragio do EACv e o
ensaio realizado em duplicata.

53.4 ANALISE DE DADOS E ESTATISTICA

O tamanho da amostra para cada ensaio encontra-se descrito na
metodologia pertinente a cada um e/ou nos resultados. A analise do
intervalo de confianga da média nos experimentos pilotos (para as
dosagens bioquimicas e analises morfométricas) demonstraram que as
variaveis que foram estudadas apresentaram baixos valores de erro
padrdo da média e que com n = 6 animais ¢ n = 10 campos (para analises
das imunocitoquimicas) ha confiabilidade nos resultados. Os resultados
foram representados pelas médias + erro padrio da média. A
comparagdo entre os grupos foi feita utilizando-se ANOVA, de uma ou
duas vias, dependendo do ensaio, seguida da analise post hoc de
Newman-Keuls, Tukey ou Bonferrony. Todos os resultados foram
considerados significativos para p < 0,05 utilizando-se o programa
GraphPad Prism" 6.0
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6 RESULTADOS

6.1IAVALIACAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS E SEU
EFEITO ANTIOXIDANTE

a. Conteudo de flavonoides totais por espectrofotometria UV

Os experimentos cujos resultados sdo apresentados a seguir
avaliaram o metabolismo secundario da espécie nas diferentes estacdes
do ano a fim de evidenciar provaveis variacdes na quantidade de
flavonoides totais presentes nas amostras.

Os resultados indicam a presenca de flavonoides e o grafico 1
mostra a presenga de flavonoides totais dos extratos (resultado em
percentagem) em fungcdo das estagbes do ano de 2012,
comparativamente a amostra de verdo (100%). O grafico mostra ainda
que a primavera, comparada as demais estagdes do ano de 2012, foi a
que apresentou maiores teores destes compostos em ambos extratos.

No grafico 1A, indicativo do EACv, mostrou um aumento
significativo no teor de compostos flavonoides nas esta¢cdes de outono,
inverno e primavera. Ja no grafico 1B, referente ao EHCv, demonstra
um aumento significativo no teor de compostos flavonoides na amostra
de primavera, em relagdo as demais estagdes. Mesmo sendo a primavera
a estagdo com maior quantidade relativa (130 %) de flavonoides, ¢
possivel verificar que na média a quantidade destes compostos ¢
conservada tanto no EACV como no EHCV.
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Grafico 1. Conteudo de flavonoides totais nas amostras dos EACv (A) e EHCv
(B) de Cissus verticillata.

*
150+
*

1004

-
o
o

J

Quantidade de Flavondides Totais (%)

- *k

sk

-

o

o
I

o
o
I

504

Quantidade de Flavonéides Totais (%)

o

0
= ] 2 v = T
Verao Outono Inverno  Primavera Verao Outono Inverno  Primavera

EACv EHCv

Amostra das quatro estagdes do ano de 2012 foram mensuradas em ambos
extratos. As barras verticais denotam diferencas estatisticamente significativas
ao nivel de *p < 0,05 e **p < 0,01 comparativamente a amostra de verdo
(ANOVA seguida da analise post hoc de Newman-Keuls).

b. Potencial antioxidante dos extratos de C. verticillata

Para avaliar a percentagem de inibicdo do radical DPPH que
reflete uma maior ou menor capacidade dos EFACv e EHCv nesta
atividade, respectivamente.

Os resultados da Tabela 1 indicam que a inibi¢do do radical
DPPHe foi detectado em ambos extratos. Os valores demonstram
diferenca significativa entre as estagdes do ano; e que os maiores valores
de inibi¢do do radical DPPHe, 52 % ¢ 59 %, foram detectados nos
EHCv/inverno e primavera de 2012, respectivamente. Os menores
valores de inibi¢do observados foram do do £ACv/verdo outono (23 % e
22 %, respectivamente).

Os resultados do teste antioxidante com sequestro de hidrogénio
do radical livre DPPHe indicam que nos extratos possivelmente a
presenga de flavonoides esta relacionada com a propriedade antioxidante
dos mesmos.
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Tabela 1: Efeito das amostras sazonais dos EACv e EHCv sobre a
porcentagem de inibi¢do do radical DPPH. (Extrato = 10 mg de Massa
Seca).

Estagoes EACv EHCv
de 2012 Inibi¢do do DPPH- Inibicdo do DPPH-
Verdo 23+ 14" 37+ 1,4
Outono 22+0,5" 38+0,5°
Inverno 28+0,9° 52+0,9"
Primavera 29+1,0" 59+ 1,00

Médias + desvio padrdo de no minimo trés repeti¢des, diferencas significativas
para p < 0,05, segundo teste de Tukey. Resultados expressos em M = DP.

6.2 EFEITOS DOS EXTRATOS NA FORMACAO DE VASOS
SANGUINEOS (VASCULOGENESE E ANGIOGENESE) EM
MEMBRANAS EXTRAEMBRIONARIAS DE EMBRIOES DE G.
domesticus

a.Avaliacdo da vasculo-angiogénese na membrana do saco
vitelinico (YSM)

Durante a embriogénese, o plano geral da circulagdo ¢
estrategicamente estabelecido para viabilizar a organogénese, proteger
as estruturas embrionarias e fetais, assim como para prover a subita
mudanga no padrdo de oxigenagdo do sangue, que ocorre no nascimento
(CARLSON, 2014).

Assim, apés a verificagdo in vitro da toxicidade celular pelos
extratos, partimos para os ensaios que possibilitassem observar os
efeitos dos EACv e o EHCv nos processos de formagdo de vasos
sanguineos mais bem estudados, angiogénese e vasculogénese, nos
modelos de YSM e CAM assay, descritos na metodologia.
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A vasculo-angiogénese inicial foi primeiramente realizada para
avaliar o efeito dos EACv e EHCv isolados, sob as membranas do saco
vitelinico, e por conseguinte o ensaio foi repetido associando-se os
extratos ao fator angiogénico FGFb objetivando avaliar se os extratos
apresentavam uma atividade antiangiogénica através da redugdo do
nimero de vasos. Dois dias apds implantagdo (realizadas em 48h de
incubagdo - E2) dos discos de metilcelulose adsorvidos com extratos
EACv e EHCv, a vasculatura da membrana vitelinica de embrides de 96h
de incubagdo (E4) foi avaliada.

Os resultados, indicados no Grafico 2, da avaliagdo dos extratos
demonstrou um desenvolvimento padrdo para a idade embrionaria E4,
apresentando vasos vitelinicos primarios, formados independentemente
de estimulos exdgenos. Uma média de 78 vasos sanguineos iniciais
(equivalente a 100%) foram contados no grupo controle nos limites do
disco (com salina).

Os grupos tratados com os EACv demonstraram uma reducio
no numero de vasos vitelinicos de 13 a 23% (em relagdo ao grupo
controle negativo - solu¢do salina) ¢ 18 a 31% (em relagdo ao grupo
controle positivo - solucdo salina + FGF2) de inibigdo de vasos em
torno dos disco comparativamente ao controle. O EHCv apresentou uma
diminui¢do no nimero de vasos vitelinicos de 8 a 26% (grupo controle
negativo - solucdo salina) e 22 a 61 % (em relagcdo ao grupo controle
positivo - solu¢do salina + FGF2) de inibi¢do de vasos em torno
comparativamente ao controle.

Os processos de vasculogénese ¢ angiogénese inicial
(mostrados no Grafico 2) foram estimuladas pelo FGFb2 adsorvidos nos
discos de metilcelulose (154 % de vasos em relagdo ao controle). Esse
aumento de 54% no numero de vasos sanguineos foi parcialmente
revertidos pelos EACv (31% inibigdo maxima) e EHCv (61% inibigdo
maxima).
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Grafico 2. Efeito dos EACv (A-D) e EHCv (E-H) sazonais na vasculo-
angiogénese da membrana vitelinica de embrides de G. domesticus.
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Atividade dos EFACv e EHCv sazonais (I — 10 ug/mL) na avaliagdo da
vasculogénese de embrides (E4) de G. domesticus, apés 48h de exposicdo.
Experimentos realizados em triplicata e resultados expressos como porcentagem
de vasos sanguineos em relagdo ao controle (solugdo salina). As estagdes do ano
sdo representadas pelas letras A e E (vero), B e F (outono), C e G (inverno) e D
e H (primavera). Nos graficos as colunas representadas a esquerda demonstram
os resultados dos extratos admnistrados isoladamente, e na direita a acdo dos
mesmos em co-tratamento com FGFb. As barras verticais denotam diferencas
estatisticamente significativas ao nivel de *p < 0,05; **p < 0,01; #p <0,001e 75”‘#p
< 0,0001, em relagdo a cada grupo controle (ANOVA seguida da analise post
hoc de Tukey).

b.Avaliacio da angiogénese na membrana corioalantéica (CAM
assay)

Para avaliar o estagio mais avangado, foi realizado o ensaio da
CAM, utilizando como controle negativo a implantacdo de discos de
metilcelulose contendo somente solucdo salina (Grafico 5). Os
resultados indicaram em média um numero de 78 vasos sanguineos
(equivalentes a 100%) interceptando o limite do disco (Figura 20).

Figura 20. Fotografias representativas dos discos de metilcelulose implantados
na membrana corioalantdica de embrides de G. domesticus (E8) na avaliacdo
dos efeitos dos extratos de C.verticillata (EACv e EHCv) sobre a angiogénese
(CAM assay).

Salina FGFb EACV EHCV

Efeito dos extratos de EACv e EHCv (10 ug/mL) na avaliacdo da angiogénese
sob ovos de G. domesticus, no estagio E8. Disco de metilcelulose com solugao
salina (A), FGFb (B), EACv (C) e EHCv (D). As setas em negro destacam a
exemplo de vasos contados no limite do disco.
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Como controle positivo discos de metilcelulose contendo o
VEGF-A, agente pro-angiogénico cujo efeito é bem evidenciado em
ensaios angiogénicos, apresentaram em média um nimero de 122 - 129
vasos sanguineos (equivalentes a 165 - 156% do controle).

Os resultados relativos ao ensaio da CAM ndo seguiram um
padrdo de dose dependéncia em nenhuma das amostras de EACv e EHCv
analisadas. No entanto, nos grupos tratados com o EACv (1 - 100 ug/ml)
observou-se uma diminuicdo significativa de 54, 41 ¢ 41% no ntimero
de vasos sanguineos (atividade antiangiogénica) nas amostras de verdo,
inverno e primavera, respectivamente, em relagéo ao controle (Grafico 3
A, C e D). Os resultados dos tratamentos com EACv/outono (1 - 100
ug/ml) ndo foram estatisticamente significativos (Grafico 3B).

Nos grupos tratados com o EHCv (1 - 100 ug/ml) nas amostras
de verdo, outono, inverno e primavera, observou-se uma diminui¢do
significativa de 63, 54, 63 e 60% no numero de vasos sanguineos
(atividade antiangiogénica) respectivamente, em relacdo ao controle
(Grafico 3E - H). Comparando-se os dois extratos ¢ possivel perceber
um efeito significativo de inibi¢do demonstrado pelo EHCv, in vivo,
comparativamente ao EACv.
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Grafico 3. Efeitos dos extratos na angiogénese da membrana corioalantdica de

embrides de G.domesticus.
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Atividade dos EACv e EHCv sazonais (1

— 100 pg/mL) na avaliagdo da

angiogénese da membrana corioalantdica de embrides (E8) de G. domesticus,
apos 96h de exposicdo. Experimentos realizados em triplicata e resultados
expressos em numero de vasos sanguineos em relagdo ao controle (solugdo
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salina). Nos graficos estd demonstrado os resultados dos extratos isoladamente e
em cada estacdo. As barras verticais denotam diferencas estatisticamente
significativas ao nivel de *p < 0,05; **p < 0,01; #p < 0,001 e ##p < 0,0001, em
relagdo a cada grupo controle (ANOVA seguida da analise post hoc de Tukey).

A administracdo concomitante de EACv (10 ug/mL pool das
amostras das 4 estagdes do ano de 2012) com o VEGF (50 ng/mL) ndo
mostrou efeito significativo (¥*p < 0,05) sobre a angiogénese na
membrana corioalantéica de G. domesticus (Grafico 4).

Gréafico 4. Efeito do EACv (10 pg/mL) na angiogénese da membrana
corioalantdica de embrides de G. domesticus.
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Atividade dos EACv sazonais (10 pg/mL) na avaliacdo da angiogénese de
embrides (E8) de G. domesticus. Experimentos realizados em triplicata e
resultados expressos como porcentagem de vasos sanguineos em relagdo ao
controle. As barras verticais denotam diferencas estatisticamente significativas
ao nivel de *p < 0,05; ANOVA seguida da analise post hoc de Bonferroni.
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c. Morfologia e biometria de embrides (E4) de G. domesticus
submetidos ao YSM assay

Para averiguar a possivel toxicidade dos extratos de C.
verticillata sobre a morfologia externa e o crescimento de embrides de
G. domesticus (E4), foi realizada a analise morfométrica ao final dos
ensaios de vasculo-angiogénese. Os resultados mostrados no Grafico 5
da biometria (comprimento cefalo caudal) apontam uma redugdo
significativa no comprimento céfalo-caudal dos embrides tratados em
relagdo ao controle, nas condigdes experimentais descritas para o ensaio
(YSM assay).

Embrides cujas membranas vitelinicas foram expostas aos discos
de metilcelulose adsorvidos com VEGF (50 mM/mL); grupo controle
positivo de vasculo-angiogénese) apresentaram um aumento de até
0,8% no comprimento CR, em relagdo ao grupo controle (membranas
vitelinicas com implantes de disco de metilcelulose contendo apenas
solu¢do salina —veiculo).
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Grafico 5. Biometria dos embrides (em E4) submetidos ao ensaio de vasculo-
angiogénese na membrana do saco vitelinico (YSM assay).
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Atividade dos EACv e EHCv sazonais (1 — 10 pg/mL) sobre o comprimento
total dos embrides (E4) de G. domesticus, na presenga ou auséncia dos extratos
ou do VEGF-A (50 ng/mL). Experimentos realizados em triplicata e resultados
expressos em porcentagem em relacdo ao controle (solugdo salina). As barras
verticais denotam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de *p <
0,05; **p < 0,01; #p < 0,001 e ##p < 0,0001, em relag@o a cada grupo controle
(ANOVA de uma via seguida da analise post hoc de Tukey).
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6.3 EFEITOS DOS EXTRATOS NA FORMACAO DE VASOS
SANGUINEOS (VASCULOGENESE E ANGIOGENESE) EM
DIFERENTES ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO DE EMBRIOES DE D. rerio.

a. Toxidade dos extratos de C. verticillata em modelo Zebrafish

A possivel toxicidade dos extratos de C. verticillata foi avaliada
em embrides de zebrafish em dois estidgios do desenvolvimento distintos
que permitiram a avaliagdo da vasculogénese, bem como da angiogénese
concomitante, durante a fase de 75% de epibolia (Figura 21) e no estagio
de 13 somitos (Figura 22), respectivamente. Os resultados mostraram
ndo existir diferengas significativas no desenvolvimento dos animais
tratados nas diferentes fases embrionarias.

Figura 21. Embrides de zebrafish (24 hpf) tratados no estiagio de 75% de
epibolia com EACv e EHCv (10 pg/mL).

Controle (NT) EACv EHCv

Efeito dos EACv e EHCv na regido truncal e no desenvolvimento de Zebrafish
(24 hpf). O grupo controle ndo tratado (NT) demonstra desenvolvimento normal
dos vasos, bem como nos tratamentos. As fotografias superiores indicam
microscopia de luz alogena, e as fotografias inferiores, representam o mesmo
campo em fluorescéncia, evidenciando os vasos intersegmentares que sofreram
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angiogénese a partir da aorta dorsal, GFP marcados. As fotos foram realizadas
em microscopio de fluorescéncia. Barra = 500 pm.

A toxicidade dos extratos de C. verticillata no estagio de 13
somitos, permite identificar se os vasos intersegmentares desenvolveram
regularmente e se existe um padrdo de desenvolvimento. Os resultados
monstraram existir um retardo no desenvolvimento do embrido como
um todo em alguns embrides, de forma néo significativa, e também no
crescimento dos vasos na fase mais avancada do desenvolvimento
(Figura 22).

Figura 22. Embrides de zebrafish (24 hpf) tratados no estagio de 13 somitos
com EACv e EHCv.
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SU 5416

_ .
& 4

Wild Type — Estagio de 13 Somitos

Efeito dos EACv e EHCv, na regido truncal, de zebrafish tratados no estagio de
13 somitos do desenvolvimento. O grupo controle - ndo tratado (NT/DMSO)
demonstra desenvolvimento normal dos vasos (primeira imagem a esquerda). O
grupo em tratamento com SU 5416 (foto abaixo do NT) inibidor seletivo do
receptor KDR de células endoteliais, que bloqueia a angiogénese e o
brotamento. Nos grupos tratados com trés doses diferentes de extratos foi
possivel observar individuos com retardo no desenvolvimento dos vasos
intersegmentares. Os valores (fragdes indicados no quadrante superior esquerdo
das imagens indicam a representatibilidade da amostra (triplicata). As fotos
foram realizadas em microscopio de fluorescéncia em aumento. Barra = 500
pm.
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b. Hibridizacdo in situ dos embrides de D. rerio

Os resultados (Figura 23) demonstraram que embrides tratados
com EACv (10 pg/mL), no estagio de 75% de epibolia ndo mostraram
alteracdo nos padrdes de expressdo das proteinas de adesdo VE-cad e de
HIx-1. A regido truncal (indicada pela seta preta, na Figura 23 A) mostra
a expressdo das proteinas no controle nio tratado, durante o brotamento
dos vasos intersegmentares (*) do embrido. Embrides tratados no estagio
de desenvolvimento de 13 somitos, para avaliar o padrdo de expressdo
durante o inicio da angiogénese (15 a 18 hpf), também ndo apresentou
diferencas no padrdo de expressdo destas proteinas.

Figura 23. Embrides de zebrafish marcados por hibridizagdo in situ com sondas
de RNA de VE-cad e Hlx-1 tratados no estagio de 75% de epibolia com EACv.

24hpf | g 24 hpf

Hibridizagao - Hix-1

Controle nao tratado Hibridizagao - Hix-1 tratado

D 24 hpf

Hibridizagao - VE-cad rprr—— -
Controle nio tratado Hibridizagao - VE-cad tratado

Hibridizagdo in situ com sonda de RNA de Hlx-1 (A e B) e VE-cad (C ¢ D).
Experimento realizados utilizando animais nao tratados como controle (A ¢ C) e
animais tratados (B e D) com EACv. A regido analisada para a expressdo de
ambas as proteinas ¢ a delimitada pela seta (preta). O * (vermelho) demonstra a
regido truncal onde estdo localizados os somitos e entre eles as veias
intersegmentares. As fotos foram realizadas em estereoscopio, aumento de 5x.
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c. Anadalise de morfolinos de VEGF

As analises dos embrides de zebrafish que receberam injegdes de
morfolino de VEGF (9 ng), no estagio de 2 blastomeros, apresentaram
um retardo ndo significativo no desenvolvimento dos vasos
comparativamento aos ndo injetados. Embora um numero néo
significativo tenha apresentado um atraso no desenvolvimento, isto se
deve provavelmente a redugdo do numero de vasos sanguineos
observado anteriormente (Figura 22). Entretanto, 48 hpf a
vasculariza¢do é normalizada nos grupos que apresentaram este retardo,
isto ¢, os vasos intersegmentares (Figura 24 A) brotam da aorta dorsal
seguindo entre cada par de somitos, e fusionando com os vasos
anastomosados dorso-longitudinais.

Figura 24. Embrides de Zebrafish ndo injetados e injetados com morfolino de
VEGF (VEGFmo) tratados ou ndo com EACv para determinag@o da expressdo
génica de VEGF.
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Atividade do EFACv sobre a expressdo de VEGF em embrides de zebrafish
injetados com morfolino de VEGF (VEGFmo). Experimento realizados
utilizando animais néo injetados (A) e injetados (C) como controles da técnica e
do experimento. AO = aorta; VIS = vasos intersegmentares; VADL = vasos
anastomosados dorso-longitudinais. Ambos grupos tiveram animais nao tratados
e tratados. As fotos foram realizadas em estereoscopio, com aumento de 5x,
barra = 500pm.

6.4 EFEITO DOS EXTRATOS SOBRE A ANGIOGENESE EM
CAMUNDONGOS ADULTOS — ESPECIE M. musculus.

Angiogénese em adultos se caracteriza, por exemplo, pela
formacdo de vasos sanguineos no reparo tecidual ¢ em condi¢des do
ciclo menstrual. A partir das evidéncias acima, de que os extratos
apresentam atividade antivasculogénica e antiangiogénica durante a
embriogénese de G. domesticus (em E4 ¢ E8), foi analisado o efeito dos
EACv e EHCv sobre a vascularizagdo de camundongos em idade adulta
(angiogénese avancada de M. Musculus), por meio de implantagdo
subcutanea de plugs discoides de Gelfoam® (gelatina de colageno) no
dorso destes animais.

Os vasos sanguineos presentes no Gelfoam®™, formados durante o
processo de regeneragdo da pele em decorréncia da cirurgia de
implantagdo do plug, foram relacionados com o teor do sangue,
conforme o descrito anteriormente, em materiais € métodos.

Os resultados do Grafico 6 demonstram que a quantidade de
hemoglobina ndo apresentou diferengas significativas no grupo de
animais tratados somente com os extratos (10ug/mL); em relagdo ao
controle (plugs adsorvidos apenas com solugdo salina; veiculo).
Entretanto, quando os extratos foram co-administrados com VEGF-A
(50ng/mL), ocorreu uma redugdo significativa da quantidade de
hemoglobina, comparativamente ao controle positivo — VEGF-A, o que
mostra que tanto o EACv como o EHCv foram capazes de reverter o
efeito daquele potente fator angiogénico.

A ndo efetividade dos extratos administrados isoladamente nos
camundongos, em contraste como efeito inibitdério observado
especificamente nos grupos tratados com VEGF-A, em adigdo as
evidéncias de perturbagdo do crescimento do embrido (morfo/biometria;
Grafico 5), sugerem uma agdo embriotoxica, antivasculogénica e
também antiangiogénica, todas relacionadas ao periodo de
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embriogénese. Em face dessa nova hipdtese, optou-se por avaliar os
efeitos dos extratos utilizando-se um terceiro modelo de estudo da
vasculogénese e angiogénese embrionaria ¢ de embriotoxicidade .

Grafico 6 . Avaliagdo da angiogénese em camundongos adultos - espécie M.
Musculus
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Atividade dos EACv ¢ EHCv (10 ug/mL) e VEGF (50ng/mL) na avaliagdo da
angiogénese em animais adultos da espécie M. musculus, apds 7 dias de exposicao.
Resultados foram expressos como teor de hemoglobina (30 mg/mL; p/v) de vasos
sanguineos presentes nos plugs de Gelfoam®, implantados sob a pele no dorso dos
animais. As barras verticais denotam diferengas estatisticamente significativas ao
nivel de *p < 0,05; **p < 0,01; #p < 0,001 e ##p < 0,0001, em relagdo a cada grupo
controle (ANOVA seguida da analise Bonferroni).
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6.5 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS EXTRATOS NA INIBICAO
DO PROCESSO DE ANGIOGENSE IN VITRO.

Apds a padronizacdo dos experimentos e verificagdo das
concentracdes ideais para os testes in vitro, optou-se pela concentragdo
de 10 pg/mL para dar seguimento a investigagao.

a. Efeito de amostras sazonais dos extratos de C.vVerticillata na
viabilidade celular de HUVEC imortalizadas.

Primeiramente, para iniciar os ensaios in vivo, foi examinado o
efeito de concentragdes crescentes (1 a 100 pg/ml) de amostras sazonais
dos EACv e EHCv [Grafico 2 verdo (A e E), outono (B e F), inverno (C
e G) e primavera (D e H) de 2012] sobre a citoxicidade/viabilidade da
linhagem HUVEC através do ensaio utilizando o MTT. O ensaio foi
realizado em triplicata nos periodos de 24 e 48 horas.
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Grafico 7. Atividade dos EACv e EHCv sazonais (1 — 100 ug/mL) na viabilidade
de células da linhagem HUVEC, apds 24h de exposicao.
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Ensaio de citotoxicidade do MTT. Experimentos realizados em triplicata e
resultados expressos como porcentagem do controle (meio RPMI-1640). As
barras verticais denotam diferengas estatisticamente significativas ao nivel de *p
<0,05; **p < 0,01, #p <0,001 ¢ ##p < 0,0001, em relag@o a cada grupo controle
(ANOVA seguida da analise post hoc de Newman-Keuls). Em alguns graficos,
a escala da ordenada foi modificada em relagdo aos demais graficos (padrido) em
fung@o do perfil dos proprios resultados.
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Como demonstrado no Grafico 2 e de acordo com os valores
descritos Tabela 2, nos grupos de tratamento com o EACv (24h), no
inverno (C) e na primavera (D) observou-se um aumento (13,3 a 230 %
em relagdo ao controle; 100%) na viabilidade das células endoteliais, nas
concentra¢des de 1 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente. As respostas
dos grupos tratados com FEACv (24h) ndo foram estatisticamente
significativas no verdo e outono.

Ainda no Grafico 7 e Tabela 2, é possivel verificar nos grupos
tratados com os EHCv (24h) uma redugdo de aproximadamente 20% na
viabilidade celular nas concentragdes de 1 - 100 ug/mL (Ee G)e 1 - 10
ug/mL (H) e primavera (H). A resposta ao tratamento com a amostra de
EHCv (24h) - outono ndo mostrou-se significativa (Tabela 2).

Os resultados representados no Grafico 8 e Tabela 2 de grupos
tratados com os EACv (48h) mostram uma reducdo (12 a 28 % em
relagdo ao grupo controle) na viabilidade celular nas concentragdes de 1
- 100 pg/mL, de forma similar nas quatro estagdes do ano. Os resultados
obtidos com EHCv (48h) mostraram uma reducdo de 25% na viabilidade
celular da linhagem celular de HUVEC expostas as concentra¢des de 1 -
100 ug/mL, nas quatro estagdes do ano de 2012.

E importante ressaltar que viabilidade das HUVEC
imortalizadas tratadas com EACv evidenciou uma menor toxicidade para
as células endoteliais do que quando tratadas com EHCv, tendo
inclusive, promovido proliferagdo celular como pode ser observado nas
amostras de inverno e primavera.
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Tabela 2. Efeito das amostras sazonais dos FEACv e EHCv (1 — 100
pg/mL) expresso em porcentagem de viabilidade nas HUVEC, nos

tempos de incubagdo de 24 e 48 horas, em relagdo ao grupo controle
100% de viabilidade).

EACv EACv EHCy EHCy
Extrato % viabili % viabili % viabili % viabili
2012 dade dade dade dade
(100; 10; 1) (100; 10; 1) (100; 10; 1) (100; 10; 1)
24h 48h 24h 48h
239/ 82,3% 817/ 80"/
Verdo 188/ 81,6" 82"/ 75"/
249 78,3" 79" 75"
79/ 82"/ 81/ 83"/
Outono 145/ 82"/ 86/ 80"/
161 88" 91 83"
173/ 78"/ 82"/ 79'/
Inverno 96/ 72"/ 81"/ 74"/
113" 77" 88" 81"
3307/ 82,6'/ 88/ 80"/
Primavera 35,3/ 77" 80"/ 75"/
184" 85" 81" 75"

Médias de no minimo trés repetigdes, ndo diferem significativamente entre si
de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). MS= massa seca.
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Grafico 8. Atividade dos EACv e EHCv sazonais (1 — 100 ug/mL) na viabilidade
de células da linhagem HUVEC, apods 48h de exposicao.
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Ensaio de citotoxicidade do MTT. Experimentos realizados em triplicata e
resultados expressos como porcentagem do controle (meio RPMI-1640) £ erro
padrdo da média. As barras verticais denotam diferengas estatisticamente
significativas ao nivel de *p < 0,05; **p < 0,01; #p < 0,001, em relagdo a cada
grupo controle (ANOVA seguida da analise post hoc de Newman-Keuls). Em
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alguns graficos, a escala da ordenada foi modificada em relacdo aos demais
graficos (padrao) em fungdo do perfil dos proprios resultados.

b. Determinacdo do perfil de morte celular por citometria de fluxo

Para analise do perfil de morte celular as células endoteliais
foram analisadas em citdmetro de fluxo com 5.000 células ou eventos
com marcacdo celular para apoptose (AV - FITC) e necrose (IP - PE).
Em seguida, os graficos analisados em Flowing Software ® 2.5.0 para
determinacdo das analises quantitativas demonstradas na Tabela 3, como
percentagem de células, para para o efeito dos extratos sobre os tipos de
morte celular.

Os resultados apresentados na Tabela 3, indicam a percentagem
de células marcadas para cada tipo de morte celular, encontradas com o
tratamento em diferentes concentragdes. O AECv, na concentragdo de 10
pg/mL, mostrou uma tendéncia a morte celular por necrose quando
associada com inibidor de ERK U0126 (controle negativo). Situagdo
similar foi verificada quando as células foram cotratadas com VEGF-A,
na concentragdo de 10 pg/mL. As células com tratamento (10 ¢ 100
pg/mL) apresentaram uma tendéncia a apoptose. O tratamento
estatistico dos resultados ndo revelou diferencas significativas entre as
condigdes de cultivo. O EACv (100 ug/mL) isolado e associado ao
VEGF-A demonstrou uma tendéncia a apoptose. Os resultados sugerem
que o EACv ndo influéncia na resposta do padrdo de morte celular por
apoptose ou necrose em HUVEC.
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Tabela 3. Efeito do EACv de verdo (10 — 100 ug/mL) expresso em
porcentagem de eventos nas HUVEC, nos tempos de incubagio de 24h.

EACv Apoptose Positiva Necrose Positiva
(% de Eventos) (% de Eventos)

10pug + inibidor 0.38 10.72
10ug +VEGF 26.02 30.84
10pg 36.32 16.54
100pg + inibidor 0.22 8.95
100pg +VEGF 23.19 16.59
100pug 33.7 18.18

Médias de no minimo trés repetigdes, os valores ndo diferiram significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

¢. Avaliagdo do efeito dos extratos sobre o brotamento de HUVEC

Os resultados demonstraram que o EACv reduziu
significativamente o nimero de brotamentos em 42% e 37% frente aos
estimulos angiogénicos de VEGF-A (50 ng/mL) e FGFb (50 ng/mL),
respectivamente, em 24 horas de tratamento (Grafico 9).

Ja o EHCv reduziu significativamente o nimero de brotamentos
em 43% e 30%, respectivamente, frente aos estimulos angiogénicos de
VEGF-A (50 ng/mL) e FGFb (50 ng/mL) em 24 horas de tratamento
(Grafico 9).
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Grafico 9. Grafico das analises dos ensaios de brotamento, em gel de fibrina,
com VEGF e FGFb.
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Atividade inibitéria dos EACv ¢ EHCv (10 pg/mL) sobre o brotamento de
esferdides estimulados por VEGF-A e FGFb (100%), em gel de fibrina, ap6s 24
horas de exposi¢do. Experimentos realizados em triplicata e resultados
expressos em percentagem de brotamento/esferdide em relagdo aos controles
VEGF-A/FGFb, respectivamente. As barras verticais denotam diferencas
estatisticamente significativas ao nivel de #p < 0,001, (ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni).

Ainda avaliando o nuimero de brotamento, decidiu-se testar o
efeito dos extratos sobre o gel de colageno. Os resultados do grafico 10
mostram uma redugdo significativa no grupo experimental exposto ao
tratamento do EACv co-tratados com VEGF-A, quando comparado ao
grupo controle positivo (VEGF-A 50 ng/mL), sendo portanto, capaz de
reverter parcialmente a agdo angiogénica do VEGF-A. O EACv nio
apresentou alteragdo significativa da inibicdo dos brotamentos quando
co-administrado ao VEGF-A (dado ndo mostrado).
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Grafico 10. Grafico das analises dos ensaios de brotamento, em gel de colageno,
com VEGF-A.
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Atividade do EACv (10 pg/mL) sobre o brotamento de esferdides em gel de
colageno, apos 48h de exposi¢do. Experimentos realizados em triplicata e
resultados expressos nimero de Sprouting/esferdide em relagdo ao VEGF-A/
FGFb. As barras verticais denotam diferencas estatisticamente significativas ao
nivel de *p < 0,05 (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

d. Avaliagdo do efeito do EACvy na etapa de tubulogénese

Na sequéncia, visando avaliar a agdo do EACv sobre a capacidade
de formacdo de tabulos - microvasos, por HUVEC, realizou-se o ensaio
de tubulogénese sob estimulo concomitante de VEGF-A (Grafico 11).
Neste ensaio foi analisado somente os efeitos da acdo do EACv foram
analisados, uma vez que o EHCv se mostrou sem atividade nos ensaios
in vitro realizados anteriormente.

A analise quantitativa da formacdo de loops revelou que as
HUVEC tratadas com o EACv isolado apresenta um nivel de atividade
basal (média de 16 loops), i.e, similar ao controle (meio de cultura — 18
loops) e ao tratamento com VEGF-A (média de 26 loops). Os resultados
mostram ainda que o EACv co-administrado ao VEGF-A apresentou
uma taxa de 23 loops. O tratamento estatistico revelou ndo haver
diferencas estatisticas entre essas duas condigées (VEGF-A ¢ VEGF-A
+ EACv) de cultivo.
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Grafico 11: Grafico do ensaio de tubulogénese
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Atividade do EACv na formacdo de tubulos sanguineos. Experimentos
realizados em triplicata (n = 3) e resultados expressos em total de loops
formados, comparativamente ao controle. As barras verticais denotam
diferencas estatisticamente significativas ao nivel de *p < 0,05; em relagdo ao
grupo controle (ANOVA seguida do teste de Bonferroni).

e. Avaliacdo da proliferacdo celular de HUVEC sob agdo dos extratos

Em vista dos resultados descritos acima, principalmente de
inibi¢do da formagdo de vasos sanguineos in vivo, ¢ da inibi¢do de
brotamento de estruturas similares a capilares na presenca de VEGF-A ¢
FGFDb na linhagem celular HUVEC, passamos a investigar quais os
possiveis mecanismos celulares se constituiriam em alvos para os
extratos EACv e EHCv.

Nesse contexto, ainda considerando a importancia da proliferagio
celular durante a eclongacdo das estruturas similares a capilares
originados com os processos de brotamento (ensaios de brotamento em
gel de fibrina e colageno-1), avaliou-se a ocorréncia de uma possivel
acdo direta dos extratos de C. verticillata sobre a proliferagdo das
células endoteliais primarias.

Os resultados obtidos (Grafico 12) mostram que as HUVEC
tratadas com o EACv (média maxima de 61, na concentragdo de
lpg/mL) e EHCv (média maxima de 56, na concentragdo de 0,1pg/mL)
ndo apresentam sua proliferagdo alterada estatisticamente do grupo
controle (salina) (média de 33). Também quando comparados ao
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controle positivo (VEGF-A) (média de 47) os extratos ndo demonstram
diferencas significativas na inibigdo da proliferagdo.

Grafico 12. Gréfico representativo do ensaio de proliferagdo com HUVEC de
linhagem primadria, sob influéncia de VEGF-A.
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Atividade dos EACv e EHCv sob a acdo do VEGF-A na proliferagdo celular.
Experimentos realizados em duplicata e resultados expressos em nimero de
células (x10%/pl). As barras verticais denotam diferencas estatisticamente
significativas ao nivel de *p < 0,05; em relagdo a cada grupo controle (ANOVA
seguida do teste de Bonferroni).

- Efeito dos extratos sobre a migracao celular de HUVEC

Para avaliar a possibilidade de que um efeito ou agdo sobre o
citoesqueleto que pudesse bloquear a migragdo celular foi realizado o
ensaio de formagdo de cicatriz (wound-healing assay) em HUVEC
(Figura 25 A).

Os resultados (expressos em porcentagem de fechamento da
cicatriz) demonstraram que, apos 24 horas de exposi¢do, aos extratos
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isolados nas concentragdes de 0,1 a 10 pg/mL (Figura 25 B) houve uma
tendéncia para a cicatrizagdo, embora Nao com diferencas importantes
em relacdo ao controle, nas concentragdes testadas. O EHCv de forma
similar ao FEACv demosntrou uma tendéncia, sem diferencas
significativas nas diferentes concentragdes (grafico ndo mostrado).
Contudo, ap6s a associagdo dos extratos ao VEGF-A; na
concentragdo de 0,1 pg/mL do EACv (33%) foi observado uma redugdo
de 25% do numero de células envolvidas no evento migratério para o
fechamento da cicatriz, comparativamente ao controle positivo VEGF-A
(58%). O EHCv mostrou uma tendéncia na redugdo da area da ferida.

Figura 25. Fotografias representativas e graficos do ensaio de wound healing
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Fotografias das regides limitrofes da cicatriz delineadas na cor vermelha (A —
imagens superiores) e apos 24h de tratamento (A - imagens inferiores).
Atividade dos EACv na migragdo celular de HUVEC, B) gréfico indicando os
testes basal; e C) co-tratamento, demonstrando o efeitos do extrato associado ao
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VEGF-A. Experimentos realizados em triplicata e resultados expressos como
percentagem do fechamento da cicatriz. As barras verticais denotam diferengas
estatisticamente significativas ao nivel de *p < 0,05, em relagdo a cada grupo
controle (ANOVA seguida da analise Bonferroni). Aumento 20 x, barra = 200
pm.

g. Efeito dos extratos sobre a HUVEC no processo de adesdo,
espraiamento e cinética celular

Para avaliar se os EACv ¢ 0 EHCv agem de forma diferenciada em
moléculas da matriz, foi utilizado como um controle negativo plastico da
placa de cultura sem cobertura, e como matrizes testadas o colageno I, a
fibronectina ¢ a fibrinogénio.

Os resultados (Grafico 13) expressam a diferenga na intensidade
de absorbancia mensurada (nimero de células aderidas) em relagdo aos
estimulos propostos.

No colageno I (gelatina) observa-se um aumento de adesdo das
HUVEC quando tratadas com EACv, nas concentragdes mais baixas.
Comportamento similar entre as HUVEC tratadas com ambos extratos
foi observada na matriz de fibronectina. Exceto a maior concentragdo de
EHCv ndo foi estatisticamente significativa. Na matriz de fibrinogénio,
as células tratadas com EACv, aumentaram a adesdo comparativamente
ao grupo controle; enquanto que as células submetidas ao tratamento
com EHCv, ndo mostraram alteragdo de comportamento.
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Grafico 13. Grafico da adesdo celular de HUVEC sob diferentes matrizes.
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Atividade dos EACv e EHCv na cinética e morfologia da adesdao de HUVEC em
diferentes matrizes celulares. Experimentos realizados em triplicata e resultados
expressos como porcentagem do controle (meio). As barras verticais denotam
diferencas estatisticamente significativas ao nivel de **p < 0,01; ***p < 0,001,
em relagdo a cada grupo controle (ANOVA seguida da analise por Bonferroni).

Para avaliar o comportamento de espalhamento das HUVEC
sobre a matriz de coldgeno e fibrina, as células foram semeadas e
fotografadas nos tempos de 30, 60 e 90 minutos (Figura 26).

As HUVECs sob o plastico permaneceram com aspecto
arredondado, ndo tendo a capacidade de adesdo, além de aparentemente
perder toda a capacidade de iniciarem o espraiamento.

O comportamento celular observado no controle do colageno I foi
diferente do controle da fibrina, com uma menor capacidade de adesdo e
uma maior dificuldade de espalhamento.

Os grupos tratados com ambos extratos demonstraram um
comportamento celular muito similar ao respectivo grupo controle,



99

indicando um padrio similar de espraiamento e de mudangas de
morfologia durante o processo de adesao.

Entretanto, os extratos apresentaram uma tendencia a maior
adesdo nos primeiros 30 minutos de exposi¢do ao tratamento, na matriz
de fibrina comparativamente a de colageno.

Figura 26. Figura do experimento de adesdo realizado com amostra de EACv

PLASTICO | GELATINA FIBRINA

Controle EACY Controle EACY Controle EACY
(NT) (mm (NT) (rm) (NT) (rm

Fotografias representativas do efeito do EACv na cinética de adesdo e
espalhamento das HUVEC, sob diferentes substratos. Fotos representativas dos
campos contados, mostrando auséncia de diferencas no padrdo de adesdo.
Retangulos menores representam aumento de resolugao.

Baseando-se nos resultados acima, foi avaliado a cinética no
tempo de adesdo e o comportamento das células nas matrizes de
colageno e fibrina sob efeito dos extratos. As HUVEC foram cultivadas
e analisadas nos tempos de 5, 15, 30, 60 e 120 minutos (Grafico 14).

Os resultados indicam uma similaridade de velocidade de adesdo
das HUVEC cultivadas sobre a matriz de coldgeno e sobre a matriz de
fibrina (dados ndo mostrados). Uma pequena diferenca (15 a 30
minutos) é percebida entre as HUVEC néo tratadas (NT) - controle, e
as tratadas (TT) com EACv, entretanto, estes valores ndo demonstraram
diferenca estatistica.
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Grafico 14. Grafico da cinética de adesdo das HUVEC tratadas com EACv .
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Atividade do EACv na cinética de adesdo de matriz de fibrina (bola) e colageno
(quadrado). Experimentos realizados em triplicata e resultados expressos em
numero de células pelo tempo. Diferencas significativas ndo foram visualizadas
entre os dois tipos de matrizes.

h. Organizacado do citoesqueleto de HUVECs por imunohistoquimica

Considerando a a¢do inibitoria dos extratos EFACv e EHCv
evidenciada sobre a migracdo celular de HUVEC, e os efeitos
observados sobre os movimentos de brotamento, a estrutura do
citoesqueleto e morfologia das células endoteliais foram examinadas.

As marcacdes de a-actina e tubulina foram analisadas em
condigdes Otimas para as células (M199 completo) — controle positivo,
M199 starving (10% SBF) - controle, em VEGF (10% SBF), e com os
extratos isolados ¢ associados ao VEGF (10% SBF), por 24 horas.

Os resultados da analise da distribui¢do e arranjo das fibras de a-
actina (Figura 27) mostram, no controle, uma distribuicdo por toda a
extensdo da célula, assim como nos demais tratamento. Na condi¢do
ideal para crescimento das HUVEC, ¢ possivel observar uma morfologia
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mais aderente comparativamente aos demais tratamentos. Contudo,
nenhuma alteragdo significativa no arranjo das fibras de actina foi
detectado nos 10 campos microscopicos analisados.

Figura 27. Fotografias demonstrando a fibra do citoesqueleto a-actina, de
HUVEC, tratadas por 24h com os extratos de C. verticillata.

A) Controle (meio completo) | B) Controle 10% SBF C) EACv 10 D) EHCv 10

NUCLEO
P a—
4 (DAPI)
- ACTINA
(FALOIDINA) P

Fotografias representativas de células endoteliais positivas para o-actina
(Faloidina; vermelho) e nucleo (DAPI; azul) (A-H). M199 completo usado
como controle positivo (A e E); M199 com 10% SBF (starving) - controle
negativo (B e F), e tratamentos com EACv (C e G) e EHCv (D e H) realizados
em meio starving. Imagens de A — D mostrando células isoladas, ¢ E-G células
em contato. Aumento de 63x em microscopio fluorescente Axiovert 200M Zeiss
(Carl Zeiss). Barra: Spm.

Na sequéncia avaliou-se os microtubulos do citoesqueleto das
HUVEC, nas condi¢des supracitadas, ¢ se poderiam estar sofrendo
alguma agdo por parte dos extratos. Assim, marcagdes para a-actina
(vermelho) e tubulina (verde) conjuntamente foram realizadas, conforme
indicado nas figuras 28 e 29. A figura 28 apresenta imagens de campos
de microscopia analisando as células isoladas e, na figura 29 as analises
foram realizadas verificando as células agrupadas.

A analise dos campos, nas condi¢des de tratamento com os
extratos permitiu verificar a presenca de algumas células que pareciam
diminuir o nimero de fibras de actina associadas a uma desorganizacdo
da tubulina, quando comparadas ao controle com M199 completo.
Entretanto, o nimero de células que apresentavam este padrdo ndo foi
significativo.
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Figura 28. Fotografias representativas demonstrando as fibras do citoesqueleto

o-actina e tubulina, de HUVEC isoladas, tratadas com os extratos de C.
verticillata

A) Controle (completo) B) EACv 10 C) EACv 10

D) VEGF NUCLEO ‘ E) EACv 10 + VEGF F) EACV 104 VEGF
(DAPI)

N
/7 a- ACTINA
(FALOIDINA)
R-TUBULINA
(ALEXA 488)

Fotografias representativas de células endoteliais positivas para o-actina
(vermelho), tubulina (verde) e ntcleo (DAPI = azul), indicando o meio
completo (NTcompleto) como controle ; M199 com 10%SBF, meio starving -
controle negativo, e tratamentos com extratos realizados realizados em meio
starving para obtencdo da melhor resposta celular. Aumentos de 63x em
microscopio fluorescente Axiovert 200M Zeiss (Carl Zeiss). Barra: Spm.

HUVEC isoladas ou agrupadas, tratadas por 24 horas
demonstraram um padrdo de morfologia e arranjo de actina e tubulina
similar em todas as condi¢Ges testadas, evidenciando inclusive pontos de
contato célula-célula (Figura 29) quando aderidas a outras células do
campo.

Os resultados mostraram um mesmo padrdo de organizagdo de
filamentos do citoesqueleto, de adesdo, de morfologia e de espalhamento
(spreading), tanto nos grupos de tratamento com células isoladas quanto
nos de células agrupadas. Portanto, nas condigdes estabelecidas para o
ensaio, em 24h de tratamento, ndo foi verificado nenhuma alteragdo no
citoesqueleto, que pudesse explicar o comportamento de inibi¢do
observados nos ensaios de brotamento de capilares e/ou de migracdo
celular.
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Figura 29. Fotografias demonstrando a fibra do citoesqueleto a-actina e tubulina
de HUVEC agrupadas, tratadas com os extratos.

A) Controle (meio completo) B) EACv 10 C) EHCv 10
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Fotografias representativas de células endoteliais positivas para o-actina
(Faloidina; vermelho), tubulina (Alexa 488; verde) e ntcleo (DAPI = azul),
indicando o comportamento das HUVEC quando agrupadas. Aumentos de 63x
em microscopio fluorescente Axiovert 200M Zeiss (Carl Zeiss). Barra: Spm.

i. Avaliacdo da atividade do EACv na fosforilagdo de receptores
da via do VEGF

Tendo vista os resultados anteriores investigou-se o nivel de
fosforilacdo de VEGFR2 da célula endotelial a uma possivel sinalizagdo
intracelular.

Na figura 30, ¢ possivel verificar que o EACv parece também ndo
influenciar a fosforilagdo do receptor de VEGF (KDR), assim como
também ndo atua bloqueando especificamente a fosforilacdo da cinase
PI3K.
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Figura 30: Fotografia do gel do ensaio de Western Blotting

NAO VEGF
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Fotografia do gel de agarose. As bandas demonstram a auséncia de alteragdo da
expressdo da fosforilagdo do receptor VEGFR2 e de PI3K sob tratamento de 2h
com o EACv isolado e coadministrado com VEGF. O ensaio foi realizado em
duplicata.

Jj.  Avaliagdo do EACv na interagdo com receptores de células
endoteliais

Na sequéncia buscamos caracterizar a possivel influéncia do £4Cv sobre
a interag@o entre VEGF com a heparina (i.e, a um componente polissacaridico
heparindide, de glicosaminoglicanos da matriz extracelular endotelial), bem
como na interagdo entre VEGF-A com VEGFR2.

O VEGF-A (30 ng/mL) se liga especificamente ao VEGFR2 e a
heparina imobilizada num chip sensor Biacore, mas ndo na superficie utilizada
como controle. O VEGF-A foi entdo injetado sozinho ou na presenca de
concentragdes crescentes de AECv, nas duas diferentes faces do chip sensor. A
resposta foi registrada no final da injecdo, e os dados de ligacdo foram
expressos como uma percentagem do VEGF-A ligado a superficie. Como
mostrado na Figura 30, o E4ACv nao foi capaz de inibir a interagdo entre o VEGF
/ KDR, assim como a interagdo do VEGF-A com heparina imobilizada, em
qualquer das concentragdes testadas.
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Grafico 15: Grafico da interagdo de VEGF-A com seus receptores KDR e
Heparina, sob agdo do EACv.
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O VEGF-A foi injetado sobre um chip sensor coberto por VEGFR2 (KDR) - ou
heparina Biacore na presenga de concentragdes aumentadas de EACv. Os dados
foram expressos como percentagem de VEGF-A ligado nas duas diferentes
superficies com respectivos receptores. O ensaio foi realizado em triplicata.

k. Atividade dos extratos na atividade enzimatica

A zimografia ¢ um ensaio que permite a visualizagdo de enzimas
em amostras bioldgicas, baseando-se na degradacdo de um substrato co-
polimerizado. Em nosso estudo foi utilizado gel de agarose e como
substrato para degradagdo do plasminogénio, o leite a 20% (DANO et
al., 1985). O ensaio foi realizado para investigar se os extratos de C.
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verticillata (EACv e EHCv) estariam induzindo a expressdo das enzimas
com atividade protedsica da plasmina produzida pelas células
endoteliais, cuja conversdo, ¢ realizada através da liberagdo dos
ativadores do plasminogénio, como o ativador de plasminogénio
tecidual (t- PA) e o ativador de plasminogénio uroquinase (u-PA), que
agem sobre o plasminogénio durante o processo de angiogénese
(MIGNATTI & RIFKIN, 1993; WERB, 1997). Uma vez que a
degradacdo da matriz constitui uma importante etapa na ocorréncia do
processo angiogénico por brotamento, a atuacdo de enzimas de
conversao do plasminogénio torna-se um evento critico.

Os dados obtidos no ensaio de zimografia (Figura 31)
demonstram que a conversdo do plasminogénio em plasmina ndo
apresentou diferencas significativas entre as amostras, ou seja, o extrato
ndo induziu uma maior expressdo das enzimas conversoras. Portanto,
sendo a plasmina uma enzima de papel crucial na invasibilidade do
tecido circundante, a sua baixa expressdo indica que o tratamento com
os EACv e EHCv nio influencia a degradacdo da matriz, reportada na
etapa 1 (Figura 5) do processo de formagdo de vasos.

Figura 31: Fotografia do gel de gelatina com 20% de leite, ensaio de zimografia.

NT VEGF EACv EACv+VEGF

NT VEGF EHCv EHCv+VEGF

Gel de agarose com 20% de leite. As bandas demonstram a degradagdo do
substrato pelo plasminogénio, que deixa o gel transparente onde a proteina se
faz presente. O ensaio foi reaslizado em triplicata.
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7 DISCUSSAO

A demanda crescente do uso de espécies vegetais como plantas
medicinais gera a necessidade de conhecimentos sobre as respectivas
propriedades fitoquimicas e farmacologicas voltadas a definicdo da
eficacia e de limites de seguranca relativas a esses recursos fitoterapicos
(REDDY et al., 2003; WANG et al., 2004). Como parte desse desafio
em escala global, o presente estudo dedicou-se a investigar atividades
biologicas relacionadas a formagdo de vasos sanguineos, a partir de
extratos foliares obtidos da espécie vegetal C. verticillata L, utilizada
como planta medicinal pela populacdo em fung¢do, principalmente, das
propriedades hipoglicemiante e antiinflamatoria.

O uso de espécies nativas e medicinais ¢ muito comum no Brasil
apresentando, por vezes, diferentes formas de uso e indicagdes. A
espécie C. verticillata segue esse padrdo onde, por exemplo, na regido
paraense ¢ etnofarmacologicamente utilizada como adjuvante no
tratamento de acidentes vasculares cerebrais (Barbosa et al., 2002),
enquanto nos estados de Minas Gerais e Parana ¢ conhecida pelo uso do
cha em fungdo das propriedades antidiabéticas (SILVA et al., 1996;
BELTRAME, 2001). Dai ser reconhecida popularmente como “insulina
vegetal”. De fato, a literatura tem reportado diversas propriedades
farmacolégicas dos extratos de C. verticillata, incluindo especialmente
as atividades hipoglicemiante, antidislipidémica, antioxidante e
antiinflamatoria (VIANNA et al, 2004; BELTRAME et al, 2001;
KHALIL et al, 2008; FERREIRA et al, 2008 e QUILEZ et al, 2007).

Uma diferencga quantitativa no teor de flavonoides nas diferentes
estacdes indicou a influéncia das instabilidades climaticas ocorridas no
decorrer do ano de 2012 nos resultados enocntrados.

O ano de 2012 destacou-se pelo alto indice pluviométrico e de
altas temperaturas. A temperatura média anual (19,9°C) correspondeu a
um aumento de 1,3°C da média climatologica, com destaque para o
registro de um recorde absoluto de 35,9°C (outubro) frente a 35,6°C
(dezembro) de 1940. Os graficos apresentados, dados da Estacdo
Meteordlica do Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias
Atmosféricas da Universidade de Sdo Paulo, demonstram a temperatura
e precipitacdo ocorridas no ano.
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Grafico 16: Temperatura média mensal do ar e precipitagdo mensal acumulada
para os anos de 2011 e 2012, além das normais e médias climatologicas.
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Temperatura média mensal do ar e precipitacdo mensal acumulada para os anos
de 2011 (azul) e 2012 (vermelho), além das normais ¢ médias climatologicas.
Normais entre os anos de 1933-1960 (verde), e entre 1961-1990 (roxo), a média
entre 1933 e 2012 ¢ mostrada em cor laranja.
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No presente estudo, a partir da identificacdo de contetidos
sazonais de compostos flavonoides totais nos extratos aquoso (EACv) e
hidroalcoolico (EHCv) de C. verticillata, esses extratos foram avaliados
sobre modelos in vivo e in vitro para avaliagdo de seu efeito sobre a
formacdo de vasos sanguineos. Os resultados demonstraram uma agdo
antiangiogénica ¢  antivasculogénica  (quando  administrados
isoladamente) in vivo em embrides de galinha (Figura 20) e acdo
bloqueadora da angiogénese induzida por VEGF, em camundongos
adultos (Grafico 6). Em embrido de D. rerio (Figura 22) foi possivel
verificar uma a¢do anti-angiogénica transitoria, relacionada in vitro
principalmente a inibicdo de brotamento (vessel sprouting) e de
elongacdo de microvasos e a atividade citotoxica em células endoteliais
da veia umbilical humana — HUVEC (Graficos 7 ¢ 9).

As primeiras caracterizagdes farmaco-quimicas e toxicologicas de
extratos da espécie C. verticillata foram reportados em meados dos anos
80 (COSTA et al., 1990; SILVA et al., 1993, LIZANA et al., 2000) ¢
identificaram a presenga de flavonoides na planta, achados que
corroboram os resultados das analises fitoquimicas dos extratos - EACv
e EHCv (figura 6). Além destes resultados foi verificado (Tabela 1) que
ambos os extratos apresentaram uma significativa atividade sequestrante
do radical DPPH, indicando uma ag¢io antioxidante que aponta para o
supracitado teor de flavonoides, como também verificado na literatura
(FERREIRA et al., 2008; KHALIL et al., 2008; LINO et al., 2008).

No que concerne ao potencial antioxidante dos flavonoides ¢
reconhecida a importancia nutricional desses compostos facilmente
adquiridos em uma dieta de frutas e verduras, e que auxiliam na
prevencdo e desenvolvimento de doencgas inflamatérias cronicas
associadas, inclusive, a extensiva neovascularizagdo. De fato foi
verificado que alguns mediadores inflamatdrios podem atuar na indugao
da expressdo de fatores angiogénicos, como o VEGF (KOCH, 1998),
sendo essa inter-relagdo importante no contexto das doencas
angiogénicas (FOLKMAN, 1995).

As condi¢des determinantes de processos inflamatorios cronicos
vem sendo consideradas também importantes no estudo (fisiopatologico)
do descontrole da formagdo de vasos sanguineos (angiogénese)
(MOURA et al., 2009). Os resultados apresentados neste trabalho,
identificaram a presenca de agdo antioxidante, possivelmente
relacionadas a presenca de compostos flavonoides, mas ndo
demonstraram agdo inibitoria da proliferagdo celular, como aquela
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demonstrada nas células endoteliais estimuladas com FGFb ou VEGF
(FOTSIS et al., 1997; KIM., 2003). Entretanto, também foram
verificados os resultados em modelos in vivo, uma inibicdo da
angiogénese (FOTSIS et al., 1997, KIM, 2003). Estudos prévios,
demonstram ainda, atividade dos flavonoides sobre a migragdo celular e
na modulagdo da desorganizacdo da membrana basal (REN et al., 2003),
diferentemente dos resultados observados nas condigdes estabelecidas
neste trabalho.

No entanto, deve ser igualmente considerado que muitos outros
compostos quimicos, com acdo antiangiogénica, foram descritos em
extratos de C. verticillata, como por exemplo, o B-sitosterol, o
resveratrol ¢ a quercetina (LIZANA et al., 2000; BELTRAME et al.,
2001; 2002; LUCENA et al., 2010; QUILEZ et al., 2004).

Uma primeira abordagem sobre a agdo dos extratos de C.
verticillata na angiogénese foi realizada com base na avaliagdo de
viabilidade celular, utilizando-se a linhagem HUVEC, através do
método colorimétrico do MTT. Os resultados desses ensaios mostram
que ocorreu uma redugdo significativa da viabilidade celular nessa
linhagem endotelial, no periodo de 24 a 48 horas de exposi¢ao ao EACv
e ao EHCv. Esses achados estdo de acordo com aqueles descritos por
Lucena e colaboradores (2009) tendo sido referidos como uma atividade
citostatica moderada do C. verticillata em células HEp-2.

Os extratos aquoso ¢ hidroalcoodlico de C. verticillata (EACv e
EHCv; 1 — 100 ug/mL; em periodos de 24 e 48 horas de tratamento)
inibiram a viabilidade de células da linhagem HUVEC. Na concentracdo
de 10 ug/mL o EACv - amostra de primavera, durante um periodo de
apenas 24 horas de exposicdo, foi capaz de reduzir em até
aproximadamente 80% a viabilidade celular (p<0,01; Grafico 9)
evidenciando assim um potencial citotoxico sobre essas células. Tais
achados corroboram com os resultados in vivo encontrados no teste da
YSM, onde se verificou a inibi¢cdo da vasculo-angiogénese (Grafico 2)
pelos extratos quando administrados isoladamente e/ou em associagéo
ao fator pro-angiogénico (FGFb). E importante notar que, de um modo
geral, o EHCv foi mais efetivo que o EACv na redugdo da viabilidade
celular durante um periodo de 48 horas de exposigdo (Grafico 8).

Como descrito na pagina 17, no topico 1.5, a auséncia de
equilibrio fisiologico no processo de angiogénese esta implicada na
ocorréncia de diversas patologias e, na embriogénese, pode influenciar
comprometendo principalmente o crescimento do embrido (Carmelliet,
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2003). Nesse contexto, os resultados do presente estudo mostram que os
extratos aquoso ¢ hidroalcoolico de C. verticillata inibiram a formagio
de vasos sanguineos iniciais nas membranas do saco vitelinico e
corioalantdica de embrides de galinha de 4 ¢ 8 dias de desenvolvimento,
respectivamente. O ensaio da membrana corioalantdéica (CAM Assay)
tem a vantagem de na idade de 7-8 dias de desenvolvimento a resposta
inflamatoria esta ausente, o que auxilia no controle das condi¢des de
avaliacdo da formagdo dos vasos sanguineos (RIBATTI et al, 1996 ¢
1999; STATON et al, 2004).

O YSM assay permitiu distinguir entre microvasos formados e
aqueles vasos vitelinicos primordiais, ja presentes no segundo dia
embrionario do desenvolvimento do embrido de galinha doméstica (E2)
sob acdo de fatores diferentes durante o desenvolvimento. Assim, o YSM
assay permitiu avaliar a a¢do inibitéria de extratos e compostos isolados
sobre a vasculogénese e a angiogénese inicial na membrana vitelinica
(YSM) (GAGLIARDI et al, 1998; DIAS et al., 2005 e 2008; YI et al,
2015).

De fato, a administracdo de 100 ug/mL de EACv e EHCv foi
capaz de reduzir em aproximadamente 45% a formacdo de vasos
sanguineos na vesicula vitelinica (YSM) e na membrana corioalantdica
(CAM), respectivamente, quando administrados isoladamente. Além
disso, tanto o EACv como o EHCv, administrados em associagdo com o
FGFb (YSM) reverteram o conhecido efeito pro-angiogénico desse fator
de crescimento. Entretanto, o mesmo efeito ndo foi observado na
associagdo dos extratos com VEGF-A, no modelo da CAM.

Diferentemente dos modelos anteriores, no modelo de
angiogénese de embrides (i.e, angiogénese intraembrionaria ¢ ndo de
vasos extraembrionarios) de D. rerio (Figura 20), este comportamento
ndo apresentou uma relevancia estatistica. As imagens (Figura 21 e 23)
indicam particularmente 0 momento em que vasos sanguineos (artérias
intersegmentares; ISVs) sdo formados in vivo a partir de brotamentos
angiogénicos consecutivos no sentido céfalo-caudal, derivados da aorta
dorsal na regido truncal, auxiliando na compreensdo de numerosos genes
conservados em diferentes grupos animais.

Sendo o desenvolvimento de vasos primitivos do embrido um
processo bem caracterizado, as analises de mutagdes que afetam seu
desenvolvimento permite um acessivel monitoramento na identificacdo
de possiveis agentes antiangiogénicos (STATON et al, 2004). O modelo
permite ainda, mesmo que os processos de vasculogénese e angiogénese
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ndo sejam bem delimitados espago temporalmente, no D. rerio,
distinguir a formacdo dos vasos uma vez que a aorta dorsal e veia
cardinal posterior mostraram ser formadas por vasculogénese (ZHONG
et al, 2001); e que os vasos intersegmentares (ISVs) e os intersomiticos,
que brotam da aorta dorsal, acredita-se serem formados por angiogénese,
em 20 horas po6s fertilizagdo (hpf) (ISOGAI et al., 2001).

Serbedzija e colaboradores (1999) demonstraram que inibidores
dos receptores de tirosina cinases bloqueiam a angiogénese, por meio de
ensaios colorimétricos usando linhagens transgénicas de zebrafish, como
os utilizados no nosso estudo tg KDR:GPF (Flk-1/VEGFR?2) e tg Flt-1
(VEGFR2), para avaliar o efeito dos extratos na modulagdo dos
receptores de VEGF na formagdo dos vasos sanguineos do zebrafish.
Também ja foi demonstrado que extratos de outras plantas, como a
canela, inibem a angiogénese em zebrafish via receptores de VEGF
mediados por cinases. Entretanto, os resultados demonstrados neste
trabalho ndo mostraram diferencas na expressao destas proteinas.

Os resultados expressos na figuras 20 e 21, mostram que ambos
os extratos de C. verticillata (EACv e EHCv; 0,1 — 10 ug/mL) inibiram
a angiogénese intersomitica, a partir da aorta dorsal, de alguns embrides
de D. rerio, no estagio de 13 somitos. Sugerindo que na vasculatura
intraembrionaria os efeitos antiangiogénicos podem ser similares aos
verificados em membranas extraembrionarias (anexas) de embrides de

G. domesticus. A administragdo 10 ug/mL de EACv ou EHCv também
apresentou um bloqueio parcial da angiogénese na aorta do peixe
(Figura 21), de modo similar ao observado no grupo tratado com o
inibidor angiogénico (SU5416; controle positivo). Apos o periodo de
tratamento, porém, foi possivel notar uma normalidade do padrdo de
desenvolvimento destes embrides.

A andlise morfo e biométrica realizada nos embrides de G.
domesticus (E4) apontou prejuizos no crescimento, i.e, redugdo
significativa no comprimento dos embrides dos grupos expostos aos
extratos (Grafico 5). Tal atraso no desenvolvimento pode ser
interpretado como uma consequéncia deletéria direta da condi¢do de
reducdo de vasos, em razdo de uma possivel agdo antivasculo-
antiangiogénica dos extratos, na vasculatura extraembrionaria (MOORE
& PERSAUD, 2008). Da mesma forma, os embrides de zebrafish
submetidos aos extratos no ensaio de angiogénese apresentaram atraso
correspondente a aproximadamente 3 horas no respectivo
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desenvolvimento (Figura 20 ¢ 21). O atraso do desenvolvimento ¢ uma
diminui¢do das medidas dos embrides poderiam ser respondidas se os
extratos estivessem atuando sobre a sinaliza¢do Notch. Notch é uma das
vias ativas para a formagdo dos vasos sanguineos durante o
desenvolvimento, tendo inclusive como alvo receptores de VEGF
(Copeland et al., 2011). Este sendo também importante no processo de
somitogénese.

Portanto, com base nas caracteristicas especificas em que esse
ensaio do zebrafish foi realizado, os resultados relativos a inibi¢do do
crescimento dos embrides de peixe, descritos acima, passaram a ser
interpretados como uma tendéncia apenas ao retardo no crescimento, ¢
considerados entdo sem relevancia, ou significado estatistico. Por outro
lado, diferentemente do que foi relatado em um estudo prévio
(ALMEIDA et al, 2007), os modelos de estudo de inibigdo da formacdo
de vasos sanguineos e de morfometria de embrides ndo mostraram a
ocorréncia de efeitos embriotdxicos ou anomalias congénitas aparentes
nos grupos tratados com EACv ou EHCv, nas condi¢des experimentais
descritas no topico - Metodologia.

Conforme os resultados apresentados (Figura 22) a técnica de
hibridizacdo in situ permitiu investigar se expressdo génica especifica de
RNA ou proteinas de moléculas adesivas envolvidas no processo de
angiogénese (HAFFTER et al., 1996) sofreu alteragdo apos tratamento
com os extratos. Uma melhor compreensdo dos principais mecanismos
de desenvolvimento embrionario enfatizando aqueles relacionados a
morfogénese do sistema vascular (LAWSON et al., 2000) permite
eluciadar o mecanismo de agdo do extrato. Segundo Montero-Balanguer
e colaboradores (2009), VE-caderina tem um papel fundamental no
desenvolvimento vascular, demonstrando inclusive que na auséncia ou
deficiéncia da proteina, as jungdes aderentes sdo desestabilizadas,
impedindo maturagdo dos vasos e causam fragilidade capilar, resultando
em hemorragias e prejuizo ao animal. Todavia, os resultados ndo
indicam ocorréncia de alteragdes na expressdo de proteinas de adesdo
celular VE-caderina (Figura 3), proteina transmembranares endotélio-
especifica, que estabiliza as conecgdes entre as células endoteliais
permitindo o elongamento do broto e posterior remodelamento vascular
(DEJANA, 2004). Foi possivel verificar, portanto, que o EACv nio foi
efetivo na desestabilizagdo das jun¢des, nas condi¢des especificadas na
Metodologia.
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Também a expressdo génica de HIx-1, cujo potencial in vitro
reside na sobrevivéncia e proliferacdo das células endoteliais, ndo foi
modificada (HERBERT et al., 2012). A expressdo do gene HIx-1 tem
sua expressdo verificada na placa precordal durante o desenvolvimento
do sistema nervoso central (FJOSE et al, 1994), mas recentemente foi
verificada especificamente durante o sprouting angiogénico das veias
intersegmentares e intersomiticas (HERBERT et al., 2012). No presente
estudo, foi injetado morfolino de VEGF em embrides porém novamente
sem resultados conclusivos em razdo da falta de significancia estatistica,
muito embora tenha sido observado um nivel de resposta inibitoria
importante em alguns exemplares de embrides, como mostrado na figura
23.

Nos embrides de D. rerio se observa uma tendéncia a inibi¢do da
angiogénese em todos os grupos expostos ao EACv ndo injetado e
injetados com morfolino de VEGF. Em contraste com 0s nossos
resultados, estudos prévios apontam para a significativa inibigdo da
angiogénese com base nessa técnica decorrente da administragdo de
outros flavonoides, a exemplo caso da quercetina (JEON et al, 2007;
ZHAO et al., 2014), resveratrol (BRAKENHIELM; CAO; CAO, 2001)
substancia esta também presente no C. verticillata, conforme
anteriormente descrito por Beltrame e colaboradores (2002).

A agdo inibitéria dos extratos (administrados isoladamente) sobre
a vasculo-angiogénese no desenvolvimento, verificada nos modelos
realizados com anexos embrionarios ¢ embrides de galinha e peixe, ndo
se reproduz no modelo de angiogénese avangada, em camundongos
adultos. Como descrito anteriormente, nesse ensaio a angiogénese de
reparo tecidual é expressa como o teor de hemoglobina presente no plug
de implantado na regido subcutdnea do dorso dos animais, ¢ os plugs
contendo 10 ug/mL de EACv ou EHCv (Grafico 6) co-administrados
VEGF-A (50 ng/mL), apresentou o potente efeito pro-angiogé€nico
parcialmente revertido de modo significativo.

E digna de nota a resposta inibitoria constatada em diferentes
modelos de estudo, naqueles ensaios em que os extratos de C.
verticillata foram co-administrados com o fator de crescimento
angiogénico. Conforme o descrito nos resultados desses ensaios (Grafico
2,3,5, 6 e figuras 20 e 24), as respostas de inibigdo do processo de
formacdo de vasos sanguineos pelos extratos foram expressas no sentido
de que EACv e/ou EHCv reverteram o efeito pro-angiogénico do FGFb e
do VEGF-A.
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Diante dessas evidéncias torna-se plausivel propor que, nas
condig¢des supracitadas, quando administrados em presenca do VEGF-A
ou do FGFb, os extratos exergam acdo antiangiogénica de um modo
significativamente efetivo, ¢ que conforme demonstrado, tal agdo
diferenciada esteja diretamente relacionada a interagdo (ou arranjo
formado) entre constituintes quimicos do extrato (EACv e EHCv) ¢ as
moléculas do fator de crescimento angiogénico (VEGF-A ou FGFb), no
microambiente da célula endotelial. No entanto, ¢ importante salientar
que os resultados apresentados nesta tese, foram realizados com base nas
propriedades do metabolismo secundério de C. verticillata. Sugere-se
que um novo corpo de evidéncias sobre as atividades farmacolodgicas
deva ainda ser clarificada em estudos que abordem também os
constituintes primarios e estruturais destas plantas, como polissacarideos
(VIEIRA et al, 1992; LIZANA et al , 2000).

Primeiramente foi realizado o ensaio de brotamento (vascular
sprouting) e crescimento de microvasos em substrato constituindo uma
sensivel e versatil ferramenta de facil execugdo e alta reprodutibilidade
para analisar compostos pré e anti-angiogénicos (HEISS et al., 2015).

Os resultados indicaram uma inibigcdo significativa de ambos
extratos (Grafico 9), no brotamento estimulado por VEGF e FGF. Os
resultados corroboram com os ensaios in vivo supracitados, que também
reverteram a agdo pro angiogénica destes mesmos fatores (Grafico 2, 5 e

6). Os resultados obtidos a partir da exposi¢do a 10 ug/mL de EACv
(Grafico 9 e 10) referentes a consistente inibi¢do de 40% em gel de
fibrina ¢ 40% em gel de colageno no brotamento ¢ elongacdo de
microvasos a partir de HUVEC estimuladas por VEGF-A ou FGFb, se
somam as evidéncias anteriores, obtidas in vivo, conferindo um suporte
adicional a idéia de uma preponderancia da interacdo dos extrato de C.
verticilata, nas respostas de modulagdo negativa da angiogénese.

Tendo em vista os resultados alcangados com os modelos de
estudo da angiogénese in vivo, buscamos entdo elucidar o mecanismo de
acdo inibitoria dos extratos (EACv ¢ EHCv), avaliando a agdo dos
extratos sobre eventos celulares que subsidiam esse processo de
formacdo de vasos sanguineos, ou seja, proliferagdo, migracdo, adesdo e
morte celular, bem com, a atividade enzimatica de degradag¢do da matriz
extracelular endotelial, ¢ o processo morfogenético de tubulogénese
vascular.

Como ja descrito no topico — Resultados desta tese, as respostas
obtidas nos ensaios de proliferagdo celular de HUVEC em cultura
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primaria (Grafico 12), determinagdo do perfil de morte celular por
citometria de fluxo (Tabela 3), migracdo (Figura 25), adesdo sobre
diferentes componentes de matriz extracelular (substratos contendo
colageno-1, fibronectina, ou fibrinogénio) e spreading (Grafico 13 ¢
Figura 26), de cinética de adesdo (Grafico 14), avaliagdo do
citoesqueleto (Figura 28, 29 e 30), tubulogénese (Grafico 11), avaliagdo
da atividade proteasica por zimografia (Figura 31) e a fosforilagdo de
receptores de VEGFR2 (Figura 30), ndo foram conclusivas, tendo
resultado estatisticamente ndo-significativos nas condi¢des estabelecidas
nos protocolos descritos na Metodologia.

No entanto, de um modo distinto desses ultimos resultados, a
exposi¢cdo das células (HUVEC) durante um periodo de 24 horas ao
EACv (somente na concentra¢do de 0,1 ug/mL) concomitantemente ao
VEGF-A (co-tratamento) foi efetiva em reverter o efeito desse fator
angiogénico sobre a migragdo, expressa em percentagem de fechamento
da cicatriz produzida na monocamada das células endoteliais em cultura.

A matriz extracelular tem um papel crucial na cicatrizacdo de
feridas, ¢ esta envolvida em importantes processos celulares. Dentre
seus varios componentes destacam-se a fibronectina (FN — a581) e
colageno (COL — alB1), que interegem especificamente com diferentes
celulas através de moléculas de integrinas de receptores especializados
de membrana (BISCHOFF, 1995; HOELZLE; SVITIKINA, 2011). A
interagdo entre célula e matriz ¢ fundamentalmente realizada através do
citoesqueleto, portanto, analisar o comportamento o comportamento
destas moléculas, traz dados relevantes sobre a atividade migratoria e
outros aspectos do comportamento celular de HUVEC (HOELZLE &
SVITKINA, 2011) .

As fibras de a-actina e B-tubulina do citoesqueleto associados a
demais proteinas presentes nas células endoteliais apresentam fungéo
vital na adesdo célula-célula e célula-matriz. Hoelzle e Svitkina (2011)
mostraram que a interagdo inicial entre as HUVEC ¢ realizado pelos
filopodios, protusdes conectadas pelas moléculas adesivas de VE-cad.
Por outro lado, Zahra e colaboradores (2014) demonstraram que um
prejuizo na interagdo das fibras do citoesqueleto pode acarretar em
complicagdes aos pacientes diabéticos, como o aumento da resposta
inflamatoria e danos cardiovasculares.

Considerando o efeito inibitéorio do EACv verificado sobre a
migragdo de células endoteliais, investigou-se a organizagdo das fibras
do citoesqueleto de células da linhagem HUVEC por meio da técnica de
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imunohistoquimica, utilizando-se como marcadores, o-actina e [3-
tubulina, realizada de acordo com a descri¢do detalhada no tdpico —
Material e Métodos. Os resultados (Figuras 27, 28 ¢ 29) mostram que
em células endoteliais, expostas durante 24 horas a 10 ug/mL de EACv
ou EHCv, n3o houve diminui¢do no nimero de ambas as fibras, e ou
uma desorganizagdo. Portanto, nas condigdes estabelecidas para o
ensaio, ndo foi possivel confirmar uma alteragdo no citoesqueleto que
justificasse a inibi¢do apresentada no ensaio de migragdo celular em
monocamada de HUVEC (Figura 25) ou brotamento em esferdides
(Grafico 9 e 10).

Avaliando a Tultima etapa do processo de brotamento, a
tubulogénese, usou-se um gel tridimensional como substrato, em placa
de w-slide, especifica para ensaios que visam mimetiza in vitro o
comportamento das HUVEC no microambiente celular in vivo. O gel
constituir-se de uma substincia rica em laminina-1, extraida da matriz
extracelular de células do tumor Engelbreth-Holm-Swarm de
camundongos (KLEIMANN et al., 1986) forma um arcabougo ideal para
a formacdo dos loops de células. Entretanto, os resultados do efeito do
EACv isolado ou coadministrado com VEGF ndo mostrou diferenca
significativa no nimero de loops formados.

Diante desse cenario, passou-se a considerar a possibilidade de
que os extratos estivessem agindo diretamente sobre a sinalizagdo da
célula endotelial (HUVEC), a nivel de membrana e citoplasma, ¢ desta
forma indiretamente no processo de angiogénese. Essa nova abordagem
focou inicialmente em ensaios voltados a resposta modulatoria da
fosforilagdo do VEGFR2 e do PI3K, na via de sinalizacdo das HUVEC
responsivas ao estimulo de VEGF-A. Inicialmente, o ensaio de Western
Blotting relativo a analise de perfil de fosforilagdo do receptor KDR, e
da proteina cinase PI3K (Figura 29) mostrou que a exposicdo de
HUVEC ao EACv nao inibiu a fosforilagdo a nivel de membrana ¢ nem a
nivel de citoplasma. As imagens do tratamento com o EACv parecem
indicar a ocorréncia de algum grau de fosforilagdo de ambos os
receptores, principalmente quando o extrato é associado ao VEGF. Tal
interpretacdo também nos permitiria especular sobre a possibilidade de
que o extrato (2 horas de exposi¢do) pudesse potencializar o efeito do
VEGF/PI3K promovendo, por exemplo (com base no disposto na Figura
7) a sobrevivéncia (via AKT), assim como, as atividades migratoria
e/ou proliferativa, via NOS/MAPK e PLC/ERK, respectivamente.
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Embora os resultados do teste de proliferagdo celular de HUVEC
(Grafico 12), pudessem respaldar essa idéia, o mesmo ndo se poderia
considerar com base nos resultados obtidos sobre a migragdo ¢ de
viabilidade celular nos ensaios de brotamento em esferoides e de
viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTT (Gréaficos 7 e 8).
E, adicionalmente, com base nos resultados obtidos com a técnica de
binding (Biacore) mostrados no Grafico 15, onde se verifica uma
tendéncia a redugdo de cerca de 20 % na ligagdo VEGF-KDR na
presenca de 1 ug/mL do extrato EACv, indicativo de uma ligagéo
inespecifica.

Quando analisados no todo os efeitos de inibigdo relacionados a
co-tratamentos (associagdo) com extratos ¢ VEGF-A ou FGFb nos
ensaios in vivo, também ndo deveria ser descartada a hipotese de uma
possivel atividade inibitoria exercida por compostos do metabolismo
primario do EACv (constituintes estruturais, a exemplo de
polissacarideos heparindide), sobre o receptor angiogénico - VEGFR2
(KDR) efou sobre o respectivo complexo arranjo de proteoglicanas
como HSPG (e.g.) na membrana da célula endotelial (NUGENT &
10270, 2001).

Com base nos resultados significativos alcan¢ados por meio do
presente estudo, a acdo antiangiogé€nica tal como as numerosas
propriedades de C. verticillata ja descritas na literatura, pode vir a ser
decisiva em prover, no futuro, novas alternativas farmacologicas para o
controle de doengas tipicamente angiogénicas, assim como, o controle
da diabetes e de inimeras disfun¢des associadas a processos de carater
inflamatorio cronico.

No entanto, diante da luz lancada pelos resultados deste estudo,
presentemente € necessario concluir que, apesar de uma aparente
auséncia de toxicidade aguda de C. verticillata (FERREIRA et al.,
2008), cuidados sdo especialmente recomendados em relagdo ao uso de
extratos dessa espécie durante a gestacdo, com base nos efeitos abortivos
e teratogénicos registrados em ratos (ALMEIDA et al., 2007). Da
mesma forma que os achados do presente estudo, os efeitos
vasoconstritores (GARCIA et al.,, 1997) e citotoxicos do EACv
evidenciados por Saenz et al. (2000) e Vicentini et al. (2001) apontam
para a importancia da realizagdo de estudos adicionais com vistas a se
avaliar a seguranca do uso terapéutico de extratos de C. verticillata.

Alguns aspectos de grande importincia devem ser ressaltados
neste trabalho. Primeiramente, em relagdo a diversidade de ensaios
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disponiveis para o estudo da angiogénese, in vivo, que esta justamente,
nas especificidades e peculiaridades de cada um, no que concerne ao
tipo de resposta angiogénica. Por esse motivo, os resultados obtidos na
tese com um tipo de ensaio ndo foram generalizados, mas
particularmente avaliados e complementados com outros tipos de
ensaios que respondessem as questdes relativas aos diferentes efeitos
encontrados nos ensaios realizados.

Conforme citado na literatura, estudos desenvolvidos com plantas
medicinais (chas, fitoterapicos e extratos) apresentaram expressivos
achados, in vitro, em detrimento dos, in vivo com pouca ou
negligenciadas atividades (KEZARWANI e GUPTA, 2013). Fato
possivelmente explicado pela baixa solubilidade dos extratos ou
constituintes, ou devido ao tamanho molecular inadequado das
moléculas envolvidas, resultando, portanto, em uma baixa absorgdo e
reduzida biodisponibilidade no tecido ou célula alvo (MANACH et al.,
2004).

De forma contraditéria, nossos resultados indicaram maior efeito
de reversdo de fatores pré angiogénicos nos ensaios in Vvivo,
comparativamente aos in vitro. Caracteristica explicada possivelmente
pela acdo sinérgica entre os diversos compostos presentes em um extrato
(KESARWANI e GUPTA, 2013). E importante destacar que muitos
principios ativos, quando isolados, apresentaram auséncia de atividades
bioldgicas comparativamente aos seus extratos; € este preceito, do
isolamento, vem ao encontro aos principios holisticos de Jun - Chen -
Zuo - Shi ou furfang, da medicina tradicional chinesa, onde “a totalidade
prevalece sobre o segmento” (KESARWANI e GUPTA, 2013).

Portanto, os resultados deste trabalho contribuem de forma
significativa na elucidagdo dos efeitos dos extratos de C. verticillata
sobre a formagdo de vasos sanguineos em diferentes modelos, trazendo
uma contribuicdo mesmo que parcial na utilizagdo dos extratos,
especialmente o EACv, pela populacdo brasileira. A contribui¢do deste
trabalho com dados de eficacia, segurang¢a e reprodutibilidade podem
auxiliar futuramente a viabilizacdo do desenvolvimento de um produto
final. Portanto, estudos adicionais para estabelecer os mecanismos (vias
bioquimica) subjacentes as agdes antiangiogéncias de C. verticillata
devem ser realizados.

E, enquanto as pesquisas ndo preenchem estas lacunas de
conhecimento, segue-se a recomendagdo da Angiogenesis Foundation,
que preconiza o estabelecimento do processo angiogénico normal
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através do equilibrio entre saude e doenga, entre a vida e a morte ¢
especialmente através das nossas escolhas diarias. Desta forma nos
beneficiaremos com uma formagdo dos vasos equilibrada e com muita
saude para todos.

8 CONCLUSOES

- EACv e EHCv obtidos de C. verticillata apresentaram uma
atividade sequestrante do radical DPPH, indicando uma possivel
acdo antioxidante que se reflete no contetido de flavonoides desses
extratos.

- EACv e EHCv reduzem significativamente a viabilidade celular da
linhagem HUVEC, no periodo de 24 a 48 horas de exposigdo,
evidenciando um potencial citotoxico sobre essas células.

- No periodo de 48 horas de exposi¢do o EHCv foi mais efetivo que
0 EACv em reduzir a viabilidade celular de HUVEC.

- EACv e EHCYv isolados inibiram a formagdo de vasos sanguineos
iniciais (vasculogénese ¢ angiogénese) nas membranas do saco
vitelinico ¢ no modelo da membrana corioalantdica de embrides de
G. domesticus de 4 ¢ 8 dias de desenvolvimento (E4 e ER).

- Quando o EACv ¢ o EHCv foram administrados em associagdo
com FGFb (YSM assay) ambos os extratos foram capazes de
reverter o conhecido efeito pro-angiogénico desse fator de
crescimento.

- Os resultados acima concernentes a agdo inibitoéria de EACv ¢
EHCv sobre a vasculogénese ¢ a angiogénese de desenvolvimento
de embrides de D. rerio ndo foram representativos.

- A analise biométrica (comprimento CR) nos embrides de G.
domesticus (E4), assim como em D. rerio (estagio 13 somitos);
mostrou o prejuizo causado por ambos 0s extratos no crescimento,
bem como um atraso no desenvolvimento, consequentes a possivel
acdo antivasculo- e antiangiogénica desses extratos.

- A agdo inibitdria dos extratos administrados isoladamente sobre a
angiogénese de desenvolvimento, nos modelos de embrides de
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galinha e peixe ndo se reproduz no modelo de angiogénese
avangada, em camundongos adultos.

- Quando os extratos sdo administrados de forma associada com
VEGF-A ou o FGFb, o potente efeito pro-angiogénico desses
fatores de crescimento ¢ revertido de forma significativa, em
camundongos adultos.

- Quando administrados associadamente ao VEGF-A ou FGFb (co-
tratamentos), os extratos exercem ac¢do antiangiogénica de um modo
significativamente (mais) efetivo que nas respostas aos extratos
administrados isoladamente.

- Sugere-se que a acdo acima (mais efetiva) esteja diretamente
relacionada a interagdo (ou arranjo formado) entre constituintes
quimicos do extrato (EACv e EHCv) e as moléculas do fator de
crescimento angiogénico (VEGF-A ou FGFb), no microambiente da
célula endotelial.

- Os efeitos inibitorios dos extratos coadministrados com VEGF-A
ou FGFb sobre o brotamento e elongacdo de microvasos in vitro
(esferdides) conferem um suporte adicional a idéia (acima) de uma
interagdo entre “extrato e fator de crescimento nas respostas de
modulacdo negativa da angiogénese.

- Em conjunto, os resultados referentes a inibi¢do da vasculo-
angiogénese, in vivo, estio relacionados principalmente a inibigdo in
vitro (HUVEC) de brotamento (sprouting) e elongagdo de
microvasos, € a atividade citotoxica dos extratos.

- Os resultados de inibi¢do de crescimento embrionario (biometria)
e os efeitos citotoxicos do EACv e EHCv apontam para a
necessidade de estudos adicionais para que se possa melhor avaliar
os mecanismos de agdo, ¢ a seguranca e eficacia do potencial uso
terapéutico de extratos de C. verticillata.
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Anexos

Anexo 1. Aprovagio dos Protocolos de Pesquisa na Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA).

Protocoko

PPOCE2S

AL

VETOOOLOG RS UTILIZADAS NO LABORATORIO) CF ESTUDOS [M BIOATIVIDADE € MORS OGENESE ANIMAL - LEBIVA
Data do Entrads

130672013

Oficio n* S&CEUA/PROPESQ/2013

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(d): Prof(a) Dr(a) Paulo Fernando Dias, Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética -
CB

Prezadoda) Professora),
Em relagio 20 protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

Os procedimentos elencados no protocolo ¢ parecer estdo credenciados para uso no sew laborasério pelo
periodo de quatro anos. Qualquer alteragio destes, ou inclusio de novos, deverdio ser apreciados pela
CEUA-UFSC novamente.

Este credenciamento ¢ vilido para a utilizago das espécies ansmais: trezentos Gallus domesticus ¢
setecentos ¢ vinte camundongos (Mus musculus),

Procedéncia do animal: Indidstria Avicola Tyson® do Brasil ¢ Laboratdaio Setorial BIOOS4,

Por ocasido do término deste periodo de credenc DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacsonando o uso de amimais com estes procedimentos a0s resultados obtidos, conforme
formuldrio ON LINE CEUA,

Arencrosamente,

Relatono Firal previio pars (90 diss apos 1ermine da vighecks do no L @0 um novo

/qﬁ'o)w o

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

ot ook )
Dats OR/1072017
Duta OMOT/2013

Pareonr (o)
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Anexo 2. Autorizagdo para acesso e coleta de C. verticillata L. (CGEN).

MINESTERIO DO MI30 AMSIENTE
y Wmmwmm:wmmmmnm

2 L o Use da exbdade o

=237 WP, o Geral do cho de Uso da Mors o Fleresta

N AdE T4 mmzu“a-—-umvm-—&-u
CLP: 70818990 ¢ Telefone: 61) 33161474

e Soama.gue.be Registrodo no SGD/GRIVIIC
. . em._ 30 1 05 1 2LL3
OF 02001.007330/2013.74 CGAUF/IBAMA Aty
Brasilia, 13 de maio de 2013.

A Sua Magnificéncia o(a) Senhor(a)
Rosclane Neckel
Reftor{a) da Universidade do(a) UFSC - UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CAMPUS UNIVERSITARIO
FLORIANOPOLIS - SANTA CATARINA
CEP.: 88.040-900

mw:lmﬁm“wwdd&momh
mawanmm

Magnifico{a) Reitor(a),

1. Cumprimentando Vossa Senhoria vimos informar a inclusdo do seguinte
projeto de pesquisa, no portifélio da Autorizacdo Especial da Universidade Federal de
Smucmm-um,mmewammummmbmm

. Avaliagiio dos extratos aquoso © hidroalcélico de folhas de Cissus verticilatta L. em
processo de anguigénese fisiop logica, denado pelo Dr. Paulo Fernando Dias -
Processo/lbama n?® 02001.001806/2013-63. |

Atenclosamente,

loletre [0 vrepeas
JULIANNA SAMPAIO GOMES DE OLIVEIRA
Coordenador(a)-Geral do(a) CGAUF/IBAMA

GLRNETY DO LITORAWNSC

PP ivp b A
Role

pog. M1 T 013 - 0995

b
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Anexo 3. Declaracdo de depdsito de subamostra de C. verticillata L.
(Herbario RB)




