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RESUMO

Em adi¢c&o a formagéo da parede muscular do coragéo adulto, a cardiogénese envolve
a morfogénese das valvulas cardiacas e septos membranosos, os quais sao derivados
dos coxins endocardicos. O endocardio nestas regides sofre uma transigdo epitélio-
mesenquimal (EMT), na qual células endoteliais adquirem um fendétipo mesenquimal e
diferenciam-se em fibroblastos enquanto migram no interior da matriz extracelular
subjacente. Rho-GTPases estdo envolvidas com controle do citoesqueleto e regulacao
génica durante a EMT que ocorre em outras regides durante o desenvolvimento. O
objetivo principal deste projeto foi determinar se ha alguma correlagdo entre RhoA e a
EMT que ocorre nos coxins endocardicos atrio-ventriculares de coragdes de embrides
de galinha. Por imunofluorescéncia e PCR em tempo real, RhoA foi detectada nos
sitios analisados, com expressdo elevada nos estagios em que a EMT estava
ativamente ocorrendo. Explantes em cultura tratados com um inibidor para Rho-
GTPases, a exoenzima C3, mostraram diminuigao significativa no numero de células
mesenquimais. siRNA foi usado para bloquear especificamente a sintese de RhoA e
ambos os numeros de células endoteliais ativadas e mesenquimais diminuiram
significativamente com o tratamento. Perda de RhoA produziu redugédo nos niveis de
RhoB, ciclina-b2 e catenina beta, mostrando que estes genes sao regulados
downstream a RhoA. Em contraste, Runx-2 nao foi reduzida. Inibicao das atividades
de TGF-B2 e TGF-B3 causou reducao significativa nos niveis de mensagem para
RhoA. Estes dados colocam RhoA nas vias de sinalizagdo reguladas por TGF-B e
demonstram um requerimento funcional durante a EMT que ocorre durante o

desenvolvimento das valvulas cardiacas.



1. INTRODUCAO

O interesse em se estudar o desenvolvimento dos seres vivos antes do
nascimento é grande. Os homens sempre tiveram curiosidade sobre a origem da vida,
sobre os mecanismos basicos pelos quais os seres vivos desenvolvem-se e sobre uma
forma de melhor viver. Isto é ainda mais relevante nos dias atuais pelo uso de células
tronco no tratamento de varias doencas. Além disso, muitos dos eventos que ocorrem
durante a progressdo de canceres refletem mecanismos utilizados normalmente
durante o desenvolvimento embrionario, como proliferagao celular, migragao e invaséo
de tecidos adjacentes. Nos ultimos anos, com o desenvolvimento das novas técnicas
de Biologia Celular e Molecular, foi possivel ao homem progredir na jornada pelo

entendimento dos eventos celulares que governam estes processos.

Dessa forma, diversos grupos de pesquisa comegaram a estudar o papel
de diversas proteinas durante a morfogénese. O Laboratério de Matriz Extracelular e
Desenvolvimento tem realizado projetos no sentido de melhor entender o papel da
matriz extracelular e sua agao nas células (receptores e vias de sinalizagdo) durante a
morfogénese. Especificamente, estuda-se essa interagdo na transigcdo epitélio-
mesenquimal (EMT) que ocorre durante a formagao dos coxins endocardicos. Essas
estruturas originardo as valvulas e porgdes membranosas dos septos interatrial e

interventricular do coracéo adulto.

Diversos experimentos foram realizados com o objetivo de descobrir qual
ou quais moléculas estariam desencadeando esta EMT. Inicialmente, a atuacao de
componentes da camada de matriz extracelular entre o miocardio e endocardio

primitivos foi investigada neste fenbmeno (Markwald et al., 1978; Krug, Runyan and
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Markwald, 1985; Krug, Mjaatvedt and Markwald, 1987). Em 1989, Potts and Runyan

descobriram papel importante para TGFB. Novos experimentos identificaram TGF(B3
como uma isoforma critica na regulagcado desta EMT (Potts et al,, 1991). Em 1999,
Boyer et al. mostraram que o bloqueio da atividade de TGFB2 prevenia a separagao
celular enquanto o bloqueio de TGFB3 permitia a separacdo mas bloqueava a invasao

das células mesenquimais.

Wei et al. (2002) e Kaarbo et al. (2003) mostraram que membros da
familia Rho participam ativamente na formagao do coragdo de camundongo e galinha,
respectivamente. Com relagcéo a valvulogénese, Zhao & Rivkes (2004) e Sakabe et al.
(2006) demonstraram o requerimento de ROCK (Rho-associated kinase) para a
invasdo das células mesenquimais durante a EMT em coragdo de camundongos e
galinha, respectivamente. Além disso, a presengca de RhoB, Rac1 e Cdc42 foi
detectada no canal atrio-ventricular (AVC) do coragdo embrides de galinha através de

imuno-histoquimica (Tavares & Kitten, 2004).

Nesse sentido, o presente trabalho procurou detectar e relacionar o papel
de RhoA com a formagé&o do tecido dos coxins endocardicos atrio-ventriculares (AV) do

coracao de embribes de galinha.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Desenvolvimento do Coragao

O coragcdo de organismos vertebrados desenvolve-se a partir de
complexos processos no embrido que culminardo na formacdo de uma bomba
muscular com quatro cdmaras. O coragao € o primeiro 6rgédo a funcionar nos embrides
e sua viabilidade é critica para a embriogénese e organogénese subsequentes.
Estudos de mapeamento de destino celular em embrides de galinha mostram que
células do epiblasto na linha primitiva anterior no estagio 3 de Hamburger e Hamilton
(HH; Hamburger & Hamilton, 1951) incluem progenitores cardiacos. O primoérdio
cardiaco dentro da linha primitiva involui e migra cranialmente e lateralmente formando
0s campos cardiacos bilaterais (crescente cardiaco) dentro do mesoderma lateral. No
estagio 5 de HH, células isoladas do mesoderma pré-cardiaco podem diferenciar-se
em musculo cardiaco e, dessa forma, ja estdo especificadas para formar
cardiomiocitos. No estagio 7, progenitores cardiacos estdo presentes no mesoderma
esplancnico diretamente sobre o endoderma do tubo digestivo anterior primitivo. Neste
estagio, uma populagcdo de precursores endocardicos é detectavel distintamente do

pré-miocardio.

Iniciando no estagio 8 em galinha, o dobramento do embrido causa a
fusdo do mesoderma esplanquinico na linha média de rostral para caudal e a
localizagdo desta area na regiao do torax. Fus&o do coragdo primitivo e contragoes
visiveis ocorrem por volta do estagio 10. Este coracado funcional consiste de uma
camada de células miocardicas externa e de uma camada de células endocardicas
interna. Entre as duas camadas ha uma camada de matriz extracelular (ECM), rica em

acido hialurénico, chamada de geléia cardiaca, que se constitui como uma membrana
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basal expandida. No estagio 12, o tubo cardiaco linear comega a dobrar para a direita,
percebendo-se em sua superficie externa constricdbes menores que demarcam o0s
segmentos cardiacos primitivos. De caudal para rostral, os segmentos cardiacos séo:
seio venoso, atrio, ventriculo esquerdo, ventriculo direito e tronco arterioso. Desse
modo, o coracdo constitui-se como um tubo continuo em expansao, recebendo
drenagem venosa de seu polo caudal e bombeando sangue para o primeiro arco
aortico. Em adicdo, células mesoteliais da regido do seio venoso migram sobre o

coragao para formar o epicardio (Sucov, 1998; Person, Klewer & Runyan, 2005).

Entretanto, a formacdo de um coracdo completo com quatro camaras
individualizadas envolve o desenvolvimento das valvulas tricuspide e mitral e septagao
atrial e ventricular completa. As valvulas e por¢cbes membranosas do septo cardiaco
sdo derivadas de progenitores endocardicos que formam mesénquima. Para isto, é
critico o processo morfogenético de invasao e transformagao nos coxins endocardicos
que ocorre no canal atrio-ventricular e tronco arterioso do coragdo rudimentar

(Markwald et al., 1984).

2.2. Formagao dos Coxins Endocardicos

Os coxins endocardicos formam-se por um processo nao muito
entendido, porém regulado, de secrecdo de ECM rica em acido hialurénico e sulfato de
condroitina pelas células do miocardio. Este processo ocorre na regiao do canal atrio-
ventricular e tronco arterioso logo apds o inicio do dobramento do tubo cardiaco.
Acredita-se que a regulagdo da producdo de ECM seja feita por BMP-2 (bone
morphogenetic protein-2) e Wnt-6 (wingless type MMTV integration site-6), uma vez
que ambos os fatores de crescimento sao expressos no miocardio da regido formadora

dos coxins (Person, Klewer & Runyan, 2005).
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Apos a formacgao dos coxins, células mesenquimais sao observadas no
interior da geléia cardiaca nos estagios 17-18 (FIG. 1). Um trabalho pioneiro de
videomicroscopia em AVC em cultura mostrou que as células mesenquimais sao
originadas a partir da camada de células endocardicas por um processo conhecido

como transig¢ao epitélio-mesenquimal (Kinsella & Fitzharris, 1980).

Estagio 14 vEstagio 17 S C_qra_ﬁzAdulto

FIGURA 1 - Representagcao esquematica de cortes do coracao de embrides de
galinha nos estagios 14 e 17 de HH, bem como de um coragao adulto.

Estagio 14 (52 horas): o coragao tubular sofreu uma dobra, sendo possivel distinguir o
atrio (A) e o ventriculo (V). No canal atrio-ventricular e no tronco arterioso (OT), a
quantidade de geléia cardiaca aumenta, formando os coxins endocardicos, que
servirao como valvas primitivas separando as duas cavidades. No tronco arterioso,
os coxins endocardicos expandem-se, formando a maioria do septo aortico-
pulmonar.

Estagio 17 (64 horas): a camada endotelial acima dos coxins endocardicos torna-se
“ativada”. Estas células sofrerdo a transi¢ao epitélio-mesenquimal, dando origem as
células do tecido dos coxins endocardicos. Utilizando sinais diversos, tais como
fatores de crescimento produzidos pelo miocardio e componentes da matriz
extracelular, as células dos coxins apresentam intensa atividade de migragcdo na
geléia cardiaca. E importante notar que o endotélio localizado em outras regides do
coragao permanece como uma unica camada de células que nao se diferenciam.

Coracao adulto: representagdo de um coragao adulto compartimentalizado em quatro
camaras separadas pelas valvulas tricuspide (TV) e mitral (MV). Os coxins
endocardicos contribuem para a formacido destas valvulas, bem como do septo
interatrial e interventricular.

A- atrio; LA- atrio esquerdo; LV- ventriculo esquerdo; MS- septo membranoso; MV-
valvula mitral; OT- tronco arterioso; RA- atrio direito; RV- ventriculo direito; TV- valvula
tricuspide; V- ventriculo.
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2.3. Transigao epitélio-mesenquimal (EMT)

Historicamente, células epiteliais e mesenquimais tém sido identificadas
com base no seu aspecto visual unico e na morfologia das estruturas multicelulares
que formam. Um epitélio tipico & definido como uma camada de células justapostas
em um arranjo uniforme. Jungdes intercelularers e de adesao entre células vizinhas
mantém as células fortemente unidas, impedindo movimentos de células individuais a
partir da camada epitelial. Além disso, a camada epitelial € polarizada, apresentando
uma regiao apical visualmente diferente da regido baso-lateral. A regido basal esta em
contato com uma camada especializada de tecido conjuntivo, a membrana basal.
Embriologicamente, células epiteliais sao derivadas normalmente do ectoderma e
endoderma. Células mesenquimais, por sua vez, apresentam morfologia irregular e
nao sao uniformes na composicao e densidade. A adesao entre células mesenquimais
€ mais fraca do que a adesdo entre células epiteliais, permitindo uma maior
capacidade migratéria. Células mesenquimais apresentam uma forma mais alongada,
com polaridade anterior-posterior. Além disso, a migracdo mesenquimal é
mecanicamente diferente do movimento epitelial. Células epiteliais movem-se como
uma camada em bloco, enquanto a migracdo mesenquimal € considerada mais
dindmica. Células mesenquimais movem-se individualmente e podem deixar parte do
seu citoplasma para tras. Elas sao derivadas do mesoderma e ectoderma
embrionarios e durante o desenvolvimento diferenciam-se em diversos tipos celulares,

como componentes do tecido conjuntivo, 6sseo e cartilaginoso (Lee et al., 2006).

Tornar uma célula epitelial em uma célula mesenquimal requer alteragbes
na morfologia, arquitetura celular, citoesqueleto, adesado e capacidade de migragao.
Desta forma, a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) constitui-se como mudanca

fenotipica de células epiteliais que foram especificadas para diferenciagcdo em células
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mesenquimais. Estas células sofrem reorganizagdo do citoesqueleto, perda de
contatos celulares, hipertrofia das células epiteliais, rompimento da membrana basal e
aquisicao de capacidade migratéria e invasiva (Shook & Keller, 2003; Person, Klewer &
Runyan, 2005). Didaticamente, divide-se a EMT em duas etapas distintas: ativagéo
(hipertrofia, perda de contatos celulares, polarizagdo do Golgi, fluxo intracelular de
calcio, extensao de filopddios) e invasao (rompimento da membrana basal e migragéo

no interior da ECM).

Observa-se a EMT tanto em processos fisioldégicos quanto patolégicos.
Nos eventos fisioldgicos, o processo é sutil e controlado, constituindo-se como um
importante mecanismo para a reorganizagdo das camadas celulares e dos tecidos
durante o desenvolvimento embrionario. Podem-se citar, além da formacdo do
mesénquima pré-valvular, eventos como gastrulacdo, formacédo da crista neural,
diferenciagdo dos somitos e diferenciagdo do esclerétomo e regressao do tracto de
Mullerian (Savagner, 2001). Por sua vez, nos eventos patoloégicos, como a
tumorigénese, ocorre um processo agressivo e descontrolado. As células tumorais
possuem caracteristicas morfologicas alteradas, refletindo alteragdes no genoma.
Essas mudangas tornam-se mais dramaticas no caso de metastase, quando as
células, por exemplo, deixam uma camada epitelial organizada e adquirem um feno6tipo
invasivo com a capacidade de atravessar limites de tecidos (Lee et al., 2006). Um
outro evento patologico atualmente relacionado com a EMT é a formacao de fibroses,
como a fibrose renal e pulmonar. Embora ndo se saiba ao certo o papel da EMT na
formacdo dos miofibroblastos presentes nesta lesdo, estas células apresentam
caracteristicas sugestivas de mudanga fenotipica, como a expressdo do marcador

actina alfa de musculo liso (Masszi et al., 2003).

Nos coxins endocardicos, antes do estagio 14 de HH, o endotélio do AVC

apresenta células achatadas, poligonais morfologicamente idénticas as células
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endoteliais do ventriculo e atrio. Entre os estagios 13 e 16, um sinal de ativagéo
oriundo do miocardio € recebido por todas as células endoteliais do AVC (Boyer &
Runyan, 2001; Ramsdell & Markwald, 1997; Runyan et al., 1990). Este sinal produz
uma populagéo de células endoteliais que apresentam, morfologicamente, hipertrofia e
perda de contatos celulares (Krug, Runyan & Markwald, 1985; Markwald, Fitzharris &
Manasek, 1977), um fluxo intracelular de calcio (Runyan et al., 1990) e a producéo de
um numero de marcadores celulares caracteristicos. Estas células sdo descritas como
ativadas e estdo espalhadas nesta regido do coracdo (Runyan et al., 1990). Embora
muitos dos marcadores conhecidos sejam produzidos nas células endoteliais ativadas,
a maioria permanece na superficie da matriz como células endoteliais, enquanto um
grupo de células continua a perder suas caracteristicas epiteliais, estendendo
filopédios e tornando-se células mesenquimais invasivas migrando no interior da geléia
cardiaca (Markwald et al., 1984). Contagens celulares indicam que 7 a 10% das
células endoteliais ativadas tornam-se células mesenquimais (Runyan, dados n&o
publicados). Estas células mesenquimais diferenciam-se, posteriormente, em células
tipo fibroblastos e proliferam-se formando o tecido conjuntivo das valvulas e septo. No
adulto, estas células diferenciar-se-do em fibroblastos e miofibroblastos, embora a
origem deste ultimo tipo celular ainda esteja sob discussao (epicardio, crista neural ou

EMT). Em condigbes patoldgicas, estas células podem se diferenciar em condrdcitos.

Tanto sinais autdcrinos (da propria camada epitelial) quanto paracrinos
(de tecidos adjacentes) podem desencadear a EMT. Componentes da matriz
extracelular como colageno, bem como fatores soluveis, incluindo EGF (epidermal
growth factor), SF/HGF (scatter factor/hepatocyte growth factor), LPA (lypophosphatidic
acid), membros das familias do FGF (fibroblast growth factor) e TGF- (transforming
growth factor- B) e proteinas da familia Wnt ja foram diretamente relacionados com a

EMT (Person et al., 2005, Camenisch et al., 2002, Schubert et al., 2002; Savagner,
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2001; Nakajima et al., 2000; Yamagishi et al., 1999; Song, Majka & McGuire, 1999;

Potts & Runyan, 1989).

Com relagéo a EMT nos coxins endocardicos AV, Potts & Runyan (1989)
identificaram TGF-B como um componente essencial das vias de sinalizagado durante a
EMT no AVC de embrides de galinha usando géis de colageno. TGF-Bs s&o proteinas
de baixo peso molecular de aproximadamente 25 kD, compostas de duas subunidades
idénticas, originalmente isoladas do meio de células transformadas. A familia do TGF-
B inclui cinco membros (TGF-B1-5) compartilhando pelo menos 70% de homologia na
sequéncia de acidos nucléicos. Nenhuma espécie tem mais de trés isoformas
(Massagué, 1990). Galinha possui TGF-B2, 3 e 4, enquanto mamiferos possuem TGF-
B1, 2 e 3. TGF-B4 em galinha € o homdlogo de TGF-1 em mamiferos (TGF-f1 em

galinhas foi um artefato de clonagem) (Burt, 1992). TGF-B5 € encontrada em sapos.

Dessa forma, Potts et al. (1991) mostraram que TGF-B3 era uma
isoforma necessaria para a regulagado desta EMT em embrides de galinha. Entretanto,
TGF-B2 mostrou-se critica para a EMT nos coxins endocardicos AV de embrides de
camundongo (Sanford et al., 1997; Proetzel et al., 1995). Tentando clarificar o papel
das duas isoformas, Boyer et al. (1999) compararam a atividade das isoformas TGF-32
e TGF-B3 pelo uso de anticorpos neutralizantes em embrides de galinha. Os autores
mostraram que o bloqueio da atividade de TGF-B2 prevenia a separacido celular
(ativagdo das ceélulas endoteliais). Por outro lado, anti-TGF-B3 permitia a ativagao,
mas bloqueava a invasao de células endoteliais ativadas. Posteriormente, a diferenca
entre os dois organismos foi confirmada por Camenisch et al. (2002). Eles mostraram
que apenas TGF-B2 era expressa e obrigatéria para a EMT em AVC de embribes de

camundongo.

BMP-2, outro membro da familia TGF- 3, também esta envolvida neste

processo. Entretanto, segundo Yamagishi et al. (1999) e Nakajima et al. (2000), este
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fator, produzido apenas pelas células do miocardio, ndo apresenta acdo isolada,

atuando em conjunto com TGF-33 em embrides de galinha.

Por sua vez, SF/HGF possui um papel relevante neste processo. Este
fator de crescimento também € produzido pelas células do miocardio. Entretanto, seu
papel parece ndo estar relacionado com a indu¢do da EMT, mas com a manutengao
das caracteristicas mesenquimais das células em migragdo no interior da geléia

cardiaca (Song, Majka & McGuire, 1999).

Wnt-9a e seu antagonista Frzb também foram identificados nos sitios de
EMT em embrides de galinha por Person et al. (2005). Proteinas Wnt sdo moléculas
de sinalizagao secretadas que agem como mediadores no controle de muitos aspectos
do desenvolvimento em todos os animais estudados. O receptor celular para Wnt
pertence a familia Frizzled de proteinas transmembranas. Elas sinalizam
primariamente através de uma proteina sinalizadora citoplasmatica chamada
Dishevelled, que por sua vez, regula a protedlise de uma proteina multifuncional
chamada catenina beta. Esta ultima funciona tanto em adesdes celulares como
proteina de regulagdo génica. Na auséncia de sinalizagdo por Wnt, a maior parte da
catenina beta de uma célula esta localizada nas zénulas de adesdo associada com
caderinas. Toda catenina beta ndo associada nas z6nulas de adesao € rapidamente
degradada no citoplasma. A ligacdo de Wnt ao receptor Frizzled causa a inibicdo da
fosforilacdo e degradacdo da catenina beta, que se acumula no citoplasma e nucleo.
Neste ultimo local, a catenina beta causa a transcrigcdo de varios genes regulados por
Whnt, como aqueles relacionados a proliferagédo celular (Alberts et al., 2002) . Em sitios
de EMT no coragédo de embrides de galinha, Wnt-9a e Frzb ndo possuem um papel
regulador direto durante a ativagdo ou invasdo da EMT. Os dados evidenciam um

papel regulador destas moléculas na proliferagdo das células mesenquimais,
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proporcionando a formagdo de um coxim endocardico AV normal no coragao de

embrides de galinha (Person et al., 2005).

A maioria dos receptores para fatores de crescimento e citocinas possui
um dominio quinase intracelular ativado pela associagédo do ligante. Um exemplo € a
acao da familia TGF-B. O fator de crescimento secretado liga-se a receptores
especificos na membrana da célula alvo, como o receptor do tipo Il (TRRII). Por
conseguinte, o receptor do tipo | (TPRI) associa-se ao complexo formado, fosforilando
o receptor TRRIIl. Este ultimo torna-se, assim, ativo, recrutando e fosforilando outras
proteinas intracelulares, iniciando varias cascatas de sinalizagdo. Diversas vias ja
foram associadas a acdo destes receptores, como vias dependentes do fator de
transcricdo Smad (SMA - C. elegans + MAD - Drosophila) e independentes desta
proteina, como o recrutamento de pequenas proteinas que se ligam a GTP (Xie et al.,

2003; Derynck & Zhang, 2003).

2.4. GTPases — A Grande Familia de Proteinas Semelhante a Ras

Proteinas que se ligam a GTP constituem uma ampla familia de proteinas
na qual todas contém variantes do mesmo dominio globular responsavel pela ligagéo a
GTP (Alberts et al., 2002). Elas alternam entre um estado inativo ligado a GDP e um
estado ativo ligado a GTP, devido a uma alteracdo conformacional no dominio de
ligacdo. Além disso, a maioria destas proteinas possui atividade GTPasica, sendo
capazes de hidrolisar o GTP ligado a elas. Por causa disso, estas proteinas também

sdo chamadas de GTPases (Alberts et al., 2002; Lodish et al., 1999; Hall, 1998).

Ha duas classes de proteinas que se ligam a GTP: proteinas G

triméricas, que estdo diretamente associadas a certos receptores; e pequenas
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proteinas que se ligam a GTP ou proteinas monoméricas do tipo Ras, que estdo

indiretamente associadas a receptores por outras proteinas (Lodish et al., 1999).

Pequenas proteinas que se ligam a GTP s&o proteinas monoméricas
com massa molecular variando de 20 a 40 kDa. Os genes para Ha-Ras e Ki-Ras
foram os primeiros descobertos por volta de 1980. Eles foram identificados com os
oncogenes v-Ha-Ras e v-Ki-Ras de sarcomas virais de rato; sendo este o fato que
originou o nome Ras (rat sarcoma). Em seguida, seus oncogenes celulares foram
identificados em humanos e suas mutagées foram também encontradas em alguns
carcinomas humanos. Estas formas mutantes mostraram-se incapazes de hidrolisar
GTP, estimulando a proliferacao e transformacao de células em cultura (Takai, Sasaki

& Matozaki, 2001).

Atualmente, com a identificacdo de muitas outras proteinas relacionadas
a ela, uma grande familia de pequenas proteinas semelhantes a Ras foi constituida.
Ela agrupa mais de 100 pequenas proteinas em eucariotas, de leveduras a humanos.
Os membros sao estruturalmente classificados em pelo menos cinco familias: as

familias Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf e Ran (TAB. 1).
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TABELA 1
Pequenas proteinas que se ligam a GTP em mamiferos

Ras Rho Rab Sar1/Arf Ran
Ha-Ras Rheb RhoA Rif Rab1A Rab11A Rab26 Arf1 Ran
Ki-Ras KB- RhoB RhoBTB1 Rab1B Rab11B Rab27A Arf2
N-Ras Ras1 RhoC RhoBTB2 Rab2 Rab12 Rab27B Arf3
R-Ras kB- RhoD Miro-1 Rab3A Rab13 Rab28 Arf4
M-Ras Ras? RhoE/Rnd3 Miro-2 Rab3B Rab14 Rab29 Arf5
Ra1A RhoG Tc10 Rab3C Rab15 Rab30 Arfé
Ra1B RhoH/TTF Rab3D Rab16 Rab31 Sar1a
Rap1A Rac1 Rab4 Rab17 Rab32 Sar1b
Rap1B Rac2 Rab5A Rab18 Rab33A Arl1
Rap2A Rac3 Rab5B Rab19 Rab33B Arl2
Rap2B Cdc42 Rab5C Rab20 Arl3
Tc21 Rnd1 Rab6 Rab21 Arl4
Rit Rnd2 Rab7 Rab22 Arl5
Rin TCL Rab8 Rab23 Arlé
Rad Chp Rab9 Rab24 Arl7
Kir/Gem Wrch-1 Rab10 Rab25 Ard1

Fonte — Takai, Sasaki & Matozaki, 2001; Jaffe & Hall, 2005
* Proteinas em negrito foram abordadas neste estudo.

Analises cristalograficas de varias proteinas da superfamilia Ras
revelaram que os dominios de ligacdo a GTP/GDP tém topologia conservada (FIG. 2).
A regido G1 apresenta estrutura tridimensional inalteravel nas formas ligadas a GDP e
a GTP, ligando-se aos fosfatos a e f do GDP ou do GTP, com a sequéncia consenso
GX4GK (onde X representa qualquer aminoacido). A regidao G2 apresenta um residuo
de treonina que muda a estrutura da algca orientando um fon Mg*? na direcdo dos
fosfatos a e B do GTP. A regiao G2 é conservada dentro de cada familia, mas nao
entre familias diferentes. A regido G3 apresenta a sequéncia consenso DX;G. A
regiao G4 apresenta quatro residuos hidrofébicos ou aminoacidos apolares seguidos
da sequéncia consenso NKXD. A regidao G5 consiste de dois aminoacidos hidrofobicos

seguidos do consenso EXSAX (Bourne, Sanders & McCormick, 1991).
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FIGURA 2 - Estrutura da proteina Ras em sua forma ligada a GTP.

Esta proteina relativamente pequena ilustra a estrutura do dominio de ligagdo a GTP, que esta presente
em outras proteinas que se ligam a GTP.

Fonte - Alberts et al., 2002, p.182

Algumas das fungdes de muitas das pequenas GTPases tém sido
ultimamente elucidadas: a subfamilia Ras da familia Ras esta principalmente envolvida
com expressao génica; a subfamilia Rho/Rac/Cdc42 da familia Rho regula tanto a
reorganizagao do citoesqueleto quanto expressao génica; os membros da familia Rab
e Sar1/Arf regulam o trafego vesicular intracelular; e os membros da familia Ran estéao
envolvidos com o transporte nucleocitoplasmatico durante as fases G4, S e G, do ciclo
celular e organizagcao de microtubulos durante a fase M. Entretanto, essa associagao
€ muito simplista, visto que, dentro de uma mesma familia, um membro pode possuir

acdes totalmente diferentes de outro membro.

Uma caracteristica estrutural importante de GTPases pertencentes as
familias Ras, Rho/Rac/Cdc42 e Rab é a presenca na regido C terminal de seqiéncias
para ligagdes de grupos lipidicos e protedlise. Um exemplo é a presenga nas Rho-
GTPases do motivo CAAX que, juntamente com regides polibasicas situadas N
terminalmente a este, possibilita a associagado de grupos farnesila ou geranil-geranila.
Isto € muito importante para a localizacao intracelular destas proteinas, permitindo uma

atuacgao espacial e temporal (Takai, Sasaki & Matozaki, 2001).
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Embora a maioria dessas enzimas — GTPases — possa catalisar a
hidrélise de GTP por si proprias e, portanto, tornarem-se inativas sozinhas, essa agao
é lenta, havendo a necessidade de reguladores para essa acédo. Isso decorre da
necessidade de precisdo no controle do “ligamento” e “desligamento” das GTPases,
uma vez que tais proteinas estdo envolvidas em processos essenciais as células.
Dessa forma, existem trés tipos identificados de reguladores para GTPases, embora
uma familia ndo precise necessariamente possuir os trés: as proteinas ativadoras de
GTPase (GAP - GTPase-activing protein), os inibidores de dissociagdo de
nucleotideos guanina (GDI — guanine nucleotide dissociation inhibitor) e os fatores de
troca de nucleotideo guanina (GEF — guanine nucleotide exchange factor) (Alberts et

al., 2002; Ridley, 2001; Symons & Settleman, 2000; Hall, 1998).

Resumidamente, uma GTPase é inativada por uma GAP, que se liga a
ela, induzindo-a a hidrolisar seu GTP a GDP, liberando fosfato inorganico (Pi). Esta
GTPase-GDP inativa pode, agora, associar-se com um GDI, que impede que a
GTPase troque seu nucleotideo, além de solubilizar a proteina. A liberacdo da
proteina ligada a GDP pelo GDI ainda ndo € completamente entendida, embora se
acredite que fosforilagdo e/ou interacdo com outras moléculas celulares, como o
complexo ERM (ezrin/radixin/moesin), possam estar envolvidas. A GTPase, entéo,
permanece no estado inativo até encontrar um GEF, que se liga a GTPase-GDP,
fazendo com que ela libere este GDP. Como o pool celular de GTP € maior que o de
GDP, o sitio de ligagao a nucleotideo vazio € imediatamente preenchido por um GTP e
a GTPase torna-se ativa (Alberts et al., 2002, Ridley, 2001; Michaelson et al., 2001)

(FIG. 3).
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FIGURA 3 - Representacao esquematica da ativagao e desativacao das GTPases
da superfamilia Ras.

GTPases estdo inativas na forma ligada a GDP. Esta forma pode ser estabilizada por um GDI. A
ativagdo da GTPase ocorre através da liberagédo do GDP estimulada pelo GEF. Na forma ligada a GTP,
as GTPases interagem com multiplos efetores. O estado ativo das GTPases € interrompido pela
hidrélise do GTP, evento facilitado por GAPs. A figura também indica a agcado de toxinas bacterianas
sobre GTPases especificas. Por exemplo, a ADP-ribosiltransferase C3 do Clostridium botulinum
modifica Rho-GDP e, por sua vez, inibe a formagao da forma ativa. Ao contrario, a toxina CNF da E. coli
inibe a hidrélise do GTP das proteinas Rho estimulada por GAP, fazendo estas GTPases
constitutivamente ativas.

Adaptado — Lerm, Schmidt & Aktories, 2000, p.3

Todas essas peculiaridades fazem com que essas pequenas GTPases
funcionem como chaves moleculares. Ciclando entre a forma ativa e inativa, elas sdo
capazes de coordenar temporal e espacialmente um grande numero de eventos

necessarios para o normal funcionamento das células eucariotas.

2.5. A Familia Rho

A familia Rho de GTPases monoméricas compreende um grupo de
moléculas sinalizadoras. Seus membros também funcionam como chaves
moleculares, alternando entre um estado ativo ligado a GTP e um estado inativo ligado
a GDP. O nome Rho deriva de Ras-homologous, e o primeiro gene de Rho foi

acidentalmente clonado a partir do caracol marinho Aplysia em 1985. No mesmo ano,
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trés homologos humanos foram identificados — RhoA, RhoB e RhoC. Em 1990, foram
identificados outros membros da familia Rho: Rac (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate) - Rac1 e Rac2; Cdc42 (Cell division control protein 42) de Saccharomyces

cerevisiae e seu homologo humano (Ridley, 2001).

Mas foi apenas em 1992 que Ridley & Hall e Ridley et al. publicaram as
primeiras observacdes a respeito das funcdes celulares destas GTPases. Mutantes
constitutivamente ativos de Rho e Rac induziram a formagao de fibras de estresse’ e
de lamelipddios?, respectivamente, quando transfectados em fibroblastos. Mais tarde,
em 1995, Nobes & Hall e Kozma et al. demonstraram que Cdc42 estava envolvida na
formacao de filopodios®. A partir de entdo, muita atencdo foi dada a estas proteinas
que foram consideradas como as principais responsaveis pela ligagcdo de sinais
extracelulares com o citoesqueleto de actina. Desta forma, outras Rho-GTPases foram
descobertas, sendo que, atualmente, pelo menos vinte e dois membros compdem a

familia em mamiferos (TAB. 1).

Baseando-se em dados de sequéncia genética, bioquimicos e funcionais,
pode-se subdividir a familia Rho. Os subgrupos incluem proteinas que sdo mais
semelhantes a RhoA, outras que sao mais semelhantes a Rac1 e Cdc42, e aquelas
que ndo possuem atividade GTPasica (Sahai & Marshall, 2002). Assim, trés
subgrupos sao normalmente destacados: Rho: RhoA, RhoB e RhoC; Rac: Rac1, Rac2

e Rac3; e Cdc42.

Consequentemente, com a descoberta de novos membros e com o
estudo apurado das Rho-GTPases descobertas, outras fungdes foram sendo atribuidas
a elas. Elas regulam muitas outras vias de sinalizagdo celular em adicédo e

complementares aquelas ligadas ao citoesqueleto de actina. Assim sendo, elas

! Filamentos contrateis de actina e miosina-Il presentes em células ndo musculares.
2 Estruturas laminares compostas por rede de filamentos de actina em uma célula em migragao.
® Estruturas filamentares compostas por filamentos de actina, normalmente associados aos lamelipddios.
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participam da regulagdo da transcrigdo génica (cascatas da p38, JNK e SRF), trafego
de vesiculas, controle da adesdo celular, ativacdo do complexo da NADPH oxidase,
progressdo no ciclo celular, envolvimento na apoptose, formagdo do anel contratil
durante reparacao de feridas em tecidos epiteliais simples, desenvolvimento do
neurito, modulacdo das jungbes aderentes (caderinas) em queratindcitos,
desgarramento do uropddio de leucdocitos em migracdo, diferenciagdo de células
mesenquimais embriondrias pulmonarias em leiomiécitos, controle da migragao celular
e regulagdo de diversos outros eventos celulares durante a morfogénese, como por
exemplo a EMT (Beqgaj et al., 2002; Sahai & Marshall, 2002; Rosenblatt, Raff &
Cramer, 2001; Ridley, 2001; Alblas et al., 2001; Michaelson et al., 2001; Henderson,
Ybot-Gonzalez & Copp, 2000; Grosheva et al., 2000; Symons & Settleman, 2000;

Braga, 2000; Small et al., 1999; Hall, 1998).

E relevante notar que a funcdo das GTPases da familia Rho esta
intimamente relacionada com a localizacao intracelular destas proteinas. Dessa forma,
Michaelson et al. (2001) investigaram a localizacdo de Rho-GTPases em cultura de
células usando hibridos com GFP (green fluorescent protein). De acordo com suas
observagdes, em células quiescentes, RhoA parece ser exclusivamente citossodlica;
RhoB parece localizar-se ha membrana plasmatica, Golgi e corpos multivesiculares;
Rac1 na membrana plasmatica; e Rac2 e Cdc42 em endomembranas. Além disso, a

localizagdo mostrou-se dependente da associagao com RhoGDla.

Como descrito anteriormente, essa capacidade de associacdo a
membranas decorre de uma série de modificagbes pos-traducionais (prenilagdo) do
motivo CAAX no término COOH. Normalmente, essas Rho-GTPases sofrem a adigao
do radical geranil-geranila, com excecado de RhoB, que pode sofrer adicdo tanto do

radical geranil-geranila ou farnesila.
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Outro fator importante € que, ao contrario das proteinas Ras, as
proteinas Rho preniladas podem ser sequestradas no citossol pela interagdo com
RhoGDI especifico, e a capacidade de alternar entre membrana e citossol, decorrente

dessa interagao, faz parte da agéo biolégica integral4.

Numerosos efetores que medeiam algumas das atividades celulares
descritas ja foram identificados. WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) e MRCKs
(myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-binding kinases) servem como efetores
cruciais e especificos para Cdc42 na organizagao da actina e formacao de filopodios,
ou seja, na aquisicao de fendtipo migratério. Em acréscimo, membros da familia PAK
(p21-activated kinase) possuem um papel importante nas mudangas do citoesqueleto
decorrentes da ativagdo de Rac e Cdc42. Estas mudangas afetam, por conseguinte, a
mobilidade celular. As proteinas de ancoragem IQGAP (motivo 1Q + GAP) e Par-6
(partition defective gene — 6) podem ser ativadas ou por Cdc42 ou por Rac,
promovendo polarizagdo celular e contribuindo para adesao célula-célula. A
perturbacdo nessas duas moléculas, e dessa forma em contatos célula-célula, sugere
que elas possam promover a mobilidade através da alteracdo da organizagdo normal

de células vizinhas (Schmitz et al., 2000; Hall, 1998).

Com relacdo a Rho, membros de pelo menos duas familias de proteinas
parecem ser necessarios para a formacao de fibras de estresse e adesdes focais: as
quinases associadas a Rho (Rho-associated kinases, ROK) e os membros da familia
com homologia a formina (Dia -Diaphanous ou DRF -Diaphanou-related formin
homology proteins). Estes incluem os efetores p164ROKa, p160ROKB (Rho-
associated coiled-coil containing protein kinase ou ROCK), Dia1 e Dia2. Inibigdo de

ROCK, usando o inibidor Y-27632, previne a formacao de fibras de estresse. Assim, a

* A atuacdo dos Rho-GDIs é tdo importante para a agdo dessas GTPases, que muitos estudos
funcionais para estas proteinas usam a sobre-expressio de GDIs especificos nas células-alvo, como os
trabalhos de Wei et al. (2002) e Michaelson et al. (2001).
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ativacdo de ROCK parece ser necessaria, mas nao suficiente, para esse fenbmeno.
ROCK age inibindo a fosfatase da cadeia leve da miosina (MLC) ou fosforilando
diretamente a MLC. Dia pode contribuir através de sua interagdo com profilina,
promovendo a polimerizagédo de actina e organizagao das fibras de estresse (Geiger &
Bershadsky, 2001; Amano, Fukata & Kaibuchi, 2000; Schmitz et al., 2000; Hall, 1998).
A FIG. 4 apresenta um esquema dos principais efetores das trés subfamilias Rho,

relacionados com eventos da migragéo celular.
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FIGURA 4 — Efetores das Rho-GTPases.

Rho-GTPases ativadas ligam-se e/ou ativam efetores downstream, como WASP, PAK, WAVE, mDia e
ROK. Estes efetores entdo, interagem com varias proteinas com efeitos distintos no citoesqueleto de
actina e na morfologia celular. A regulagéo espacial e temporal de interagbes individuais resulta no
controle da mobilidade.

Fonte — Frame & Brunton, 2002, p.37

Outro dado relevante é o fato dessas GTPases poderem ser inibidas ou

ativadas por varias toxinas bacterianas®. A exoenzima C3 do Clostridium botulinum foi

® O fato das Rho-GTPases serem substrato para toxinas bacterianas pode ser explicado em parte pelo
papel central que estas enzimas possuem na fagocitose. Elas atuam tanto nos processos envolvidos no
englobamento de particulas (Caron & Hall, 1998), como no controle do complexo da enzima NADPH
oxidase (Abo et al.,1991).
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a primeira toxina identificada que bloqueava as fungdes bioldgicas das Rho-GTPases.
Esta toxina causa a ADP-ribosilacdo de RhoA, B e C, mas ndo de outras GTPases
desta familia (Cdc42, Rac). Por sua vez, as toxinas A e B da C. difficile, toxina
hemorragica da C. sordellii e toxina o da C. novyi modificam todas as Rho-GTPases

(Lerm, Schmidt & Aktories, 2000) (FIG. 3).

Muitos sao os sinais extracelulares que levam a produgao e a ativacao de
Rho-GTPases. Fatores de crescimento, citocinas e moléculas de adesdo e da matriz
extracelular estdo associados com a inducéo destas proteinas (Ridley, 2001; Symons
& Settleman, 2000). Com relagcdo a fatores de crescimento, EGF e PDGF ja foram
relacionados com Rho-GTPases (Gampel, Parker & Mellor, 1999; Zubiaur et al., 1995;
Jahner & Hunter, 1991). Membros da familia do TGF- também estdo envolvidos com
o recrutamento de Rho-GTPases, além da via classica de Smads. Varios trabalhos
relacionam isoformas de TGF-B e o recrutamento de RhoA em diversos modelos
celulares, sendo esta GTPase importante para a fungao biolégica destes fatores de
crescimento (Bhowmick et al., 2001; Kaartinen et al., 2002; Bhowmick et al., 2003;
Chen et al., 2006; Mercado-Pimentel, dados n&o publicados; Runyan, dados né&o

publicados).

2.6. Rho-GTPases e Migragao

A migracao celular € um fenbmeno essencial para o desenvolvimento
normal dos organismos multicelulares. Células isoladas ou grupos celulares migram
de um local para outro, guiados por diversos sinais do meio externo, originando novas

populagdes celulares nos locais de destino.
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Varios eventos celulares ocorrem durante a migragdo, como mudanga do
citoesqueleto, da adesao célula-substrato e alteracbes na matriz extracelular.
Normalmente, esses processos sao iniciados por sinais extracelulares, como fatores
soluveis, sinais de células vizinhas e sinais oriundos da matriz extracelular. Por sua
vez, esses sinais estimulam receptores transmembrana que recrutam varios
sinalizadores celulares, como Rho-GTPases, proteinas reguladas por Ca’", cascata da

MAPK, PKC, fosfolipases C e D e tirosino-quinases.

A associagao entre Rho-GTPases e migragao celular decorre do fato que
estas enzimas sao responsaveis pela formacao de tipicas estruturas celulares ricas em
actina. Além disso, as proteinas Rho também regulam outros processos relevantes a
migracdo celular, como adesado célula-substrato, adesdo célula-célula, secrecao
protéica, trafego vesicular e transcricdo. De todas as Rho-GTPases, RhoA/B, Rac1/2 e
Cdc42 foram as mais estudadas com relacdo aos seus efeitos na migragéo celular.
Entretanto, outros membros também afetam a organizagdo do citoesqueleto de actina,
podendo, portanto, influenciar a migragdo. A FIG. 4 apresenta um esquema com as
trés subfamilias mais relevantes da familia Rho (Rho, Rac e Cdc42), em associagao

com seus efetores e com a agao celular decorrente de suas agdes.

A migracao celular pode ser dividida em quatro etapas mecanicamente
separadas: extensdo do lamelipddio, formacao de novas adesdes, contracdo do corpo
celular e desgarramento da cauda. Em todas estas etapas é fundamental a
participacdo das pequenas proteinas da familia Rho. A FIG. 5§ mostra um desenho

esquematico de uma célula em migragao, destacando as quatro etapas mencionadas.
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FIGURA 5 - Modelo para as etapas da migragao celular.

Uma célula em migragao forma na sua regido anterior o lamelipddio. Esta extensdo é estabilizada
através da formagao de novas adesdes com a matriz extracelular. O corpo celular € movido para frente
por contracdo mediada por complexo actomiosina. Finalmente, a cauda da célula solta-se do substrato e
retrai. Células em migragcao também secretam proteases que cortam a matriz extracelular.

Fonte — Ridley, 2001b, p.2715

O lamelipédio aparece na regiao frontal de células em migragdo, como
uma rede de filamentos de actina formada pela agado nucleadora do complexo Arp2/3.
Este ultimo complexo protéico pode ser ativado pela agdo de Rac, através de WAVE,
membro da familia WASP. Esta Rho-GTPase também atua na polimerizacado de actina
nesta regido, promovendo a perda do quepe de ATP dos filamentos de actina sob a
membrana plasmatica. Além do lamelipddio, alguns tipos celulares apresentam nessa
regido estruturas filamentares, ricas em actina, chamadas de filopodios. Cdc42 é a
Rho-GTPase necessaria para a organizagdao destas estruturas através do

recrutamento da proteina WASP, que também ativa o complexo Arp2/3.

Novas adesbes pontuais célula-substrato (complexos focais) aparecem
por todo o lamelipddio. Esse processo € dependente de Rac, havendo uma inter-
relacdo entre formacdo de complexos focais e ativacdo de Rac. Esse feedback é
muito importante, uma vez que os contatos devem ser dinamicos, para que o
lamelipddio possa se deslocar. A medida que a célula movimenta-se, complexos

focais maturam-se em contatos focais em um processo dependente de Rho. Contatos
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focais sdo estruturas achatadas e elongadas associadas com o término de fibras de

estresse.

A contracdo do corpo celular € dependente de contragdo dos complexos
de actina e miosina (fibras tensionais ou de estresse), sendo este evento dependente
de Rho. Essa GTPase age ativando ROCK, que, por sua vez, afeta a fosforilagdo da
cadeia leve da miosina (MLC), seja inibindo a fosfatase da MLC ou fosforilando
diretamente a MLC. Rho também atua através de Dia, que ajuda na organizagao das

fibras de estresse, através da extensao dos filamentos de actina pré-existentes.

Finalmente, para a célula completar um ciclo de migragao, ela precisa
realizar o desgarramento de sua parte posterior. Isso constitui o passo limitante para a
taxa de migracdo celular. As Rho-GTPases parecem ndo estar diretamente
associadas com a degradacdo dos contatos focais nesta regido, embora os

mecanismos regulando o desgarramento da cauda variam de célula para célula.

Além desses eventos relacionados com o citoesqueleto de actina, ha
varias indicagcbes de que essas GTPases estdo associadas com outros processos
necessarios para a migragao celular. Entre eles podemos citar a regulacdo da
secrecao e/ou ativagao de proteases secretadas; e associagdo com a regulagdo dos

microtubulos (Jaffe & Hall, 2005; Ridley, 2001b).

Rho-GTPases também estdo envolvidas no controle da polarizagao
celular durante a migragao. Integrinas na parte frontal da célula em migragédo parecem
gerar um sinal essencial para ativacao localizada de Cdc42. lIsto, por sua vez, ativa o
complexo Par6-aPKC (atypical protein kinase C). aPKC causa inativacdo de GSK3
(glycogen synthase kinase 3), que leva a acumulagéo de APC (adenomatous polyposis
coli) no término mais dos microtubulos especificamente na parte frontal da célula.

Estes microtubulos marcados sé&o capturados por um complexo cortical na membrana
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desconhecido, permitindo que tensdo seja exercida. Esta for¢ca re-alinha os
microtubulos, induzindo re-orientacdo do centrossomo para frente do nudcleo, no

sentido da diregdo de migragéo (Hall, 2005).

2.7. Rho-GTPases e Morfogénese

Uma vez que as Rho-GTPases sao responsaveis direta ou indiretamente
por varios processos celulares, como migracao, diferenciacdo, ativagao génica,
progressao no ciclo celular e apoptose, pode-se inferir que estas pequenas proteinas

estdo envolvidas em diversos eventos durante a morfogénese.

GTPases da familia Rho parecem ser essenciais para o normal
desenvolvimento do coragdo. Wei et al., em 2002, criaram camundongos transgénicos
que sobre-expressavam Rho-GDla, um inibidor das GTPases RhoA, RhoB, Rac1,
Rac2 e Cdc42. Todos os embrides transgénicos no dia embrionario 9,5 apresentaram
problemas com relacdo ao dobramento, septacdo e maturagéo ventricular do coragao.
Os coragodes transgénicos permaneceram lineares e dilatados, envoltos por pericardio
distendido. Analise histolégica mostrou uma trabeculagao pobre, auséncia de coxins
endocardicos e fina parede ventricular. Dessa forma, os autores sugerem que Rho-
GTPases sao determinantes essenciais para os sinais de proliferacdo celular nos
estagios de maturacdo e dobramento do coragdo de mamiferos. Para eles, essas
pequenas proteinas poderiam estar envolvidas nas mudancas de forma e de adesao
das células, por regular as interacbes entre cardiomiécitos e proteinas da matriz

assimetricamente expressas.

Em 2003, Kaarbo et al. mostraram por hibridizagdo in situ e imuno-

histoquimica que a expressdo de RhoA aumenta na regido formadora do coragdo em
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embrides de galinha entre os estagios 6 a 9 de HH. Além disso, com a inje¢do de
siRNA especifico para RhoA em embrides entre os estagios 4 e 6 de HH, houve
bloqueio da fusdo do tubo cardiaco e formacédo de cardia bifida. Dessa forma, os

autores concluem que RhoA é essencial para a embriogénese normal.

Outro evento morfogenético envolvendo a EMT em que Rho-GTPases
possuem um papel essencial é a formacgao da crista neural. Em 1998, Liu & Jessell,
utilizando-se de hibridizac&o in situ e imunolocalizagdo, detectaram alta expresséo de
rhoB no dorso do tubo neural — local de origem das células da crista neural — na regiéo
do tronco de embrides de galinha nos estagios 10 e 20 de HH. Essa expresséo
persistia somente nas primeiras fases de migragdo das células da crista neural. Os
autores também localizaram alto nivel de expressao de rhoA na parte lateral do dorso

do tubo neural e de rhoC na notocorda de embrides de galinha no estagio 10.

Em adicdo, os autores realizaram ensaios funcionais com explantes da
placa neural de embrides de galinha no estagio 10. Utilizando-se da exoenzima C3
para inibigdo de Rho-GTPases, eles concluiram que a atividade de rhoB deve
contribuir para a formacao e destacamento do tubo neural das células da crista neural.
Ainda neste estudo, foi verificado que a inibicado de rhoB nao foi capaz de impedir a
migracao tardia de células de crista neural em cultura. Consequentemente, os autores
indagaram que outras GTPases da familia Rho devam estar envolvidas no processo de

migracgéao tardia das células que ja sofreram EMT, como Rac e Cdc42.

Henderson, Ybot-Gonzalez & Copp (2000) procuraram detectar, por sua
vez, a expressao do RNAm para RhoB em embrides de camundongos de 9,5 a 11,5
dias embrionarios através de hibridizacdo in situ. Ao contrario do estudo de Liu &
Jessell (1998), eles encontraram a expressao do RNAm apenas em células da crista
neural em migragdo. Esta expressao manteve-se nos derivados da crista neural por

pelo menos um dia embrionario. Segundo os autores, essa diferenga no padréo de
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expressao entre embrides de galinha e camundongos € devida a diferengas nos
mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento da crista neural. E
interessante notar que os autores também detectaram expressdo de RNAm para RhoB
nas celulas dos coxins endocardicos das regides atrio-ventriculares (AV) e do tronco

arterioso nos coragcdes embrionarios.

ROCK, efetor downstream para RhoA e RhoB, também esta envolvida com
a EMT em coxins endocardicos AV. Em 2004, Zhao & Rivkees inibiram a acao desta
quinase com o uso do inibidor Y27632 e de um dominante negativo em cultura de
coxins endocardicos AV de embrides de camundongo. Os autores observaram
inibicho do numero de células mesenquimais, disturbio na organizagdo do

citoesqueleto e bloqueio da formacéo de lamelipddio e filopddio.

Posteriormente, Sakabe et al. (2006) detectaram a presenga de ROCK-1 e
ROCK-2 na regido dos coxins endocardicos AV em embrides de galinha entre os
estagios 14 e 18 de HH. Adicionalmente, os autores bloquearam a agdo de ROCK
com o uso do inibidor Y27632 em cultura de coxins endocardicos AV de embribes de
galinha, mostrando bloqueio na formacdo de células mesenquimais. Entretanto a
inibicdo de ROCK nao impediu a expressdo de marcadores de transformacao celular
como actina alfa de musculo liso, JB3 (fibrilina-Il) e M38 (pro-colageno tipo 1).
Coletivamente, estes dados sugerem um papel importante para ROCKs durante a
migracao/invasao de células mesenquimais durante a EMT em coxins endocardicos

AV.

Visando um entendimento mais global das vias de sinalizagdo envolvendo
Rho-GTPases nos eventos morfogenéticos, em especial na EMT, Del Barrio & Nieto
(2002), através de sobre-expressdo de slug no tubo neural da regido cranial de
embrides de galinha, detectaram indugdo na expressédo de rhoB. Assim, os autores

postularam que Slug possa ativar direta ou indiretamente essa Rho-GTPase.
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Entretanto, com relacdo a EMT nos coxins endocardicos, nao se sabe a real
acao de Rho-GTPases (RhoA, RhoB, Rac1 e Cdc42) nos modelos estudados — galinha
ou camundongo. Além disso, ndo ha um posicionamento dessas Rho-GTPases, em
especial RhoA, nas vias de sinalizagao para EMT nessas regides, seja upstream (TGF-
B, Slug, Rho-GAP, Rho-GEF) ou downstream (efetores — ROCK, Dia). Além disso, o

papel dessas GTPases na migragao das células mesenquimais nao é certo.
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3. HIPOTESE

As GTPases da familia Rho estdo envolvidas com a transi¢ao epitélio-
mesenquimal relacionada a formagao das células dos coxins endocardicos AVC a
partir de células endoteliais. Estas GTPases também se relacionam com a migragao

dessas células para o interior da geléia cardiaca nessa regiéo.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a presenca e fungdo de Rho-GTPases, em especial RhoA,

dentro do coracdo em desenvolvimento, com énfase na regido dos coxins

endocardicos AV de embrides de galinha em diferentes estagios.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a localizagdo espacial e temporal de RhoA em tecidos dos coxins
endocardicos AV de embrides de galinha;

Determinar a localizagédo espacial de RhoA, Cdc42 e Rac1 nas células endoteliais
ativadas e mesenquimais originadas a partir de coxins endocardicos AV de
embrides de galinha;

Localizar espacial e tridimensionalmente o citoesqueleto de actina nas células
endoteliais ativadas e mesenquimais originadas a partir de coxins endocardicos AV
de embrides de galinha;

Investigar as funcbes da subfamilia Rho, em especial RhoA, durante as etapas da
EMT (ativagdo e invasao) utilizando explantes de coxins endocardicos AV de
embrides de galinha;

Verificar o efeito da inibicdo por siRNA contra RhoA em alguns genes relacionados
a EMT;

Verificar o papel de RhoA na proliferacdo e apoptose das células mesenquimais
originadas a partir das células endoteliais do AVC;

Determinar a relacdo entre o estimulo por TGF-B de explantes dos coxins
endocardicos AV de embrides de galinha em cultura e a expressdo de RNAm para

rhoA.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Embrioes

Ovos de galinha Leghorn Branca fertilizados foram obtidos da Texas
A&M University, Department of Poultry Sciences, e da Universidade Federal de Vigosa,

incubados a 38°C e os embrides coletados entres os estagios 14 e 18 de HH.

5.2. Microscopia de Imunofluorescéncia

5.2.1. Localizagao no tecido dos coxins endocardicos AV

Embrides foram coletados na solugéo de Tyrode e a regido do coragéo
dissecada. As amostras foram fixadas em uma solugdo de metanol 80% e DMSO
(dimetilsulféxido) 20% a -20°C por uma semana. Esta solugéo fixadora mostra melhor
preservagao da antigenicidade dos epitopos em tecidos embrionarios em relagdo a

outros fixadores.

Os coracgoes foram, entéo, lavados em etanol 100%, clarificados em xilol
e incluidos em paraplast. Seguindo-se a inclusédo, foi realizada microtomia de 8um de
espessura. Cortes em diferentes planos foram corados com hematoxilina e eosina
(HE) para a identificacdo da localizagcédo estrutural dos cortes em relagédo ao coragao
embrionario utilizando-se protocolo padrdao. Apés isso, foi realizada a técnica de
imuno-histoquimica indireta em secg¢des adjacentes contendo regides do coragcédo de

interesse, ou seja, a regido do canal atrio-ventricular.

A imuno-histoquimica é capaz de identificar com precisdo a molécula

alvo. Para sua realizacdo sao utilizados anticorpos contra a molécula de interesse.
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Para a deteccdo, normalmente é utilizado um segundo anticorpo conjugado a um
fluorocromo. Por isso, este tipo de imuno-histoquimica também é chamado de

imunofluorescéncia indireta.
O protocolo seguido para imunofluorescéncia foi:
Desparafinizagao: realizada com xilol — temperatura ambiente;

Hidratagao: série decrescente de etanol passando por agua destilada até PBS

(phosphate-buffered saline — tampao fosfato salino) — temperatura ambiente;

Etapa de bloqueio: PBS + BSA 1% (bovine serum albumin — albumina de soro

bovino) + Tween 20 0,1% — 60 minutos — temperatura ambiente;

Incubagdao com anticorpo primario: anticorpo policlonal de coelho contra RhoA
(Santa Cruz Biotechnology, sc-179); diluicdo em PBS com BSA 0,1% e Tween 20

0,01% — 1:100 — overnight a 4°C em camara umida;
Controle negativo: incubagdo com solugéo de bloqueio diluida 10X;
Lavagem das laminas: 4 banhos em PBS — 5 minutos cada;

Incubagcao com anticorpo secundario: anticorpo de cabra contra anticorpo de coelho
conjugado com Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, A-11010); diluigdo em PBS com
BSA 0,1% e Tween 20 0,01% — 1:500 — 60 minutos a temperatura ambiente em

camara umida;

Marcagcao do nucleo: incubagdo com DAPI (Sigma) em PBS (1:10.000) — 15 minutos

a temperatura ambiente em camara umida;
Lavagem das laminas: 4 banhos em PBS — 5 minutos cada;

Montagem das laminas com laminulas: solugdo de montagem Prolong Gold

(Molecular Probes).
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Os experimentos foram repetidos trés vezes e os resultados foram
analisados através de microscopia de fluorescéncia com deconvolugdo (Delta-Vision
Deconvolution Microscope) e microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta), usando-se
os programas Applied Precision SoftWorx Explorer® (versao 1.1), Carl Zeiss Laser

Scanning Microscope LSM 510° (versao 3.2) e Adobe Photoshop CS® (versao 8.0).

5.2.2. Localizagao in vitro

Progresso significante no entendimento do desenvolvimento do canal
atrio-ventricular de coragdes de varios organismos foi devido a um sistema de cultura
em gel de colageno tridimensional. Para examinar a migracdo de células
mesenquimais, Bernanke & Markwald (1982) empregaram géis de colageno
desenvolvidos por Elsdale & Bard (1972) para formar um substrato de migracéo na
presenca de varias glicosaminoglicanas. Posteriormente, este sistema foi adaptado
por Runyan & Markwald (1983) para desenvolver um ensaio biolégico para o processo
de transformagéo celular e descrito em Markwald et al. (1984). Desta forma, gel de
colageno foi preparo de acordo com protocolo descrito por estes grupos de

pesquisadores. Resumidamente:
e Tubo A: 1,0mL de colageno + 1,5mL de agua destilada estéril;
e Tubo B: 1,0mL de meio 199 10X (Gibco BRL) + 1,0mL de NaHCO3 2.2%.

Para a polimerizagcao, 1,2mL da solugado do tubo A eram misturados com
300ul da solugao do tubo B, colocados em placas de 4 pogos (300uL por poco) e
incubados por 15 minutos a 37°C. Apos este periodo meio 199 completo (1% de soro
de galinha, Sigma + 1% de ITS Premix (5ug/mL de insulina, 5ug/mL de transferrina,

5ng/mL de selénio), Collaborative Biosciences + 1% de coquetel de penicilina —
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estreptomicina — fungizona, Gibco BRL) era adicionado sobre os géis, que
permaneciam a 37°C até a colocagao dos explantes. A concentragao final de colageno

no gel era aproximadamente de 2,0mg/ml.

Explantes de coxins endocardicos AV de embrides de galinha no estagio
17 de HH foram coletados em solugédo de Tyrode e lavados em meio 199 1X. Os
explantes eram, entdo, colocados sobre o gel de colageno tipo | apdés remogéao do meio
completo e incubados a 37°C, 5% CO,, overnight para adesdo. Na manha seguinte,
novo meio completo era adicionado e a incubagdo prosseguia até o periodo de 24
horas a partir da colocagédo dos explantes sobre o gel. As culturas eram lavadas com
PBS 1X a temperatura ambiente e fixadas com paraformaldeido (PFA) 4% por 25
minutos a temperatura ambiente. Os géis fixados eram entdo processados para

imunofluorescéncia da seguinte forma:

Lavagem: PBS por 1 hora a temperatura ambiente;

Permeabilizagao: Triton-X a 0,2% por 5 minutos a temperatura ambiente;
Etapa do Bloqueio: PBS + BSA 1% + Tween 20 0,1% overnight a 4°C,;

Incubagao com anticorpo primario: anticorpos policlonais de coelho contra RhoA
(Santa Cruz Biotechnology, sc-179); contra Cdc42 (Santa Cruz Biotechnology, sc-87);
contra Rac1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-217) — diluicdo em PBS com BSA 0,1% e

Tween 20 0,01% — 1:100 — overnight a 4°C;
Controle negativo: incubagdo com solugéo de bloqueio diluida 10X;
Lavagem: 4x em PBS — 5 minutos cada; temperatura ambiente;

Incubagao com anticorpo secundario: anticorpo de cabra contra anticorpo de coelho
conjugado com Alexa Fluor 488 ou 546 (Molecular Probes, A-11008 e A-11010);
diluigdo em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% — 1:500 — 2 horas a temperatura

ambiente;
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Lavagem: 4x em PBS — 5 minutos cada; temperatura ambiente;
Marcacao do citoesqueleto de actina: faloidina conjugada com Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, A-12379) — diluicdo em PBS — 5:100 — 15 minutos a temperatura
ambiente; ou anticorpo monoclonal de camundongo contra alfa-actina de musculo liso
conjugado com Cy3 (Sigma, C-6198) — diluicdo em PBS com BSA 0,1% e Tween 20

0,01% — 1:500 — 2 horas a temperatura ambiente;
Lavagem: 4x em PBS — 5 minutos cada; temperatura ambiente;

Marcagao do nucleo: incubagdo com DAPI (Sigma) em PBS (1:10.000) — 15 minutos

a temperatura ambiente;
Lavagem: 4x em PBS — 5 minutos cada; temperatura ambiente;

Montagem com laminulas: os géis foram transferidos para laminas de microscopia

convencionais e a solugao Prolong Gold (Molecular Probes) usada para a montagem.

O mesmo protocolo foi utilizado para a colocalizacdo de RhoA e ROCK1
e ROCK2. Entretanto, apds incubagcdo com o anticorpo de coelho contra RhoA e
anticorpo de burro contra anticorpo de coelho conjugado com Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, A-21206), seguiu-se de incubagado com o anticorpo de cabra contra
ROCK1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-6055) ou contra ROCK2 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-1851; 1:100, overnight a 4°C) com posterior incubagdo com
anticorpo de coelho contra anticorpo de cabra conjugado cm Alexa Fluor 546
(Molecular Probes, A-21085; 2 horas a temperatura ambiente). O citoesqueleto de
actina foi marcado com faloindina conjugada com Alexa Fluor 660 (Molecular Probes,

A-22285) e nucleos com DAPI.

Todos os anticorpos contra Rho-GTPases utilizados foram produzidos a
partir de peptidios isolados das protéinas de humanos. Entretanto, a homologia de

GTPases entre as espécies é grande e os anticorpos ja foram testados e utilizados por
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Santos-Bredariol, Santos & Hamassaki-Britto (2002) e por Sakabe et al. (2006) em

tecidos de embrides de galinha.

Para o estudo do citoesqueleto, as culturas foram incubadas apenas com
faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 como descrito acima. Uma séria de imagens
foi capturada no plano z (série z) e a imagem remontada tridimensional ou
bidimensionalmente, com a projeg¢ao de todas as fatias e pseudocoloragdo da imagem
bidimensional com uma escala de cores relacionada a profundidade de determinada

estrutura no plano z (depth coding).

Os experimentos foram repetidos trés vezes e os resultados foram
analisados através de microscopia de fluorescéncia com deconvolugdo (Delta-Vision
Deconvolution Microscope) e microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta), como

descrito acima.

5.3. PCR em Tempo Real Quantitativo (QPCR): Método de
Quantificacao Relativa

RNA total foi extraido de segmentos de canais atrio-ventriculares de
embrides nos estagios 14 a 18 de HH ou de explantes AVC cultivados em gel de
colageno sem ou com tratamento. Para a extracao foi usado o reagente Trizol (Gibco

BRL) de acordo com o seguinte protocolo:

e Homogeneizagao dos tecidos;

¢ Incubacao das amostras homogeneizadas por 5 minutos a temperatura ambiente;
e Adicdo de 0,2mL de cloroférmio por 1mL de Trizol utilizado;

¢ Agitacdo dos tubos vigorosamente pelas maos por 15 segundos;

¢ Incubacgao por 3 minutos a temperatura ambiente;
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e Centrifugagdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C;

¢ Transferéncia da fase aquosa para novo tubo;

¢ Precipitacao do RNA pela mistura de 0,5ml de isopropanol por 1mL de Trizol usado;
¢ Incubagao das amostras por 10 minutos a temperatura ambiente;

e Centrifugagdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C;

e Remocéao do sobrenadante e lavagem da pellet de RNA com 1mL de etanol 75% por

1mL de Trizol usado;
e Centrifugagdo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C;

e Remogédo do sobrenadante e secagem do pelet de RNA por 15 minutos a

temperatura ambiente;
e Ressuspensao do RNA 10uL de agua livre de DNase e RNase.

Em seguida, RNA total era tratado com 1uL de TURBO DNase miturada
a 10X TURBO DNase Buffer (0,1V) por 30 minutos a 37°C. A enzima era entdo
inativada com o DNase Inactivation Reagent (kit TURBO DNA-Free, Ambion). Apéds
isto, a mistura era centrifugada por 2 minutos a 10.000 x g e o sobrenadante (RNA)
transferido para novo tubo. O RNA era entdo precipitado através de mistura com
etanol 100% (2,5X) + NH,;OAC 5M (1/10). A mistura era incubada overnight a -80°C e
entdo centrifugada a 14.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante era jogado fora
e a pellet de RNA lavada duas vezes com etanol 75% como descrito anteriormente. O

RNA era ressuspendido em agua livre de DNase e RNase.

cDNA foi transcrito usando-se o kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad).
Este kit utiliza-se tanto de primers hexameros randémicos quanto de oligo(dT). Para a
transcricdo, RNA total era misturado com 1uL de iScript Reverse Transcriptase + 4L

de iScript Reaction Mix para um volume total de 20uL. As incubacdes foram feitas em
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termociclador para PCR seguindo o seguinte perfil: 5 mintuos a 25°C; 30 minutos a

42°C; 5 minutos a 85°C.

O PCR em tempo real quantitativo foi realizado usando-se o Platinum
SYBR Green qPCR supermix UDG (Invitrogen). O supermix contém: SYBR Green |,
60U/mL de Platinum Tag DNA-polimerase, 40mM de Tris-HCI (ph 8,4), 100mM de KCl,
6mM de MgCl;, 400uM de dGTP/dATP/dCTP/dUTP, 40U/mL de UDG e
estabilizadores. SYBR Green | é um corante fluorescente que se liga diretamente em
DNA de fita dupla (dsDNA). No gPCR, na medida em que dsDNA acumula, o corante
produz um sinal detectavel que é proporcional a concentracdo de DNA. UDG e dUTP
sdo inclusos na mistura para prevenir a reamplificacdo de qualquer contaminagéo com

produtos de PCR anteriores.

Um método confiavel de quantificagcao por RT-PCR requer correcao para
variagbes experimentais em transcricbes reversas individuais e eficiéncia de cada
reacdo de PCR. Duas estratégias podem ser empregadas para a quantificagdo por
gPCR: quantificacdo absoluta e quantificacdo relativa ou comparada (Livak &
Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2004). A quantificagdo absoluta relata o sinal de PCR por
entrada do numero de codpias usando-se uma curva de calibragdo/padrdao. A
confiabilidade neste método exige a condicdo de que as eficiéncias de amplificacéo
para o RNA alvo e a curva padrao tanto na reacédo de transcricdo reversa quanto na
cinética subsequente do PCR sejam “idénticas”. Para tal é preconizada a utilizagao de
um plasmideo de DNA contendo a sequéncia do gene de interesse diluido 10 vezes
em série. Dessa forma, apds a aplicagdo de uma série de férmulas matematicas,
consegue-se a quantificacdo absoluta de seu RNA de interesse. Entretanto, este
método esta na dependéncia da precisao de pipetamento e torna-se inviavel quando
se amplifica simultaneamente varias sequéncias de interesse (com o Rotor Gene 3000

pode-se realizar até 72 rea¢des de PCR simultaneamente), necessitando-se de curva
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padrao especifica para cada RNA alvo. Um outro problema com o uso de curvas
padrdo baseadas em DNA esta no fato de que elas estédo sujeitas apenas ao passo do
PCR, enquanto que as amostras de RNAm alvo precisam ser primeiramente transcritas
reversamente. Isto aumenta o potencial para variabilidade dos resultados de qPCR e
os resultados de amplificacdo podem nao ser comparaveis estritamente com os

resultados das amostras desconhecidas (Bustin, 2000; Pfaffl, 2004).

Por sua vez, a quantificacdo relativa ou comparada mede mudancas
relativas nos niveis de expressdao de RNAm (Pfaffl, 2004). A quantificacdo de
mudangas relativas na expressdo génica através de qPCR requer certas férmulas
matematicas, como o método 2%2°;, e a normalizagdo da quantidade de RNA
adicionado as reagdes de transcricdo reversa. Normalmente um gene controle (gene
housekeeping — normalizador) € utilizado para normalizar as amostras por diferengas
na quantidade de RNA total adicionada na reagdo de transcricdo reversa (Livak &
Schmittgen, 2001). O normalizador ideal deve ser expresso em um nivel constante
entre diferentes tecidos de um organismo, em todos os estagios do desenvolvimento,
nao pode ser afetado pelo tratamento experimental e deve ser expresso
aproximadamente no mesmo nivel que o RNA em estudo (Bustin, 2000). Mesmo
conseguindo-se um normalizador ideal, a diferencga de eficiéncias de amplificagdo entre
as reagdes envolvendo o RNA de interesses e o RNA controle pode ser uma variavel
de relevancia na quantificagdo. Devido a natureza exponencial do PCR, diferengas
menores nas eficiéncias de amplificagdo das reagdes de PCR resultardo em grandes
diferengas no produto final. Além disso, sabe-se que inumeros genes considerados de
expressdo constante em um organismo adulto apresentam variagdes durante o
desenvolvimento embrionario. Por exemplo, GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), um normalizador ainda bastante usado, ndo apresenta nivel

constante, estando envolvido em diversas fung¢des celulares, como transporte nuclear
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de RNA, replicacédo e reparo do DNA, fusdo da membrana exocitica, organizagao do

citoesqueleto e atividade fosfotransferase (Bustin, 2002).

Em nosso modelo de estudo, dados de microarray apds a inibicdo da
EMT por anti-TGFB2 e anti-TGFB3 de explantes de coxins endocardicos de embrides
de galinha em cultura mostraram que genes considerados housekeeping para este
organismo (como GAPDH e actina beta) estavam sendo afetados pelo tratamento,
além de variar entre estagios de desenvolvimento (Runyan, dados ndo publicados).
Desta forma, o laboratério do Dr. Runyan buscou alternativas para a normalizagéo e
quantificacdo das reagdes de PCR. Primeiramente, para a quantificacdo, optou-se
pelo método da quantificagao relativa ou comparada, no qual os niveis de expressao
relativa de amostras sdo quantificados com relagdo a um controle (calibrador) quando
nao é possivel a realizagdo de curva padrdao. Baseado no ponto de takeoff (Ct) e na
eficiéncia da reagéo, o programa calcula a concentragao relativa de cada amostra em
comparagao a amostra controle (calibrador) previamente escolhida pelo usuario. O
numero apresentado é expresso em notagdo cientifica (Rotor-Gene 3000). Dessa
forma, quando comparamos segmentos de canais AV em diferentes estagios,
utilizamos como calibrador a amostra proveniente de segmentos de embrides no
estagio 14. Quando comparamos diferengas entre tratamentos, o calibrador era a
amostra de RNA proveniente do grupo controle (tratado com siRNA controle, por

exemplo).

Segundo, para resolver o problema da auséncia de normalizador, optou-
se pela normalizacdo por RNA ou cDNA total, na qual a mesma quantidade de cDNA
era adicionada em cada reagdao de PCR. Bustin (2000) cita esta forma de
normalizagdo como opg¢ao na quantificagdo de amostras derivadas de tecidos soélidos
ou canceres. Entretanto, nesta época, seu grupo n&o possuia dados suficientes sobre

a variacado de niveis de RNA total entre células com alto indice de proliferacdo ou a
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presenca de RNA ribossémico como parte do RNA total, nem possuia um método
confiavel de afericdo dos niveis de RNA total. Assim, ele classifica este método como
pouco confiavel. Porém, em 2002, apds realizar testes envolvendo estas questdes, o
autor ndo notou variagdo significativa na quantidade de RNA total por célula,
concluindo que normalizacdo por RNA total € um método valido se o pesquisador
possuir instrumentos precisos de medi¢gdo. Segundo o autor, este problema resolve-se
com a utilizacdo de corantes de acidos nucléicos como RiboGreen (Invitrogen) ou
Oligreen (Invitrogen) e medigao por fluorébmetro (Turner Biosystems) ou biochips. Além
disso, de acordo com Livak & Schmittgen (2001), o método 22°; e normalizagdo por
dados gerados pela prépria reagao de qPCR (quantificagdo do nivel de expressao do
gene housekeeping) sao usados quando ndo é pratico medir a quantidade de RNA
adicionado por outros métodos. Porém, os autores mostram que é possivel a
normalizagdo por alguma medida externa a reacdo de gPCR, como o uso da
absorbancia UV do RNA para determinar a quantidade de RNA total adicionada a

reagdo de cDNA. Neste caso, o0 método de quantificagdo é o 2%t

Nés optamos pelo uso da medigdo de cDNA total com o uso do reagente
Oligreen em fluorbmetro (Turner Biosystems). O reagente Oligreen € um corante
fluorescente ultra-sensivel de acido nucléico usado para a quantificacdo de
oligonucleotideos e DNA de fita unica (ssDNA) em solug&do. A deteccgédo linear deste
reagente em um fluorbmetro padrdo varia de 100pg/mL a 1ug/mL, possibilitando
detecgdes precisas da quantidade de cDNA em solugdo. Curva padrao de
quantificacdo de um cDNA com concentracdo conhecida é usada para a quantificagao.
Dessa forma, medindo-se cDNA total ao invés de RNA total, eliminou-se a variagao
decorrente de problemas na eficiéncia da transcricdo reversa que poderia ocorrer apos

a medicdo do RNA total com Ribogreen.
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Apesar da existéncia de embasamento tedrico e cientifico para esta
forma de normalizagcédo (Bustin, 2000, 2002; Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2004),
alguns pesquisadores tém criticado tal procedimento. Dessa forma, o laboratério do
Dr. Runyan buscou validar tal metodologia. O uso de RNA ribossémico como
normalizador é uma alternativa para normalizagdo (Bustin 2002). Assim, foi realizada
comparagao da normalizacdo por apenas cDNA total com a normalizagdo por alguns
genes housekeeping € RNAr. Os resultados mostraram que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre normalizagdo por apenas cDNA total e por RNAr
(Tavares & Runyan, dados n&o publicados). Isto valida a normalizagdo por RNA ou
cDNA total. Na verdade, o préoprio Bustin (2002) ja havia mostrado isto, quando
preconiza que experimentos in vitro devam preferencialmente ser normalizados ou pelo

numero total de células, ou por RNA total ou por RNAr.

Assim, em cada reagédo de PCR, 50ng de cDNA total, diluidos em 10ul de
agua livre de DNAse e RNAse, eram adicionados a 15uL de Master Mix (12,5uL de
SYBR Green qPCR supermix + 0,25uL de primer forward — 500nM por reagédo +
0,25uL de primer backward + 2uL de agua). Para evitar problemas eventuais de
pipetamento, em cada experimento, a média de trés reagdes (tréplicas) foi calculada
para cada gene e cada experimento foi repetido independentemente com amostras

diferentes.
O perfil da reac¢ao de PCR foi:

e Incubacgio com UDG: 2 min a 50°C;
e Desnaturacgéo inicial: 2 min a 95°C;

040 ciclos: Desnaturagdo: 15s a 94°C; Anelamento: 30s a 58°C; Extenséo e

leitura da fluorescéncia: 45s a 72°C;

e Curva de desnaturacao: de 65°C a 99°C.
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O gPCR foi realizado usando-se o Rotor Gene 3000 (Corbett Research).

Este termociclador apresenta-se como uma centrifuga de baixa rotagdo. Desta forma,
os tubos de cada reagao de PCR ficam sujeitos as mesmas variagdes de temperatura
gue possam ocorrer no interior da maquina. Ao mesmo tempo, a leitura dos niveis de
fluorescéncia é feita e os resultados analisados com o programa Rotor Gene 6 (Corbett

Research). Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student.

Os primers foram desenhados de acordo com a 3'ORF (open reading
frame — regido de leitura aberta) dos genes de interesse. O tamanho do produto final
de PCR era entre 100 e 150 pares de base (pb). Foram escolhidos os primers que

apresentaram melhor curva de desnaturagdo (melting) — Fig. 6. A sequUéncia dos

primers utilizados encontra-se na tabela 2:

TABELA 2 — Sequéncia dos primers utilizados

Primer Forward Backward

RhoA 5-GTTGGCTTTGTGGGATAC-3 5-CAGAAATGCTTCACTTCCG-3'

Rho B 5-GACCTGCCTCCTCATCGTCTTCAG-3 5-TCCACCTGCTTGCCGTCCA-3
Cyclin b2 5-AGGGGTGGAGAATGCCGTGA-3 5-TGCCAGGTCCTTTCGTAGCCTT-3’
3-catenin 5-GTTGCAACACCCTCATTCCT-3 5-TCCCCCATTGAGAATATCCA-3’
Runx2 5-AACCCAAACTTGCCCAACCAGA-3’ 5-GCCTCCAAACGGACTCATCCAT-3
Cdc42 5-TGCCAAGAACAAGCAGAAGCCC-3’ 5-GGCAGCCAATATCGCCTCATCA-3
Rac1 5-AACCAATGCGTTTCCTGGGGA-3’ 5-GGGGGTAGGAGAGTGGGCGTAG-3'
18S rRNA 5-ACTCAACACGGGAAACCTCA-3 5-ATGCCAGAGTCTCGTTCGTT-3
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Figura 6 — Curva de desnaturagao para os produtos analisados

Visualizagdo da cinética de dissociacdo dos produtos amplificados. A temperatura da amostra é
aumentada em uma taxa linear (eixo x) e a fluorescéncia de cada amostra registrada (eixo y) apés o
término da reagéo de PCR. Cada pico no grafico representa um produto amplificado (amplicon).
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5.4. Inibicao de Rho pela Exoenzima C3

A exotoxina C3 do Clostridium botulinum causa a ADP-ribosilacdo de
RhoA, B e C, mas nao de outras GTPases desta familia (Cdc42, Rac). Desta forma,
constitui-se como ferramente eficaz no estudo da atividade destas proteinas (Lerm,
Schmidt & Aktories, 2000). A exoenzima C3 (Biosource) foi usada a uma concentragao
de 0,25ng/uL. Esta concentracao foi selecionada apds teste com varias concentragdes

(0,05ng/uL até 1,00 ng/uL).

Dessa forma, anteriormente a colocacdo dos explantes, a toxina foi
adicionada aos géis misturada a meio 199 completo. Explantes de AVC de embrides
no estagio 14 de HH foram entdo colocados sobre os géis apés remogao do meio
completo com a toxina e incubados overnight a 37°C, 5% de CO, para adesdo. Nova
adicao de toxina e meio completo foi realizada na manha seguinte e a incubacéao
continuou até o periodo maximo de 24 horas apds a colocagao dos explantes no gel.
Culturas controle receberam apenas meio completo. Os géis foram lavados com PBS
1X a temperatura ambiente e fixados com PFA 4% por 25 minutos a temperatura

ambiente.

O crescimento endotelial a partir dos explantes e a invasédo de células
mesenquimais no gel de colageno foram qualitativa e quantitativamente analisados
usando-se Hoffman Modulation Contrast optics. Foram contadas células ativadas,
definidas como células isoladas na superficie do gel, e células mesenquimais,
definidas como células inteiramente no interior da matriz do gel. Um total de 32
explantes (16 no grupo controle e 16 no grupo experimental) foi examinado e os dados

analisados pelo teste t de Student.
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5.5. Inibicao funcional de RhoA por Antisense DNA

Em Biologia do Desenvolvimento, varias metodologias sao utilizadas para
a inibicao funcional de determinadas proteinas, objetivando assim verificar seus papéis

durante determinados eventos celulares e morfogénicos.

Um dos métodos é o uso de antisense DNA. Conforme descrito por Runyan
et al. (1999), eles constituem oligonucleotideos especificos construidos para
hibridizagdo com o RNAm alvo, impedindo a tradugdo em proteina ou degradacéo da
mensagem. Dessa forma, antisense (AS) DNAs foram desenhados contra 3 diferentes
segmentos da 3’'ORF de RhoA (NM_204704), além de uma sequéncia controle
(scrambled), sem homologia significativa com o gendétipo de Gallus gallus. AS DNAs
foram adquiridos de Integrated DNA Technologies e testados, escolhendo-se aquele

que apresentou melhor resultado. As sequéncias usadas foram:
e RhoA antisense DNA — 5-TCCCACCACCACCAGCTT-3
e Antisense controle (scrambled) — 5-ACCCTCTTCACGCCAACC-3’

Oligonucleotideos AS foram diluidos em meio 199 1X a uma
concentragdo de 40ng/uL e a transfecgéo foi realizada com Oligofectamine reagent
(Invitrogen) de acordo com Runyan et al. (1999). Resumidamente, explantes de AVC
de embrides no estagio 14 de HH foram coletados em meio 199 1X e, entéo,
adicionados os tratamentos — RhoA AS DNA ou AS DNA controle. Os explantes foram
incubados por 45 minutos a 37°C, 5% CO, para a transfecgdo e colocados sobre os
géis de colageno com o minimo de transferéncia de sobrenadante. Apds o periodo de
adesao (overnight, 37°C, 5% CO;), novo meio 199 1X com os tratamentos foram

adicionados as culturas por 45 minutos a 37°C, 5% CO,. Meio 199 completo foi entdo
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adicionado e a incubagéo seguiu-se até um periodo de 24 horas apos a colocagéo dos

explantes sobre os géis.

Para a analise qualitativa, as culturas foram fixadas em PFA 4% por 25
minutos a temperatura ambiente. Comparou-se um total de 12 explantes (6 explantes
para grupo controle e 6 explantes para grupo tratado com AS), analisando-se a
morfologia do crescimento endotelial na superficie do gel, bem como a invasdo de

células mesenquimais no interior do gel.

O efeito do AS foi verificado por analise quantitativa dos niveis de
fluorescéncia de RhoA, apds técnica de imunofluorescéncia indireta conforme descrito
anteriormente. Para tal, as imagens dos géis foram capturadas e a fluorescéncia de 10
explantes (5 explantes por grupo) quantificada com o Alpha Innotech Alpha Array
imager. No total, 192 areas foram quantificadas por grupo, subtraindo-se a
fluorescéncia do background. Teste t de Student foi usado para verificar significancia

entre os niveis de fluorescéncia do grupo controle e tratado.

5.6. Inibicdo de RNAm para RhoA por siRNA

O uso de AS DNAs mostrou-se eficaz para um estudo qualitativo da agao
de RhoA durante a EMT. Para uma analise quantitativa, bem como um estudo do
efeito da inibicdo de RhoA em outros genes por qPCR, optou-se pelo uso de small
interfering RNAs (siRNAs) homodlogos a 3'ORF de RhoA (NM_204704). dsRNAs
(double strand RNAs), bem como siRNAs, tém sido usados com sucesso para a
inibicdo de RNAmM em embrides de galinha (Pekarik et al., 2003; Rao et al., 2004).

Além disso, o uso de siRNAs mostrou-se incapaz de iniciar uma resposta do tipo
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interferon em galinha (Chesnutt & Niswander, 2004) e mais eficiente que dsRNAs na

reducdo da mensagem para determinada proteina (Rao et al., 2004).

Para a construcdo dos siRNAs foi usado o kit Silencer siRNA
Construction (Ambion). Este kit produz siRNAs a partir de transcricdo in vitro de
templates homdlogos aos genes de interesse. Trés sequéncias foram escolhidas para
a producao dos siRNAs, além de uma sequéncia controle (scrambled). Escolheu-se a
sequéncia que resultou em melhor resultado na inibigdo da mensagem para RhoA,

como verificado por gPCR:
e RhoA-siRNA — 5’-AATTATGTAGCAGATATTGAA-3' (nucleotideos 121 a 141)
¢ siRNA controle (scrambled) — 5-AACTGCATTGAAAGGCAGTCG-3’

ApOs teste com varios concentragdes (1nM até 100nM), ambos siRNAs
foram diluidos em meio 199 1X a uma concentragdo de 10nM e transfectados usando-
se siPORT NeoFX (Ambion), conforme descrito pelo fabricante e por Runyan et al.,

1999.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 de HH foram coletados em
meio 199 1X e, entdo, adicionados os tratamentos — RhoA-siRNA ou siRNA controle.
Os explantes foram incubados por 45 minutos a 37°C, 5% CO, para a transfeccao.
Eles foram, entdo, colocados sobre os géis de colageno com o minimo de
transferéncia de sobrenadante. Apds o periodo de adesao (overnight, 37°C, 5% CO5),
novo meio 199 1X com os tratamentos foram adicionados as culturas por 45 minutos a
37°C, 5% CO,. Meio 199 completo foi entédo adicionado e a incubagdo seguiu-se até

um periodo de 24 horas apods a colocagao dos explantes sobre os géis.

Para a anadlise qualitativa e quantitativa, as culturas foram fixadas em
PFA 4% por 25 minutos a temperatura ambiente e analisados conforme descrito para

as culturas tratadas com C3 (n = 28, 12 explantes para cada grupo). Para o RT-qPCR,
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o reagente Trizol (Gibco BRL) foi usado para a extragdo de RNA como descrito

anteriormente.

5.6. Tratamento com Anti-TGF-£32 e Anti-TGF-33

O tratamento com anticorpos neutralizantes tem sido utilizado largamente
para o estudo da acdo de membros da familia do TGF- B durante a EMT em coxins
endocardicos AV em cultura (Potts & Runyan, 1989; Boyer et al., 1999; Romano &
Runyan, 2000; Camenisch et al., 2002). Assim, anticorpos neutralizantes contra TGF-
B2 (IgG de cabra, R&D Systems) e contra TGF- B3 (IgG de cabra, R&D Systems)
foram utilizados para o estudo das respectivas isoformas no nivel de expressao de
RhoA. Apds teste com varias concentracbes e de acordo com experiéncia prévia no
uso dos anticorpos em cultura de AVC, estes foram diluidos em meio 199 completo a
uma concentragao de 10ug de anti-TGF-32 e 20ug de anti-TGF-3 em 300uL de meio.
Explantes de AVC de embrides no estagio 14 (antes do inicio da EMT) e 16 (apds o
inicio da EMT) de HH foram dissecados e coletados em meio 199 1X e colocados
sobre os géis de colageno. Seguiu-se um periodo de incubagéo por 4h (37°C, 5%
CO;) com os anticorpos diluidos. Como controle, géis receberam meio 199 completo
com IgG de cabra ou apenas meio 199 completo. RNA total foi extraido usando-se o
reagente Trizol (Gibco BRL) e as amostras processadas para qPCR como descrito

anteriormente (n = 12).
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5.7. Detecc¢do do indice de Proliferacao Celular In Vitro

A deteccao do indice de proliferagdo nas culturas de explantes de coxins
endocardicos AV foi realizada com o uso de BrdU (bromodeoxiuridina). Este composto
incorpora-se no DNA no lugar de timidina na fase S da mitose, permitindo a medida da

frequéncia de células sintetizando DNA em estudos de ativagao celular e proliferagao.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 foram cultivados em géis
de colageno com a exoenzima C3, Rho-siRNA ou controles. Apds o periodo de 20
horas de incubagéo (37°C, 5% COy), os géis foram incubados com 100uM de BrdU
(BD Biosciences) diluidos em meio completo por 4 horas (37°C, 5% CO,). As culturas
foram lavadas em PBS 1X e fixadas em PFA 4% por 25 minutos a temperatura

ambiente.

A incorporacao de BrdU foi detectada por técnica de imunofluorescéncia

indireta. O protocolo seguido foi o seguinte:

e Lavagem em PBS 1X — 6X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Permeabilizagdo do tecido com Triton-X-100 a 0,1% - 15 minutos — temperatura

ambiente;
e Adigéo de 30uL de DNase | (100 U/mL) em tamp&o — 30 mintuos — 37°C;
e Lavagem em PBS 1X — 4X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Incubacdo dos explantes com solucdo de bloqueio — 1 hora — temperatura

ambiente;

e Incubacado com anticorpo primario de camundongo contra BrdU (BD Biosciences) —

overnight — 4°C;
e Controle negativo: incubagdo com solugao de bloqueio diluida 10X;
e Lavagem em PBS 1X — 5X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Incubacdo com anticorpo secundario de cabra contra IgG de camundongo

conjugado a Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, A-11003);
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e Lavagem com PBS 1X — 5X de 10 minutos — temperatura ambiente;
¢ Incubacédo com DAPI — 15 minutos — temperatura ambiente;
e Lavagem com PBS 1X — 4X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Montagem com laminulas: os géis foram transferidos para laminas de microscopia
convencionais e a solugdao Prolong Gold (Molecular Probes) usada para a

montagem.
Os géis foram analisados usando-se o DeltaVision Deconvolution
Microscope. A porcentagem de células positivas para BrdU/Células positivas para
DAPI foram contadas em 6 explantes por tratamento. Os resultados foram avaliados

pelo teste t de Student.

5.8. Deteccdo do indice de Apoptose In Vitro

Para a determinagdo do indice de apoptose, a coloragdo por TUNEL
(TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) foi feita usando-se o DeadEnd Fluorometric
TUNEL System (Promega). Este kit € capaz de medir o numero de células apoptéticas
com DNA fragmentado pela incorporacédo catalitica de 12-dUTP(a) conjugado com

fluoresceina.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 foram cultivados em géis
de colageno com a exoenzima C3, Rho-siRNA ou controles. Apds o periodo de 24
horas de incubagao (37°C, 5% CO,), os géis foram fixados em PFA 4% por 25 minutos
a temperatura ambiente. Para o TUNEL foi usado protocolo de acordo com as

instru¢des do fabricante, adaptado para a cultura em gel de colageno:

e Lavagem em PBS 1X — 3X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Permeabilizagdo do tecido com Triton-X-100 a 0,1% - 15 minutos — temperatura

ambiente;
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e Lavagem em PBS 1X — 2X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Incubacédo dos géis com Tampao de Equilibrio (cacodilato de potassio 200nM; Tris-
HCI 25mM; DTT 0,2mM; BSA 0,25mg/mL; cloreto de cobalto 2,5mM) — 10 minutos

— temperatura ambiente;

e Controle positivo: incubagdo com DNase | (10U/mL) em tampao — 10 minutos —

temperatura ambiente;

e Incubagcdo com Tampao de incubagao rTdT (tampédo de equilibrio + mistura de

nucleotideos + enzima rTdT) — 1 hora — 37°C;

e Controle negativo: incubagado com tampéao de equilibrio + mistura de nucleotidoes —

sem enzima rTdT;
e Adicédo de SSC 2X para término da reacédo — 15 minutos — temperatura ambiente;
e Lavagem em PBS 1X — 4X de 5 minutos — temperatura ambiente;
e Incubacédo com DAPI — 15 minutos — temperatura ambiente;
e Lavagem com PBS 1X —4X de 5 minutos — temperatura ambiente;

e Montagem com laminulas: os géis foram transferidos para laminas de microscopia
convencionais e a solugdao Prolong Gold (Molecular Probes) usada para a

montagem.
Os geéis foram analisados usando-se o DeltaVision Deconvolution
Microscope. A porcentagem de células positivas para TUNEL/Células positivas para
DAPI foram contadas em 6 explantes por tratamento. Os resultados foram avaliados

pelo teste t de Student.
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6. RESULTADOS

6.1. Padrao temporal de expressao de RhoA em segmentos de AVC

Nés analisamos os coragdes de embrides de galinha coletados durante
os estagios 14 a 18 de HH. Este é o periodo de formagéo dos coxins endocardicos no
AVC e de EMT no endocardio desta regiao (Markwald et al., 1984). Para investigar o
padrao temporal de expressao de RhoA, segmentos do AVC do estagio 14 ao 18 foram
analisados por qPCR. Embora RhoA tenha sido identificado em todos os estagios
analisados, o nivel de expressao variou entre estagios. Como pode ser visto na FIG.
7, o nivel de RNAm para RhoA mostra um pequeno aumento no estagio 16 e entéo,
um grande aumento de expressao nos estagios 17 e 18, momento de formagao e
migracdo das células mesenquimais. Os niveis de expressdo estao indicados em

relagéo ao nivel do estagio 14 (quantificacao relativa).

6.2. Padrao temporal e espacial de localizagdo de RhoA em
segmentos de AVC

Para uma localizacdo espacial e temporal de RhoA, sec¢des de coxins
endocardicos AV nos estagios 14, 16 e 17 foram examinados por imunofluorescéncia
usando-se um anticorpo contra RhoA. RhoA foi identificada no miocardio em todos os
estagios (FIG. 8). Nos estagios 14 e 16, esta Rho-GTPase é expressa uniformemente
pelo miocardio (FIG.8A, B). Entretanto, no estagio 17, a marcagéo de RhoA parece ser
maior na camada externa do miocardio, ou possivelmente, na camada epicardica que

esta comegando a formar-se em sua superficie (FIG. 8C).
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FIGURA 7 — Medida do nivel de RNAm para RhoA em segmentos de canais atrio-

ventriculares de embrides de galinha por PCR em tempo real quantitativo.

Segmentos de AVC nos estagios 14 a 18 foram analisados por gPCR. RNAm para
RhoA foi detectado em todos os estagios analisados. Houve um pequeno aumento na
expressao no estagio 16, seguido por um grande aumento nos estagios 17 e 18. As
medidas foram normalizados pela medida de cDNA total em cada reacao pelo uso de
fluorbmetro. O eixo Y mostra mudancas relativas ao estagio 14. Os dados mostram
média de duas réplicas com um total de seis medidas para cada estagio. Barras de

desvio estao presentes em todos os estagios.
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Além disso, RhoA foi localizada no citoplasma das células endoteliais no
estagio 14 (FIG. 8A). Este padrdo de expressdo manteve-se e aparentemente
aumentou durante o estagio 16 (FIG. 8B). No estagio 17, células que se destacavam
do endocardio e que migravam no interior da geléia cardiaca também expressavam
esta Rho-GTPase, com a maioria das células mesenquimais marcadas (FIG. 8C).
Coletivamente, estes resultados mostram que RhoA esta presente durante o periodo
de regulagdo da EMT no AVC e que mudangas em sua expressao s&o concomitantes

com a EMT.

6.3. RhoA é expressa nas células derivadas de explantes de coxins
endocardicos AV e colocaliza-se com ROCK-1 e ROCK-2

Outros pesquisadores mostraram que a localizacdo de RhoA varia com o
tipo celular (Yonemura, Hirao-Minakuchi & Nishimura, 2004). A localizacéo espacial de
RhoA foi examinada em células endoteliais € mesenquimais derivadas de explantes de
coxins endocardicos AV em cultura com gel de colageno. As FIG. 9A e 9B mostram
que células endoteliais ativadas na superficie do gel expressam RhoA. Células
endoteliais foram também marcadas com faloidina (F-actina). Células mesenquimais
que estavam migrando dentro do gel também expressam RhoA, como pode ser visto
na FIG. 9C (colocalizagdo com actina alfa de musculo liso). Como visto na FIG. 9,
RhoA apresenta-se localizada em um padréao vesicular, sugerindo associagdo com
membranas intracitoplasmaticas. Além disso, a distribuicido de RhoA parece variar
entre estes dois tipos celulares, com maior presenga perinuclear nas células

mesenquimais.
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FIGURA 8 - Imunolocalizacao de RhoA na regiao do canal atrio-ventricular de

embrido de galinha.

Seccgdes da regido dos coxins endocardicos AV de embrides de galinha nos estagio 14, 16 e
17 foram marcados por anticorpo contra RhoA (vermelho) e DAPI para nucleos (azul). A. No
estagio 14, RhoA esta presente no citoplasma de células endoteliais (seta grande) e no
miocardio (seta); B. No estagio 16, RhoA localiza-se ainda no miocardio (seta) e parece
apresentar marcagdo um pouco mais forte nas células endoteliais; C. Durante o estagio 17,
RhoA esta presente no miocardio com presenga maior na camada externa (seta). Células
endoteliais continuam a apresentar RhoA (seta grande) e, neste estagio, células mesenquimais
que se destacaram do endocardio e estdo migrando no interior da geléia cardiaca também
possuem marcagao para esta Rho-GTPase (ponta de seta); D. Controle — secgdo de estagio
16 incubada apenas com anticorpo secundario. CJ: geléia cardiaca; E: endotélio; L: lumen; M:

miocardio. Barra: 10um
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FIGURA 9 - Imunolocalizacao de RhoA em cultura de explantes de coxins

endocardicos em gel de colageno.

Explantes de AVC de embrides no estagio 17 foram cultivados em gel de colageno, fixados
com PFA 4% ap6s 24 horas de incubacgao e, entdo, marcados para RhoA. RhoA foi detectada
nas células derivados dos explantes. A, B: Colocalizagdo de RhoA (vermelho), F-actina (verde)
e DAPI (azul). RhoA esta presente nas células endoteliais na superficie do gel e parece estar
associada com membranas intracelulares, como pode ser observado pelo padrao de
distribuicdo vesicular dentro das células, ou distribuida pelo citoplasma. C: Colocalizagdo de
RhoA (vermelho), actina alfa de musculo liso (verde) e DAPI (azul). Células mesenquimais
também expressam RhoA. Esta GTPase parece adquirir um padrao perinuclear, com menor
marcacdo nos prolongamentos celulares. D: Controle — amostra incubada apenas com

anticorpo secundario e DAPI (azul). Barra: 10um (A, D), 6um (B, C)
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ROCK-1 e ROCK-2 foram previamente localizadas e relacionadas com a
EMT que ocorre na regido dos coxins AV de embrides de galinha (Sakabe et al., 2006).
Dessa forma, nés procuramos verificar se RhoA estaria associada com estas duas
quinases durante a EMT. Como mostra a FIG. 10, RhoA e ROCK-1 apresentam um
alto indice de colocalizagdo (amarelo, FIG. 10C), sugerindo associagdo entre estas
duas proteinas. ROCK-2 também colocaliza-se com RhoA (amarelo, FIG. 11C), porém
em menor grau, sugerindo também associagédo entre elas e ativagdo de ROCK-2 por
RhoA. Estes resultados demonstram que RhoA continua a ser expressa em cultura
como visto in vivo e sugere provavel mudanga de localizagdo citoplasmatica de RhoA
entre células endoteliais ativadas e células mesenquimais migratérias. Além disso, os

dados sugerem provavel ativagdo de ROCK-1 e ROCK-2 por RhoA.

6.4. O citoesqueleto de actina sofre rearranjo estrutural durante a
EMT

Em diversos modelos verifica-se rearranjo estrutural do citoesqueleto de
actina durante transformacdes celulares fenotipicas, sendo a familia de GTPases Rho
classicamente relacionadas com tais mudangas (Hall, 1998). Dessa forma, buscou-se
verificar a conformacéo estrutural tridimensional do citoesqueleto de actina nas células
endoteliais ativadas na superficie do gel de colageno e nas células mesenquimais
migrando no interior do gel. Como se verifica na FIG. 12A, a actina nas células
endoteliais ativadas localiza-se no cortex celular e em numerosas fibras de estresse
pelo citoplasma das células. Nas células mesenquimais (FIG. 12B), verifica-se a
presenga da actina no cortex celular, com acumulo em regides na membrana
plasmatica, sugestivas de adesdes focais e dispersa pelo citoplasma, com auséncia de
fibras de estresse. Estes dados mostram rearranjo estrutural do citoesqueleto de

actina durante a EMT, sugerindo a agado de GTPases da familia Rho em tal evento.
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FIGURA 10 — Imunolocalizagdo de RhoA e ROCK1 em cultura de explantes de

coxins endocardicos em gel de colageno.

Explantes de AVC de embrides no estagio 17 foram cultivados em gel de colageno, fixados
com PFA 4% apos 24 horas de incubagao e, entdo, marcados para RhoA e ROCK1. A:
Imunolocalizacao de RhoA (verde) em célula mesenquimal. B: Imunolocalizacdo de ROCK1
(vermelho). Esta quinase apresenta padrdao vesicular de localizagdo (membranas
intracitoplasmaticas), semelhante a RhoA. C: Colocalizagdo de RhoA (verde), ROCK1
(vermelho), F-actina (ciano) e DAPI (azul). RhoA e ROCK1 mostram padrdo vesicular de
localizagcdo, com intensa colocalizagdo entre as duas proteinas no corpo celular (amarelo).. D:
Controle — amostra incubada apenas com os anticorpos secundarios e DAPI (azul). Barra: 6uym

(A-C), 10pm (D)
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FIGURA 11 — Imunolocalizacado de RhoA e ROCK2 em cultura de explantes de

coxins endocardicos em gel de colageno.

Explantes de AVC de embrides no estagio 17 foram cultivados em gel de colageno, fixados
com PFA 4% apoés 24 horas de incubacido e, entdo, marcados para RhoA e ROCK2. A:
Imunolocalizacao de RhoA (verde) em célula mesenquimal. B: Imunolocalizagdo de ROCK2
(vermelho). Esta quinase apresenta-se dispersa pela célula, com menor presengca em
membranas intracitoplasmaticas. C: Colocalizagdo de RhoA (verde), ROCK2 (vermelho), F-
actina (ciano) e DAPI (azul). RhoA e ROCK2 mostraram colocalizagdo (amarelo) em regido
perinuclear, porém menos intensa que a colocalizacao verificada para ROCK1. D: Controle —
amostra incubada apenas com os anticorpos secundarios e DAPI (azul). Barra: 6um (A-C),

10um (D)
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FIGURA 12 - Localizagao tridimensional do citoesqueleto de actina em cultura de

explantes de coxins endocardicos em gel de colageno.

Explantes de AVC de embrides no estagio 17 foram cultivados em gel de colageno, fixados
com PFA 4% apds 24 horas de incubacédo e, entdo, marcados para actina. As figuras
representam a projecao bidimensional de secgao tridimensional de 9um (A) e de 14um (B), a
partir de série Z. As cores representam a profundida das estruturas nas proje¢des de acordo
com a legenda. A. Nas células endotheliais ativadas, a actina localiza-se no cortex celular e
em numerosas fibras de estresse. B. Nas células mesenquimais no interior do gel, a actina
esta localizada também no cortex celular, dispersa pelo citoplasma e em provaveis adesoes

focais na membrana plasmatica.
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6.5. Inibicao de Rho bloqueia invasdao mesenquimal em explantes de
coxins em cultura

O aumento de mensagem para RhoA no estagio 17 e a imunolocalizagao
desta Rho-GTPase nos coxins endocardicos AV sugerem um papel importante para
RhoA no fendmeno de mudanca celular que ocorre durante a EMT. A exoenzima C3 é
um inibidor para a subfamilia Rho (RhoA, RhoB e RhoC) e tem sido usada como uma
ferramenta no estudo das fungbes de Rho durante varios eventos celulares (Lerm,
Schmidt & Aktories, 2000). Explantes de coxins endocardicos AV de embrides no
estagio 14 foram dissecados e cultivados sobre gel de colageno tipo 1 com ou sem C3.
Apos 24 horas, os géis foram fixados e observados com Hoffman Modulation Contrast

Optics.

Nas culturas controle (FIG. 13A, B), um grande crescimento endotelial
com muitas células ativadas foi observado na superficie do gel (medida do niumero de
células isoladas sem célula vizinha adjacente; média de 88 células por explante; setas
na FIG. 13A) e muitas células mesenquimais foram detectadas dentro do gel (média de
44 células por explante; setas na FIG. 13B). Embora nés tenhamos observado
pequena diminuicdo no crescimento endotelial e no numero de células endoteliais
ativas na superficie do gel em culturas tratadas com C3 (média de 71 células por
explante; setas na FIG. 13C), este decréscimo (19,3%) nao foi significativo (FIG. 13E).
Por outro lado, um decréscimo significativo (FIG. 13E) no numero de células
mesenquimais dentro da matriz do gel foi medido em culturas de explantes tratados
com C3 (reducédo de 38,1%; média de 27 células por explante; setas na FIG. 13D).
Estes dados mostram que a subfamilia Rho esta envolvida na EMT que ocorre na

regido analisada, particularmente relacionada com a invasao de células mesenquimais.
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FIGURA 13 - Inibicao de Rho pela exoenzima C3 bloqueia a invasao

mesenquimal em explantes de coxins endocardicos em cultura.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 foram cultivados em gel de colageno na
presenca da exoenzima C3, inibidor da subfamilia Rho (RhoA, RhoB e RhoC) e
incubados por 24 horas. A, B: Explantes cultivados com meio completo mostraram um
grande crescimento endotelial com muitas células ativadas (setas em A) na superficie
do gel e muitas células mesenquimais dentro do gel (setas em B). C, D: Quando
culturas foram tratadas com C3, uma pequena, mas estatisticamente nao significativa,
diminuicdo do crescimento endotelial e de células ativadas foi detectado (setas em C).
Entretanto, uma diminuicao significativa do niumero de células mesenquimais dentro da

matriz do gel foi medida em culturas de explantes tratadas com C3 (setas em D).
EX: miocardio do explante.

E: Analise quantitativa do numero de células endoteliais ativadas e de células

mesenquimais dentro do gel de colageno com ou sem C3; n = 16 explantes para cada

grupo.
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6.6. Reducdao de RNAm para RhoA bloqueia a invasao mesenquimal
em explantes de coxins em cultura

Embora seja comumente utilizada para o estudo da atividade de Rho-
GTPases, a exoenzima C3 inibe inespecificamente todas as trés isoformas de Rho
(RhoA, RhoB e RhoC). Assim, buscando uma inibicdo especifica de RhoA, nds
empregamos de antisense DNA e siRNA contra RhoA. Apoés 24 horas de tratamento
com 10nM de siRNA, nds observamos resultados similares aqueles obtidos com o uso
de C3. Em explantes cultivados com seqUéncia controle (scrambled, culturas controle,
FIG. 15A e 15B), nds detectamos crescimento endotelial com muitas células
endoteliais ativadas (média de 43 células por explante, setas na FIG. 15A) na
superficie do gel, e varias células mesenquimais dentro do gel (média de 16 células
por explante, setas na FIG. 15B). Por outro lado, nas culturas tratadas com RhoA-
siRNA, ndés observamos reducdo significativa (FIG. 15E) do numero de células
mesenquimais no gel (média de 6 células por explante, redugao de 68%, setas na FIG.
15D). O numero de células endoteliais ativadas também foi significativamente
reduzido (FIG. 15E), mas em menor grau (média de 28 células por explante, reducao
de 33%, setas na FIG. 15C). A inibicdo de mensagem para RhoA foi confirmada em

cada experimento por qPCR (reducgao de 84% em relagao ao controle, FIG. 16).

Culturas tratadas com antisense DNA mostraram resultados similares
aqueles obtidos com tratamento por RhoA-siRNA (FIG. 14). Estes resultados
suportam um papel para RhoA na EMT que ocorre na regido dos coxins endocardicos
AV de embrides de galinha. Uma vez que houve um decréscimo maior no numero de
células mesenquimais do que no numero de células endoteliais ativadas, RhoA parece

estar mais envolvida no controle da etapa de invasao durante a EMT.
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FIGURA 14 - Inibicao funcional de RhoA por antisense DNA bloqueia a EMT em

explantes de coxins endocardicos em cultura.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 foram cultivados em gel de colageno
apo6s transfeccdo com antisense DNA contra RhoA e incubados por 24 horas. A, B:
Explantes transfectados com antisense controle (scrambled) mostraram crescimento
endotelial e EMT normais na superficie do gel e numero normal de células
mesenquimais dentro do gel. C, D: Quando explantes foram transfectados com
antisense DNA contra RhoA, observou-se bloqueio da EMT com géis mostrando
camada epitelial mais compacta, com menos células ativadas, além de reducido de

células mesenquimais no interior dos géis.
EX: miocardio do explante.

E: Andlise quantitativa do nivel de fluorescéncia apds marcacdo para RhoA com
anticorpo fluorescente no gel de colageno com tratamento por RhoA-Antisense DNA ou
controle. Redugdo de 56,8% no nivel de fluorescéncia para o grupo tratado com

relacéo ao controle; n = 10 explantes (5 explantes por grupo).
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FIGURA 15 - Redugdao do RNAm para RhoA por siRNA bloqueia a EMT em

explantes de coxins endocardicos em cultura.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 foram cultivados em gel de colageno
apos transfeccdo com RhoA-siRNA e incubados por 24 horas. A, B: Explantes
transfectados com siRNA controle (scrambled) mostraram crescimento endotelial com
muitas células ativadas (setas em A) na superficie do gel e um numero de células
mesenquimais dentro do gel (setas em B). C, D: Quando explantes foram
transfectados com RhoA-siRNA, uma reducéo significativa no numero de células
mesenquimais foi observada (setas em D). O numero de células endoteliais ativadas

também foi significativamente reduzido, embora em um menor grau (setas em C).
EX: miocardio do explante

E: Analise quantitativa do numero de células endoteliais ativados e de células
mesenquimais no gel de colageno com tratamento por RhoA-siRNA ou siRNA controle;

n = 15 explantes para cada grupo.
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6.7. Redugcao de RNAm para RhoA afeta varios genes relacionados a
EMT

Varios genes estéo relacionados a EMT que ocorre no AVC e podem ser
usados como marcadores deste processo (Gitler et al., 2003; Person, Klewer &
Runyan, 2005). Através de qPCR, o nivel de expressé&o de alguns destes genes foi
determinado apds inibicdo da mensagem para RhoA por siRNA em cultura de
explantes. Como mostrado na FIG. 16, o nivel de RNAm para RhoA foi reduzido em
84% apos tratamento com RhoA-siRNA. A perda RhoA por siRNA produz
concomitante redu¢do mensagem para RhoB (62%), ciclina beta 2 (84%) e catenina
beta (75%). Ja o nivel de RNAm para runx-2 nao foi significativamente reduzido.
Estes dados relacionam RhoA a regulacédo de varios genes envolvidos na EMT,
diretamente ou indiretamente, e reafirmam um papel para este Rho-GTPase durante o

processo de EMT.

6.8. Tratamento com Anti-TGF-B2 ou Anti-TGF-3 diminui o nivel de
mensagem para RhoA

Boyer et al. (1999) mostrou que TGF-B2 e TGF- B3 apresentam
diferentes papéis durante a EMT que ocorre nos coxins endocardicos AV de embrides
de galinha. O primeiro esta relacionado com a etapa de ativagdo enquanto o ultimo
com a etapa de invasdo. Assim, nds examinamos se estas duas isoformas regulam a
expressao de RNAm para RhoA. Para tal, culturas de explantes de AVC de embrides
no estagio 14 e 16 foram tratadas com anticorpos neutralizantes contra TGF- B2 e
contra TGF- B3 por 4 horas. O nivel de mensagem para RhoA presente foi comparado

com culturas controle através de qPCR (FIG. 17).
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Nas culturas de AVC de embrides no estagio antes do inicio da EMT
nesta regido (estagio 14, FIG. 17A), a neutralizagdo da atividade biolégica de TGF-32
causou aumento de 234% no nivel de mensagem para RhoA, enquanto a
neutralizacdo da atividade de TGF-B3 causou aumento de 97%. Ambas as inibi¢coes

mostraram-se estatisticamente significativas.

Com relagéo as culturas de explantes de embrdes no estagio 16 (apos o
inicio da EMT, FIG. 17B), o tratamento com anti-TGF-B2 causou redugéo de 96,2% no
nivel de RNAm para RhoA, enquanto anti-TGF-33 causou reducao de 88,6%. Ambas
as inibicdes mostraram-se estatisticamente significativas. Coletivamente, os dados
relacionam a regulagcédo génica de RhoA com a sinalizagdo por TGF-B. Além disso,
pode-se inferir que a expressédo de RhoA é regulada negativamente pela via de TGF-f3
nesta regido antes do inicio da EMT, ocorrendo mudanga na regulagédo de RhoA por

TGF-B, que passa a ser positiva, durante as etapas de ativacao e invasao.
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FIGURA 16 — Diminuicao do nivel de RNAm para RhoA afeta alguns genes

relacionados a EMT.

O nivel de expressdao de alguns genes apo6s inibicio de RNAm para RhoA por
tratamento com siRNA em explantes de embrides no estagio 14 cultivados por 24
horas foi medido por gPCR. O nivel de expressao de RhoA foi reduzido em 84%. Os
niveis de RhoB (62% de redugéao), ciclina b2 (84%) e catenina beta (75%) foram
reduzidos significativamente (p < 0,001). Entretanto, RNAm para Runx-2 nao foi

significativamente reduzido (p = 0,7); n = 12.



Amplificagao Relativa

Amplificacdo Relativa

Explantes de Embrides no Estagio 14
p < 0,001

Controle Anti-TGFB2 Anti-TGFB3

Explantes de Embriées no Estagio 16

p <0,001

4 p <0,001
3
2]
05
p <0,001

1,2

1
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2

o
|

Controle Anti-TGFp2 Anti-TGF33

81



82

FIGURA 17 - Tratamento com anticorpos contra TGF-f afeta o nivel de

mensagem para RhoA.

Explantes de AVC de embrides no estagio 14 (A) e 16 (B) foram cultivados em gel de
colageno na presenga de anticorpos neutralizantes contra TGF-2 e TGF-B3 por 4
horas. O nivel de RNAm para RhoA foi comparado com culturas controle por gPCR.
A. Tratamento com ambos os anticorpos causou grande aumento nos niveis de
mensagem para RhoA (anti-TGF- B2: 234%; anti-TGF- 33: 97%). B. Neutralizagao da
atividade biologica das duas isoformas causou grande redug¢ao no nivel de RNAm para

RhoA (anti-TGF-B2: 96,2%; anti-TGF-B3: 88,6%). n = 12.
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6.9. Tratamento com exoenzima C3 ou siRNA nao afeta proliferacao
ou apoptose

Person et al. (2005) mostrou que a inibicdo por Frzb em culturas de
explantes de AVC diminuiu o numero de células mesenquimais devido a inibicao da
proliferacao celular e nao por efeito direto na EMT. Além disso, uma forma dominante
negativa de Wnt-9a reduziu o numero de células mesenquimais através do estimulo de
apoptose. Para explorar se a perda de mesénquima neste estudo deveu-se a
mudancas na proliferacdo celular ou a morte celular aumentada, ensaios de
incorporagdao de BrdU e TUNEL foram realizados em culturas tratadas com a
exoenzima C3 ou com RhoA-siRNA. A TAB. 3 mostra que nao houve diferenca
significativa entre controles de grupos tratados para ambos os tratamentos. Estes

dados apontam que mudancas no numero de células mesenquimais produzidas por

estes tratamentos foram devidas a efeito direto no processo de EMT.

TABELA 3 — Medidas de proliferagao e apoptose in vitro

Tratamento indicede N  p° indice de N p°
BrdU’ Tunel?
Controle 27.97 421 3.15 557
Exoenzima C3 31.83 406 0.395 2.64 448 0.745
siRNA controle 28.80 395 3.15 405
RhoA siRNA 32.45 396 0.703 2.92 448 0.896

* Numero total de células contadas por tratamento em um total de 6 explantes;

1. Porcentagem de nucleos positivos para BrdU (Numero de células positivas/N);

2. Porcentagem de DNA marcado com FITC-12-dUTP (Numero de células marcadas/N);
3. Valor de p (teste t de Student).
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6.10. Comparacao entre os niveis de RNAm para RhoA, RhoB, Cdc42
e Rac1 em segmentos de AVC de embribées no estagio 17 e em
células derivadas de explantes de coxins endocardicos AV

Além da analise de RhoA, outras Rho-GTPses foram analisadas por
gPCR em segmentos de AVC de embrides no estagio 17, periodo de EMT ativa.
Como pode ser visto na FIG. 18A, RhoA e Cdc42 mantiveram aproximadamente o
mesmo nivel de expressdo, enquanto RhoB apresentou um nivel 4 vezes inferior de
expressao. Rac1 por sua vez apresentou um nivel de expressédo que é 4 vezes maior
que o nivel de expressdo de RhoA. Os niveis de expressdo estdo indicados em

relacdo ao nivel de RhoA (quantificagao relativa).

Os niveis de expressdo de RhoA, RhoB, Cdc42 e Rac1 também foram
analisados em explantes de coxins endocardicos AV de embrides no estagio 16. Apos
4 horas de cultura, os explantes atingem temporalmente o estagio 17. Como pode ser
observado na FIG. 18B, o padrdo de expressao manteve-se similar ao observado na
FIG. 18A, porém com variagdo no nivel de expressdao das Rho-GTPases. RhoB
apresentou o menor nivel de expressao (aproximadamente 21 vezes menor), enquanto
Rac1 apresentou o maior nivel (aproximadamente 2 vezes maior). O nivel de
expressao de Cdc42 manteve-se proximo ao nivel de expressao de RhoA. Os niveis
de expressao estdo indicados em relagao ao nivel de RhoA (quantificagdo relativa).
Coletivamente, os resultados mostram a expressdo de RhoA, RhoB, Rac1 e Cdc42 em
sitios de EMT ativa do coragdo embrionario de galinha e indicam semelhanga no

padrao de expressao das mesmas entre os ensaios in vivo e in vitro.
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FIGURA 18 — Medida do nivel de RNAm para RhoA, RhoB, Cdc42 e Rac1 em
segmentos de canais atrio-ventriculares de embrides de galinha no estagio 17 e
em células derivadas de explantes de coxins endocardicos AV de embridoes de

galinha no estagio 16 por PCR em tempo real quantitativo.

O nivel de expressdao de RhoA, RhoB, Cdc42 e Rac1 em segmentos de AVC no
estagio 17 (A) e em explantes de embrides no estagio 16 cultivados por 4 horas (B) foi
medido por gPCR. O eixo Y mostra mudancgas relativas a RhoA. A. O nivel de RhoB
apresentou-se aproximadamente 4 vezes menor que o nivel para RhoA. Cdc42
apresentou expressao similar ao nivel de expressao para RhoA. Rac1, por sua vez,
apresentou um nivel de expressao aproximadamente 4 vezes maior. B. Observa-se
padrdo de expressdo das Rho-GTPases similar aquele obtido em segmentos de AVC,
embora em escala diferente — RhoB apresentou nivel 21 vezes menor, enquanto Rac1
apresentou nivel aproximadamente 2 vezes maior. As medidas foram normalizados
pela medida de cDNA total em cada reacdo pelo uso de fluorbmetro. Os dados

mostram média de duas réplicas com um total de seis medidas para cada estagio.
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6.11. Cdc42 é expressa nas células derivadas de explantes de coxins
endocardicos AV

A localizagcdo de Cdc42 foi investigada em células endoteliais e
mesenquimais derivadas de explantes de coxins endocardicos AV em cultura. Esta
Rho-GTPase esta presente nas células endoteliais na superficie do gel (FIG. 19A e
19B), bem como nas células mesenquimais que estavam migrando dentro do gel (FIG.
19C). Cdc42 também se apresenta em um padrdo vesicular, sugerindo associagao
com membranas intracitoplasmaticas. Os dados mostram que Cdc42 continua a ser
expressa em cultura como visto in vivo (Tavares & Kitten, 2004), ndo sugerindo
mudanca de localizagao citoplasmatica de Cdc42 entre células endoteliais ativadas e

células mesenquimais migratérias.

6.12. Rac1 é expressa nas células derivadas de explantes de coxins
endocardicos AV

Rac1 também foi detectada nas células endoteliais e mesenquimais
derivadas de explantes de coxins endocardicos AV em cultura. A FIG. 20A mostra que
as células endoteliais na superficie do gel préximas ao explante apresentam um baixo
nivel de Rac1. Entretanto, as células endoteliais ativadas periféricas passam a
expressa-la em maior quantidade (FIG 20B). Esta expressdo diminui quando as
células mesenquimais estdo migrando no interior do gel (FIG. 20C). O padrao
vesicular de localizacdo € repetido, embora se note um padrao pontilhado de
localizagdo, sugerindo presenga maior deste GTPase ndo associada a membranas
intracitoplasmaticas. Os dados apontam que Rac1 esta presente em cultura como
visto in vivo (Tavares & Kitten, 2004), sugerindo expressao desta GTPase quando as

células endoteliais iniciam o processo de transformacéao e invasao.
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FIGURA 19 — Imunolocalizagdo de Cdc42 em cultura de explantes de coxins

endocardicos em gel de colageno.

Explantes de AVC de embrides no estagio 17 foram cultivados em gel de colageno, fixados
com PFA 4% apods 24 horas de incubacdo e, entdo, marcados para Cdc42. Cdc42 foi
detectada nas células derivados dos explantes. A, B: Colocalizagcdo de Cdc42 (vermelho), F-
actina (verde) e DAPI (azul). Cdc42 mostra-se localizada nas células endoteliais na superficie
do gel distribuida pelo citoplasma e em um padrdo vesicular, sugerindo associagdo com
membranas intracelulares. C: Colocalizacdo de Cdc42 (vermelho), actina alfa de musculo liso
(verde) e DAPI (azul). Cdc42 também estd presenta nas células mesenquimais em padrao
semelhante ao observado em células endoteliais ativadas. D: Controle — amostra incubada

apenas com anticorpo secundario e DAPI (azul). Barra: 10um (A, D), 6um (B, C)
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FIGURA 20 - Imunolocalizagdo de Rac1 em cultura de explantes de coxins

endocardicos em gel de colageno.

Explantes de AVC de embrides no estagio 17 foram cultivados em gel de colageno, fixados
com PFA 4% apés 24 horas de incubacao e, entao, marcados para Rac1. Rac1 foi detectada
nas células derivados dos explantes. A, B: Colocalizacdo de Rac1 (vermelho), F-actina (verde)
e DAPI (azul). Células endoteliais na superficie do gel préximas ao explante apresentam baixo
nivel de expressdo de Rac1 em um padrao disperso pelo citoplasma (A). Entretanto, células
endoteliais ativadas periféricas passam a expressar Rac1 em maior quantidade (B). C:
Colocalizacao de Rac1 (vermelho), actina alfa de musculo liso (verde) e DAPI (azul). Células
mesenquimais também apresentam um baixo nivel de Rac1. D: Controle — amostra incubada

apenas com anticorpo secundario e DAPI (azul). Barra: 10um (A, D), 6um (B, C)
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7. DISCUSSAO

7.1. RhoA é expressa no canal atrio-ventricular do coragado de galinha

A formacgdo das células mesenquimais nos coxins endocardicos AV
através de EMT ocorre durante os estagios 15 a 19 de HH no coragao embrionario
(Runyan & Markwald, 1983). No intervalo entre os estagios 13 a 17, um estimulo
indutivo complexo é produzido pelo miocardio e secretado na matriz extracelular dos
coxins endocardicos (Krug, Runyan & Markwald, 1985; Krug, Mjaatvedt & Markwald,
1987; Mjaatvedt, Lepera & Markwald, 1987). No estagio 16, células endoteliais do
AVC sao ativadas em resposta a estes estimulos, sofrendo hipertrofia, separacéo e
extensdo de filopédios na matriz extracelular subjacente (Markwald et al., 1978;
Kinsella & Fitzharris, 1980; Mjaatvedt & Markwald, 1989). Estas respostas celulares
correspondem ao processo de ativagdo observado in vitro no ensaio de gel de
colageno (Boyer et al., 1999). No estagio 17, inicia-se a invasdo celular e muitas
células mesenquimais podem ser observadas dentro da geléia cardiaca (Markwald et

al., 1977, 1984).

Células sofrendo EMT passam por diversas alteragdes de expressao
génica e fenotipica, como alteracdo do citoesqueleto e morfologia celular (Shook &
Keller, 2003; Lee et al., 2006). As células endoteliais que foram ativadas por sinais
oriundos do miocardio apresentam inumeras fibras de estresse pelo citoplasma,
enquanto as células mesenquimais migrando dentro de um gel de colageno néo
apresentam ou apresentam poucas fibras de estresse, com a maior parte da actina
dispersa pelo citoplasma e concentrada em possiveis adesdes focais na membrana
plasmatica. Esta mudanga estrutural do citoesqueleto de actina sugere participagao
ativa de GTPases da familia Rho, como por exemplo RhoA, que esta intimamente

relacionada com a formacéo de fibras de estresse (Hall, 1998).
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RhoA esta localizada na regido dos coxins endocardicos AV do coragéo
embrionario de galinha durante os estagio analisados (14 a 17). Embora esta Rho-
GTPase estivesse presente na camada de células endoteliais antes do inicio da EMT,
pode ser observado aumento na intensidade da marcagao concomitante com a
ativacdo. Marcacgao elevada de RhoA € mantida nas células mesenquimais invasivas
observadas nas amostras de tecido. Rho-GTPases possuem um papel importante
durante o desenvolvimento cardiaco de camundongo (Wei et al, 2002) e galinha
(Kaarbo et al., 2003). Rho-GTPases também estdo envolvidas com outros eventos
durante a embriogénese em galinha como formagdo das células da crista neural a
partir do dorso do tubo neural (Liu & Jessell, 1998) e das células precursoras da
vasculatura coronaria e fibroblastos cardiacos a partir do mesotélio epicardico (Dokic &
Dettman, 2006). Além disso, ROCK-1 e -2, efetores downstream de RhoA, estédo
presentes, funcionais (Sakabe et al., 2006) e colocalizam-se com RhoA em sitios de

EMT no coragéo de galinha.

Nés também medimos o nivel de expressdo de RNAm para RhoA na
regido dos coxins endocardicos AV durante o desenvolvimento. Quando comparado
ao nivel de expresséo encontrado em segmentos de AVC no estagio 14, foi observada
um pequeno aumento no nivel de mensagem para RhoA imediatamente antes do inicio
da EMT. Entretanto, logo apds, quando EMT pode ser observada morfologicamente e
células mesenquimais estdo presentes na geléia cardiaca, um nivel de expresséo
muito maior de RhoA foi detectado. Dessa forma, estes achados sugerem que RhoA
possui expressao e localizac&o indicativas de papel importante para esta Rho-GTPase
durante a EMT que ocorre para formacdo do tecido dos coxins endocardicos AV de

embrides de galinha.
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7.2. RhoA é necessaria para EMT normal na regido dos coxins
endocardicos AV

A exoenzima C3 significativamente diminuiu o numero de células
mesenquimais invadindo a matriz extracelular em um ensaio in vitro. Este inibidor tem
sido extensivamente utilizado para o estudo de Rho-GTPases em varios eventos
celulares (Lerm, Schmidt & Aktories, 2000). Por exemplo, Liu & Jessell (1998)
demonstraram um papel para RhoB durante a formagao das células da crista neural
usando a exoenzima C3. Entretanto, esta toxina bloqueia a agcao de toda a subfamilia
Rho (RhoA, RhoB e RhoC). Uma vez que RhoB também esta presente na regidao dos
coxins endocardicos AV (Tavares & Kitten, 2004), o decréscimo na invasdao apos o
tratamento com C3 pode ser devido a inibicdo desta isoforma. Apesar disto, este

resultado aponta que a subfamilia Rho atua durante a EMT nesta regiao,

especialmente na etapa de invasao.

Antisense DNAs tém sido extensivamente usados para a especifica
manipulacado de expressao génica (Runyan et al., 1999). Entretanto, nés recentemente
iniciamos o uso de siRNAs para o bloqueio de determinados genes. Apesar de mais
lentos na acao, siRNAs parecem ser mais estaveis e eficientes no decréscimo do nivel
de RNAm. Ambos RhoA antisense e RhoA-siRNA perturbaram a EMT. Devido a
demonstracdo mais efetiva da perda de RNAm por siRNA, nés optamos pelo uso
destes inibidores. O tratamento com siRNA resultou em diminui¢ao significativa no

numero de células mesenquimais, confirmando o efeito da exoenzima C3.

RhoA regula uma variedade de atividades celulares, como reorganizagao
do citoesqueleto, migracdo celular, adesao celular e regulacdo génica (Hall, 1998;

Ridley, 2001). A EMT no AVC é uma transi¢ao fenotipica, ocorrendo em varias etapas,
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na qual todas as células nesta regido sao ativadas por sinais oriundos do miocardio,
mas apenas uma porcado das células endoteliais invade a matriz. Ativagcado é
caracterizada por mudanga na morfologia celular, perda de contatos celulares,
polarizagédo do Golgi, fluxo intracelular de calcio, extensao de filopddios e expressao de
marcadores como actina alfa de musculo liso (Krug, Runyan & Markwald, 1985;
Runyan et al., 1990; Boyer et al., 1999). Apenas 7 a 10% da populagdo de células
endoteliais ativadas parecem invadir a geléia cardiaca, mas, com a excegédo da
expressao tardia de colageno | (Sinning, Lepera & Markwald, 1988), ndo ha marcador

especifico para células mesenquimais invasivas.

ROCK, um efetor downstream de RhoA, ja foi descrito na regido dos
coxins endocardicos e relacionado a etapa de invasao da EMT (Zhao & Rivkees, 2004;
Sakabe et al., 2006). Neste estudo, a inibicdo de mensagem para RhoA resultou em
maior inibicao da invasao do que da ativacéo. Isto aponta que RhoA esta mediando as
mudangas celulares, como reorganizacdo do citoesqueleto, migragdo e talvez
expressao de genes relacionados a EMT, durante a invasao das células mesenquimais
no gel de colageno. Esta observacdo mostra que, embora estas células nao
apresentem as estruturas classicamente relacionadas com a agao de RhoA, ou seja,
as fibras de estresse, esta Rho-GTPase apresenta papel importante durante a invasao
das células mesenquimais, atuando em outros aspectos do citoesqueleto de actina e

expressao génica.

A menor, porém significativa, reducdo na etapa de ativagdo endotelial
pelo RhoA-siRNA indica que a atividade de RhoA também é necessaria para algumas
das mudancgas fenotipicas observadas nesta etapa, como por exemplo a formagao das
inumeras fibras de estresse presentes no citoplasma destas células. Nossa medida de
ativacdo é essencialmente uma medida da separacdo de células endoteliais na

superficie do gel de colageno e inclui tanto reorganizagdo da morfologia celular como
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um elemento de migracdo. A medida é obtida contando-se células isoladas na
superficie do gel. O presente trabalho mostra que a exoenzima C3 bloqueou apenas a
invasdo, mas nao teve efeito significativo na ativagcdo. A diferenga entre o tratamento
com RhoA-siRNA e exoenzima C3 pode ser explicada por mecanismos de inibicdo e
especificidade de casa ensaio. A exoenzima C3 modifica os membros da familia Rho
incluindo ADP-ribose na Asn41, bloqueando a sinalizagdo mediada por Rho (Lerm,
Schmidt & Aktories, 2000). Por sua vez, o RhoA-siRNA foi desenhado para bloquear

especificamente a mensagem para RhoA.

Baseado nos nossos achados, fica claro que RhoA nao é exclusivamente
usada para a EMT. Esta Rho-GTPase esta presente pelo miocardio e endotélio que
nao sofre EMT. Papéis de RhoA durante o desenvolvimento cardiaco incluem a fusao
do tubo cardiaco (Kaarbo et al., 2003) e trabeculagdo do miocardio (Wei et al., 2002).
Com relagdo a EMT, é possivel que a exoenzima C3 e siRNA estejam agindo nos
cardiomiocitos inibindo a sintese e liberagédo de sinais indutivos, perturbando, assim, a
EMT. Nos acreditamos que isto ndo seja provavel, uma vez que as células endoteliais
€ mesenquimais apresentam um aumento na expressao de RhoA durante a EMT, além
da expressao de RhoA parecer mudar dos cardiomiocitos endocardicos (produtores de
geléia cardiaca) para os cardiomiocitos epicardicos. A sensibilidade de RhoA pelas
isoformas de TGF-, parte dos sinais indutivos da EMT, também sugere que endotélio

e mesénquima sio os alvos primarios neste ensaio.

Trabalhos prévios no laboratério do Dr. Runyan relacionaram a atividade
de isoformas especificas de TGF-3 com as etapas da EMT (Boyer et al., 1999). TGF-
B2 regula a separacgao inicial das células endoteliais enquanto TGF-33 esta envolvida
com as mudancgas de morfologia celular necessarias a migragao das células dentro da
matriz extracelular. A atividade de receptores diferentes e especificos para TGF-3

parece correlacionar-se com estas respostas (Boyer & Runyan, 2001). A relagao entre
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RhoA e EMT vista neste trabalho sugere que TGF-B possa ser um regulador da
expressao desta Rho-GTPase. Bhowmick et al. (2001) mostraram que TGF-31 regula
a EMT através de mecanismo dependente de RhoA em determinados tipos celulares.
Além disso, Mukai et al. (2006) mostraram que TGF-B1 aumenta o nivel de expressao
e protéico de RhoC em células MM1. Apds o bloqueio das atividades biolégicas de
TGF-B2 e TGF-B3 por anticorpos neutralizantes, foi detectado aumento nos niveis de
RNAm para RhoA em ambos os tratamentos em estagio anterior ao inicio da EMT
(estagio 14 de HH). Isto aponta efeito repressor de TGF- 3. Entretanto, o0 mesmo
tratamento em estagio posterior ao inicio da EMT (estagio 16 de HH) reduziu os niveis
de RNAm para RhoA, apontando, agora, um efeito estimulante da expressdo desta
GTPase. Em adigado, estes dados sugerem que ambos TGF-1 e TGF-B2 afetam a
expressdo de RhoA. Estudos preliminares com microarray sugerem que
aproximadamente 25% dos genes responsivos a TGF-f em segmentos de AVC em
galinha respondem a ambas isoformas, mas a maioria dos genes responde a apenas
uma isoforma (Runyan, dados n&o publicados). A resposta a ambas isoformas pode
ser devida a via de sinalizag&o regulatéria comum ou porque, como visto nos dados de
siRNA, RhoA esta envolvida em ambas as etapas de ativacido e invasdo. A mudanca
de resposta ao estimulo por TGF-3 é, por sua vez, plausivel e esta de acordo com o
fato de que a expressdo de diversas moléculas sofre alteragdo no seu padrdo de

expresséao e sensibilidade a estimulos durante os estagios de desenvolvimento.

Nos também verificamos a relagdo adicional entre RhoA e outros genes
ligados a EMT. Perda de RNAm para RhoA diminuiu o nivel de expressdo de RhoB,
catenina beta e ciclina b2. Isto suporta a idéia de que RhoA possa estar agindo no
citoesqueleto, adesao celular e proliferagdo celular. Emboras os dados n&o distinguam

entre uma acéo direta ou indireta, uma vez que néo se pode excluir uma alteragdo na
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expressao génica devido a falha geral na EMT apods perda de RhoA, eles reforcam a

hipétese de que RhoA esta agindo na EMT.

Como mencionado anteriormente, RhoA possui varias fungdes além do
controle do citoesqueleto de actina, como regulagédo génica e controle do ciclo celular
(Takai, Sasaki & Matozaki, 2001). Assim, o efeito observado na redugdo do numero de
células mesenquimais e endoteliais ativadas poderia ser devido a efeito de RhoA na
proliferacdo celular ou aumento no nivel de apoptose, ao invés de efeito nas vias de
sinalizacdo para EMT. Entretanto, os resultados de incorporacdo por BrdU e TUNEL
demonstraram que os tratamentos pela exoenzima C3 e siRNA n&o afetaram nenhum

destes dois aspectos, indicando efeito na EMT.

Dessa forma, os ensaios de perda de funcdo da subfamilia Rho pela
exoenzima C3, de diminuigdo do nivel protéico por antisense DNA e de mensagem por
siRNA estabelecem RhoA como mediador para a EMT que ocorre nesta regido. Além
disso, os dados colocam RhoA como parte da via de sinalizagao por TGF-, em ambas
as etapas de ativacao e proliferacdo. A interacédo provavel de RhoA com ROCK como
efetor downstream, e isoformas de TGF-B como reguladores upstream, comega a
identificar uma via de sinalizagao para pelo menos alguns aspectos da EMT em coxins

endocardicos AV de embribes de galinha.

7.3. Cdc42 e Rac1 sao expressas no canal atrio-ventricular do
coracgao de galinha

Tavares & Kitten (2004) mostraram que Rac1, Cdc42 e RhoB estavam
presentes em sitios de EMT in vivo. NOs continuamos também o estudo destas
GTPases, localizando Cdc42 e Rac1 in vitro. Ambas GTPases foram localizadas nas

células derivadas dos explantes, embora Rac1 apresentou-se reduzida nas células
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mesenquimais. Durante a EMT, as células sofrem diversas mudancgas estruturais,
varias delas relacionadas com a agdo de membros da familia Rho. Como sugerido por
Liu & Jessell (1998), Rac1 e Cdc42 devem atuar nas etapas de migragédo e invasao
das células que sofreram EMT. Como Rac1 e Cdc42 também estdo presentes no
endocardio (Tavares & Kitten, 2004), sugere-se que a acado dessas GTPases deve
estar relacionada aos movimentos que as células dessa camada de tecido endotelial
simples devem realizar durante a EMT. Além disso, as duas Rho-GTPases podem
estar atuando no fechamento dos espacos deixados pelas células que abandonam a
camada endotelial simples e adotam fendtipo migratério. Isso esta de acordo com
Rosenblatt, Raff & Cramer (2001), que verificaram que Rho-GTPases s&o importantes

na formacao do anel contratil para reparacao de feridas em camadas epiteliais simples.

Além disso, o nivel de mensagem para estas GTPases foi estudado em
segmentos e culturas de AVC. O padrdo de expressao entre RhoA, RhoB, Cdc42 e
Rac1 foi observado, sem preocupacdo com uma comparagao quantitativa absoluta,
pois embora as eficiéncias de amplificacdo dos primers sejam semelhantes, ha certa
diferenca. O padrdo de expressdao mostrou-se similar tanto in vivo quanto in vitro,
embora em escala diferente. Isto nos faz concluir que o ensaio de cultura em gel de
colageno conseguiu mimetizar o microambiente necessario a EMT nos coxins
endocardicos, pelo menos com relacdo a expressdo de Rho-GTPases. RhoB
apresentou o menor nivel de expressao, muito inferior ao nivel de RhoA. Isto sugere
que esta Rho-GTPase possua um papel especifico e restrito durante os eventos
celulares que ocorrem na regidao estudada a semelhanga do que ocorre durante a
formagdo das células da crista neural (Liu & Jessell, 1998). Cdc42, por sua vez,
apresentou um nivel relevante de expressdo, mostrando que esta GTPase deva
possuir papel importante durante a EMT. Finalmente, Rac1 mostrou o maior nivel de

mensagem.  Entretanto, como mostrado por imunofluorescéncia, esta GTPase
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apresentou nivel reduzido de proteina no AVC. Embora isto possa parecer
discrepante, sabe-se que o nivel de RNAmM ndo esta diretamente ligado ao nivel de
proteina, como ocorre com o receptor para transferrina (Theil, 1990). Desta forma,
embora estas GTPases estejam presentes na regido dos coxins endocardicos de
embrides de galinha, um estudo funcional a semelhancga do realizado para RhoA faz-se
necessario para clarificar o papel de cada uma destas Rho-GTPases durante a EMT

que ocorre nesta regiéo.

Muitos dos resultados obtidos durante a realizacdo deste projeto foram

publicados em junho de 2006 (anexo):

Tavares AL, Mercado-Pimentel ME, Runyan RB, Kitten GT.

TGFbeta-mediated RhoA expression is necessary for epithelial-mesenchymal transition
in the embryonic chick heart.

Dev Dyn. 2006 Jun;235(6):1589-98.
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8. CONCLUSOES

No presente trabalho estudou-se o papel de Rho-GTPases, em especial
RhoA, na formacédo do tecido dos coxins endocardicos AV durante a morfogénese

cardiaca. As principais conclusdes deste estudo foram:

¢ RhoA esta presente na regido dos coxins endocardicos AV de embrides de galinha
em todos os estagios analisados e em todos os tipos celulares (células endoteliais,
células mesenquimais e cardiomidcitos);

e O nivel de expressao de RhoA aumenta consideravelmente durante o periodo de
realizacdo da EMT como verificado por gPCR em segmentos de AVC,;

¢ RhoA continua a ser expressa nas células endoteliais e mesenquimais originadas a
partir de coxins endocardicos AV de embrides de galinha em cultura e, desta forma,
permite o estudo de suas funcdes como descrito neste trabalho;

e A inibigdo da subfamilia Rho pela exoenzima C3 causou diminuigado significativa no
numero de células mesenquimais invadindo o gel de colageno;

e A inibicdo de mensagem para RhoA por siRNA causou diminui¢ao significativa em
ambos os numeros de células endoteliais ativadas e de células mesenquimais
invadindo o gel de colageno;

e O bloqueio da agao bioldgica de TGF-B2 e TGF-B3 resultou em aumento no nivel
de expressao de RNAm para RhoA antes do inicio da EMT e diminui¢do do mesmo
apos o inicio da EMT;

e A diminuigdo no nivel de mensagem para RhoA resultou em bloqueio significativo

parcial da expressao de RhoB, catenina beta e ciclina b2;
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O bloqueio de Rho por C3 e de RhoA por siRNA nao resultou em diminuicao
significativa na proliferagdo celular ou aumento da apoptose das células
mesenquimais originadas a partir das células endoteliais do AVC,;

O citoesqueleto de actina sofre rearranjo estrutural durante a EMT, com presenca
de fibras de estressa nas células endoteliais ativadas;

RNAmM para RhoB, Rac1 e Cdc42 foi detectado em sitios de EMT por qPCR,
mostrando diferentes niveis de expressao;

Cdc42 e Rac1 também estdo presentes nas células derivadas de explantes de

coxins endocardicos AV.
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SUMMARY

Organogenesis of the heart involves the morphogenesis of cardiac valves and septa,
which are derived from the endocardial cushions. The endothelium in these regions
undergoes a process known as an epithelial-mesenchymal transition (EMT). During
EMT endothelial cells acquire a mesenchymal phenotype and differentiate into
fibroblasts as they migrate into the underlying extracellular matrix. Rho-GTPases have
been previously shown to be involved with cytoskeleton control and gene regulation
during the EMT. The aim of this work was to determine if there is any correlation
between RhoA and the EMT that occurs in the endocardial cushions. RhoA was
detected in all cells of the chick heart during the stages studied. Expression was
elevated when EMT was actively occurring. Explants treated with C3 exoenzyme in
collagen gel cultures showed a significant decrease in mesenchymal cell numbers.
siRNA was used to inhibit RhoA mRNA, and both activated endothelial and
mesenchymal cells decreased significantly with treatment. Loss of RhoA produced a
reduction of RhoB, cyclin-b2 and 3-catenin messages showing that these genes are
regulated downstream of RhoA. In contrast, runx-2 was not reduced. Inhibition of
TGFR3 or TGFR2 activity caused a large reduction of RhoA message. These data
place RhoA in TGFR regulated pathways for both endothelial activation and

mesenchymal invasion and demonstrate a functional requirement during EMT.
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ANEXO



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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