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RESUMO

SILVA, Genilson Rodrigues da. Efeito do Maxadilan na célula endotelial: papel na
permeabilidade vascular. 2016. 67f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Estudos recentes mostraram que na saliva do principal vetor da leishmaniose,
o flebétomo Lutzomyialongipalpis, encontram-se componentes vasoativos, como 0
peptideo maxadilan (MAX), um potente vasodilatador que contribui para infectividade
de vérias espécies de Leishmania. Os efeitos vasoativo e pré-inflamatério do MAX
sdo mediados por sua ligacédo altamente seletiva ao receptor pituitario tipo 1 (PAC1).
Trabalho recente do nosso grupo destacou a acdo pro-inflamatéria do MAX,
mostrando que esse peptideo induz aumento da permeabilidade vascular in vivo e
ativacdo de leucécitos em vénulas pos-capilares. Contudo, ndo ha na literatura
relatos sobre os efeitos diretos do MAX em células endoteliais, bem como estudos
sobre os mecanismos moleculares que modulariam estas ac¢des. O presente estudo
visa investigar os efeitos do MAX sobre as células endoteliais. Utilizando um modelo
experimental no qual as células da microvasculatura humana (HMEC-1) foram
incubadas ou ndo com MAX, vimos que o peptideo foi capaz de levar aumento da
permeabilidade endotelial de maneira dependente do receptor PAC1. Além disso, 0
peptideo foi capaz de promover a fosforilacdo e dispersao de VE-caderina, induzindo
sua internalizacdo econsequentetranslocacado de (-catenina para o nucleo. O MAX
promoveu reorganizacao do citoesqueleto de actina, fosforilacdo da proteina FAK no
residuo 397 e sua associacdo com actina, além da redistribuicdo de paxilina e sua
colocalizacdo com actina no ponto de adesédo focal. MAX induz a translocacdo de
Src para membrana, bem comosuacolocalizacdo e associacdo com VE-caderina nas
juncdes aderentes. Finalmente, vimos que a inibicdo farmacoldgica da proteina Src
reduz o efeito de MAX no aumento na permeabilidade endotelial. Em conjunto,
nossos dados sugerem gue os eventos inflamatérios induzidos pelo MAX envolvem
o rompimento da barreira endotelial apds sua interacdo como receptor PAC1. Uma
melhor compreensao dos efeitos do peptideo sobre o endotélio pode conduzir ao
desenvolvimento de estratégicas mais especificas para o tratamento da
leishmaniose. Além disso, 0 MAX pode se tornar uma nova ferramenta para o estudo
da biologia da célula endotelial.

Palavras-chave: Maxadilan. Permeabilidade. VE-caderina. Células endoteliais.



ABSTRACT

SILVA, Genilson Rodrigues da.Effect of Maxadilan in endothelial cell: role in
vascular permeability. 2016. 67f. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) - Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2016.

Recently, it was demonstratedthat saliva of Lutzomyialongipalpis, main vector
of leishmaniosis, presents vasoactive components such as Maxadilan (MAX), a
potent vasodilator that contributes Leishmaniainfectivity. The vasoactive and pro-
inflammatory effects of maxadilan are mediated by its highly selective pituitary
receptor type 1 (PAC1). Recent work from our group highlights the proinflammatory
actions of maxadilan, showing that this peptide increases in vivo vascular
permeability and leukocytesactivation in post-capillary venules. However, the effects
of MAX in endothelial cells, as well the molecular mechanisms involved in these
actions are not well described. This study aims to investigate the effects of MAX on
endothelial cells. First, human microvascular (HMEC-1) were incubated in the
absence or presence MAX and we demonstrated that this peptideis able to increase
endothelial permeability in a PAC1 -dependent manner. In addition, MAX was able to
promotephosphorylation and dispersion of VE-cadherin, inducing its internalization
and subsequent 3-catenin nuclear translocation. Also, MAX promoted reorganization
of the actin cytoskeleton, redistribution of paxillin and its colocalization with actin in
the focal adhesion, Furthermore, MAX inducesFAKphosphorylation at residue 397
and its association with actin. MAX induces Srctranslocation to membrane and its
association with VE-cadherin in the adherens junctions. Finally, Src inhibition
reducesthe effects of MAX in the endothelial permeability. Together, our data
suggest that the inflammatory events induced by MAX involve the disruption of the
endothelial barrier after interaction with PAC1 receptor. A better understanding of
MAX effects on endothelium may leads to the development of more specific
strategies for the leishmaniosis treatment and a new tool for the study of endothelial
cell biology.

Keywords: Maxadilan. Permeability.VE-cadherin.Endothelial cell.
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INTRODUCAO

Os insetos hematdfagos expressam compostos vasoativos em suas glandulas
salivares que servem para combater processos hemostaticos do hospedeiro quando
o animal se alimenta de sangue (Lerner e col., 2007). Estudos recentes mostraram
que na saliva do principal vetor da leishmaniose, o fleb6tomo Lutzomyia longipalpis,
encontram-se componentes vasoativos, como o0 peptideo maxadilan, um potente
vasodilatador que contribui para infectividade de varias espécies de Leishmania
(Lerner e col., 1991; Morris e col., 2001).

O maxadilan (MAX), isolado da glandula salivar do parasita, tem acao
vasodilatadora cerca de 500 vezes mais potente que a do CGRP (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina), o vasodilatador mais potente descrito até entdo
(Lerner. e col., 1991; Lerner e col.,, 2007). Os efeitos vasoativos e também pro-
inflamatoérios do maxadilan sdo mediados por sua ligacdo altamente seletiva ao
receptor pituitario tipo 1 (PAC1)(Moro e Lerner, 1997; Svensjo. e col., 2012). Apesar
de ndo apresentar sequéncia homologa ao PACAP (peptideo ativador da adenilato
ciclase da pituitaria encontrado em mamiferos) a ligacdo do maxadilan a PAC1
ocorre no mesmo sitio de ligagdo do ligante endégeno (Timmerman e col., 2012).

Trabalho recente do nosso grupo destacou a acdo pro-inflamatoria do
maxadilan, mostrando que esse peptideo induz,in vivo, o0 aumento da
permeabilidade vascular e ativacdo de leucécitos em vénulas pos capilares(Svensjo
e col.,, 2012). Contudo, ndo ha na literatura relatos sobre os efeitos diretosdo
maxadilan em células do endotelio vascular, bem como estudos sobre os
mecanismos moleculares que modulariam estas a¢des.

Considerando o papel crucial do endotélio na homeostase vascular e na
resposta inflamatdéria; o potente efeito do maxadilan sobre as funcdes vasculares; e
a importancia do sistema PAC-PACAP na modulacdo de diferentes eventos
fisiologicos, € relevante a elucidacdo dos efeitos e dos mecanismos moleculares
envolvidos nas ac¢des vasoativas e imunomoduladorias do Maxadilan, em especial
sobre as células endoteliais, com vistas também a possibilidade do desenvolvimento

de novos farmacos vasoativos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Endotélio

O endotélio vascular recobre a superficie interna dos vasos sanguineos e
linfaticos no organismo adulto atuando como uma barreira seletiva que controla a
passagem de fluidos, macromoléculas e leucécitos do sangue para os tecidos
(Timmerman e col., 2012). Durante muito tempo, foi considerado como uma camada
inerte que recobre a parede dos vasos e auxilia no aporte de substancias para o
tecido. Esta visdo mudou significatvamente e atualmente ele é reconhecido como
um tecido dindmico e heterogéneo esta também envolvido em diversos processos
fisiologicos e patoldgicos, tendo papel crucial no processo inflamatério (Mierke,
2012).Por sua localizacdo,é definido como o maior 6rgdo sensorial, capaz de
monitorar o funcionamento de varias partes do corpo humano, recebendo estimulos
produzidos localmente ou pela prépria corrente sanguinea (Bachetti e Morbidelli,
2000).

As células endoteliais sdo poligonais e seu eixo orienta-se na direcédo do fluxo
sanguineo. Usualmente, o nucleo destas células se projeta para dentro da luz
capilar, seu citoplasma contém poucas organelas, representadas principalmente por
um pequeno aparelho de Golgi, mitocondrias e polirribossomos livres e algumas
cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (Junqueira e Carneiro, 2008)

Evidéncias mostram que as células endoteliais apresentam-se
fenotipicamente heterogéneas, podendo variar sua composicdo antigénica,
propriedades metabolicas e respostas a fatores de crescimento, pois necessitam
constantemente moldar-se as necessidades do tecido local, adaptando-se a
diferentes microambientes. A heterogeneidade entre as espécies animais tem sido
relatada, mas sdo também interessantes as diferencas observadas dentro das
proprias espécies, onde as células endoteliais diferem dependendo do tamanho,
funcéo e localizagdo do vaso, podendo mesmo variar dentro de segmentos discretos
de um Unico ciclo da microcirculagdo (Rhodin, 1968; Graier e col., 1996; Quadri,
2012).
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O endotélio esta totalmente integrado ao seu ambiente e a relacdo intima
entre esse tecido e a circunvizinhanca surge ja na fase embrionéria de formacéo dos
vasos sanguineos (Luz e col., 2003). A variacdo na organizacao do endotélio capilar
em diversos sitios vasculares € devida as diversas funcdes exercidas por este tecido

incluindo a regulagcédo da permeabilidade endotelial (Timmerman e col., 2012).

1.2 Dinamica do citoesqueleto de actina

O citoplasma das células eucaridticas € organizado espacialmente em uma
rede de proteinas filamentosas conhecidas como citoesqueleto. Esta rede contém
trés tipos principais de filamentos: microtibulos, filamentos de actina e filamentos
intermediarios, que se organizam em arranjos helicoidais a partir de subunidades
gue se autoassociam usando uma combinagcdo de contatos protéicos. Em células
vivas, os trés tipos de filamentos do citoesqueleto sofrem remodelacdo constante por
associacao e dissociagado de suas subunidades (Alberts, 2010).

As diferentes formas e funcdes das estruturas de filamentos do citoesqueleto
nestas células dependem de um repertorio versatii de proteinas acessorias,
apresentando uma grande variedade de proteinas associadas. O tempo de
associacdo e dissociacdo de filamentos pode estar tanto diminuido quanto
aumentado por proteinas acessorias que se ligam a subunidades livres ou aos
proprios filamentos (Alberts, 2010).

Em células eucarioticas, existem estruturas especializadas que sédo formados
a partir de proteinas motoras responsaveis pelos movimentos destes filamentos.
Além da contracdo muscular, o sistema actina-miosina possui outros tipos de
movimentos nestas ceélulas, como por exemplo, a formacédo do citoesqueleto, o
deslocamento de organelas citoplasmaticas e o movimento amebodide (Alberts,
2010).

A integridade da barreira endotelial € mantida pelo balanco entre as forcas
contracteis de actino-miosina, da adesao célula-célula e pela forca de ancoragem da
célula na matriz extracelular (Dudek e Garcia, 2001; Kasa e col., 2015). A rede

complexa do citoesqueleto é essencial na regulacdo da barreira da célula endotelial
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e 0 seu rompimento leva a formacdo de fendas entre as células e consequente
aumento da permeabilidade vascular (Shasby, 1982; Verin, 2001; Késa e col., 2015).

Nas células endoteliais, em resposta a agonistas, como trombina ou o LPS
bacteriano, por exemplo, diferentes vias de sinalizacdes intracelulares séo ativadas -
como as pequenas Rho GTPase, a proteina quinase C (PKC), proteina da familia
quinase Src e a quinase da MLC (MLCK) - levando a ativagdo de cascatas de
fosforilacdo e aumentodo calcio intracelular. Estes eventos resultam na contracao
da actino-miosina, rearranjo do citoesqueleto de actina e ruptura nas juncdes

intercelulares, levando ao aumento na permeabilidade endotelial (Kasa e col., 2015).

1.3 Permeabilidade Endotelial

As alteracdes na funcdo de barreira endotelial desempenham um importante
papel na patogénese de muitos estados de doenca, incluindo inflamacéao,
cicatrizacdo de feridas, edema, lesdo pulmonar aguda, acidente vascular cerebral e
cancer (Wojciak-Stothard e Ridley, 2002). A manutencéo de barreira endotelial e a
resposta da barreira quiescente a agentes vasoativos produzidos localmente, como
a histamina, prostaglandinas, trombina e o VEGF é mediada principalmente pelas
mudancas dindmicas em junc¢des aderentes (JAs) e aumento da tensdo centripeta
criado pela contratilidade actomiosina (Feng e Col., 1999; Dejana, 2004).

A permeabilidade endotelial é regulada e coordenada pela ligacdo das células
endoteliais através de estruturas de membrana chamadas de juncdes. Séao
conhecidos trés tipos principais de juncdes endoteliais: as juncgbes firmes (JF),
juncdes GAP ou comunicantes e as juncdes aderentes (JA) (fig 1), que sao
necessarias para formar uma barreira estavel semipermeavel, porém seletiva. Esta
barreira controla a passagem de fluidos para o tecido subjacente, mas,
concomitantemente, previne a passagem em excesso destes fluidos que levaria
danos aos tecidos (Alexander, e col. 2014).

As juncdes firmes sdo compostas por claudina, ocludina e por moléculas de
adeséao juncionais (JAMs) constituindo cerca de 20% das proteinas de juncdo em
células endoteliais. Elas sdo mais encontradas em artérias, comparada ao vaso e

veias. Elas interagem com a ZO-1 no dominio citoplasmatico se ligando ao
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citoesqueleto de actina estabilizando assim, a funcao de barreira endotelial (Sukriti e
col, 2014).

As juncbes GAP ou comunicantes sdo constituidas por um agrupamento de
namero variavel de canais protéicos hidrofilicos, os conexons. Os conexons de uma
célula se alinham com os conexons da célula adjacente, formando um canal aquoso
continuo que conecta os citoplasmas das células em contato. O alinhamento dos
conexons determina uma fenda uniforme de 2-4 nm entre as células em interacao,
dai o nome juncéo tipo GAP (GAP, em portugués, significa fenda) (Sukriti e col.,
2014).

As juncOes aderentes exercem um papel importante na regulagdo da funcao
barreira endotelial, caracterizado por dominio extracelular, que estabelece
interacbes homofilicas entre as células vizinhas e a por¢cdo citoplasmatica, cuja
extremidade associa-se com vasta gama de proteinas intracelulares (Sukriti e col,
2014). As juncdes aderentes sdo compostas por proteinas da familia de adeséo de
caderinas. As células endoteliais expressam niveis relativamente elevados de dois
tipos de caderinas: uma caderina especifica nas células chamada de caderina do
endotélio vascular (VE-caderina) e caderina neuronal (N-caderina), que esta também
presente em outros tipos de células como as neuronais e as do musculo liso. Sdo
encontrados outros tipos de caderinas ndo-especificas nas células, como T-caderina
e P-caderina, sdo expressas em diferentes tipos de células endoteliais (Dejana,
2008).

Durante um processo inflamatorio, a permeabilidade microvascular aumenta
seletivamente em vénulas pds-capilares, onde as juncdes aderentes e a principal

tipo de moléculas de adesao entre as células (Orsenigo e col, 2013).
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Figura 1 - Organizacao estrutural das interacdes intracelulares da célula endotelial e
das interacbes da matriz
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Fonte: Adaptado deSukriti, 2014.

1.3.1 Caderinas

As caderinas pertencem a familia das glicoproteinas possuindo dominio
extracelular, que € responsavel de promover interacdes célula-célula e um dominio
transmembrana, e um dominio citoplasmatico que frequentemente esta ligado ao
citoesqueleto (Takeichi, 1988; Takeichi, 1995; Shapiro e col., 2007;). Além do papel
crucial nas interacdes célula-célula estabelecendo adeséo intima entre as células, as
caderinas também induzem diversas vias de sinalizacdo intracelular, podendo
regular varios eventos, como migracdo, proliferacdo celular e na permeabilidade
(Niessen & Gottardi, 2008).

As caderinas pertencem a uma superfamilia de moléculas de adeséao
dependentes de calcio, sendo dividida em seis subfamilias: caderinas classicas do
tipo | e do tipo I, caderinas desmossomais, caderinas transmembrana de sete
passagens, grandes caderinas e protocaderinas (Stemmler, 2008). As caderinas
classicas possuem funcdo de adesdo bem definida e sdo importantes na sinalizagéo,

as nao classicas incluem proteinas com fungbes de adesdo, fungdes nas
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sinalizacdes, na regulacdo do crescimento epitelial e a polaridade celular (Bruce e
col., 2010).

Diversas funcbes especializadas do endotélio requerem uma efetiva
capacidade de comunicacdo entre as células endoteliais e as células da parede
vascular (Polacek e col., 1997; Cooper, 2007). A maioria das células possui dois
diferentes mecanismos de comunicacao intercelular. A comunicacdo mediada por
fatores de crescimento ou por horménios € uma delas e, neste caso, as células néo
precisam ter contato direto. No segundo mecanismo, para que haja a comunicacao
intercelular, as células precisam estar em contato direto umas com as outras, sendo
essa adesao, em parte, devida a acdo coesiva de membros da familia das caderinas
(Junqueira e Carneiro, 2004).

As células sdo mantidas juntas por ligacdes dependentes de calcio formadas
entre os dominios extracelulares de moléculas de caderina que transpde o espaco

entre células vizinhas.

Tabela 1 - Alguns membros da superfamilia das caderinas classicas

Nome Principal localizagdo | Associacdo com | Fendtipo quando
Juncéo inativado em
camundongos.
Caderinas
Classicas
Caderina-E | Muitos epitélios Juncdes Morte em estagio
aderentes de Dblastocistos;
embrides nao
fazem
compactacao.
Caderina-N | Neurdnios, coracao, | Juncdes Embrides
musculo esquelético, | aderentes e | morrem por
lente e fibroblastos sinapses defeitos
guimicas. cardiacos.
Caderina-P Placenta, epiderme e | Jungbes Desenvolvimento




epitélio da mama. aderentes. anormal da

glandula

mamaria.
Caderina-VE | Células endoteliais. Juncgdes Desenvolvimento
aderentes vascular anormal

(apoptose de
células

endoteliais)

Fonte: Bruce Alberts, 2010.

Tabela 2 - Alguns membros da superfamilia das caderinas nao-classicas

Nome Principal localizacdo | Associacdo com | Fendtipo quando
Juncéo inativado em

camundongos.

Caderinas

Nao-classicas

Desmocolina Pele Desmossomos Bolhas na pele

Desmogleina | Pele Desmossomos Doenca de
bolhas na pele
devido a perda
da adesao célula-
célula dos
gueratinécitos

Caderina-T Neurbnios, musculo e | Nenhuma Desconhecido

coragao
Caderina 23 Ouvido interno e | Ligacdo entre os | Surdez

outros epitélios

esterocilios e as
células pilosas

sensoriais

19
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Fat (em | Epitélio e sistema | Juncdo Discos marginais
Drosophila) nervoso central sinalizadora aumentados e
(polaridade tumores,
planar celular) rompimento  da
polaridade planar
celular
Fat 1 (em |Varios epitélios e | Fenda do | Perda da fenda
mamiferos) sistema nervoso | diafragma no | do diafragma;
central glomérulo renal | mal formacéo do
e outras juncdes | prosencéfalo e
celulares dos olhos
Protocaderinas | Neurbnios Sinapses Degeneracao
a, B,y quimicas e | neuronal
outras
membranas
nao-sinapticas
Flamingo Epitélio sensorial e | Juncdo célula- | Rompimento da
outros célula polaridade planar

celular e defeitos

no tubo neural

Fonte: Bruce Alberts, 2010.

s

A princinpal caderina expressa nas células endoteliais € a VE-caderina

promovendo uma adeséo seletiva entre as células (Karp, 2005; Cooper, 2007).

1.3.2 A VE-caderina

A VE-caderina € uma molécula de adeséo celular dependente de calcio que

pertence a super-familia das caderinas classicas participando das interacdes célula-

célula. E expressa exclusivamente no endotélio, podendo ser utilizada como um

marcador de células endoteliais (Gory e col., 1999; Prandini, e col., 2005). A VE-
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caderina é formada por um dominio extracelular, um dominio transmembrana e um
dominio intracelular. O dominio extracelular medeia interacdes homofilicas e a
adesao entre células adjacentes e € composto de 5 “motifs” do tipo EC (typical
extracellular cadherindomains) que formam uma estrutura rigida, estabilizada por
ions de calcio (Fig.2a). Ja seu dominio transmembrana particpa de um agrupamento
lateral e, o seu dominio citoplasmético interage com proteinas acessoérias, as
cateninas, que ligam a VE-caderina ao citoesqueleto de actina, mantendo a
integridade das juncdes (Dejana, 2004; Broman e col., 2006; Huveneers e col.,
2012). A funcéo adesiva das caderinas requer sua associacdo através da porcéo C-
terminal com proteinas citoplasmaticas: as cateninas. As caderinas ligam-se
diretamente a B-catenina (alternativamente a placoglobina) e a p-120. A placoglobina
e a B-catenina podem se ligar a a-catenina, uma proteina de ligacdo a actina
(Corada e col., 2010; Timmerman e col., 2012; Paolinelli e col., 2013). Acredita-se
que complexo VE-caderina-B-catenina controladinamicamente as jungdes endoteliais
regulando a passagem de leucdcitos, embora ndo se saiba muito sobre o papel da-
catenina durante o processo de migracdo transendotelial. Contudo, € sabido que a
B-catenina também participa da cascata de sinalizacdo de wnt e funciona como um
fator de transcricdo nuclear, exercendo efeitos mais amplos sobre a expresséo
génica e na plasticidade vascular (Xiao e col., 2003; Xiao e col., 2005; Nanes e col.,
2012).

Outro parceiro intracelular da VE-caderina € a p-120-catenina. Esta interage
com a VE-caderina no seu dominio justamembranar, regulando a expressao, o
trafico e a estabilidade de VE-caderina na membrana plasmatica. Quando ocorrem
falhas nessa interacdo, a VE-caderina sofre degradacdo, indicando o papel
fundamental da pl20-catenina na manutencdo da estabilidade da VE-caderina.
Adicionalmente, a placoglobina, também conhecida como y-catenina, pode interagir
diretamente com a VE-caderina permitindo a ligagdo a VE-PTP (proteina tirosina
fosfatase do endotélio vascular) (Fig 2B) (Nottebaum e col., 2008). Além desta,
outras proteinas fosfatases como a SHP2, PP2, DEP1 e a PTP1B participam
diretamente da estabilizacdo da VE-caderina, pois mantém sua associagdo com as
cateninas em um estado desfosforilado, reforcando a adeséo célula-célula (Gavard,
2014).
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Figura 2 - Complexo adesivo da VE-caderina

A ECI
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Legenda:A) Representagdo da tipo /Il da caderina com 5 caderinas repetidas no dominio
extracelular. Trp2 (triptofano amino terminal); EC (caderina) (adaptado de Kowalczyk e
cols., 2004). B) A VE-caderina medeia a adesdo entre as células endoteliais de forma
dependente de calcio.

Nota: A VE-caderina é constituida de um dominio extracelular, que permite uma interacdo homofilica.
O dominio transmembrana participa de um agrupamento lateral e o dominio intracelular da VE-
caderina se liga a p120-catenina (p120) e B-catenina (B-cat), responsaveis pela retencéo da
VE-caderina na membrana. O citoesqueleto de actina esta ligado a VE-caderina através da a-
catenina (a-cat) ou placoglobina (plako). Além disso, VE-caderina pode ligar-se o VEGF-R2

(receptor do fator de crescimento endotelial vascular -2) e VE-PTP (proteina tirosina fosfatase
do endotélio vascular).

Fonte: Adaptado de Gavard e cols., 2014.

1.3.3 VE-caderina e a Barreira endotelial

A VE-caderina é fundamental para a integridade vascular e, por conseguinte,
alvo de um grande namero de eventos de sinalizagdo que podem provocar ruptura
da barreira endotelial e aumento da permeabilidade vascular (Fig. 3).
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Figura 3 - A quebra das juncdes da VE-caderina
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Legenda: Trés rotas principais modulam a desmontagem da VE-caderina e a permeabilidade
vascular: (1) fosforilagcéo da cauda da VE -caderina (VE-cad) e das cateninas. Pelo menos,
PAK (quinase de p21 ativada), Src, e FAK (quinase de adesdo focal) catalisam a
fosforilacdo de VE-caderina. Esta modificacdo pode levar a dissociacdo de VE-caderina /
catenina; (2) A internalizacdo por vesiculas revestidas de clatrina (CCV), o que depende
pl20-catenina (cat) e da fosforilacdo de VE-cad; (3) Forgcas mecénicas e tensdo exercida
sobre a adesao celular, através do citoesqueleto de actina e Rho GTPases; P é para a
fosforilacéo.

A estabilizacdo do complexo VE-caderina/catenina diminui a permeabilidade
vascular e o extravasamento de leucocitos (Schulte e col., 2011). Por outro lado, o
dominio citoplasmatico da VE-caderina contém sitios para fosforilacdo em residuos
de tirosina (Y142, Y645, Y658, Y685, Y731, Y733) e um sitio para fosforilagdo em
residuos de serina (S665) que estdo envolvidos com a integridade da barreira
(Potter e col., 2005; Turowski e col., 2008; Orsenigo e col., 2012). Alguns agentes,
como o Fator de crescimento do endotélio vascular(VEGF) e a histamina, aumentam
a fosforilagdo da VE-caderina e de cateninas associadas, resultando na perda da
ligacdo de VE-caderina/catenina. A proteina tirosina quinase Src, presente nas
juncdes, contribui para a fosforilacdo da VE-caderina e cateninas levando a
desmontagem das AJ (Gavard e Gutkind, 2006; Gavard e Gutkind, 2008;
Lampugnani e col., 2010). Em contraste, outros estudos mostram que a fosforilagao

direta da VE-caderina pela Src parece ser insuficiente para conduzir a abertura da
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barreira endotelial, mesmo quando a sua atividade estiver aumentada (Adam e col.,
2010; Orsenigo e col., 2012). As proteinas Src e FAK (quinase de adeséo focal,
descritas logo abaixo) emergem como interventoras importantes na desorganizacao
da barreira e elevacdo de permeabilidade mediada por VE-caderina (Zhao e col.,
2010; Chen e col., 2012). Recentemente, Jean e colaboradores mostraram que o
dominio FERM da FAK se liga a VE-caderina e fosforila a B-catenina em tirosina
(Y142) facilitando a dissociacdo do complexo VE-caderina/B-catenina e a perda da
juncao entre as células endoteliais (Jean e col., 2014).

A disponibilidade de VE-caderina na membrana plasmética é fundamental na
regulacdo da adeséao célula-célula e na funcéo barreira endotelial (Le Guelte e col.,
2011; Gaengel e col., 2012; Orsenigo e col., 2012). A VE-caderina na membrana
plasmatica esta associada a B-catenina e p120. Os niveis de VE-caderina presentes
na ceélula sdo controlados pelos niveis de p-120. A quebra da interacdo da p120-
catenina com a VE-caderina leva a internalizacdo da VE-caderina e a sua separacao
da B-catenina durante a endocitose. A VE-caderina é uma molécula de adeséo
altamente dinamica, cujo trafico endossomal é realizado através de vesiculas
revestidas por clatrina. Apds a internalizagdo, a cauda da VE-caderina € clivada,
removendo o dominio de ligagdo da B-catenina. Este evento de clivagem deve ser o
destino para a degradacdo da caderina (Gavard e Gutkind, 2006; Hebda e col.,
2013)(Figura 4). Este mecanismo leva a perda da juncao célula-célula, modulando o
comportamento endotelial, na migracdo celular, angiogénese e permeabilidade
(Gavard e Gutkind, 2006; Nanes e col., 2012; Li e col., 2012).
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Figura 4 - Processamento da VE-caderina pela via endocitica
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Legenda: A VE-caderina na membrana plasmatica esta associada a B-catenina e p120. A quebra
dessa ligacédo leva a internalizacdo da VE-caderina e a sua separagao da (-catenina
durante a endocitose e conseqlente degradacdo envolvendo lisossomo e possivelmente
também o proteossomo (ndo mostrado). Este evento de clivagem deve ser o destino para
a degradacéo da caderina. MVB, corpos multivesiculares.

Fonte: Adaptado de Gavard e cols., 2014.

A fosforilagdo em residuos de serina e/ou tirosina induzida por estimulos
como trombina, VEGF e quimiocinas, pode levar a internalizacdo da VE-caderina o
que favorece o aumento da permeabilidade vascular, (Gavard e Gutkind, 2006;
Gavard e col., 2008; Le Guelte e col., 2012; Yoshioka e col., 2012; Orsenigo e col.,
2012). O processo de internalizacdo da VE-caderina e sua entrada nas vesiculas
revestidas por clatrina é finamente modulado através de transducdo de sinal
intracelular envolvendo, a ativacao da via da PI3K-Akte a ativacdo da Src (Gavard e
col., 2008; Yoshioka e col., 2012). A internalizacdo da VE-caderina & estimulada
atravées de sua fosforilagdo direta ou de moléculas associadas ou através de
ativacdo de outras quinases como PAK (Gavard e Gutkind, 2006; Le Guelte e col.,
2012; Orsenigo e col., 2012).
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1.4 FAK

A FAK é uma proteina tirosina quinase de 120 Kda e tem como funcdo a
formacao de ponto de adesao focal pela ligacdo a varias proteinas de adesao focal,
como vinculina, talina e paxilina (Mehta, 2006). Possui um dominio catalitico central,
flanqueado por um grande dominio C e N terminais. O dominio N-terminal FERM da
FAK pode se ligar a integrinas e receptores de fator de crescimento. O dominio néo
catalitico no C-terminal, € também referido como FRNK (FAK- ndo quinase)
(Schaller, 2001; Parsons, 2003; Schlaepfer e col., 2004). At¢é o momento, foram
descritos cinco residuos de tirosinas da FAK com importancia nas adesdes focais e
amplificacdo da sinalizacdo.O pricipal sitio de fosforilacdo de tirosina é a Tyr-397
localizada no dominio quinase, que sofre fosforilacdo rapida em resposta a ativagéao
de integrinas (Parsons, 2003). A FAK regula as interagcbes célula-matriz
dependente de integrina, modula as alteracbes na dinamica do citoesqueleto de
actina durante a adesao celular e a ativacdo de vias de sinaliza¢do, que levam a
proliferacdo e sobrevivéncia da célula(Schaller, 2010). Ela est4 associada a varias
proteinas que desempenham um papel chave na montagem, interacdo com
citoesqueleto e transducao de sinal.

Vérios estudos tém mostrado a participacdo de FAK na funcéo de barreira do
endotélio, otimizando as juncdes endoteliais. Evidéncias mostram que a FAK liga-se
a pl20-catenina inibindo atividade de pequenas Rho GTPases, restringindo assim a
contracdo endotelial, induzindo a formacao das juncdes aderentes (Sukriti e col.,
2014).Embora nédo esteja diretamente associada a caderina ou interaja diretamente
com as proteinas de juncdo, a FAK tem um papel fundamental na transmissédo de
sinais para as proteinas juncionais, além dos seus efeitos diretos ou indiretos sobre
a actina que, através de moléculas intermediarias, coordenam a adeséo celular e a
barreira endotelial (Quadri, 2012). Neste sentido a paxilina parece ser uma molécula

importante nessas fungbes (Brown e Turner, 2004).
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1.5 Paxilina

Paxilina, uma proteina de 68 kDa conservada do citoesqueleto. Foi uma das
primeiras proteinas a serem detectadas em estudos sobre ades&o celular. J& no
inicio do processo de adesdo a paxilina é rapidamente organizada, sugerindo um
papel importante na montagem e na desmontagem de adesfes focais em células
eucarioticas, adesao célula/matriz, transducéo de sinal e migracao celular (Huang e
col., 2003). Estes processos biolégicos sao regulados pela localizacéo de paxilina na
célula, ou pelas modificagdes poOs-translacionais de paxilina, envolvendo interacfes
proteina-proteina (Png e Tong, 2013). E uma proteina adaptadora que tem por
funcao principal servir como ligacdo para coordenar, integrar e facilitar a sinalizacéo
celular, através de sua interacdo direta ou indireta com mudltiplas sinalizacbes e
proteinas estruturais (Deakin e Turner, 2008; Glenney e Zokas,1989).

A paxilina possui varios sitios de fosforilacdo em tirosina, serina e treonina,
gue sao indispensaveis para adesao celular. Estes sitios potenciais de fosforilagéo
sdo alvos de varias quinases ativadas pela adesdo e fatores de crescimento
(Schaller e Parsons, 1995; Huang e col.,, 2003). A fosforilagcdo de diferentes
dominios de paxilina tem efeitos funcionais distintos e esta associada com a
formacdo de adesdao focal e fibras de estresse de actina (Burridge e col., 1992; Png
e Tong, 2013). Recentemente, Gawlak e colaboradores (2014) mostraram a
participacdo da paxilina na permeabilidade endotelial via sinalizacdo da familia Rho
e p-47 contribuindo a disfuncdo da barreira vascular.

1.6 Src

A Src pertence a familia de proteinas tirosina quinase nédo-receptoras,
envolvidas em diferentes vias de transducao de sinal, incluindo a transcricdo génica,
gue regulam a adesao, proliferacéo, diferenciacao celular e angiogénese (Thomas e
Brugge, 1997; Brown e Cooper, 1996; Schlessinger, 2000; Theus e col., 2006; Tang
e col., 2007). Foi mostrado que a inibicAdo da Src impede o aumento da

permeabilidade endotelial induzida por VEGF em modelo de infarto do miocardio em
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ratos (Weis e col., 2004), como também atenua o aumento da permeabilidade na
barreira hemato-encefalica induzida por isquemia cerebral transiente (Takenaga e
col., 2009).

A participacdo de Src no aumento da permeabiliadde vascularem resposta a
trombina e histamina resultam na fosforilacdo de VE-Caderina em varios residuos de
tirosina, levando a internalizagdo de VE-Caderina e consequente ruptura da barreira
endotelial. Evidéncias mostram que muta¢des pontuais da VE-caderina nos residuos
de tirosina Y®® e Y®®. que s&o usualmente fosforilados pela Src apés estimulacdo
pela trombina ou histamina - impedem a internalizacdo da caderina e blogueia o

aumento da permeabilidade vascular (Dejana e Orsenigo 2013).

1.7 Maxadilan

A saliva de insetos hematéfagos, como flebotomineos do vetor Leishmania,
contém uma variedade de substancias que auxiliam na obtencdo de sangue, bem
como na transmissdo de patdgenos, controlando a contracdo dos vasos e
neutralizando a hemostasia do hospedeiro. Estas substancias agem a partir da
picada do flebotomineo e levam ao aparecimento de uma vermelhiddo ou eritema
rapido no local, consequéncias diretas do processo de vasodilatacdo (Lerner e col.,
1991, Lerner,2007). A alta poténcia destas substancias sugere a possibilidade da
sua utilizacdo como agonista especifico dos receptores do hospedeiro, como
ferramentas no estudo da fisiologia dos processos vasculares e doencas
hematoldgicas, e ainda, possivelmente, como novos agentes terapéuticos(Ribeiro,
1987; Lerner e col., 1991;Svensj6. e col., 2012). Contudo, uma limitagcdo para o0s
estudos e na potencial aplicacdo terapéutica destes componentes da glandula
salivar se deve as pequenas quantidades presente na saliva do mosquito.

Em 1991, Lerner e colaboradores isolaram e caracterizaram, a partir da saliva
do flebotomineo vetor da Leishmaniose, o maxadilan (MAX), o mais potente
peptideo vasodilatador ja descrito (Lerner e col.,, 1991; Lerner e col.,, 2007).
Maxadilan é um peptideo de 7,35 kDa, com acao vasodilatadora até 500 vezes mais
forte que o CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina), o peptideo

presente na glandula salivar de Lutzomyia longipalpiscom propriedades
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imunomodulatériase descrito como o mais potente naquele momento (Aires e col.,
2005; Lerner, 2007). Neste estudo, fragOes da saliva do mosquito foram injetadas na
pele de coelho e a atividade do maxadilan foi diretamente relacionadaa presenca do
eritema (Lerner, 2007).As propriedades vasodilatadoras do maxadilan mostraram ser
independente do endotélio e, pelo menos em parte, mediada pelas alteragdes nos
niveis da adenilato ciclase intracelular em células do musculo liso (Grevelink e col.,
1995).

Maxadilan contém quatro residuos de cisteina formando dois anéis de
dissulfeto entre as cisteinas nas posi¢ées 1-5 e 14-51. A remocao do primeiro anel
ou substituicdo da cisteinapor alaninas ndo afetou sua atividade. J& a substituicdo
no segundo anelpor alanina, resultou em perda de atividade do maxadilan. Esta
observacdo demonstrou a importancia do segundo anel presente na estrutura do
Maxadilan, para que esse peptideo adquira uma conformacao espacial necessaria,
para a ligacdo do maxadilan ao receptor PACL1 (Fig 5)(Lerner e col., 2007)

Figura 5 — Estrutura esquemética do Maxadilan

Legenda: As ligagbes dissulfureto estdo presentes entre as cisteinas nas posi¢des 1-5 e 14-51 e
indicadas pelas linhas tracejadas. A integridade do anel entre 14 e 51 é necessaria para a
atividade. Eliminacao dos residuos entre as posi¢ces 24 e 42 resultaram no M65, um
antagonista especifico do receptor de PAC1(Lerner e col., 2007).
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Vérios efeitos imunomodulatérios sdo atribuidos ao maxadilan: inibicdo da
producdo de NO e TNF-a liberados pelos macrofagos; aumento da producao de IL-6,
favorecendo o desenvolvimento de respostas Th2 e a infeccéo pelos flebotomineos;
aumento da producédo de prostaglandina E2 (PGE2), diminuindo a inflamacéo e

favorecendo a infeccao (Titus e col., 2006).

1.7.1 PAC-1, o receptor do Maxadilan

Alguns estudos mostraram que o maxadilan se liga a extratos da pituitaria de
cérebro humano e de rato, sugerindo que maxadilan pode ativar um dos receptores
de neuropeptideos vasoativos(Lerner, 2007). Os receptores para CGRP foram os
candidatos iniciais, uma vez que seu efeito vasodilatador € comparavel ao induzido
pelo MAX, sem provocar edema ou eritema, e o0 CGRP e maxadilan apresentam
sequéncias similares na regido N-teminal. Em 1996, foi caracterizado o receptor
especifico do Maxadilan, denominado PAC1. Este estudo foi desenvolvido utilizando
células COS pelo fato desta linhagem expressar trés tipos de receptores PAC1
(Moro, 1997; Lerner, 2007). Posteriormente, este fato foi confirmado em 2002 com o
estabelecimento de um ensaio funcional para a ativacado do receptor de PAC1 em
melandéforos, que sdo células estreladas em fibroblastos localizados no tecido
conjuntivo, caracterizado pela presenca de numerosos granulos de melanina no
citoplasma. (Lerner, 2007).

O PAC1 pertence a familia de receptores associados a proteina Gs/q
(GPCR), cujo agonista enddgeno é o PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating
Peptide). O PACAP é um peptideo pleiotropicobioativo, primeiramente isolado de
hipotalamo de ovinos (Miyata e col., 1989), que pertence a superfamilia dos
peptideos secretina/glucagon/VIP. O PACAP esta largamente distribuido no sistema
central e perifético atuando como neurotransmissor, neuromodulador e fator
neurotropico, principalmente através de sua ligacéo a receptores GPCR tipo PAC1 e
como menos afinidade a receptores VPAC (Lee e Seo, 2014). Endogenamente, o
PACAP pode sofrer processamento proteolitico pos-traducdo gerando polipeptidios
de diferentes tamanhos que podem apresentar diversas fungdes biolégicas. Estes

peptideos foram mostrados participar na regulacdo hormonal; terem papel no
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metabolismo lipidico; na prevengcdo contra danos neuroldgicos e cardiacos; na
modulacdo da liberacdo de IL-6; aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias; na, angiogénese; e na e proliferacéo de células endoteliais (Castorina
e col., 2010). O PACAP também tem sido mostrado modular o sistema enddcrino,
regulando a secre¢do de hormdnio gonadotréfico (Kdves e col., 2014), da secrecao
de insulina por células Beta pancreaticas e no metabolismo da glicose (Jamen e col.,
2000).

A ativacdo de PACL1 pelo PACAP pode dispara diferentes vias de sinalizacao,
dependendo do tipo celular (Fig.6). A ativacdo do GPCR via proteina Gs levaa
ativacao da adenilato ciclase, com aumento na concentragao intracelular de AMPc e
ativacdo da PKA e vias subsequentes. A ativacao da proteina Gq, via PACL1 leva a
ativacdo da via Fosfolipase C (PLC-y)/ PKC, com producdo de IP3 e DAG e
consequente liberacdo da Ca++ do reticulo (Fig. 4)(Mercer e col., 2004; Braas, 1999;
Mustafa e col.,, 2010). Trabalhos recentes mostram que o receptor PAC1l
desempenha um papel central na modulacdo da proliferacéo, na diferenciacdo ou na

sobrevivéncia celular durante seu desenvolvimento (Blechman e Levkowitz, 2013).

Figura 6 - Vias de sinalizacdo intracelular estimuladas pela ativacado de receptores
PAC 1 e VPAC
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O maxadilan ndo apresenta sequéncia homéloga ao PACAP, embora possa
se ligar no mesmo sitio do receptorPAC1 e promover sua ativagdo com igual
poténcia. Interessantemente, embora o maxadilan,assim como o PACAP,ative o
receptor PAC1, diferentemente, ndo tem atividade em receptoresVPAC1 e VPAC2
(Lerner, 2007).

Maxadilan e seu antagonista, M65, ao se ligarem especificamente ao receptor
PAC1, tornaram-se ferramentas Uteis em estudos in vitroauxiliando na identificacéo
e evidenciando a funcdo deste receptor.Sendo um ativador seletivo, permite
investigar as fungbes enddgenas do PACAP moduladas através desse receptor em
varios tipos celulares, como neurdnios, células gastricas, pancreas (Gower e col.,
2003; Mercer e col., 2004; Yamada e col., 2004; Lerner e col., 2007). Contudo, néo
h& na literatura relatos sobre seus efeitos diretos em células endoteliais, bem como
sobre o0s mecanismos moleculares que contribuem para o aumento da
permeabilidade vascular e acimulo de leucdcitos observados in vivo apés a picada

do fleb6tomo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo visa investigar os efeitos diretos do maxadilan sobre as células
endoteliais, bem como analisar os mecanismos de sinalizagcdo intracelular

envolvidos em suas acoes.

2.2 Desenho experimental

Utilizando culturas de células endoteliais humanas, investigamos os efeitos do

maxadilan sobre a permeabilidade endotelial e analisamos:

a) participacéo da via de sinalizagdo da VE-Caderina;
b) alteracbes na dinamica do citoesqueleto de Actina e o papel da paxilina;
) a participacdo da FAK;

d) e a participacdo da via de sinalizacao da Src.
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3 METODOS

3.1 Maxadilan

O maxadilan utilizado neste trabalho foi doado pelo Dr Erik Svensjo(IBCCF/
UFRJ). O peptideo foi purificado a partir de glandulas salivares de fémeas de L.
longipalpis (Departamento de Entomologia, Fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil) com 3-5 dias de idade, conforme descrito anteriormente (Svensjo e col.,
2008).

3.2 Cultura de células

Em nossos experimentos, utilizamos a HMEC-1, uma linhagem celular de
endotélio de microvasculatura humana (Ades e col., 1992), obtida pelo Dr.Francisco
Candal, Emory Schoolof Medicine & CDC, Atlanta, GA (USA), doada pela Dra
Verbnica Morandi (UERJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Em alguns ensaios, foram utilizadas HUVECSs, células endoteliais obtidas da
cultura priméria de corddo umbilical humano (Jeffe e col., 1973), doada pela Dra
Verdnica Morandi (UERJ). O uso de cultura de células humanas primarias foi
autorizado pelo comité de ética da UERJ (CAAE: 0086.0.314.325-10)

As células HMECL1 foram cultivadas sobre gelatina 1%, utilizando meio de
cultura MCDB-131 (Gibco Invitrogen Corporation) suplementado com 14,04 mM de
NaHCO3, 15mM de HEPES, 0,560 mg/mL de penicilina, 100mg/mL de streptomicina,
1pg/mL de hidrocortisona, 10pug/mL de EGF (Gibco Invitrogen Corporation), 2mM de
L-glutamina e com 10% de FBS em pH 7,2. As células foram cultivadas em garrafas
de cultura (Corning) e mantidas a 5% de CO, e temperatura constante de 37°C. O
meio de cultura foi renovado ou as células foram repicadas, quando confluentes, a
cada 2-3 dias. Para repicarmos a linhagem de HMEC1, foi utilizado inicialmente uma
solucao de Hank’s EDTA (5 mM), desfazendo as ligacbes adesivas dependentes de

cations (Ca** e Mg?"), facilitando, assim, a atuacdo subseqiiente da tripsina para
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soltar esses tipos celulares do plastico. Para repicarmos a HUVEC, as células foram
lavadas com uma solugéo de PBS (tampéo fosfato de sédio, NaCl 3 M, NaH,PO*
0,2M) e, posteriormente, adicionada a tripsina. Depois de serem descoladas do
plastico da garrafa, as células foram centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos e
cultivadas em novas garrafas de cultura. Utilizamos olimite maximo de 10 passagens

da célula HMEC1 e 3 passagens das células HUVEC.

3.3 Eletroforese e Western blotting

Para a determinacdo da expressdo de FAK, FAK fosforilada (pFAK), VE-
Caderina total e fosforilada (p-VE-Caderina), foi utilizada a técnica de western
blotting, conforme descrita anteriormente por Nascimento-Silva V e col. (2007). As
células HMEC1 (10° células/poco) foram cultivadas em placas de 6 pocos e
incubadas ou ndo com maxadilan por diferentes periodos de tempo. Apos as
incubacdes, as células foram lisadas em tampao de lise RIPA (50 mM de Tris, pH 8,
150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 0,1% de SDS, 5 mM de EDTA, 50 mM de
NaF, 30 mM de NaH,PO,, 100 mM de NazVO4, 1 mM de PMSF e coquetel de
inibidores) por 30 minutos. O conteudo de proteinas do extrato total foi determinado
pelo método de BCA (ThermoScientific). As proteinas foram desnaturadas
adicionando 20% do seu volume de tampéo de amostra (Tris-HCIl a 50 mM com pH
6,8, 1% de SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol e 5% de [-
mercaptoetanol). Posteriormente, as amostras foram fervidas por 5 minutos. O
volume dos extratos celulares correspondentes a 30 pg de proteina foram
fracionados por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE).
ApoOs 90 minutos de eletroforese a 150 V e 25 mA, as proteinas do gel foram
transferidas para membranas de PVDF (AmershamBiosciences) por
eletrotransferéncia submersa (100V, Mini Trans-BlotCell- Bio-Rad), durante 1 hora.
A eficiencia da transferéncia foi avaliada pela coloracdo da membrana com o
vermelho de Ponceau. Apés a lavagem em agua destilada para retirada do corante,
amembrana foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo, seguida
pela incubacdo overnight a 4°C com solucdo de bloqueio contendo BSA 5% e

Tween-20 0,5% em PBS (T-PBS). Em seguida, as membranas foram incubadas
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overnight sob agitacdo a 4°C com anticorpo primario anti-pFAK (1:1000), anti-FAK
(fosforilada no residuo 397) (1:1000), anti-VE-Caderina (1:1000), anti-Ve-Caderina
(fosforilada no residuo 6581:1000), anti-actina (1:1000) diluido em T-PBS contendo
BSA 2%. Apoés a incubacao, as membranas foram lavadas com T-PBS (3 vezes por
5 minutos) e incubadas sob agitacdo com anticorpo secundario anti-coelho e anti-
cabra conjugados a biotina (diluidos 1:10000 em T-PBS) por 1 hora. As membranas
foram lavadas (3 vezes por 5 minutos) e incubadas com streptavidina conjugada a
peroxidase (1:10000), durante 1 hora, sob agitacdo. As membranas foram, entéo,
lavadase incubadas com solucdo de quimioluminescéncia (kit ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent- GE Healthcare). As bandas imunorreativas foram
visualizadas por ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). As imagens foram

analisadas com o software ImageJ.

3.4 Imunoprecipitacao

Analisamos a associacdo de FAK/Actina e VE-Caderina/Src através da
técnica de imunoprecipitacdo, como descrito por Nascimento-Silva V e col. (2007).
As células HMEC1 (10° células/poco) foram distribuidas em placas de 6 pocos e
mantidas a 37°C e 5% CO, durante 72 horas. ApOs a incubacdo, as células foram
lisadas em tampao de lise (50 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM de NacCl, 1,5 mM de
MgCl,, 1,5 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 10% de glicerol, 10ug/mL de
aprotinina, 10ug/mL de leupeptina, 2 pg/mL de pepstatina e 1 mM de PMSF) para a
obtencdo do extrato celular, que foi incubado overnight com anticorpo anti-FAK
1:200 (Santa Cruz) ouanti-VE-Caderina 1:200 (Santa Cruz) a 4°C. Logo apéds, o
extrato foi imunoprecipitado com a proteina A/G agarose (20uL/amostra - Santa
Cruz), durante 2 horas a 4°C, sob agitacdo. Apos a incubacdo com a proteina A/G
agarose, as células foram centrifugadas a uma velocidade de 13000rpm por 5
minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspenso em 50ul de tampé&o de amostra (Tris-HCI a 50 mM com pH 6,8, 1% de
SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol e 5% de B-mercaptoetanol)
para a desnaturacdo protéica. Posteriormente, as amostras foram fervidas por 5

minutos. Os imunoprecipitados foram analisados por Western Blotting.
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3.5 Permeabilidade celular

Os ensaios de permeabilidade foram realizados em camaras de transwell
(Becton Dickinson). Estas camaras sas constituidas de membranas de policarbonato
na forma de insertos que sdo colocadas no interior de poc¢os de placa de cultura de
24 pocos. As membranas dos insertos apresentam porosidade de 0,4 pm.
Primeiramente, as células HMEC-1 (4x10* células/inserto) foram cultivadas nos
insertos que foram alocados nas placas de 24 pocos. Estas células foram mantidas
a 37°C e 5% de CO; durante 72 horas até atingirem100% de confluéncia em meio
MCDB-131 suplementado com 10% de FBS. As células foram privadas de soro por 1
hora e mantidas em meio HBSS (solucdo-tampao salina de Hank’s) (0,137 M NacCl,
5,4 mM KCI, 0,25 m NaHPO4, 0,44 mM KH2PO4, 1,3 CaCl2, 1 mM MgSO4, 4,2 mM
NaHCO3). Apds este periodo as células foram pré-tratadas ou ndo com os inibidores
de Src (1uM) e o antagonista do receptor PAC1 (M65, 160 nM) durante 15 minutos.
Posteriormente, as células foram estimuladas ou ndo com maxadilan (25, 50 e 100
ng/ml) ou Angiotensina (100 nM), utilizada como controle positivo. Apés a incubacéo,
foi adicionado Dextran FITC (1mg/mL) diluido em meio HBSS, dentro dos insertos.
Apés 5 e 30 minutos, 20uL foi retirado da solugcdo do compartimento abaixo do
inserto. A quantidade de fluorescéncia emitida pelo Dextran FITC foi monitorada pela
excitacdo e emissdo de ondas entre 485/530 nm em leitor de microplacas

(Envision® - Perkin Elmer).

3.6 Citoquimica

As células HMEC1 (5x10” células/pogo) foram distribuidas em placas de 24
pocos sobre laminulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% CO, durante 24 horas para
adesao. As células foram estimuladas ou ndo com maxadilan (50 ng/ml). Apés o
tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido (4% de sacarose),
lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 0,2% em PBS por
5 minutos. Apos a lavagem com PBS, as células foram incubadas durante 2 horas

com faloidina conjugada a rodamina (1:500,Sigma) para a marcacdo da actina
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polimerizada (F-actina). Apds esse periodo, as laminulas foram lavadas com PBSe
montadas sobre laminas utilizando 5uL de DAPI prolong (Invitrogen) para a
marcacdo nuclear. A distribuicio de F-actina foi observada utilizando um
microscopio de fluorescéncia invertido (Olympus IX71) em aumento de 60 e 100

vezes.

3.7 Imunocitoquimica

As células HMEC1 (5x10* células/poco) foram distribuidas em placas de 24
pocos sobre laminulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% CO, durante 24 horas para
adesdo. As células foram estimuladas ou ndo com maxadilan (50 ng/ml). Apés o
tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido com 4% de sacarose em
PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminulas foram
lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 0,2% em PBS por 5
minutos. A seguir as células foram bloqueadas com PBS contendo 5% BSA durante
1 hora.ApOs este periodo, as células foram incubadas primeiramente com anticorpo
primario overnight policlonal anti-VE-caderina (1:400). No dia seguinte, as laminulas
foram lavadas com PBS e posteriormente incubas com anticorpo anti-IgG (cabra)
conjugado a biotina (1:400) por 1 hora. Apés lavagem com PBS as células foram
incubadas por 1 hora com estreptavidina conjugada a Alexa fluor (555) (1:400). Apés
a marcacao as células foram incubadas com anticorpo primario overnight policlonal
anti-Src (1:400). No dia seguinte, as laminulas foram lavadas com PBS e incubadas
com anti-lgG (coelho) conjugado a biotina (1:400) por 1 hora. Apés lavagem com
PBS as células foram incubadas por 1 hora com estreptavidina conjugada a Alexa
fluor (488) (1:400).Ap6s esse periodo, as laminulas foram lavadas com PBS e
montadas sobre laminas utilizandoprolong Gold antifade. A distribuicdo da VE-
caderina e Src foram observadas utilizando um microscopio de fluorescéncia
invertido (Olympus 1X71, Tokyo,Japdo) em aumento de 630vezes. As imagens foram

entdo digitalizadas e processadas utilizando o software Adobe Photoshop.
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3.8 Internalizacao de VE-Caderina

A internalizagdo de VE-Caderina foi detectada através por western blotting e
imunocitoquimica, como descrito por Rong Li e col. (2012). Resumidamente:

As células HMEC1 (10° células/poco) foram cultivadas em placa de 6 pocos
por 24 horas ou até atingirem confluéncia. Apos incubacdo, as células foram
destacadas com tripsina (0,1% de EDTA e 0,15% de tripsina) e centrifugadas. O
pelletobtido foi entdo ressuspenso em tampao de lise RIPA,seguindo-se o protocolo
de western blotting.

Para determinacdo da internalizacdo de VE-Caderinapela técnica de
imunocitoquimica, as células HMEC1 (5 X 10* células/poco) foram distribuidas em
placas de 24 pocos sobre laminulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% CO,durante 24
horas para adesdo e confluéncia. Apds esse periodo, as células foram incubadas
com anti-VE-Caderina por 1 hora e em seguida incubadas ou ndo com MAX. Apds a
incubacéo, as laminulas foram lavadas com PBS &acido por 30 minutos (pH 2,7) para
remover a marcacdo da VE-Caderina extracelular da célula endotelial. Logo apés, as
células foram fixadas com paraformaldeido com 4% de sacarose em PBS por 20
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminulas foram lavadas 3
vezes com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 0,2% em PBS por 5 minutos. A
seguir as células foram bloqueadas com PBS contendo 5% BSA durante 1
hora.ApGs este periodo, as células foram incubadas com anticorpo anti-lgG (cabra)
conjugado a biotina (1:400) por 1 hora. Ap6s lavagem com PBS, as células foram
incubadas por 1 hora com estreptavidina conjugada a Alexa fluor (555) (1:400).Apos
esse periodo, as laminulas foram lavadas com PBS e montadas sobre laminas
utilizandoprolong Gold antifade com DAPI. A internalizagdo da VE-caderinafoi
observada utilizando um microscopio de fluorescéncia invertido (Olympus IX71,
Tokyo,Japédo) em aumento de 630vezes. As imagens foram entdo digitalizadas e

processadas utilizando o software Adobe Photoshop.

3.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos sao expressos como média + desvio padrdo da média.

Os dados foram analisados por teste Anova e pos-teste de Bonferroni, com auxilio
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do programa GraphPad Prism 5 para Windows. Foram consideradas diferengas

significativas onde P< 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1Maxadilan induz aumento da permeabilidade endotelial

A permeabilidade vascular € o evento chave no controle de varias patologias
vasculares incluindo inflamacédo (Orsenigo e col., 2012).Como dito, Svensjo e col.,
(2012) mostraram que o maxadilan induz aumento da permeabilidade vascular em
vénulas pés-capilares, in vivo.

Investigamos o efeito do maxadilan sobre a permeabilidade endotelial através
do ensaio de permeabilidade ao dextran-FITC em monocamadas de HMEC-1
tratadas com diferentes concentragdes do peptideo em dois tempos: apds 5 minutos
e apos 30 minutos de tratamento.

A figura 7 mostra que o maxadilan (25/ 50/ 100 ng/ml) induz ap6s 5 minutos
da estimulacéo, um significativo aumento da permeabilidade endotelial ao Dextran-
FITC que é concentracao dependente. O aumento do fluxo tem um pico na dose de
50 ng/ml, sendo comparavel ao efeito da Angiotensina Il (Ang Il), mantendo-se
estavel na concentracdo de 100ng/ml. Ndo ha diferenca no fluxo do Dexran-FITC
mensurado ap6s 30 minutos, quando comparado com 5 minutos, sugerido que este

efeito do maxadilan é maximo neste tempo.
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Figura 7 - Maxadilan induz aumento da permeabilidade endotelial
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Legenda: HMEC foram incubadas na auséncia ou presenca de diferentes concentracbes de
maxadilan (25, 50, 100ng/ml) por 5 e 30 minutos. A permeabilidade esta representada pela
guantificacdo do acumulo de fluorescéncia derivada da passagem de dextran-FITC pela
camada de HMEC-1. A angiotensina Il (ANGII) foi utilizada como controle positivo. Os
dados s&@o expressos como média + D.P. de 5 experimentos idénticos com resultados
similares. *p<0,05 quando comparado as células na auséncia de maxadilan.

4.2 Maxadilan induz aumento da permeabilidade endotelial via receptor PAC1

Os efeitos vasoativos e pro-inflamatorios do maxadilansédo mediados pela sua
ligacdo especifica ao PAC1l (Timmerman e col.,, 2012). A fim de investigar a
participacdo do receptor PAC1 no efeito do maxadilan sobre o aumento da
permeabilidade de HMEC-1, as células foram pré-tratadas com M65(160 nM), um
antagonista especifico do receptor PAC1, seguido pela incubacdo na auséncia ou
presenca de maxadilan (50 ng/ml). Conforme mostrado na figura 8, o inibidor

bloqueou o efeito do maxadilan sobre o aumento da permeabilidade ao Dextran,
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7

sugerindo que este efeito € dependente da ativacdo do receptor PAC1 pelo
maxadilan.

Figura 8 - Maxadilan induz aumento da permeabilidade endotelial via receptor PAC1

14=
pd
<
14
E 1.3
(O]
Q3
02
T 9 1.2
S g
29
oS 1.1-
59
8= #
>
S 10+
x
L
0,9 T
Cont Max M65 MG65
(50ng/ml) (260nM) +
Max
(30 min)

Legenda: As células HMEC foram pré-tratadas (15 min) com M65 (160 nM), um antagonista do
receptor PAC-le imediatamente depois incubadas na auséncia ou presenca de
maxadilan (50ng/ml) por 30 minutos. A permeabilidade foi quantificada pelo acumulo de
fluorescéncia derivada da passagem de dextran-FITC pela camada de HMEC-1. Os
dados sdo expressos como média £ D.P. de 5 experimentos idénticos com resultados
similares. *p<0,05 quando comparado as células na auséncia de maxadilan; # p<0,05
quando comparado com as células tratadas com maxadilan.

4.3 Maxadilan induz disperséo de VE-Caderina

A VE-Caderina é a principal molécula presente nas juncdes aderentes que
medeia o contato célula-célula tendo um papel fundamental na permeabilidade
vascular (Potter e col.,, 2005). A dispersdo de VE-Caderina foi avaliada por
imunocitoquimica em HMEC-1cultivadas sobre as laminulas e tratadas com
maxadilan na concentracdo de 50 ng/ml por 5 a 30 minutos. A Figura 9 mostra que

em contraste com o grupo ndo tratados que apresentavam VE-caderina distribuidas
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na membrana, o tratamento com maxadilan promoveu dispersdo da VE-Caderina da
membrana a partir de 5 minutos que se mantém apo6s 30 minutos de incubacdo com

0 peptideo.

Figura 9 - Maxadilan induz disperséo de VE-Caderina da membrana
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Legenda: Células HUVEC foram cultivadas em laminulas foram tratadas com maxadilan (50ng/ml) por
5 e 30 minutos. As células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com anti-VE-
Caderina e anticorpo secundario Alexia 555. As imagens foram adquiridas em aumento
de 630 X e sado representativas de 3 experimentos independentes. Setas indicam
disperséo de VE-caderina da membrana.

4.4 Maxadilan induz fosforilacdo de VE-Caderina

A VE-Caderina é a principal molécula de jungbBes aderentes presente nas
células endoteliais e sua fosforilagdo em residuos especificos de tirosina como
Y658,esta associada ao aumento da permeabilidade endotelial (Yukitatsu e col.,
2013). Avaliamos por western blots se 0 maxadilan (50 ng/ml) induziria um aumento

na fosforilagdo em Y658 em células HMEC-1. A Figura 10 mostra que o maxadilan



45

promoveu a fosforilagdo de VE-Caderina apdés 5 minutos de incubacdo, o que

persistiu até 30 minutos apoés o tratamento.

Figura 10 - Maxadilan induz fosforilagdo de VE-Caderina
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Legenda: HMEC foram cultivadas por diferentes periodos de tempo na auséncia ou presenca de
maxadilan (50 ng/mL). A fosforilagdo de VE-Caderina foi analisada por western blot
utilizando anticorpo anti-p-VE-Caderina. Os blots foram analisados por densitometria e a
razdo p-VE-Caderina/VE-Caderina foi determinada. Os dados sdo expressos como média
+ D.P. de 5 experimentos realizados independentes. * p<0,05 quando comparado as
células sem tratamento com maxadilan.

4.5 Maxadilan induz internalizacao de VE-Caderina

A internalizacdo de VE-caderina é uma dos princpais mecanismos
moleculares pelos quais a permeabilidade vascular pode ser modulada em células
endoteliais (Dejana, 2008). Para determinar o nivel de internalizacdo de VE-caderina
induzida pelo maxadilan, apds o tratamento com o peptideo (50 ng/ml; 30 min), as
HMEC-1 foram tratadas com tripsina a fim de remover a VE-caderina contida nas

juncdes celulares, posteriormente analisada por wertn blotting, e também foi utilizado
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tampdo acido que remove a marcacdo do anticorpo VE-caderina presente nas
juncBes celulares e analisada por imunocitoquimica.Como mostra afigura 11-A, o
maxadilan promoveu um aumento na internalizacdo da VE-Caderina apos 30
minutos de tratamento, em comparacdo ao controle. Essa internalizacdo nao foi
consequéncia da degradacéo de VE-caderiana, uma vez que nao houve alteracaona
quantidade de VE-Caderina total (Figura 11-B). Confirmando esses resultados,
podemos observar por ensaio de imunocitoquimica que incubacdo das células
HMEC-1 com maxadilan levou a internalizacdo de VE-Caderina, conforme apontado

pelas setas na Figura 11-C.

Figura 11 - Maxadilan induz internalizacdo de VE-Caderina

Max 30’

Cont (50ng/ml)

Legenda: HMEC foram incubadas na auséncia ou presenca de maxadilan (50ng/ml) por 30 minutos.
Para investigar a internalizagdo de VE-Caderina, as células foram descoladas com (A)
ou sem (B) tratamento com tripsina e preparadas para o ensaio de western blot no qual
foram utilizados anticorpos anti-VE-Caderina ou anti-Actina. Os blots foram analisados
por densitometria e a razdo VE-Caderina/Actina foi determinada e expressa em unidades
arbitrarias. Os dados sdo expressos como média = D.P. de 3 experimentos
independentes. * p<0,05 quando comparado as células sem tratamento com maxadilan.
(C) As células foram marcadas com anti-VE-Caderina e realizada o tratamento com
maxadilan (50ng/ml). Apds o tratamento foi realizada a lavagem acida para remover VE-
Caderina da superficie celular. A VE-Caderina internalizada foi analisada por
microscopia de fluorescéncia no aumento de 630x.

4.6 Maxadilan induz a translocacéo de B-catenina para o nucleo

A B-catenina desempenha um papel importante na célula endotelial como um
dos principais componentes das juncbes aderentes célula-célula. Em células

quiescentes, a [-catenina apresenta-se no citoplasma, em geral associada
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aocomplexo VE-Caderina, podendo translocar para o nucleo em células ativadas
(Timmerman, 2012). Em células tratadas com maxadilan (50 ng/ml) avaliamos a
translocacdo da [B-catenina para nucleo através do ensaio de imunocitoquimica,
utilizando anticorpo anti-B-catenina. Conforme mostrado na Figura 12, as células
HMEC1 n&o tratadas apresentam a [(-catenina dispersa pelo citoplasma. O
tratamento com maxadilan promoveu um aumento da translocagdo de B-catenina

para o nucleo apos 30 minutos de incubacéo.

Figura 12 - Maxadilan induz a translocacdo de -catenina para o nucleo
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Legenda: Células HMEC1 foram incubadas na auséncia ou na presenga de maxadilan (50ng/ml) por
30 minutos. As células foram fixadas, permeabilizadas e marcada com anti--catenina e
anticorpo secundario Alexia 555. As imagens foram adquiridas no aumento de 630 X e séo
representativas de 3 experimentos independentes. Setas indicam a marcacdo nuclear de
B-catenina.

4.7 Maxadilan induz a reorganizagdo do Citoesqueleto de Actina

O citoesqueleto de actina desempenha um papel crucial em varios processos
celulares como transporte intracelular, a migracdo e a citocinese. Estes processos
exigem um comportamento altamente dindmico do citoesqueleto que envolve a
polimerizacdo e despolimerizacdo dos filamentos de actina (Foerster e col.,

2014).Para avaliar o efeito do maxadilan sobre a organizacdo do citoesqueleto de
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actina, as ceélulas endoteliais foram incubadas com maxadilan (50 ng/ml) por
diferentes periodos de tempo e a dindmica da F-actina foi avaliada pela marcacao
com Faloidina conjugada a rodamina. Na figura 13, as células HMEC1 controle
(Cont) se apresentam com uma forte marcacao para F-actina na regiao cortical peri-
membranar. O tratamento com maxadilan (50ng/ml) induz, j& a partir de 20 minutos,
a formacao de fibras de estresse ao longo do citosol que se mantém até 60 minutos

apos tratamento (Fig. 13).

Figura 13 - Maxadilan induz a reorganizacdo do Citoesqueleto de Actina
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Legenda: As células HMEC1 foram incubadas com maxadilan (50ng/ml) por diferentes periodos de
tempo. As células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas para Faloidina-Rodamina. As
imagens foram adquiridas no aumento de 630 X e s&o representativas de 3 experimentos
independentes.
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4.8 Maxadilan induz fosforilagcdo de FAK e sua associac¢ao a actina

A FAK é recrutada nos estagios iniciais da formacéo de adeséo focal, atuando
como mediador da transducéo mecanica, através da associacdo com o citoesqueleto
e como mediador de varios sinais intracelulares (Kennely e col., 1991). Para
investigar se o maxadilan induzia ativacdo de FAK e sua associacdo com o
citoesqueleto de actina, as células endoteliais foram incubadas com o peptideo (50
ng/ml) por diferentes periodos de tempo e os efeitos analisados por imunoblotting. A
figura 14-A mostra que o maxadilan induziu um aumento da fosforilagdo de FAK em
residuos Y3%’a partir de 5 minutos, mantendo-se até 30 minutos de tratamento.
Observamos ainda que aos 5 minutos, a fosforilacdo da FAK ocorre em paralelo com
0 aumento da associacdo da FAKcom F-actina (Fig. 14-B). No entanto, este efeito
mostrou-se transiente, ndo sendo mais observado apés 15 minutos de tratamento
com maxadilan (Fig. 14-B).

Figura 14 - Maxadilan induz fosforilagdo de FAK e sua associagéo a actina
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Legenda: Células HMEC1 foram cultivadas por diferentes periodos de tempo na auséncia ou na
presenca de maxadilan (50ng/mL). A fosforila%éo de FAK foi analisada por ensaio de
western blot utilizando anticorpo anti-p-FAK (Y3 7) e anti-FAK. Os blots foram analisados
por densitometria e mostrados pela relacdo p-FAK/FAK. Os dados sdo expressos como
meédia £ D.P. de 4 experimentos independentes. * p<0,05 quando comparado as células
sem tratamento com maxadilan. (B) As células foram lisadas e imunoprecipitadas para
FAK. Os bloottings foram revelados para FAK (ip FAK:FAK) a para actina (ip FAK:
Actina). A imagem € representativa e os graficos representam a média + D.P. de 3
experimentos independentes. P<0,05.
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4.9 Maxadilan induz redistribuigcdo de Paxilina

A paxilina é uma proteina adaptadora do citoesqueleto que esta associada na
adesado focal desempenhando papel chave na montagem, na interacdo com
citoesqueleto e transducédo de sinal (Brown e Turner, 2004). Investigamos o efeito do
maxadilan (50 ng/ml) sobre a redistribuicdo de Paxilina em células endoteliais. A
Figura 15 mostra que a paxilina encontra-se dispersa no citoplasma das células no
controle, associada a actina cortical. Apds o tratamento com maxadilan, a paxilina se

redistribui, se associando a F-actina nas adesodes focais e nas fibras de estresse.

Figura 15 - Maxadilan induz redistribuicdo de Paxilina
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Legenda: As células HMEC1 foram incubadas na auséncia ou presenca de maxadilan (50ng/ml) por
30 minutos, fixadas, permeabilizadas e marcadas para F-Actina e Paxilina usando Faloidina-
Rodamina ou e anti-Paxilina, com anticorpo secundéario Alexia 488. As imagens foram
adquiridas por microscopia de fluorescéncia no aumento de 630x.As imagens sao
representativas de 3 experimentos independentes. Setas indicam colocalizacdo de paxilina
com actina.
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4.10 O aumento da permeabilidade endotelial induzida pelo Maxadilan €
modulado pelaativacéao de Src

Dados da literatura mostram o envolvimento da familia quinase Src na
regulacdo da permeabilidade vascular (Adam e col., 2010). Para investigar o
envolvimento de Src sobre a permeabilidade endotelial, as células HMEC-1 foram
pré-incubadas como PP2, inibidor de Src e tratadas com maxadilan (50 ng/ml) por 5
e 30 minutos. A figura 16 mostra que e o tratamento com o PP2 impediu o aumento
da permeabilidade endotelial induzida pelo maxadilan em 5 e 30 minutos,
confirmando a participacdo de Src no efeito de maxadilan sobre a permeabilidade

endotelial.

Figura 16 - Maxadilan induz aumento da permeabilidade endotelial via ativacdo de
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Legenda: Células HMEC1 foram incubadas na auséncia ou presenga de maxadilan (50ng/ml) por 5 e
30 minutos. As células foram pré-incubadas com inibidor de Src (PP2 10uM) por 15
minutos. A permeabilidade foi determinada pela quantificacdo da fluorescéncia decorrente
da passagem de dextran-FITC pela camada celular. Os resultados estdo expressos como
porcentagem relativa ao controle. Os dados sédo expressos como média = D.P. de 3
experimentos idénticos com resultados similares. *p<0,05 quando comparado as células
sem tratamento com MAX; #p<0,05 quando comparado com as células tratadas com
maxadilan.
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4.11 Maxadilan induz aumento da associagdo de Src/VE-Caderina

Recentemente foi mostrado que agonistas como o VEGF podem induzir a
translocacgdo de Src para membrana celular levando a fosforilagdo de VE-caderina, o
que contribui para o aumento da permeabilidade (Di Lorenzo e col.,2013). Como
mostrado na Figura 17, o tratamento das células endoteliais com maxadilan (50
ng/ml) induz o recrutamento de Src para membrana celular apés 5 e 30 minutos.
Além disso, o maxadilan induziu a associacdo da Src a VE-Caderina (Fig.17;

merge).

Figura 17 - Maxadilan induz recrutamento de Src para membrana
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Legenda: Células HUVEC foram incubadas na auséncia ou presenca de maxadilan (50ng/ml) por 5 e
30 minutos, fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpos anti-VE-caderina e anti-
Src e anticorpo secundario Alexia 555 e 488 respectivamente. As imagens foram adquiridas
através de microscopia de fluorescéncia usando aumento de 630 X. As imagens sao
representativas de 3 experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

Maxadilan € um peptideo isolado a partir de lisados da glandula salivar do
flebotomineo Lutzomya longipalpis, vetor da leishmaniose, sendo um potente
vasodilatador, exercendo funcbes vasoativas e pro-inflamatorios levando ao
aumento da infectividade e auxiliando o inseto na obtencdo de sangue, na
transmissdo de patégenos e neutralizacdo da hemostasia (Lerner e col., 1991,
2007;Timmerman e col., 2012).

Durante a picada do mosquito, as células presentes no sitio de inoculacéo
sao expostas aos componentes da saliva do inseto, contribuindo para a infeccdo. Foi
demonstrado que o maxadilan é capaz de exacerbar a infeccao de L. major através
da alteracdo do balanco Th1/Th2, favorecendo o desenvolvimento da resposta Th2
em macrofagos e em células dendriticas, levando ao aumento de IL-10, IL-6 e TGF-
B e a diminuigao das citocinas do Tipo | (IL-12p e TNFa) e NO (Brodie, e col., 2007;
Wheat e col.,, 2008). Além disso, o maxadilan apresenta significativos efeitos
hemodindmicos, sendo capaz de causar dilatacdo das arteriolas e aumentar a
permeabilidade vascular (Svensjd, e col.,, 2009).Estudo recente de nosso grupo
demonstrou que maxadilan é capaz de ativar neutréfilos in vivo e in vitro, sendo um
potente quimiotatico para essas células. O acumulo de leucécitos induzido pelo
maxadilan envolve além da ativacdo de receptores PAC1, a co-ativacdo de
receptores CXCR1/2 em neutrdfilos, contribuindo também para o aumento do
extravasamento de plasma in vivo(Svensjo, e col., 2012). Embora seu efeito como
um potente vasodilatador esteja bem descrito, os efeitos diretos do maxadilan em
células endoteliais e o papel do PACL1 e das vias de sinalizacao intracelular em suas
acOes ainda né&o foi explorado.

As células endoteliais tém um papel chave na regulagdo da barreira
endotelial, controlando a passagem de fluidos, solutos, leucdcitos entre a corrente
sanguinea e o tecido lesado. Assim, a alteracdes em sua permeabilidade frente a
diferentes estimulos pré-inflamatorios necessita ser altamente regulada (Timmerman
e col., 2012).A perturbagdo da integridade da célula endotelial dispara cascatas de
sinalizacdo alterando a morfologia da membrana, a estrutura do citoesqueleto e a

organizacao da matriz extracelular (Tesfamarian& DeFelice, 2007).
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Foi demonstrado in vivo que maxadilan e o homogenato da glandula salivar
do inseto podem promover o aumento da permeabilidade vascular em vénulas pos-
capilares observados através de microscopia intravital (Svensjo e col., 2009).Nossos
resultados mostram que, in vitro, maxadilan é capaz de aumentar a permeabilidade
das células endoteliais. Esse efeito foi comparavel ao da Ang Il e também ja foi
observado com a outros mediadores inflamatérios como a histamina, trombina,
bradicinina e VEGF(Sukriti e col.,, 2014).A histamina aumenta a permeabilidade
endotelial pelo aumento de calcio intracelular e ativagcdo de MLCK, além disso,
medeia a fosforilacdo das proteinas de juncBes aderentes dependente da proteina
Src. Ja& O VEGFaumenta a permeabilidade vascular através da ativacdo de
diferentes vias de sinalizacdo que incluem desde a ativacdo da via da PLC, que
acarreta um aumento dos niveis de calcio intracelular; a ativacdo RhoGTPase, com
rearranjo do citoesqueleto; a ativacdo de Src que medeia a fosforilacdo e
internalizacdo das proteinas juncionais, além da sinalizacdovia eNOS (Sukriti e col.,
2014).

Os efeitos vasoativos e pro-inflamatérios do maxadilan sdo mediados pela
sua ligacéo especifica ao receptor pituitério tipo 1 (PAC1), um receptor acoplado a
proteina G, o mesmo receptor do seu ligante endégeno, o peptideo ativador da
adenilato-ciclase da pituitaria (PACAP), encontrado em mamiferos (Lerner, 2007).
Observamos que o aumento da permeabilidade induzido por maxadilan é depende
da ligacdo do peptideo a este receptor, jA que o efeito foi bloqueado quando
utilizamos o M65 - um recombinante mutante de maxadilan que é utilizado como um
antagonista de alta afinidade do receptor PAC-1. Estes resultados estdo em
conformidade com o que foi demonstrado in vivo, onde foi observado que o aumento
do extravasamento de plasma induzido pelo maxadilan e pelo homogenatoda saliva
do mosquito L. longipalpisse dava pela ativacdo de PAC1 (Svensjo e col., 2009).

A permeabilidade vascular € regulada principalmente por alteracées nas
juncdes aderentes. Essas juncdes exercem um papel importante no controle da
permeabilidade vascular e estdo localizadas no contato célula-célula mediando a
adesdo das células e sinais intracelulares. A mais importante proteina juncional
encontrada nas células endoteliais é a VE-Caderina que tem um papel central na
iniciagdo e estabilizacdo do contato célula-célula (Dejana e Orsenigo, 2013).A
fosforilacdo de VE-Caderina em tirosina leva alteragbes conformacionais ou até

rompimento das juncdesintercelulares(Daniel e Reynolds, 1997;Timmerman, 2012).
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A fosforilagdo dos componentes do complexo VE-Caderina-catenina se correlaciona
com a perda da adesdo célula-célula (Dvorak, e col.,, 1996;Turowski, e col.,
2008;Van Buul, e col., 2009). Um dos primeiros trabalhos neste tema suporta a idéia
qgue o nivel de fosforilacdo da VE-Caderina esta altamente ligado a confluéncia da
célula endotelial, mas é diminuida quando as células estdo em monocamada
confluente  (Vestweber, 2008). Além disso, agentes que aumentam a
permeabilidade, tais como histamina, PAF, TNF-a, trombina e VEGF aumentam a
fosforilacdo de varios componentes do complexo caderina-catenina (Andriopoulou, e
col., 1999;Angelini, e col., 2006;Esser, e col., 1998;Rabiet, e col., 1996;Monaghan-
Benson e Burridge, 2009).

Nossos resultados mostram que o maxadilan foi capaz de aumentar a
fosforilacdo do residuo tirosina 658 da VE-Caderina e a formacéo de fendas entre as
células, decorrentes da dispersdo da VE-caderina, com perda da ligagdo célula-
célula. Dados da literatura indicam que o aumento da permeabilidade esta associado
com aumento dos niveis de fosforilacdo em tirosina da VE-Caderina e da -catenina,
com quebra da associacdo da VE-Caderina a B-catenina (Weis e col., 2004). Potter
e colaboradores estudaram o papel de residuos especificos de tirosina do complexo
caderina e catenina (Potter, e col., 2005). Estes autores mostraram que 0s residuos
em tirosina 658 e 731 da VE-Caderina s&o fundamentais no controle da
permeabilidade e que a substituicdo desses por glutamatoresultou na perda da
ligacao de p120 e B-catenina, respectivamente. Além disso, foi visto em HUVEC que
a substituicdo da tirosina por fenilalaminana nos residuos 658 ou 731 leva a reducao
da migracdo de leucdcitos através da monocamada endotelial (Allingham e col.,
2007), sugerimos que maxadilan, ao induzir a fosforilagéo no residuo de tirosina 658,
leva a quebra da ligacdo do complexo VE-Caderina-catenina, ja que o residuo 658
corresponde ao sitio de ligacdo da pl20-catenina e desestabiliza a VE-Caderina,
contribuindo para o aumento da permeabilidade.

A partir desses dados, nossos resultados sugerem que a fosforilagdo da Y658,
leva a perda da associacdo da p-120 com a VE-caderina, desestabilizando-a e
acarretando a quebrada ligacdo do complexo VE-caderina-catenina e a
internalizacdo da VE caderina e ruptura da ligacdo do contato célula-célula. Estes
resultados sdo consistentes com estudos que mostram a internalizacdo de VE-
Caderina em células endoteliais incubadas com VEGF e vitronectina (Gavard e

Gutkind, 2006; Li e col, 2012).Mostramos também que, reforcando a
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desestabilizacdo das juncdes aderentes, o0 maxadilan induz a translocagao de [3-
catenina para o nucleo, sugerindo que a B-cateninapode atuar como um fator de
transcricdo para estimular a formacéo de mediadores proé-inflamatorios.

Dados da literatura destacam a associacdo estreita das caderinas com o
citoesqueleto sendo essencial no contato célula-célula (Miyaguchi, 2000; Quadri,
2012). Observamos que maxadilan promoveu a reorganizacdo do citoesqueleto de
actina, com formacao de fibras de estresse ao longo do citoplasma. E amplamente
aceito que a integridade da barreira das células endoteliais é dependente da
estrutura do citoesqueleto de actina. Varios agonistas como LPS, VEGF e trombina
induzem o rearranjo do citoesqueleto, induzindo respostas contrateis e o rompimento
do contato célula-célula que aumenta a permeabilidade endotelial (Kasa, e col.,
2015).

A FAK é uma proteina quinase que funciona como uma plataforma que
integra os ambientes intra e extracelulares em varios eventos, como migracéo,
proliferacéo e sobrevivéncia celular (Carlucci e col., 2008). A fosforilacdo de FAK e o
consequente aumento de sua atividade tem sido demonstrado estar relacionado ao
aumento da permeabilidade (Lee e col., 2007). Nossos resultados mostram que o
maxadilan aumentou a fosforilacdo de FAK no residuo de tirosina 397, fundamental
para sua ativacdo, e a subsequente associacdo a actina. Além disso, mostramos
gue o maxadilan induziu redistribuicdo da Paxilina, que se localiza nos pontos de
adesdo focal e nas extremidades das fibras de estresse. Trabalhos anteriores
mostraram que trombina induza ativagéo e colocalizacdo da FAK e da paxilina em
pontos de adesdo focal na célula endotelial (Shikata e col., 2003), reforcando a
importancia da atividade de FAK e paxilina na funcdo de barreira induzida por
maxadilan.

A proteina Src atua sobre varias vias de sinalizacdo envolvidas na regulacao
da adesao focal e permeabilidade microvascular, incluindo vias da MAPK, MLCK e
B-catenina (Borecki, e col., 1997). J& € bem descrito que em monocamadas de
células endoteliais, o bloqueio de Src inibe 0 aumento da permeabilidade causada
por TNF, VEGF e H,0, (Ronald, e col., 2008). Além disso, a inibicdo de Src por
agentes farmacolégicos (PP2) ou por ferramentas moleculares diminui a
hiperpermeabilidade induzida por neutréfilos em vénulas coronarianas isoladas
(Ronald, e col., 2008). Recentemente, foi mostrado queVEGF é capaz de induzir a

translocacdo de Src para membrana, que se associa a VE-Caderina, aumentando a
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permeabilidade vascular (Di Lorenzo e col., 2014). Nossos resultados mostram que
0 aumento de permeabilidade induzido por maxadilan depende da participagédo de
Src, ja que esse efeito foi bloqueado quando utilizamos o antagonista competitivo
dessa proteina, o PP2. Além disso, o0 maxadilan ativa a translocacdo de Src para a
membrana e sua associacdo a VE-Caderina. Dessa forma, € possivel que a Src, ao
se associar a VE-Caderina, leve a sua fosforilagdo contribuindo para o aumento da
permeabilidade endotelial. Contudo, o papel da Src ainda precisa ser melhor
investigado.

Em conjunto, nossos dados sugerem que o maxadilan atuando em receptores
PAC1 aumenta a permeabilidade endotelial a partir da modulacéo da VE-caderina e
proteinas do citoesqueleto. Estes efeitos contribuiriam para o aumento da
transmigracdo de leucdcito, inflamacao e também na infectividade pela Leishmania.
Além disso, os resultados evidenciam o uso do maxadilan como uma nova
ferramenta para estudos da biologia da célula endotelial e uma possivel molécula

lider para a busca de novos alvos terapéuticos.
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CONCLUSAO

O maxadilan atua diretamente na célula endotelial atuando sobre receptores
PAC1, ativando mecanismos de sinalizacdo celular que levardo ao rompimento da
barreira endotelial, contribuindo para seus efeitos préinflamatorios in vivo. Uma
melhor compreensdo dos efeitos de maxadilan no endotélio pode conduzir ao

desenvolvimento de estratégias terapéuticas para disfuncfes endoteliais.
Figura 18 - Efeito do Maxadilan sobre a permeabilidade celular e a reorganizacdo do
citoesqueleto de actina na célula endotelial

MAX

PAC1

Retracdo Celular
e
Formacdode Gaps

B-catenina

2V

Nucleo

VE-caderina

Reorganizacédo do
Citoesqueleto de Actina

Aumento da Permeabilidade

Legenda: Aligacdo do Maxadilan ao receptor PAC-1 leva a ativacdo de Src que se liga e fosforila a
VE-caderina, ocorrendo a sua dissociagdo da B-catenina que transloca para o nucleo. O
peptideo ainda induz o rearranjo do citoesqueleto de actina, a redistribuicdo de paxilina e a
fosforilacdo de FAK. Estes eventos disparados pelo Maxadilan sdo responsaveis pela
ruptura da barreira endotelial e consequente aumento da permeabilidade celulular.
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