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SUMARIO

O ligando Delta-like 4 (DIll4), através da via de sinalizacdo Notch, é um potente regulador da
angiogénese, sendo expresso na componente arterial do sistema vascular. Nos adultos, a sua expressao
encontra-se aumentada numa grande variedade de condicdes patoldgicas.

Neste trabalho avaliou-se o desenvolvimento tumoral em ratinhos com perda parcial de funcéo de DIl4
(Dll4+/-). A mutacdo DII4+/- conduz a um aumento da densidade vascular, mas devido a fraca
maturacdo dos vasos neoformados estes ndo sdo totalmente funcionais, tém fraca perfuséo e elevada
extravasacao.

A érea primordial onde a terapia anti-DIl4 se revela promissora € na oncologia. Neste trabalho
efectuaram-se ensaios com perda parcial de funcdo de DII4 e com proteina soltvel EphB4 usando
como modelo ratinhos transgénicos que desenvolvem tumores mamarios autonomamente e metastases
pulmonares, por sobreexpressao transgénica do gene neu (erbB2/her2) sob o controlo do promotor do
Mouse Mammary Tumor Virus (MMTYV) — ratinhos MMTV-NeuNDL2-5.

Os resultados indicaram que tanto a perda parcial de DII4 como o bloqueio da via EfrinaB2/EphB4
conduzem a uma redugdo significativa do desenvolvimento tumoral e da metastizagéo pulmonar, tendo

o efeito mais pronunciado sido obtido mediante a administracdo da proteina solivel EphB4.

Palavras-chave: DII4*", densidade vascular, maturacdo, proteina solivel EphB4, Her2/neu,

desenvolvimento tumoral.



ABSTRACT

Delta-like ligand 4 (Dll4), an arterial-specific component of the Notch pathway, is a potent regulator
of angiogenesis. In adults, the expression of this gene is increased in a variety of pathological
conditions.

In this work, we studied the tumoural development in mice with delection of one allele of DIl4, DII4*",
Partial deletion of DII4 results in higher vascular density, but due to the weak maturation of new
vessels, that has low functionality with weak perfusion and high extravasation.

Oncology was the first area where anti-DIl4 therapy revealed a promising future. In this work
therapeutic assays were carried out with partial loss-of-function of DIl4 and soluble EphB4 protein in
transgenic mice that spontaneously develops mammary tumors and lung metastasis (overexpression of
gene neu under the control of the promoter Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV)) — mice MMTV-
NeuNDL2-5 (Her2/neu mice).

Tumour development and lung metastasis weres largely reduced in experimental groups with the best
results coming from the group treated with soluble EphB4.

Keywords: DII4*", vascular density, vessel maturation, soluble EphB4 protein, Her2/neu, tumour

development.
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1. INTRODUCAO

O processo angiogénico tem vindo a ser um foco de estudo na regulacdo do crescimento tumoral,
tendo Judah Folkman em 1971 postulado que a inibicdo da angiogénese tumoral poderia impedir o
crescimento dos tumores.

Recentemente, descobriu-se que atraves da via de sinalizacdo Notch, o ligando Delta-like 4 (DIl4),
evidencia um papel fulcral na regulacdo da angiogénese embrionaria (Duarte et al., 2004). DII4 actua
como regulador negativo de sinalizacdo por factores pro-angiogénicos, como o factor de crescimento
vascular endotelial (VEGF), e como regulador positivo de factores de maturacdo e estabilizacdo
vascular. Tais conhecimentos, levaram-nos a testar o efeito do blogueio de DII4 na inibicdo do
crescimento tumoral. A terapia de blogueio de DII4 produziu um efeito pré-angiogénico paradoxal no
crescimento dos tumores com aumento da formagdo de novos vasos que ndo sendo funcionais,
agravam a hipo6xia tumoral.

No nosso Laboratorio tém sido estudados diversos modelos tumorais in vivo em ratinhos, como 0s
adenocarcinomas mamario, colo-rectal, pulmonar e da préstata, o insulinoma e 0 melanoma. Neste
trabalho pretendeu-se avaliar o impacto do bloqueio de DII4 no desenvolvimento de adenocarcinomas
mamarios em ratinhos transgénicos NeuNDL2-5 (Her2/neu/ErbB2), um modelo tumoral autoctone,
utilizado em estudos de desenvolvimento de adenocarcinomas mamarios dependentes de mutagdes em
Her2 com desenvolvimento de metastases pulmonares. Para tal foram realizados cruzamentos dos
transgénicos Her2/neu com ratinhos heterozigoticos para a perda-de-funcéo de DIl4 (DII4+/-). A via
EphB4/EfrinaB2 também estd envolvida na determinagdo da identidade vascular arterial versus
venosa, actuando a jusante da sinalizagdo DII4/Notch. A via de sinalizacdo EphB4/EfrinaB2 também
ja foi envolvida na regulagdo da neo-angiogénese tumoral e combinada com terapia dirigida a DIl4,
tendo a combinacéo revelado um efeito benéfico. Assim, também foi realizado um estudo do efeito da
terapia com proteina de fusdo soltvel sEphB4, um inibidor de sinalizacdo EphB4/EfrinaB2. sEphB4 é
formada pelo derivado monomérico do dominio extracelular de EphB4, cuja expressdo do gene ocorre

no endotélio venoso, associado a albumina sérica humana.

Via de sinalizagdo Notch
i. Componentes e estrutura da via Notch

A via Notch é uma via de sinalizacéo intercelular com fungdes regulatérias em diversos processos
celulares nos tecidos nos quais € expressa. Deste modo, regula diversas fungdes bioldgicas, como a
apoptose, proliferacdo, diferenciacdo e destino celular durante o desenvolvimento embrionario e do
adulto de organismos multicelulares.

Tanto em Drosophila melanogaster, como em Caenorhabditis elegans existe apenas um receptor
Notch, que interage com dois ligandos em D. melanogaster, designados de Delta e Serrate (Artavanis-
Tsakonas et al., 1995), e somente com um ligando em C. elegans, denominado de Lag-2 (Artavanis-

Tsakonas et al., 1995). Nos mamiferos, a via Notch é mais complexa, sendo constituida por quatro



receptores Notch (1-4) (Gridley, 1997) e 5 ligandos transmembranares (Jaggedl e 2, Delta-likel, 3 e 4)
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999).

Os receptores Notch sdo proteinas transmembranares compostas por um dominio extracelular
(NECD), um curto dominio transmembranar (TM) e um dominio intracelular (NICD). O NECD ¢
formado por varias repeti¢des do dominio semelhante ao factor de crescimento epidérmico (EGF-like),
essenciais para a interaccao entre os receptores Notch e os seus ligandos. Apos estas repeti¢des contém
3 repeticdes LN (Lin-12/Notch), ricas em cisteina, que parecem inibir a activacdo de Notch quando o
ligando néo se encontra presente. O NICD mais descrito € o de Notchl, que contém sete repetices de
anquirina, o dominio transactivador (TAD), o dominio OPA rico em glutamina, 0 dominio PEST rico
em prolina, glutamina, serina e treonina e o dominio RAM23 (molécula associada a RBP-Ji
recombination signal sequence-binding protein Ji) que contém os sinais de localizagao nuclear (NLSs)
(Tamura et al., 1995; Kurooka et al., 1998). Recentemente, foram descobertos outros dominios
funcionais do NICD, incluindo o PPD (potential phosphorylated domain), DTS (downregulation
targeting sequence) e S4. PPD esta localizado entre as repeticdes de anquirina e a regido PEST e
parece promover a ligacdo do NICD a proteina RBP-Jy.

Os ligandos da via Notch geralmente sdo também proteinas transmembranares e estdo também
compostos por um dominio extracelular, um dominio transmembranar e um dominio intracelular. No
entanto, surgiram evidéncias da existéncia de formas soltveis dos ligandos que podem interactuar com
Notch e, consoante o0 caso, antagonizar ou promover esta via em cultura de células e em mutantes
transgénicos de Drosophila melanogaster (Hicks et al., 2002; Hukriede, Gu & Fleming, 1997; Li et
al., 1998; Lindner et al., 2001; Ohishi, Varnum-Finney & Bernstein, 2002; Qi et al., 1999; Shimizu et
al., 2002; Sun & Artavanis-Tsakonas, 1997; Trifonova et al., 2004). Estes resultados podem ser
explicados pelo facto de os ligandos secretados competirem com os ligandos transmembranares para a
ligacdo a Notch, mas aqueles sdo activadores mais fracos da via Notch que estes Gltimos (Le Borgne et
al., 2005). O dominio extracelular contém um dominio altamente conservado DSL (Delta, Serrate,
Lag) seguido por uma série de repeticdes EGF-like (Figura n° 1). O dominio DSL é a Unica unidade
necessaria para a interacgdo com os receptores Notch. No entanto, as repeticdes EGF-like também tém
um papel importante, uma vez que estabilizam esta interac¢éo (Shimizu et al., 1999). As duas familias
de ligandos diferem no facto de os ligandos Jagged terem um maior nimero de repeticdes EGF-like e

um dominio rico em cisteina (CR) (Fleming, 1998).
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Figura n° 2.1 — Estrutura dos receptores e ligandos da via Notch em Drosophila melanogaster e nos mamiferos.
In (Radtke and Raj, 2003)).

ii. Mecanismo de Sinalizacéo
Os dominios NICD e NECD sao sintetizados como uma Unica proteina (pré-Notch) que é transportada
do reticulo endoplasmético (ER) para o Aparelho de Golgi. O receptor Notch é entdo clivado em trés
fases especificas: S1, que ocorre no Aparelho de Golgi clivando a proteina Notch recém traduzida em
duas partes, 0 NECD e a outra que engloba o dominio TM e o NICD (Fortini, 2002); S2 e S3,
clivagens proteoliticas desencadeadas pela interac¢do do receptor Notch e o ligando (Lag-2, Serrate,
Delta ou Jagged) activando a via (Kimble and Simpson, 1997). S2 ocorre no NECD permitindo a sua
libertacdo da membrana celular (Brou et al., 2000; Peschon et al., 1998), clivagem essencial para que
ocorra S3, catalizada pelo complexo gamma-secretase induzindo a libertagdo do NICD, que é
translocado até ao nucleo e actua como coactivador transcricional (Bland, Kimberly & Rand, 2003; De
Strooper et al., 1999; Pan & Rubin, 1997). O NICD ndo se consegue ligar directamente ao DNA,
formando um heterodimero com a proteina RBP-Ji (CSL), activando a transcricdo de genes com

dominios de reconhecimento de RBP-J, (ver Anexo).

iii. Genes alvo da via Notch

Pensa-se que modificagdes nas histonas tenham um papel importante neste processo, principalmente a
acetilacdo e metilacdo (Borggrefe and Oswald, 2009). A presenca de modificagbes especificas pos-
translacionais nas histonas determina transcricionalmente se os dominios de cromatina se encontram
activos ou inactivos. Sabe-se, por exemplo, que o complexo RBP-Ji/NICD/MAML recruta a
acetiltransferase de histonas p300, que determina a activacdo dos genes alvo da via Notch. Interacgdes
funcionais entre Notch e PCAF e GCN5 também foram descritas, assim como o facto da metilacdo da
histona H3K4 ocorrer a montante da activacdo dos genes alvo da via Notch. Adicionalmente, sabe-se
que a deacetilase de histonas estd implicada na accdo bloqueadora do complexo co-repressor RBP-
JW/SHARP, que a chaperonina Asfl da histona H3/H4 contribui para o bloqueio dos genes alvo da via
Notch e que CtBP encontra-se associado a demetilase de histonas LSD1/CoREST (Borggrefe and
Oswald, 2009).



Os diferentes receptores Notch ndo ttm o mesmo efeito sobre a transcricdo dos genes alvo. Por
exemplo, o NICD de Notch3 é um activador transcricional mais fraco do que o de Notchl (Beatus,
Lundkvist, Oberg & Lendahl, 1999). Estes mesmos autores sugerem ainda que o NICD de Notch3
compete com os NICDs de outros receptores Notch para a ligagdo a RBP-J, e a co-activadores,
podendo deste modo funcionar como repressor, e ndo activador, da sinalizagdo Notch.

Apesar da sinalizagdo via receptores Notch ter diversos efeitos, apenas um nimero limitado de genes
alvo foi identificado até este momento em varios tipos celulares e diferentes fases de desenvolvimento
(Figura n° 8). Os mais descritos sdo os genes da familia Hairy/enhancer of split (Hes) (Bailey &
Posakony, 1995; Iso, Kedes & Hamamori, 2003; Jarriault et al., 1995; Lecourtois & Schweisguth,
1995; Leimeister, Externbrink, Klamt & Gessler, 1999; Nakagawa et al., 2000; Nakagawa, Nakagawa,
Richardson, Olson & Srivastava, 1999; Oellers, Dehio & Knust, 1994). Nos mamiferos, a familia Hes
tem 4 subfamilias: Hairy (com o gene Hesl), E(spl) (com os genes Hes2, 3, 5, 6, 7), Hey (com o0s
genes Heyl, 2, L) e Stral3 (com os genes Stral3 e Dec2) (Davis & Turner, 2001; Iso et al., 2003).
Dependendo do tecido ou da célula em que o receptor Notch é activado, assim variam os genes da
familia Hes que sdo expressos. Por exemplo, durante o desenvolvimento do sistema nervoso sao
sobretudo expressos alguns Hes, enquanto no desenvolvimento do sistema vascular sdo expressos
principalmente os Hey. As proteinas Hes e Hey tém dominios basicos hélice-ansa-hélice e ligam-se
com alta afinidade ao DNA. Para além de formarem homodimeros, podem também formar
heterodimeros (Hes-Hey) tendo uma ac¢do ainda mais potente que os homodimeros (Iso et al., 2001).
Exceptuando Hes6, que antagoniza a actividade de Hesl (Bae, Bessho, Hojo & Kageyama, 2000),

todas as outras proteinas desta familia funcionam como repressores da transcri¢do de outros genes.

Mecanismos de ac¢do da via Notch

A via de sinalizacdo Notch permite que uma célula que expresse o ligando Delta ou Jagged altere o
programa genético da célula vizinha que expressa o receptor Notch, podendo funcionar de um modo

indutivo ou inibitério.

i. Inibicéo lateral

Quando a via funciona de modo inibitorio, a produgdo de ligando é reduzida e a do receptor
aumentada na célula que recebe o estimulo Notch, sendo esta inibida de adoptar o0 mesmo destino das
células vizinhas (Kimble and Simpson, 1997). A inibicdo lateral € o mecanismo de accdo de Notch
mais conhecido e o que parece ocorrer na maior parte dos contextos celulares. Em todos os modelos ja
estudados (neurogénese no gafanhoto (Doe et al., 1985) e D. melanogaster e vertebrados (Chitnis,
Henrique, Lewis, Ish-Horowicz & Kintner, 1995; Haddon, Jiang, Smithers & Lewis, 1998; Henrique
et al., 1995; Henrique et al., 1997; Hrabe de Angelis, Mcintyre & Gossler, 1997) observou-se que

neurénios recém-diferenciados inibem progenitores neurais vizinhos de adoptar um destino idéntico,



mantendo assim uma reserva de células indiferenciadas. Este processo deve-se a que a activagdo da
sinalizacdo Notch por Delta numa célula vizinha, faz com que esta expresse menos Delta e mais
Notch, aumentando assim o potencial de sinalizacdo dessa célula e impedindo-a assim de se tornar um
neurdnio. Assim, mesmo que os niveis de Delta e Notch sejam inicialmente equivalentes entre as duas
celulas vizinhas, ao fim de certo tempo, devido a mecanismos de retroamplificacdo, uma delas
apresenta expressao reduzida de Delta e aumentada de Notch e a outra célula apresenta o inverso. Este
mecanismo basico diverge em certos pontos consoante o contexto celular. Por exemplo, na
neurogénese de D. melanogaster (Figura n° 2) a activacdo de Notch por Delta ndo é determinada pela
guantidade da sua proteina na membrana, mas sim por outras proteinas, como Neur, que promovem a
reciclagem e activacdo de Delta (como descrito anteriormente). Outros exemplos em vertebrados sdo a
capacidade de Notch impedir as células precursoras das criptas intestinais de se diferenciarem e a

capacidade de bloguear a neurogénese e miogénese através dos genes repressores Hes.
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Figura n® 1.2 - Inibig8o lateral na neurogénese. Adaptado (Motifolio, 2009).

i. Inducéo lateral

Quando a via funciona de modo indutivo, a célula que recebe o estimulo Notch vai produzir mais
guantidade de ligando e receptor, sendo assim induzida a adoptar o mesmo destino das células
vizinhas (Kimble and Simpson, 1997). Ocorre inducéo lateral, por exemplo, no desenvolvimento das
células da ponta das asas de D. melanogaster (de Celis & Bray, 1997; Doherty, Feger, Younger-
Shepherd, Jan & Jan, 1996). A activacdo de Notch por Serrate ou Delta activa respectivamente a
expressdo de Delta ou Serrate na célula vizinha. Um exemplo deste mecanismo de ac¢do nos
vertebrados é o papel de Notch na diferenciagdo dos queratindcitos da pele. Notch favorece a
diferenciagdo celular através da inducdo da expressdo de moléculas reguladoras (Borggrefe and
Oswald, 2009).

ii. Destino celular

Notch tem também um papel crucial como determinante do destino celular em certos casos. Este

mecanismo de accdo ocorre quando a sinalizacdo Notch entre duas células filhas é dependente da



heranga assimétrica de reguladores desta via e assim, estas vao assumir destinos celulares distintos.
Um exemplo deste mecanismo é o caso das células precursoras dos 6rgaos sensoriais de Drosophila,
que depende da heranga assimétrica de Numb entre as células filhas. Outro exemplo é o facto de Notch
determinar a diferenciacdo de células precursoras em neurdnios ou células da glia (Borggrefe and
Oswald, 2009).

Vasculogénese e Angiogénese

Nos vertebrados, o sistema cardiovascular € o primeiro a formar-se durante o desenvolvimento
embrionario. Este forma-se através do desenvolvimento dos hemangioblastos a partir de células da
mesoderme lateral e posterior e da sua agregacdo na parte visceral do saco vitelino. Os
hemangioblastos vao-se diferenciar em células hematopoiéticas e endoteliais, formando as ilhéus
sanguineas, no saco vitelino (Robb and Elefanty, 1998). Posteriormente, as ilhotas sanguineas fundem-
se de modo a formar o plexo capilar primario. (Pardanaud et al., 1996). No embrido propriamente dito,
angioblastos migram para a regido mediana do embrido e agregam-se de modo a formar os primeiros
vasos, nomeadamente as aortas dorsais e as veias cardinais anteriores (Ambler et al., 2001; Cleaver
and Krieg, 1998; Fouquet et al., 1997; Pardanaud et al., 1996). No desenvolvimento do crescente
cardiaco, precursores endoteliais vdo formar o endocardio primordial.

A formagdo no embrido propriamente dito e no saco vitelino dos primeiros vasos sanguineos, uma
rede primitiva de tubos endoteliais simples, é denominada de vasculogénese (Risau, 1995). Sabe-se
gue j& neste momento estes vasos adquirem um caracter arterial e venoso, 0 que demonstra que a
especificidade celular é geneticamente programada (Gerety and Anderson, 2002). No entanto, esta
pré-determinacdo genética da identidade vascular é plastica e pode ser regulada por forgas
hemodinamicas nos estadios mais precoces do desenvolvimento embrionario (Carmeliet, 2005). O
desenvolvimento posterior dos primeiros vasos formados, com remodelagdes complexas que
envolvem a proliferagdo e ramificacdo em novos vasos denomina-se de angiogénese (Risau, 1997). A
sua activacdo ocorre devido ao aumento do numero de moléculas pré-angiogénicos e/ou por
diminuicdo de moléculas anti-angiogénicas. O processo angiogénico ocorre no embrido em
desenvolvimento e no adulto em situacdes de feridas, isquémia, no ciclo éstrico das fémeas e em
determinadas patologias, como os tumores (Arbiser, 1996; Carmeliet, 2003; Folkman, 1971; Fox et al.,
1996; Fraser and Lunn, 2000). Inicia-se através da destruicdo local da membrana basal dos vasos pré-
existentes por proteases, tanto secretadas como da superficie celular, seguido de activacdo da
proliferacdo e migracdo de células endoteliais (Sainson and Harris, 2007) (Figura n® 3). O factor de
crescimento do endotélio vascular A (VEGFA) determina a direc¢do desta migracdo, que é liderada

por umas células endoteliais especiais denominadas de células da ponta (tip cells) constituidas por



filopodios (Figura n° 3). VEGFA sinaliza assim ao ligar-se ao receptor VEGFR2 localizado a
superficie desses filopodios (Gerhardt et al., 2003).

As células da ponta desenvolvem filopddios em direcgdo ao gradiente de VEGFA, Sabe-se que a via
Notch também estd implicada neste processo, porque quando VEGFA afecta as células endoteliais,
ocorre a activacao da expressdo de DII4 e dos seus receptores Notch (Liu et al., 2003). No entanto,
sabe-se que as células da ponta desenvolvem-se a partir de células endoteliais sem expressdo de
Notchl. Adicionalmente, Notch parece prevenir a transi¢cdo das células endoteliais onde é expresso
para o estado activado através da diminuicdo da sensibilidade destas para VEGFA. Deste modo,
concluiu-se que a sinalizacdo Notch actua de modo a evitar que se produzam células da ponta em
excesso (Hellstrom et al., 2007; Siekmann & Lawson, 2007; Suchting et al., 2007). Quando as células
da ponta s&o seleccionadas, inicia-se a proliferacdo e migragdo de outras células endoteliais, as células
do tronco vascular (stalk cells) (Figura n° 3), estimuladas também pela ligagcdo de VEGFA ao receptor
VEGFR2 (Gerhardt et al., 2003).

A maturagdo dos vasos envolve a inibi¢do da formagdo de novos vasos, a estabilizagdo dos vasos pré-
existentes e a incorporacdo das células de suporte na parede dos mesmos (Cleaver & Melton, 2003;
Jain, 2003) (Figura n° 3). Assim, os capilares fundem-se e o subsequente contacto entre as células da
ponta promove a paragem da migragdo destas e a formagdo de interacgOes intercelulares altamente
adesivas nos locais de contacto. Esta adesdo é promovida por certas proteinas transmembranares,
como a caderina endotelial vascular (VE-cadherin), a molécula de adesdo de células endoteliais e de
plaquetas do tipo 1 (PECAM-1) e as conexinas. Apds o contacto entre os capilares, forma-se o limen
dos vasos e o fluxo de sangue através destes contribui para a estabilizacdo vascular. Este fendmeno
ocorre porque o fornecimento de oxigénio promove a diminuicdo localizada dos niveis de VEGFA e
outros factores pré-angiogénicos induzidos pela hipdxia. Adicionalmente, o factor de crescimento
transformante B1 (TGF-B1) é activado pelo contacto entre as células endoteliais e os progenitores dos
pericitos e promove a inibicdo da migracdo e da proliferacdo das células endoteliais (Orlidge &
D'Amore, 1987; Sato & Rifkin, 1989), a inibicdo da expressdo de VEGFR2 nestas células (Mandriota,
Menoud & Pepper, 1996) e a inducdo da diferenciagdo das células precursoras dos pericitos (Hirschi,
Rohovsky & D'Amore, 1998; Ramsauer & D'Amore, 2002). As células de suporte dos vasos, pericitos
e células do musculo liso, séo recrutadas durante o processo de maturagdo destes. Estdo envolvidos
diversos factores no recrutamento destas células para formar a parede vascular, sendo os principais o
factor de crescimento derivado de plaguetas B (PDGFB) (Bjarnegard et al., 2004) e a interacgéo entre

a angiopoietinal (Angl) com o receptor cinase de tirosina endotelial (Tie2) (Holash et al., 1999).
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Figura n° 1.3 - Mecanismo da angiogénese. Adaptado (Dufraine et al., 2008)

As artérias e veias sdo constituidas por uma tanica interna, formada pelo endotélio e pela membrana
basal, uma tinica média de fibras elasticas e de mdsculo liso e uma tdnica externa de tecido conjuntivo
elastico. As artérias tém uma parede mais elastica e mais camadas de musculo para suportar altas
pressdes sanguineas. As veias tém um limen maior e possuem valvulas para evitar que ocorra refluxo
do sangue. As arteriolas possuem maior revestimento de células musculares do que as vénulas. As
duas redes de vasos s6 se fundem ao nivel dos capilares, que ndo possuem células do musculo liso,

mas sim pericitos dispersos pelo endotélio (Figura n° 4).
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Figura n° 1.4 - Estrutura dos vasos sanguineos de vertebrados. In (Guerreiro).

Ainda se desconhece a via de sinalizacdo que despoleta a especializacdo das ilhéus sanguineas e 0s
precursores dos angioblastos para formar os vasos sanguineos. Estudos em galinha sugeriram que o0
factor de crescimento de fibroblastos (FGF) é um factor importante para a especializacdo dos
angioblastos (Cox and Poole, 2000). Estudos em ratinhos demonstraram a importancia da sinalizacéo
Indian Hedgehog da endoderme primitiva na determinagdo do destino celular das células
hematopoiéticas e vasculares (Byrd et al., 2002; Dyer, Farrington, Mohn, Munday & Baron, 2001). No

entanto, sabe-se que as principais vias conhecidas até a0 momento que determinam o desenvolvimento



vascular sdo a de VEGF, a das Angiopoietinas (Carmeliet, 2000; Conway, Collen & Carmeliet, 2001,
Yancopoulos et al., 2000), a das Efrinas, a de TGF-p, a de PDGF e a de Notch (Rossant and Howard,
2002). Existem ainda outras moléculas que regulam positivamente a angiogénese, como factores de
crescimento de fibroblastos (FGFa e FGFb), factor de crescimento de hepatécitos (HGF), factor de
necrose tumoral (TNFa), angiogenina, interleucina-8. No entanto, nem todas tém especificidade para
as células endoteliais e apenas algumas séo capazes de influenciar directamente estas células in vitro
(Karamysheva, 2008).

Sinalizacdo intrinseca

i. Sinalizacdo via VEGF
O VEGF foi o primeiro factor de crescimento especifico do sistema vascular a ser caracterizado,
considerando-se ainda hoje como o factor mais critico tanto na vasculogénese como em processos
angiogénicos embrionarios e no adulto (YYancopoulos et al., 2000).
A familia VEGF, um grupo de glicoproteinas homodiméricas secretadas, é composta por factores de
crescimento VEGFA, B, C e D e o factor de crescimento placentério (PIGF) nos humanos e ratinhos
(Neufeld, Cohen, Gengrinovitch & Poltorak, 1999; Petrova, Makinen & Alitalo, 1999). No homem
existem pelo menos quatro isoformas de VEGF, de 121, 165, 189 e 206 aminoacidos (Houck et al.,
1991; Tischer et al., 1991). As isoformas maiores tém a capacidade de se ligarem a heparina e
acumularem-se na matriz extracelular, enquanto as isoformas mais pequenas se difundem livremente
(Robinson and Stringer, 2001). O VEGF s € a isoforma mais comum e, apesar de poder ser difundida,
a maior parte desta proteina permanece ligada a superficie celular e a matriz extracelular (Houck,
Leung, Rowland, Winer & Ferrara, 1992; Park, Keller & Ferrara, 1993). As isoformas de VEGF
associadas a matriz extracelular servem como reservatorio e, quando necessario, sao libertadas através
da clivagem da regido C-terminal pela plasmina (Karamysheva, 2008). Os receptores
transmembranares dos ligandos VEGF sdo o VEGFRL1 (ou Fltl), o VEGFR2 (ou Flk1) e 0 VEGFR3
(ou FIt4) (Neufeld et al., 1999), existindo ainda os receptores acessérios, as Neuropilinas (Nrp)
(Neufeld et al., 2002; Soker, Takashima, Miao, Neufeld & Klagsbrun, 1998).
Os receptores VEGFR sdo compostos por sete dominios semelhantes a imunoglobulina, essenciais
para a interacgdo com os ligandos, e por um dominio intracelular cinase de tirosina. A interacgdo
receptor-ligando induz a homodimerizagdo do receptor e a posterior trans/autofosforilacdo dos
residuos de tirosina do dominio intracelular, que determinam a activacéo da cascata de sinalizacdo a
jusante. O VEGFR2 liga-se a VEGFA, C, D enquanto o VEGFRL1 liga-se a VEGFA e B (Gale and
Yancopoulos, 1999) e a PIGF (Clauss et al., 1996; Sawano, Takahashi, Yamaguchi, Aonuma &
Shibuya, 1996). Deste modo, 0 VEGFR1, através da sua ligacdo a PIGF (Clauss et al., 1996), parece
estar também implicado na sinalizacdo que modula a linhagem dos monécitos. O VEGFR1 tem dez
vezes maior afinidade para o VEGF que o VEGFR2 (Petrova et al., 1999). O VEGFR3 liga-se a VEGF
C (Joukov et al., 1996) e a VEGF D (Achen et al., 1998). Os trés receptores VEGF sdo expressos



especificamente nas linhagens endotelial e linfatica, embora exista evidéncia da ac¢do de VEGFR2
noutros tecidos, como no sistema nervoso (Meirer, Gurunluoglu & Siemionow, 2001; Ogunshola et
al., 2002; Yang & Cepko, 1996).

O VEGFR2 é o primeiro marcador do desenvolvimento da linhagem endotelial durante a
vasculogénese, (Millauer et al., 1993; Yamaguchi, Dumont, Conlon, Breitman & Rossant, 1993)
sendo expresso nos hemangioblastos (Yamaguchi et al., 1993; Eichmann et al., 1997; Kabrun et al.,
1997; Choi, Kennedy, Kazarov, Papadimitriou & Keller, 1998). Em estudos efectuados com embrides
VEGFR2™", verificou-se gue estes morriam entre o E (dia embrionario) 85 e o E9,5 sem
desenvolvimento de vasos sanguineos ou células hematopoiéticas (Shalaby et al., 1995).
Posteriormente, soube-se que VEGFR2 actua apenas na linhagem endotelial e estd associado aos
precursores endoteliais no embrido e nas regides extra-embrionarias (Yamashita et al., 2000). A
activagdo de VEGFR2 estimula assim diversas vias de sinalizagdo que determinam a mitogénese,
migracdo e sobrevivéncia das células endoteliais sendo o principal mediador da ac¢do mitogénica e
angiogénica de VEGFA. (Meyer et al.,, 1999; Millauer, Shawver, Plate, Risau & Ullrich, 1994;
Millauer et al., 1993; Skobe, Rockwell, Goldstein, Vosseler & Fusenig, 1997; Wise et al., 1999). A
interaccdo de VEGFA com o receptor VEGFR parece também promover a permeabilidade vascular
(Stacker and Achen, 1999). Os VEGFC e D ligam-se a VEGFR2 com menor afinidade que o VEGFA
e a eficiéncia da activagdo das vias dependentes de VEGF também é mais fraca (Karamysheva, 2008).
Sabe-se também que o VEGFD promove a migracdo das células endoteliais, mas ndo a sua
proliferacdo (Karamysheva, 2008).

Ratinhos mutantes VEGFR1™ apresentam mortalidade embrionaria precoce, ndo se devendo ao
subdesenvolvimento do sistema vascular, uma vez que apresentam vasos Ssanguineos, embora
desorganizados, malformados e aumentados (Fong et al., 1995), mas sim ao desenvolvimento
excessivo das células endoteliais (Fong et al., 1999). E correntemente aceite que o0 VEGFR1 é um
regulador negativo da sinalizagdo embrionéria de VEGF, modulando os niveis de VEGF através do
sequestro de VEGFA, impedindo a sua interaccdo com VEGFR2. VEGFB e PIGF podem competir
com VEGFA para se ligarem a VEGFR1, aumentando a quantidade de moléculas de VEGFA que se
podem ligar a VEGFR2. O VEGFR3 é expresso em todos 0s vasos primordiais, tornando-se
posteriormente especifico dos vasos linfaticos em desenvolvimento (Kaipainen et al., 1995; Kukk et
al., 1996) (mutantes VEGFR3” morrem antes do inicio do desenvolvimento dos vasos linfaticos e
apresentam vasos sanguineos desorganizados (Dumont et al., 1998)). No adulto, é expresso
principalmente no endotélio dos vasos linfaticos. Os ligandos VEGFC e D antes de sofrerem a
maturacéo proteica apenas se podem ligar ao receptor VEGFR3 e quando maduros podem ligar-se
também a VEGFR2. Portanto, estes podem activar a angiogénese e a linfoangiogénese, consoante o
receptor ao qual estdo ligados (Karamysheva, 2008).

Na vasculogénese da retina, ratinhos sem a isoforma VEGF¢, apresentaram alteracdes na formacao

das arteriolas, enquanto as vénulas se apresentavam normais (Stalmans et al., 2002). Adicionalmente,
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sabe-se que o receptor VEGFR2 é expresso nas artérias e nas veias, enquanto Nrpl tem expressdo
somente nas artérias e Nrp2 exclusivamente nas veias e vasos linfaticos (Karpanen et al., 2006; Yuan
et al., 2002). Uma vez que Nrpl tem maior afinidade para VEGF4, 0 complexo
VEGF6/Nrpl/VEGFR2 parece ser importante para a formagéo do sistema arterial.

Sabe-se ainda que a via VEGF tem a capacidade de promover a angiogénese in vitro e in vivo.
Portanto pensa-se que esta via, para além de ser essencial para a vasculogénese, esteja implicada
também na angiogénese, embora nao se conhega o seu papel preciso (Rossant and Howard, 2002). A
hipdxia parece ser um dos factores mais importantes na inducéo da expressao de VEGF para promover
a angiogénese fisiologica e patoldgica. Outros determinantes da sua expressdo sdo o factor de
crescimento epidérmico (EGF), factores de crescimento transformantes (TGFa e f), factor de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), factores de crescimento de fibroblastos (FGF) e factores
de crescimento derivados de plaguetas (PDGF) (Karamysheva, 2008).
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Figura n® 1.5 - FuncGes dos diferentes receptores e ligandos VEGF. Adaptado (Ferrara et al., 2003).

Os processos de remodelagdo e estabilizacdo vasculares dependem de multiplas vias de sinalizagao,
sendo a via Angiopoietina/Tie uma das mais importantes.

Os dois receptores Tie, 1 e 2 (Tek), sdo receptores transmembranares com especificidade endotelial
constituidos por um dominio cinase de tirosina (Dumont, Yamaguchi, Conlon, Rossant & Breitman,
1992; Korhonen, Polvi, Partanen & Alitalo, 1994; Sato, Qin, Kozak & Audus, 1993; Schnurch &
Risau, 1993) e por um complexo dominio extracelular formado por repeticGes semelhantes a EGF,
semelhantes a fibronectina e de imunoglobulinas. Ambos o0s receptores iniciam a sua expressao num

estadio precoce do desenvolvimento do sistema vascular e mantém a sua especificidade endotelial ao
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longo do desenvolvimento embrionério e no adulto (Dumont et al., 1995). Os ligandos de Tie2 sdo as
Angiopoietinas Angl-4. Ang2 e 3 sdo fracos activadores do receptor e parecem antagonizar a
activacdo de Tie2 por Angl (Maisonpierre et al., 1997). No entanto, a accdo de Ang2 depende de
VEGF, promovendo a regressao vascular quando VEGF esta presente e estimulando a angiogénese
quando esta ausente (Maisonpierre et al., 1997).

Angl pode agir como homotrimero e Ang2 como homodimero. O receptor Tie2 ao interagir com o
ligando forma homodimeros, sofre autofosforilacdo e interage com uma série de proteinas,
nomeadamente com Dok-R (dok-related protein ou docking protein 2) (Jones et al., 1999), Grb2
(growth factor receptor binding protein 2), Grb7, Grbl4, p85 (85kD protein) e Shp2 (sarcoma
homology 2-containing tyrosine phosphatase) (Jones and Dumont, 2000). A ligacdo de Angl,
secretada pelas células de suporte vasculares (Ramsauer and D'Amore, 2002), ao receptor Tie2
promove uma cascata de sinalizagdo que determina a associa¢do de pericitos ao endotélio, diminui a
permeabilidade vascular e exibe acgdo anti-inflamatéria (Armulik, Abramsson & Betsholtz, 2005;
Eklund & Olsen, 2006; Thurston, 2003). Mutag6es no receptor Tie2, assim como no seu ligando Angl,
ndo afectam a formacdo inicial dos vasos sanguineos, mas os embriGes morrem a meio da gestacao
com grandes defeitos na remodelacéo e estabilidade vasculares (Dumont et al., 1994; Sato et al., 1995;
Suri et al., 1996). Nestes mutantes, 0s vasos apresentam-se aumentados, com menor ndmero de
ramificacOes e as células endoteliais tém forma arredondada, separam-se das células de suporte e da
matriz extracelular e sofrem apoptose. Adicionalmente, a sobre-expressdo de Angl no adulto leva a
hipervascularizacdo, com a formacgdo de um elevado nimero de vasos maduros e estaveis (Suri et al.,
1998). Este facto contrasta com os efeitos da sobre-expressdo de VEGF, que também provoca
hipervascularizacdo, mas, neste caso, 0s vasos sdo tubos endoteliais simples aumentados de tamanho,
sem células de suporte e permeaveis (Drake & Little, 1995).

A partir de estudos in vitro e in vivo chegou-se a conclusdo de que a via Ang-Tie age nas células
endoteliais, nomeadamente na quimiotaxia, sobrevivéncia/proteccdo contra a apoptose, interac¢des
com 0s componentes da matriz extracelular e estimulacdo da organizacdo e ramificacdo vasculares.
Esta via tem, deste modo, um papel fulcral no complexo processo de remodelagdo vascular (Loughna
and Sato, 2001).

A sinalizacdo via PDGF parece ser crucial para a proliferacdo e migracao de células musculares lisas e
de pericitos para a parede vascular em desenvolvimento (Lindahl and Betsholtz, 1998), um processo
que requer interacgdes reciprocas entre o endotélio e as células de suporte (Drake et al., 1998). As
células endoteliais de capilares e artérias, sobretudo as células da ponta, secretam PDGFB devido a
accdo de VEGF, enquanto as células do musculo liso e pericitos expressam o receptor, PDGFR-S
(Betsholtz et al., 2001). Através de estudos em embriGes mutantes descobriu-se que as células do
musculo liso e os pericitos inicialmente vao-se diferenciando ao redor dos vasos, mas a medida que 0s
vasos vao aumentando de tamanho e se vao ramificando, a sinalizacdo PDGF é necessaria para a co-

migracao e proliferacdo das células de suporte (Hellstrom, Kalen, Lindahl, Abramsson & Betsholtz,
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1999). Além disso, julga-se que o efeito da Angiopoietina na maturagdo dos vasos se deve, em parte, a

accdo desta sobre as células endoteliais para produzirem PDGFB (Rossant and Howard, 2002).

ii. Sinalizagdo via TGF-$
A superfamilia TGF-B € constituida por factores de crescimento transformantes, activinas e proteinas
morfogenéticas do osso (Miyazono, 2001; Mummery, 2001). O ligando TGF-B esta envolvido na
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia de muitos tipos celulares (Lebrin et
al., 2005). Existem trés isoformas do ligando TGF-p (1-3), dos quais TGF-B1 parece ser essencial para
0 desenvolvimento vascular (Pepper, 1997). TGF-B liga-se a um receptor de tipo II (TPRII), que
depois recruta e fosforila um dos receptores de tipo I (Alkl ou 5) (Hoodless and Wrana, 1998). O
receptor TPRII activado também pode interagir com Alkl, que se expressa apenas nas células
endoteliais (Panchenko, Williams, Brody & Yu, 1996; Roelen, van Rooijen & Mummery, 1997).
Através de numerosos estudos demonstrou-se que TGF-p parece ter uma acgdo bifasica, que resulta do
balango entre a sinalizacdo de Alk1 e a de AIk5 nas células endoteliais. Deste modo, geralmente inibe
a proliferacdo e migracdo endotelial e promove a producdo da matriz extracelular e de inibidores de
proteases e o0 recrutamento de células de suporte. No entanto, sob certas condi¢des leva a um aumento
da invasdo e proliferacdo endotelial (Rossant and Howard, 2002). Assim, pensa-se que TGF-§
associado a via Alk5, actua junto com outros factores angiogénicos para promover a fase de activacdo
da angiogénese e que associado a via Alk1, promova a fase de resolu¢do (Rossant and Howard, 2002).
Além disso, nos mutantes de perda-de-funcdo de Alkl também foram observadas malformagdes
arterio-venosas, como anastomoses, e defeitos na diferenciacéo entre artérias e veias, com diminuigdo
da expressdo do marcador especifico arterial EfrinaB2 (descrito na seccdo seguinte) (Urness et al.,
2000). No homem, as mutagdes em Alkl e em endoglina causam Telangiectasia hemorragica
hereditaria (HHT) (Azuma, 2000), doenca caracterizada por anastomoses arterio-venosas, fragilidade
vascular e tendéncia para hemorragias. Tal sugere que a via TGF-p, através de Alkl, tenha um papel

importante no estabelecimento da identidade arterial e venosa.

iii. Sinalizacéo por Efrinas
A familia Eph é constituida por receptores transmembranares, com um dominio cinase de tirosina, que
interagem com os ligandos Efrinas (Flanagan & Vanderhaeghen, 1998; Xu & Wilkinson, 1997). Estes
receptores e ligandos dividem-se em dois tipos, A e B, baseado na forma como os ligandos se fixam a
membrana celular. As Efrinas-A  (Efrina-Al-6) ligam-se através de uma ancora
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e as Efrinas-B (Efrina-B1-3) tém um dominio transmembranar (Davis
et al., 1994). Estas ultimas podem ter actividade sinalizadora, tal como os receptores, permitindo
sinalizacdo bidireccional (Henkemeyer et al., 1996; Holland et al., 1996). De um modo geral, 0s
receptores EphA (EphA1-8) ligam-se as Efrinas-A e os EphB (EphB1-6) as B, mas existe pelo menos
um receptor EphA (EphA4) que se liga a Efrinas-A e B (Gale et al., 1996). Inicialmente, estes
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ligandos foram descritos como sendo determinantes no direccionamento dos axonios e ha manutencao
das fronteiras celulares no Sistema Nervoso Central (Gale & Yancopoulos, 1997; Orioli & Klein,
1997), assim como na migragdo das células da crista neural (Holder and Klein, 1999). Mais tarde,
descobriu-se terem também um importante papel no estabelecimento da identidade endotelial arterial e
venosa (Cheng et al., 2002). A EfrinaB2 é especificamente expressa no endotélio das artérias em
desenvolvimento e também em algumas células mesenquimatosas, enquanto o receptor EphB4 ¢
expresso no endotélio venoso (Wang et al., 1998). Outros membros da via Efrina/Eph também tém
expressao vascular, mas a sua funcdo ndo esta bem estudada (Cheng et al., 2002). Mutantes de perda-
de-funcdo de EfrinaB2 (Wang et al., 1998) ou EphB4 (Gerety et al., 1999) morrem cerca do E10,5
com defeitos graves na remodelacdo vascular no saco vitelino e no embrido proprio. Alguns destes
defeitos podem resultar de erros na interac¢do entre as artérias e veias em desenvolvimento.

A sinalizagdo Efrina/Eph é despoletada pelas vias que estabelecem inicialmente a identidade arterial
ou venosa dos precursores endoteliais, como Notch e VEGF. As proteinas Efrina/Eph estdo envolvidas
na formacéo de fronteiras de tecidos, através da sua capacidade de inibir 0 movimento ou a adeséo
celular (Wilkinson, 2000). No sistema vascular, esta via estabelece a repulsdo bidireccional entre
celulas endoteliais arteriais e venosas nas zonas fronteira para promover o correcto desenvolvimento

do sistema arterial e venoso (Adams et al., 1999; Wang et al., 1998).

iv. Sinalizagdo Notch

A via Notch tem um papel determinante no estabelecimento do destino arterial a jusante de VEGF.
Diversos componentes desta via sdo expressos na vasculatura arterial. Assim, Notchl e 4, DIl4 e
Jagged?2 sdo expressos no endotélio arterial (Del Amo et al., 1992; Shutter et al., 2000; Uyttendaele et
al., 1996; Villa et al., 2001), Jaggedl no endotélio arterial e nas células do masculo liso (Loomes et
al., 1999; Myat et al., 1996; Villa et al., 2001) e Notch3 apenas nas Gltimas (Joutel et al., 2000; Villa et
al., 2001). Notch4 e DII4 sdo os Unicos componentes da via Notch cuja expressdo no desenvolvimento
vascular embrionario precoce parece ser totalmente restrita ao endotélio, incluindo o dos capilares em
desenvolvimento (Shirayoshi et al., 1997; Shutter et al., 2000; Uyttendaele et al., 1996).

Embries de ratinho Notch1™ morrem aproximadamente a E11 com graves defeitos na remodelagdo
vascular e alguma degeneracdo vascular, apresentando anomalias na aorta e noutros grandes vasos
(Krebs et al., 2000). MutacGes de perda-de-fungdo em Notch4 ndo provocam alteracGes, mas duplos
mutantes de perda-de-funcdo de Notchl e 4 apresentam maiores defeitos vasculares do que os
mutantes apenas de Notchl (Krebs et al., 2000). Nos casos mais graves, a veia cardinal anterior
encontra-se ausente e a aorta dorsal colapsada. O facto de os embrides Notch4™ desenvolverem-se
normalmente pode ser explicado pela existéncia de redundancia funcional com Notchl. Os mutantes
de perda-de-funcdo de DII1 apresentam extensas hemorragias (Hrabe de Angelis et al., 1997), que

podem ser devidas a defeitos na somitogénese ou na formagdo do Sistema Nervoso. Mutantes
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Jagged1”™ morrem a E10 com defeitos na remodelagdo vascular, permanecendo o plexo capilar
primario inalterado (Xue et al., 1999).

Por outro lado, a sobre-expressdo de Notch durante o desenvolvimento vascular também se traduz
numa desorganizacdo da vasculatura (Uyttendaele et al.,, 2001), com vasos dilatados e pouco
ramificados. Estes mutantes também apresentam anastomoses arterio-venosas, expressao ectépica do
marcador arterial EfrinaB2 no sistema venoso e aumento do nimero de células de musculo liso a
envolver os vasos (Carlson et al., 2005).

Gracas a caracterizacdo de algumas doencgas genéticas raras ou mutagdes no homem, surgiram mais
pistas sobre a fun¢do de Notch no desenvolvimento vascular (Joutel and Tournier-Lasserve, 1998).
Assim, mutagdes pontuais no receptor Notchl resultam em Leucemia linfoblastica aguda de células T
(Ellisen et al., 1991), mutac¢Oes no ligando Jaggedl causam a sindrome Alagille (Li et al., 1997; Oda
et al.,, 1997) e a deficiéncia em Notch3 provoca a sindrome arteriopatia cerebral autossémica
dominante com enfartes subcorticais e leucoencefalopatia (CADASIL) (Joutel et al., 1996). A
sindrome Allagille provoca lesdes hepéticas, reducdo do numero de ductos biliares, defeitos
esqueléticos, deformacdo dos vasos sanguineos, estenose arterial e doenca cardiaca. A sindrome
CADASIL causa enfartes, encefalopatia e deméncia progressiva (Ruchoux and Maurage, 1997). A
nivel histolégico estes pacientes exibem degenerescéncia da camada muscular das artérias do cérebro
e das arteriolas da pele.

Relativamente aos genes efectores da sinalizacdo Notch, ainda ndo se sabe ao certo a sua fun¢do no
sistema cardiovascular. Sabe-se que a perda-de-funcéo de Hey2 causa defeitos no desenvolvimento do
coracdo e mortalidade na primeira semana de vida em ratinhos (Donovan et al., 2002; Gessler et al.,
2002). A perda-de-funcdo de Heyl ndo causa qualquer defeito aparente no desenvolvimento vascular,
no entanto a perda-de-funcdo combinada de Heyl e Hey2 causa defeitos vasculares muito semelhantes
aos da perda-de-funcdo dos receptores Notch, morrendo os embrifes a E10,5 (Fischer et al., 2004).
Constatou-se assim, que Notch tem um papel crucial na remodelagdo do plexo vascular primario
apesar de ndo influenciar a sua formacdo inicial. Pensa-se que podera regular a ramificagdo da
vasculatura em desenvolvimento (Krebs et al., 2000; Xue et al., 1999). Adicionalmente, Notch parece
ser fulcral na determinacéo do destino das células do masculo liso no embrido e na manutengéo destas
na vasculatura do adulto. Estudos sugerem haver um precursor comum das células endoteliais e das
células do musculo liso (Yamashita et al., 2000) e que Notch esteja implicado na diferenciacdo desse
precursor para uma ou para a outra linhagem. Possivelmente os defeitos observados nos mutantes
anteriormente descritos devem-se a uma alteragdo no récio entre células endoteliais e células do
musculo liso (Rossant and Howard, 2002).

A sinalizacdo Notch também regula a determinagdo do destino celular endotelial arterial versus
venoso, provavelmente a montante da sinalizacdo Efrina/Eph. Factos que suportam esta teoria sdo, por
exemplo, a observacdo de que nos mutantes de ganho e perda-de-funcdo de Notch existe apenas uma

das duas identidades endoteliais possiveis. Além disso, é relevante constatar que Notchl e 4, DIl4,
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Jaggedl e 2 se encontram em niveis mais elevados nas artérias do que nas veias (Villa et al., 2001).
Estudos em peixe-zebra injectados com uma forma dominante-negativa da proteina Supressor of
Hairless (homdlogo de RBP-Ji) (Lawson et al., 2001; Zhong et al., 2001) demonstraram que Notch é
necessario para suprimir a identidade venosa nas artérias em desenvolvimento.

Por outro lado, alguns investigadores sugerem que Notch3 possa antagonizar a sinalizacdo de Notchl
e 4 em determinadas situacdes (Beatus et al., 1999). Este receptor parece modular a expressdo de
mediadores da apoptose e assim permitir a sobrevivéncia das células do musculo liso (Wang et al.,
2002).

v. Delta-like 4

O gene DII4 encontra-se no cromossoma 15914 no homem (cromossoma 2 no ratinho) e codifica uma
proteina transmembranar tipo | de 685 aminoécidos. O seu dominio extracelular contém 8 repeticGes
EGF-like, quatro locais de glicosilacdo e um dominio DSL com 45 aminoacidos, que Sd0 necessarios
para a interaccdo e activacdo de Notchl e 4 (Sainson and Harris, 2007). O homem e o ratinho
partilham 87% de homologia na sequéncia proteica de DII4 (Sainson and Harris, 2007). No ratinho, a
expressdo de DII4 inicia-se a E7,5 apenas no tecido extra-embrionério, incluindo a membrana de
Reicherts e as células gigantes do trofoblasto (Duarte et al., 2004; Mailhos et al., 2001).
Posteriormente, tem expressdo no endocardio e nos grandes vasos arteriais, incluindo a aorta, as
artérias dos arcos branquiais, as artérias umbilical e mesentérica e 0s vasos inter-somiticos (Duarte et
al., 2004; Mailhos et al., 2001).

Entre os E9,5 e 0s E13 encontra-se expresso também numa pequena faixa de células dispersas no tubo
neural ventral e aos E12,5 em células dispersas na retina neural. Pensa-se que DII4 tenha por funcdo
gerar diversidade entre os neurénios recém-diferenciados. (Benedito & Duarte, 2005; Mailhos et al.,
2001; (Rocha et al., 2009). A partir deste momento a sua expressdo nos grandes vasos e no coragdo
comega a desaparecer, mantendo-se apenas nos pequenos vasos arteriais e nos capilares (Benedito and
Duarte, 2005). No embrido em desenvolvimento, DII4 é expresso também no timo, no epitélio
pulmonar, no cortex adrenal, no baco, nos nodulos linfaticos, assim como, no intestino, sistema
olfactivo e nos glomérulos renais (Benedito & Duarte, 2005; Mailhos et al., 2001; Shutter et al.,
2000). Experiéncias in vivo demonstraram que o0s ratinhos heterozigéticos para DII4 morriam a cerca
do E10,5 devido a defeitos vasculares, incluindo o estreitamento e constricdo das aortas dorsais, uma
ramificacdo vascular defeituosa, a regressdo de artérias, o alargamento do saco pericardico e a falta de
remodelagdo da vasculatura do saco vitelino. Estes mutantes também apresentavam auséncia de
expressao de marcadores arteriais (Benedito et al., 2008; Duarte et al., 2004). O fendtipo destes
mutantes é semelhante ao de mutantes de perda-de-funcdo de Notchl, o que sugere que Notchl seja o
receptor deste ligando no desenvolvimento vascular. Passando esta mutagéo para o genétipo ICR ou
CD1, com fundo genético aleatorio, verificou-se que alguns embrides conseguiam chegar ao termo da

gestagéo. Os ratinhos DI14” morriam antes do E10,5 com defeitos vasculares semelhantes, mas mais
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acentuados, aos dos animais haploinsuficientes para DIl4 (Benedito et al., 2008). Por outro lado, no
estudo de mutantes com sobre-expressdo de DIl4, verificou-se que os animais morriam antes do E10,5,
apresentando um alargamento das aortas dorsais, anastomoses arterio-venosas, expressao ectdpica de
marcadores arteriais no sistema venoso e reducdo da ramificacdo vascular e da proliferacdo e migragéo
de células endoteliais (Trindade et al., 2008). Estes estudos em mutantes com perda e ganho-de-
fung&o, confirmam o papel fulcral de D114 no desenvolvimento da identidade arterial e na regulagéo da
angiogénese, apresentando um efeito estreitamente dependente dos niveis e da localizacdo da sua
expresséo.

Para se compreender melhor o papel de DII4 no desenvolvimento e diferenciagdo vascular realizaram-
se estudos na retina de ratinho, onde o desenvolvimento da vasculatura s6 tem inicio apds o
nascimento e encontra-se bem caracterizado permitindo a sua manipulagdo a nivel experimental.
Assim, descobriu-se que a expressao de DII4 na vasculatura da retina depende dos niveis de VEGF, o
principal factor indutor do crescimento vascular nesta (Lobov et al., 2007). Ratinhos
haploinsuficientes para DIl4 e animais submetidos ao bloqueio farmacolégico da via DIl4/Notch a
nivel ocular apresentaram um aumento da ramificacdo vascular e da proliferacdo das células
endoteliais, formando um plexo capilar superficial muito denso com numerosos vasos interligados
(Lobov et al., 2007). Deste modo, DII4 parece ter um papel regulador evitando a excessiva ramificacdo
vascular e promovendo a formacdo de um plexo vascular bem diferenciado (Lobov et al., 2007).

No adulto, DII4 é expresso principalmente no rim, no pulm&o, no coragéo, no ovario, nos testiculos, no
intestino e no endotélio vascular (Mailhos et al., 2001; Shutter et al., 2000). Neste ultimo, o ligando
encontra-se apenas nas pequenas artérias e capilares e parece actuar como factor anti-angiogénico,
regulando negativamente factores pré-angiogénicos, como o factor de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e regulando positivamente factores de maturacdo e estabilizagdo vascular, como o factor de
crescimento transformante-beta (TGF-B) (Benedito et al., 2008). A expressdo vascular de DIl4 no
adulto é fraca. Contudo, encontra-se aumentada nos processos onde ocorre neoangiogénese fisioldgica
(cicatrizacio de feridas, ciclo menstrual) e patologica (tumores) (Patel et al., 2006). E conhecido que o
desenvolvimento tumoral requer geralmente um crescimento paralelo da vasculatura local. O VEGF é
o factor melhor caracterizado implicado na activacdo da angiogénese a nivel tumoral. Assim como foi
observado noutros tecidos, também no endotélio tumoral, a expressdo de DIl4 parece depender dos
niveis de VEGF. O bloqueio de DII4 em modelos tumorais xenotransplantados determinou um
aumento da densidade vascular tumoral consequente da formacdo de vasos sanguineos
exacerbadamente ramificados. Paradoxalmente, este elevado desenvolvimento vascular revelou-se nio
funcional, uma vez que os vasos apresentaram fraca perfuséo e o tecido tumoral niveis elevados de
hipéxia. Consequentemente, o bloqueio de DII4 determinou uma reducdo significativa do
desenvolvimento tumoral, mesmo em tumores resistentes a terapia anti-VEGF (Noguera-Troise et al.,
2006).
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Para além de VEGF (Liu et al., 2003; Patel et al., 2005; Williams et al., 2006), existem numerosos
factores que regulam positivamente a expressdo de DII4, nomeadamente factor de crescimento de
fibrobastos bésico (bFGF) (Patel et al., 2005), interleucina-6 (IL-6) (Suzuki et al., 2006), subunidade o
do factor de indugdo de hipoxia 1 (HIF-1a) (Harris, 2002), proteinas Forkhead box C (Foxc) (Seo et
al., 2006) e o proprio NICD de Notchl (Shawber et al., 2003).

Biologia tumoral

As neoplasias ocorrem através de crescimento tecidular novo, constituido por células com origem em
tecidos normais, mas que sofreram modificacbes genéticas transmissiveis a descendéncia que lhes
permitem serem insensiveis aos mecanismos de controlo do crescimento, expandindo-se para além dos
seus limites anatomicos (Plank & Sleeman, 2003). A principal causa de aparecimento de tumores
primarios € a ocorréncia e acumulagdo de mutacfes genéticas em uma ou mais células, conduzindo a
proliferagdo descontrolada ou a diminuicdo da taxa de apoptose (Plank and Sleeman, 2003). O
processo de transformacéo de uma célula normal numa célula cancerigena pode incluir a activacao de
oncogenes, sintese continua de telomerases ou indugdo de aneuploidia. Pode também incluir mutacdes
em genes supressores de tumores ou em genes que promovem a estabilidade genética, como
reguladores da apoptose e genes de reparacdo do DNA (Duesberg et al., 1999; Hahn and Weinberg,
2002; Pelengaris et al., 2002). As células da maioria ou possivelmente de todos os tumores humanos
adquirem seis alteracdes fisiologicas essenciais, que Ihes permitem evadir-se dos mecanismos de
defesa do organismo e determinam o desenvolvimento do cancro. Estas capacidades adquiridas pelas
células cancerigenas sdo, nomeadamente, a auto-suficiéncia em sinais de crescimento, a
insensibilidade a sinais inibidores do crescimento, a evasdo a apoptose, o potencial replicativo
ilimitado, a angiogénese sustentada, e a invasdo de tecidos e formacdo de metéstases (Hanahan and
Weinberg, 2000). O desenvolvimento tumoral envolve uma fase de iniciacdo induzida pela exposicado
Gnica a um agente carcinogénico genotoxico que origina uma mutacao irreversivel num gene. A
mutacdo leva a que a célula tenha maior capacidade de proliferacdo ou resisténcia a apoptose.
Posteriormente ocorre a fase de promocao, na qual a aplicagdo repetida de um agente carcinogénico
ndo mutagénico/ndo genotoxico leva a proliferagdo das células iniciadas, sendo esta fase reversivel. A
Gltima fase corresponde a progressao, na qual ocorre a conversdo de um tumor benigno em maligno e,
numa fase mais avancada, em tumor metastatico. Esta fase é irreversivel e é induzida frequentemente

por novas mutacdes e por alteracdes epigenéticas (Plank and Sleeman, 2003)

Modelos tumorais geneticamente alterados

Os modelos tumorais geneticamente modificados sdo amplamente utilizados. Estes modelos de
ratinhos desenvolvem tumores autonomamente, como o caso do Her2/neu (Neu/NDL2-5) (Hanahan,
1985). Uma vantagem destes modelos, chamados autoctones, é os tumores se desenvolverem

“naturalmente” no hospedeiro e poderem ser monotorizados durante um periodo de tempo
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relativamente longo, simulando adequadamente as diferentes fases do desenvolvimento de tumores
equivalentes em humanos. As desvantagens do uso de modelos autéctones prendem-se com o custo de
manter e monitorizar os animais durante o periodo de desenvolvimento do tumor e com o facto de os

tumores serem completamente murinos (Teicher, 2006).

i.  Modelo transgénico Her2/neu

O modelo murino transgénico Her2/neu (NeuNDL2-5 ou ErbB-2) tem vindo a ser utilizado no estudo
de mecanismos moleculares, e vias da carcinogénese multifasica com o objectivo de compreender o
seu envolvimento na progressao do cancro da mama e formagdo de metastases. Este modelo murino
também ja foi usado em ensaios terapéuticos de prevencdo da progressao das lesdes iniciais para a fase
angiogénica, de tratamento da fase de crescimento rapido tumoral ou de regressao da carga tumoral
estabelecida e resisténcia as terapias hoje em utilizacdo (Fantozzi and Christofori, 2006; Hutchinson
and Muller, 2000; Ursini-Siegel et al., 2007).

Este modelo foi construido tendo como base a sobreexpressao e amplificacdo do protooncogene neu
(Her2/c-erbB2/ERBB2), membro da familia das cinases de tirosina conhecidas como receptores de
factores de crescimento epitelial (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), associado ao
desenvolvimento de cancro primario da mama mais agressivo (Ursini-Siegel et al., 2007), estando sob
o controlo do promotor Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) Long Terminal Repeat (LTR) (Guy
etal., 1992).

Embora a expressdo do oncogene tenha inicio durante o desenvolvimento embrionério, inicialmente a
glandula maméria aparenta um aspecto anatdmico e histolégico normal. Em fémeas multiparas, a
partir das 18 a 20 semanas de vida, lesdes hiperplésicas displasicas comegam a surgir, resultando em
adenocarcinomas mamarios proliferativos e multilocalizados com potencial metastatico em 60% das
fémeas analisadas, as 25 semanas de vida.

As fémeas de ratinho tém cinco pares de glandulas mamarias, com igual potencial tumorigénico neste
modelo, morrendo geralmente as trinta semanas de vida devido a elevada carga tumoral (Siegel et al.,
1999).

Terapia anti-angiogénica tumoral

Inicialmente os tumores sdo avasculares e dependem do fendmeno de difusdo passiva para a sua
sobrevivéncia e crescimento (Plank and Sleeman, 2003). Quando atingem 0,5mm de didmetro os
tumores entram num estado de dorméncia (Folkman, 1986). Sabe-se que a activagdo da angiogénese
(angiogenic switch) é essencial para o crescimento da maioria dos tumores sélidos a partir de 1-2 mm
de didmetro (Folkman and Hanahan, 1991). A inducéo da neoangiogénese pode ocorrer como resposta
ao aumento da hipdxia no tecido tumoral induzir a expressdo de VEGF, o tumor em si adquirir
capacidade de expressar VEGF e outros factores pré-angiogénicos ou por o tumor ser capaz de

recrutar progenitores endoteliais vindos da medula 6ssea (Dass, 2004). Quando a angiogénese é
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iniciada, as células endoteliais préoximas do tumor sdo activadas, soltam-se das células adjacentes e
secretam enzimas proteoliticas que vdo degradar a membrana basal. Em seguida, as células endoteliais
migram em direcgdo ao tumor e proliferam de modo a formar novos vasos (Plank and Sleeman, 2003).
A vasculatura tumoral caracteriza-se por ser imatura, desorganizada, hemorréagica e extremamente
permeavel, sendo estas caracteristicas reguladas por diversas vias de sinaliza¢do, entre as quais se
destacam VEGF e Ang2. Estas particularidades contribuem para a penetracéo das células tumorais nos
vasos e deste modo, para a sua disseminagdo no organismo formando metéstases (Baluk et al., 2005;
Carmeliet and Jain, 2000; Ferrara and Kerbel, 2005; Jain, 2005). Consequentemente, desenvolveram-
se farmacos blogueadores da angiogénese tumoral e, deste modo, inibidores do desenvolvimento dos
tumores. Esta modalidade terapéutica pode ser realizada bloqueando factores pro-angiogénicos, tendo
como objectivo caracteristicas especificas ou anomalias dos vasos tumorais ou estimulando a produgao
de moléculas anti-angiogénicas (Thurston, Noguera-Troise & Yancopoulos, 2007). Supds-se que uma
das vantagens desta forma terapéutica comparativamente com a quimioterapia, seria o facto da
estabilidade genética das células endoteliais a nivel tumoral diminuir a probabilidade de resisténcias.
Assim, em Fevereiro de 2004 nos Estados Unidos foi aprovado o farmaco Avastin®, cujo principio
activo é denominado bevacizumab, um anticorpo monoclonal anti-VEGFA. Este medicamento
determina um ligeiro aumento da esperanca de vida nos casos de cancro colo-rectal metastatico,
quando em associagdo com quimioterapia. Sabe-se também que ndo é eficaz em todos os tipos
tumorais e que alguns desenvolvem resisténcia ao farmaco (Casanovas et al., 2005; Jain et al., 2006;
Kerbel et al., 2001). Em Dezembro de 2004 foi também aprovado o farmaco Macugen® (principio
activo pegaptanib), um aptdmero que bloqueia a isoforma VEGF165 usado para o tratamento de uma
das formas de degenerescéncia da macula relacionada com a idade (Gragoudas et al., 2004). Para além
destes farmacos, ja foram testados inibidores das cinases de tirosina (Nexavan®, principio activo
sorafenib; Sutent®, principio activo sunitinib; Tarceva®, principio activo erlonitinib), dos receptores
integrina e das metaloproteases, entre outros (Institute, 2008; Ishibe and al, 2011).

Como foi referido anteriormente, a via Notch regula negativamente a sinalizacdo VEGF na
angiogénese fisiologica e patoldgica e parece ser um alvo promissor na terapia anti-angiogénica
(Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006). Assim, produziram-se inibidores da gamma-
secretase, como N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT) e
dibenzazepina (DBZ), que blogueiam a via Notch por completo. Esta forma terapéutica pode causar
toxicidade a nivel intestinal por provocar o aumento das células caliciformes das criptas e a
diminuicdo das células epiteliais (Fre et al., 2005; Milano et al., 2004; van Es et al., 2005; Wong et al.,
2004). No entanto, podera ser relevante no tratamento dos casos em que a via Notch esteja
directamente implicada na oncogénese, como em certos cancros mamarios e leucemias linfoblasticas
agudas de linfécitos T. Recentemente os estudos tém-se focado no ligando DIl4, que tem expressao
aumentada no endotélio dos vasos tumorais e, em alguns casos, em células do tumor. Os niveis

elevados de DIl4 podem ser devidos a expressdo aumentada de VEGF, uma vez que estdo directamente
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relacionados (Patel et al., 2006). No entanto, pensa-se que DIl4 tem fun¢Bes na angiogénese que s&o
independentes de VEGF. Assim, desenvolveu-se um anticorpo que neutraliza DII4 (Noguera-Troise et
al., 2006; Ridgway et al., 2006) e proteinas de fusdo sollveis que se ligam aos receptores Notch e
impedem a ligacéo de DIl4 a estes (Noguera-Troise et al., 2006; Scehnet et al., 2007). Ao contrério do
bloqueio de VEGF, que leva a reducdo do niimero de vasos e aparente ‘“normaliza¢do” dos vasos
remanescentes no tumor, o blogueio de DIl4 provoca um aumento da densidade vascular. Esta é
devida ao aumento no numero de ramificacGes e formagdo de pequenas intercomunicagdes entre 0s
vasos. Paradoxalmente, este aumento vascular é acompanhado de reducdo de 50% a 90% do
crescimento do tumor, dependendo do modelo tumoral (Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al.,
2006; Scehnet et al., 2007), mesmo em tumores com elevada resisténcia ao blogueio de VEGF
(Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006). Além disso, apesar do tamanho reduzido, o0s
tumores apresentam-se mais hipoxicos. Este paradoxo deve-se aos vasos neoformados serem
anormais, pouco funcionais, desorganizados e imaturos. Adicionalmente, um ndmero consideravel de
vasos ndo tem ldmen (Gerhardt et al., 2003) e a maioria apresenta fraca perfusdo e elevada
permeabilidade (Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006). Ndo se observou qualquer
toxicidade sistémica. No entanto, sdo necessarios mais estudos para verificar que ndo tem efeitos
adversos, principalmente a nivel imunitario e hematopoiético, onde também se observa expresséo de
DIl4 (Fung et al., 2007; Suzuki et al., 2006). Adicionalmente, o bloqueio simultaneo de VEGF e DIl4
leva a uma inibigdo mais potente do desenvolvimento tumoral do que o blogueio de cada uma destas
vias isoladamente (Thurston et al., 2007). Também se sabe que certos tumores resistentes a ambas as
vias separadamente, tornam-se sensiveis quando estes sdo bloqueadas em conjunto (Ridgway et al.,
2006).

Ramificagao | BlAuslo s DIl ,  Ramificagéo 1t

Prolif. cél. endoteliais § Prolif. cél. endoteliais 4
Tamanho luminal vasc. §

DLL4lNotch’-\ Tamanho luminal vasc. }
Organizacédo vascular f Organizacé&o vascular ‘

Densid. vasc. tumoral § Densid. vasc. tumoral 4
Perfusdo vasc. tumoral‘ Perfusdo vasc. tumoral ‘

\/ VEGFVEGFR

Bloqueio de VEGF

Crescimento tumoral ‘ i Crescimento tumoral ‘

Figura n° 1.6 — Efeitos do bloqueio de VEGF e de DII4 no desenvolvimento tumoral. Adaptado (Thurston et al.,
2007).

Recentemente, também a via EfrinaB2/EphB4 tem vindo a ser alvo de estudo para o desenvolvimento

de novos farmacos que inibam o desenvolvimento tumoral, ou mesmo que provoquem a sua regressao.
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Este par receptor-ligando que actua a jusante das vias Notch e VEGF, tem um papel fundamental na
especificagdo endotelial artéria-veia. Efrina-B2 é especificamente expressa nos angioblastos arteriais,
celulas endoteliais e células mesenquimais perivasculares, enquanto que EphB4 é expresso nas células
endoteliais apenas do sistema venoso. Em embriGes em desenvolvimento, verificou-se que o bloqueio
de EphB4 e da Efrina B2 resultam em letalidade precoce pelo efeito na angiogénese mas nao na
vasculogénese (Adams et al., 1999; Gerety and Anderson, 2002; Gerety et al., 1999).

A forma monomérica do dominio extracellular de EphB4 funciona como antagonista da sinalizacdo
EphB4-EfrinaB2, bloqueando a migracdo das células endoteliais e retardando a angiogénese em
modelos tumorais (Kertesz et al., 2006). Assim, a fusdo desta proteina com albumina no C-terminal
(sEphB4) resulta num farmaco com elevado potencial para a inibicdo do desenvolvimento tumoral,
diminuindo o nimero de tumores e o seu volume em modelos tumorais, como resultado, entre outros

efeitos, da diminuicdo da densidade vascular (Djokovic et al., 2010).
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OBJECTIVOS

No seguimento do estudo do efeito terapéutico do bloqueio de DII4 e combina¢do com bloqueio da via

Efrina B2/EphB4 (Djokovic et al., 2010) na angiogénese tumoral, 0 presente projecto de investigacdo

teve como principal objecto de estudo avaliar o potencial terapéutico do bloqueio de DIl4 e da via

EfrinaB2/EphB4 no desenvolvimento de adenocarcinomas mamarios e na formagdo de metastases

pulmonares em ratinhos Her2/neu.

Para tal foram estabelecidos os seguintes objectivos:

Criacéo de linhas Her2/neu DII4*"* e Her2/neu DII4™";

Andlise do desenvolvimento tumoral de adenocarcinomas mamarios em ratinhos Her2/neu
DII4™"* e Her2/neu DII4*";

Estudo do desenvolvimento vascular dos tumores mamarios no que se refere a densidade,
maturac&o e funcionalidade dos vasos recém-formados;

Observagdo da formacdo de metéastases em ratinhos Her2/neu com perda parcial de DIl4 em
comparagdo com os ratinhos controlo;

Estudo do envolvimento de vias pré e anti-angiogénicas no desenvolvimento tumoral;

Anélise do efeito terapéutico da proteina solivel EphB4 no desenvolvimento de tumores

mamarios e formacdo de metastases;
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais
2.1.1. Ratinhos Her2/neu

Os ratinhos Her2/neu foram gentilmente cedidos pelo Dr. William Muller, McGill University, Canada

(Siegel et al., 1999).

A partir da primeira semana de vida, todos os ratinhos foram sujeitos a genotipagem através da

extraccdo de DNA gendmico da cauda.

Todas as experiéncias em que foram utilizados animais neste estudo foram aprovadas pelo Comité de

Etica e de Bem-Estar animal da Faculdade de Medicina Veterinaria de Lisboa.

2.1.2. Reagentes

Reagentes Fabricante
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS); Isopropanol; Etanol Absoluto; Agarose; VWR
Laminas adesivas super-frost plus; Metanol; Peréxido de Hidrogénio

EDTA,; Acido Cloridrico (HCL); Cloreto de Sodio (NaCL); Cloreto de Magnésio

(MgCl,); NP40; Paraformaldeido; Sacarose; Gelatina de pele porcina tipo A;

Isopentano; Avertin®; Lectina biotinilada de Lycospersicum | Sigma-Aldrich
esculentum;Hematoxilina; Eosina; Microscopy Entellan® Neu; Soro de Cabra;

Tween® 20; X-Gal; Ferro, Ferri; dNTPs Mix

Dodecilsulfato de Sédio (SDS) MERCK
Proteinase K NZYTECH
Mini kit RNeasy® ISAZA
Xilol Panreac

Kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR Alfagene
Kit Power SYBR Green PCR Master Mix® BioPortugal
Triton®X-100 (polyethylene glycol tert-octylphenylether) Fluka

Go Flexi Taqg Polimerase; Tampéo de PCR; Promega

2.1.3. Solucdes

2.1.3.1. Solucdo de TE
Solugéo stock 1,21 g de Tris
0,34 gde EDTA

800 ml de agua estéril
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Solucéo de trabalho

Acertar o pH com HCI concentrado para 7,5
Perfazer o volume final de 1 | com &gua esteéril
Autoclavar

Diluir a solugdo stock 1:10 com &gua esteéril

2.1.3.2. Solucéo para extracdo do DNA gendémico da cauda de ratinho

Tail Buffer

LacZ Wash Buffer

5,9 g de NaCl
50 ml de Tris1 M
200 ml de EDTA a 500 mM
100 ml de SDS a 10 %
Perfazer o volume final de 1 | com agua estéril.

Autoclavar para esterilizar.

0,8 ml de MgCl, 1M

2ml de P40 2%
Perfazer até 200ml com fosfato de s6dio a 0,1M

2.1.4. Sequéncias de Oligonucleétidos iniciadores

2.1.4.1. Oligonucledtidos iniciadores utilizados em PCR

Identificacio

Sequéncia nucleotidica (5" - 3")

her2 Fwd
her2 Rev

TTCCGGAACCCACATCAGGCC
GTTTCCTGCAGCAGCCTACGC

2.1.4.2. Oligonucledtidos iniciadores utilizados em PCR tempo real

Identificacio

Sequéncia nucleotidica (5" - 3")

beta-actin Fwd GATCCTCACGGAATTCATGG
beta-actin Rev GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Dll4-Fwd GGAACCTTCTCACTCAACATCC
Dll4-Rev CTCGTCTGTTCGCCAAATCT
EFRINAB2 F2 TCCCTTTGTGAAGCCAAATC
EFRINAB2 R2 TACTTGAGCAGCAGCAGCACCAC
PDGFR-4 Fwd TGATGAAGGTCTCCCAGAGG
PDGFR-$ Rev AGGAGATGGTGGAGGAAGTG
VEGFR1-Fwd GACCCTCTTTTGGCTCCTTC
VEGFR1-Rev CAGTCTCTCCCGTGCAAACT

25



VEGFR2-Fwd GGCGGTGGTGACAGTATCTT
VEGFR2-Rev GAGGCGATGAATGGTGATCT
VEGFR3-Fwd CGAAGCAGACGCTGATGATA
VEGFR3-Rev CCCAGGAAAGGACACACAGT
VEGFA-Fwd GGAGAGCAGAAGTCCCATGA
VEGFA-Rev ACACAGGACGGCTTGAAGAT
VEGFC-Fwd CCTGAATCCTGGGAAATGTG
VEGFC-Rev TCGCACACGGTCTTCTGTAA
PECAM-1 F2 CAAGCAAAGCAGTGAAGCTG
PECAM-1 R2 TCTAACTTCGGCTTGGGAAA
Tie2-Fwd CCCCTGAACTGTGATGATGA
Tie2-Rev CTGGGCAAATGATGGTCTCT
Hey2-Fwd TGCCAAGTTAGAAAAGGCTGA
Hey2-Rev CACTCTCGGAATCCAATGCT
2.2. Métodos

2.2.1. Extraccao do DNA gendmico de caudas de ratinhos Her2 (Neu NDL 2-5)

Cortou-se com uma tesoura desinfectada cerca de 3 mm da extremidade da cauda de cada ratinho e
colocou-se em eppendorfs. Cada cauda foi digerida durante a noite com 20 ul de proteinase K (20
mg/ml) e 730 pl de tampao Tail Buffer numa estufa a 55 °C. No dia seguinte colocou-se 250 ul de
NaCl 5 M em cada eppendorf e, depois de homogenizados, os eppendorfs foram centrifugados durante
20 min a 15,7 rcf (Centrifuga eppendorf, Centrifuge 5415 D). Foram entdo retirados 800 pl de
sobrenadante e colocados num novo eppendorf com 750 ul de isopropanol. Depois de se homogenizar
as solucgdes, os eppendorfs foram centrifugados durante 5 min a 15,7 rcf. Rejeitou-se o sobrenadante,
adicionou-se 750 ul de etanol a 70% e centrifugou-se de novo durante 5 min a 15,7 rcf. Rejeitou-se o
sobrenadante e colocou-se o pellet a secar a temperatura ambiente. Quando seco, ressuspendeu-se 0

pellet em 250 ul de tampdo TE e guardou-se o tubo num congelador a -20 °C.

2.2.2. Genotipagem de ratinhos Her2/neu
Estes ratinhos foram genotipados através do seguinte protocolo de reac¢do em cadeia da polimerase
(PCR):

1. Mistura de reaccéo (para 20 pL)
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Concentracao Concentracéao
Volume (pL) | Componente Stock na reaccio
4 Tampédo de PCR 5x 5x
0,5 dNTPs Mix 10 mM 10 mM
1,6 MgCl, 50 mM 25 mM
0,4 Tag DNA polimerase
0,5 Oligonucledtido iniciador her2 Fw
0,5 Oligonucledtido iniciador her2 Rev
11,5 Aguapgpc SDW - -
1 DNA genoémico
2. Programa de temperaturas

1°ciclo (1x) Desnaturacao inicial 95° C, 2 min
2° ciclo (35x) Desnaturacao 95°C, 30s

Hibridacao 54°C, 30s

Polimerizacao 72°C,30s
36° ciclo (1x) Polimerizacao final 72°C,30s
37°ciclo (1x) Repouso 4° C, sem limite de tempo

Tamanho da banda her2: 630 bp

2.2.3. Genotipagem de ratinhos Her2/neu DII4*"

Aos ratinhos Her2/neu positivos, para confirmar a perda parcial de DIl4, recorreu-se a técnica baseada
na reaccdo com X-gal, indicativa da expressdao da enzima [-galactosidase, codificada pelo gene lacZ,
gene reporter associado a perda de um dos alelos de DII4 (Duarte et al., 2004). Para tal, cortou-se com

uma tesoura desinfectada cerca de 3 mm da extremidade da cauda de cada ratinho positivo para her2 e

colocaram-se as mesmas em pogos de um placa de 96 pogos.

Cada cauda foi digerida durante a noite com ferrocianida de potassio, (50x), X-Gal (25x) e LacZ
Wash Buffer (1x), numa estufa a 37 °C, durante a noite. No dia seguinte as caudas foram observadas a

lupa (Olympus SZX12) de modo a verificar a marcagdo dos vasos a azul, indicando quais os ratinhos

DII4*",
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2.2.4. Determinacéo da concentracdo de sEphB4

A proteina sEphB4, uma proteina de fusdo sollvel formada pelo derivado monomérico do dominio
extracelular de EphB4 associado a albumina sérica humana, foi gentilmente cedida pelo colaborador
Doutor Parkash S. Gill, University of Southern California, EUA.

A concentracdo da proteina sEphB4 foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
Verificou-se que era possivel fazer a determinacdo da proteina a 595 nm, comprimento de onda igual
ao indicado para aquele método. Para efectuar a recta de calibragdo prepararam-se 5 solugdes padréo
de BSA em PBS. As solugdes, variando de 0,2 a 1 mg/ml (em progressdo exponencial), foram obtidas
por dilui¢cBes sucessivas. Distribuiram-se 50 pl de cada solugdo padréo por tubos de hemdlise (vidro
Normax) e adicionou-se 1,45 ml de reagente de Bradford, diluido a 1:5 em &gua destilada, a cada tubo.
As solucgdes foram mantidas 5 a 10 min no escuro e de seguida procedeu-se a leitura da absorvancia
destas a 595 nm, seguido da construcdo da curva padréo e determinacdo da equacdo da respectiva recta
de regresséo linear (Figura n® 7).

OD ¢4: Curva padréo
1,400 -

1,200 -
1,000 -

0,800 -

0,600 - y=1,1858x +0,1166

R?=0,9982

0,400 -

0,200 -

0,000 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
mg/ml

Figura n® 2.7 — Curva padrdo para determinagdo da concentracdo de proteina pelo método de Bradford.

Quatro aliquotas de 50 pl de cada uma das amostras foram colocadas em tubos de vidro aos quais foi
adicionado 1,45 ml de reagente de Bradford. Estas solucdes foram entdo avaliadas por
espectrofotometria de acordo com o procedimento acima descrito. A concentracdo de proteina das
amostras foi expressa em mg/ml, representando a média das concentracfes calculadas a partir da

equacdo da recta de regressdo linear da curva padréo.
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2.2.5. Ensaio terapéutico com sEphB4 em ratinhos Her2/neu

Numa primeira experiéncia, ratinhos Her2/neu com 20 semanas de vida foram separados em dois
grupos iguais de dez animais. Apds terem sido pesados, verificando-se um peso médio de 35g+5¢g
nas fémeas, um grupo foi tratado com PBS (veiculo/controlo) e outro com sEphB4 (15 mg / kg / dia).
O administracdo de sEphB4 foi efectuada por via intraperitoneal, com seringa de insulina (de 1 ml)
(PIC indolor, 0805323) e agulha de 26 G x '/,”, 0,45 x 12 mm (B. Braun, 4665457), em dias

alternados, 3 vezes por semana, a mesma hora, durante 5 semanas.

2.2.6. Recolha dos adenocarcinomas mamarios e metastases pulmonares e processamento dos

tecidos

Para as experiéncias com ratinhos Her2/neu DI14"" e com os tratados com sEphB4, o procedimento de
recolha e processamento dos adenocarcinomas mamarios e metastases pulmonares foi idéntico.

Seis ratinhos de cada grupo foram sacrificados por deslocamento cervical no final do tratamento, com
25 semanas de idade, préximo da idade a que os ratinhos com adenocarcinomas mamarios morrem
devido a elevada carga tumoral. Posteriormente, foram dissecados com uma tesoura e uma pinca de
modo a recolher as glandulas mamarias. Os adenocarcinomas mamarios foram isolados numa placa de
petri com PBS, a lupa e, com uma craveira, mediu-se o diametro maior (L) e o didmetro menor (S) de

cada tumor e calculou-se o volume tumoral através da formula:

V=052 x L x S

Foi medido o nimero de tumores macroscopicos presentes em cada ratinho assim como os volumes
dos mesmos que, somados, indicaram a carga tumoral por animal.

Apos a anélise macroscdpica, os adenocarcinomas foram transferidos, isoladamente, para tubos com 5
ml de solucéo de 4 % de paraformaldeido e 4 % de sacarose em PBS, onde foram mantidos durante 1
h a 4 °C, de modo a serem fixados. Em seguida, foram transferidos, isoladamente, para um tubo com 5
ml de sacarose a 15 % em PBS, onde permaneceram durante noite a 4 °C de modo a sofrerem
desidratacdo. No dia seguinte, os tumores foram retirados do frio e colocados em banho-maria a 37 °C
durante 30min. Preparou-se uma solucdo com 7,5% de gelatina e 15% de sacarose em PBS e elaborou-
se um bloco de gelatina de cada tumor. Estes blocos foram congelados em isopentano a -60 a -80 °C,
arrefecido por azoto liquido e colocados no congelador a -80 °C para posterior crioseccionamento e
andlise por imunofluorescéncia.

Os outros quatro animais de cada grupo foram anestesiados por via intraperitoneal, utilizando uma
agulha de 26 G x '/,”, 0,45 x 12 mm acoplada a uma seringa de insulina (de 1 ml), com 300 ul de
Avertin (principio activo: 2-2-2 tribromoetanol) a 2,5 % em PBS estéril. Em seguida, injectou-se
transcardiacamente, com uma seringa de insulina (de 1ml) e uma agulha de 26 G x */,”, 0,45 x 12 mm,

100 pl de lectina biotinilada (lectin biotynilated from Lycospersicum esculentum), um indicador da
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perfusdo vascular uma vez que se liga a superficie luminal das células endoteliais, preparada em 2 ml
de PBS estéril (100 ug de lectina em 100 pl de PBS). Esperou-se 5 min para permitir a sua circulacio
e efectuou-se perfusdo transcardiaca durante 3 min com paraformaldeido a 4 % em PBS estéril.

Para a recolha das metastases pulmonares, nos mesmos ratinhos, foram expostos os pulmdes da
cavidade tordcica e insuflados com paraformaldeido a 4% em PBS estéril para evitar o seu colapso. De
seguida foram observados a lupa para contagem e observacao das metastases.

2.2.7. Recolha de adenocarcinomas mamarios para PCR em tempo real

Os ratinhos foram anestesiados com 300 ul de Avertin® a 2,5 % em PBS estéril por via intraperitoneal,
tal como foi descrito anteriormente. Com uma tesoura e uma pinca de dissecacdo serrilhada retirou-se
cada adenocarcinoma de todas as glandulas mamarias e, para cada ratinho, colocaram-se tumores
mamarios num eppendorf. Foram entdo congeladas em azoto liquido e depois colocadas num
congelador a -80 °C para posterior extraccdo de RNA e serem usadas na técnica de PCR em tempo

real.

2.2.8. Crioseccdo dos blocos de gelatina de tumores e recolha dos cortes em laminas adesivas

Os blocos de gelatina foram cortados num criostato Leica CM3050S a -29 °C e as criosecgOes foram
colhidos em laminas adesivas super-frost plus de modo a que se obtivessem duas laminas gémeas de
cada tumor, com cinco criosecgdes de 20 um por lamina, ¢ outras com criosecgdes de 10 um . As

laminas com as criosecgdes foram congeladas a -20 °C.

2.2.9. Imunofluorescéncia

Descongelou-se uma das ldminas gémeas de cada amostra (referidas na sec¢do 3.4 Crioseccdo dos
blocos de gelatina de tumores) a temperatura ambiente durante 30 min e desgelatinou-se em PBS em
banho-maria a 37 °C (10-30 min). Fez-se duas lavagens em PBS de 5 min cada. Depois colocou-se em
metanol com 3 % de perdxido de hidrogénio durante 30 min no escuro. Fez-se de novo duas lavagens
em PBS de 5 min cada. Em seguida fez-se duas lavagens em PBS com Triton®X-100 a 0,1 % de 10
min cada. As laminas foram entdo colocadas huma cadmara himida.

Adicionou-se a cada uma 200 ul de solu¢do de bloqueio constituida por 2 % de albumina sérica de
bovino e 5 % de soro de cabra em PBS com Tween® 20 a 0,1 % e deixou-se actuar durante 1 h &
temperatura ambiente. De seguida colocou-se em cada lamina 100 pl de anticorpo primario anti-
PECAM-1 [Rat monoclonal antibody to CD31 (MEC 7.46), Abcam, ab7388-50] (0,1 mg/ml), que se
liga as células endoteliais (diluido 1:100 em solucdo de bloqueio), e o anticorpo primario anti- alpha
smooth muscle actin (a-SMA), nomeadamente o rabbit policlonal antibody to alpha smooth muscle
actin  (Abcam, ab5694-100) (0,2 mg/ml) que marca células de suporte dos vasos, nomeadamente
células de musculo liso e pericitos (diluicdo de 1:400 em solugdo de bloqueio), tendo-se incubado

durante a noite a 4 °C na camara himida. No dia seguinte fizeram-se seis lavagens em PBS com
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Tween a 0,1 % de 10 min cada. Depois colocou-se em cada lamina 100 pl de anticorpo secundario
goat anti-rat 1gG Alexa Fluor® 488 (2 mg/ml) (Molecular Probes, A-11006) a 1:300 em solugéo de
bloqueio (para o anti-PECAM-1) e o anticorpo goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor® 594 (Molecular
Probes, A-11058) (2 mg/ml) (1:300 em solugéo de bloqueio) para o anti-SMA. e incubou-se durante 1
h & temperatura ambiente no escuro. Em seguida fizeram-se quatro lavagens em PBS com Tween a 0,1
% de 10 min cada. Depois colocou-se em PBS com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride hydrate, marcador dos nucleos celulares uma vez que se intercala no DNA emitindo
fluorescéncia azul quando exposto a radiacdo ultravioleta) (Sigma-Aldrich, D8417) a 0,15 % durante 3
min. Procedeu-se entdo a duas lavagens em PBS de 10 min. Colocou-se 90 ul de Mowiol® 4-88
(Calbiochem, 475904), como meio de montagem, e uma lamela em cada lamina e guardaram-se as
I&aminas a 4 °C no escuro.

No processo de incubagdo com o anticorpo secundario, as ldminas de tumores para estudo da perfuséo
vascular diferiram das restantes na medida em que foram usados streptavidin Alexa Fluor® 488
conjugate (Invitrogen, S-32354) (2 mg/ml) (que se liga a biotina e assim a lectina, emitindo
fluorescéncia verde) e goat anti-rat 1gG Alexa Fluor® 555 (Molecular Probes, A-21115) (2 mg/ml)
(que se liga ao anticorpo primario e emite fluorescéncia vermelha), ambos numa diluigcdo de 1:300 em

solucéo de bloqueio. A incubacdo, neste caso, foi de 2 h a temperatura ambiente.

2.2.10. Microscopia de fluorescéncia

As imagens de fluorescéncia em crioseccOes foram captadas por uma cdmara digital Leica DM340FX
acoplada a um microscopio de fluorescéncia Leica DMR numa ampliacdo de 100 x e foram
processadas no programa Adobe Photoshop 9.0 CS. Para analisar estas imagens recorreu-se ao
programa Image J 1.37v (NIH, EUA). A densidade vascular corresponde a area de cada amostra com
sinal positivo para PECAM-1 (area de pixéis brancos por campo ap6s transformar as imagens RGB
em documentos binarios). Para medir a maturidade vascular quantificou-se a percentagem de
estruturas das seccBes de cada amostra com sinal positivo para PECAM-1 e para a-SMA. A perfusdo
vascular foi quantificada determinando a percentagem de estruturas das sec¢des de cada amostra com

sinal positivo para PECAM-1 e para streptavidina ligada a lectina biotinilada.

2.2.11. Extraccdo de RNA utilizando o mini kit RNeasy®

O RNA total (de adenocarcinomas mamarios) foi extraido e purificado recorrendo ao kit RNeasy®
Mini seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

Para se quantificar o RNA extraido utilizou-se um espectrofotometro Nanodrop (NanoDrop 7200,
Thermo Scientific, EUA). Neste aparelho usa-se apenas 1 pl de amostra para obter a quantificagio e
qualificacdo do RNA, através da medicdo do racio de absorcdo a 260 nm e 280 nm, que deve ser

superior a 1,8 em amostras de RNA puro, que foi o caso de todas as amostras testadas.
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2.2.12. Transcrigéo reversa utilizando o kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix
for qRT-PCR

Com o RNA total extraido anteriromente, foi feita a transcricdo reversa para obtencdo do cDNA

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

2.2.13. PCR em tempo real

As reaccOes de PCR em tempo real semi-quantitativo foram realizadas com o kit Power SYBR Green
PCR Master Mix®, segundo as instrucdes do fabricante. O SYBR Green é um agente intercalador,
fluorescente quando ligado a dupla cadeia de DNA (Morrison et al., 1998). A reaccdo de amplificacdo
de DNA ¢é acompanhada, medindo a fluorescéncia ao fim do passo de extensdo. Para cada amostra
obtém-se um valor de C+ (cycle threshold) inversamente proporcional a quantidade de DNA deste
gene, presente na amostra. Usou-se o termociclador em tempo real, Applied Biosystems 7300 e o
programa 7300 System SDS Software, (Applied Biosystems, EUA). As condigdes de reaccdo foram 40
ciclos de 15 s de desnaturacdo a 95 °C e 1 min de emparelhamento e extensdo a 60 °C, precedidos de
um passo de desnaturacéo e activacdo da polimerase de DNA, AmpliTag. No fim do protocolo seguiu-
se um passo de desnaturacdo sucessiva a temperaturas crescentes, até que, no ponto em que as cadeias
se separam, verifica-se uma diminuicdo brusca da fluorescéncia. A temperatura a que isto acontece
denomina-se temperatura de dissociacdo (T,,) e esta relacionada com o comprimento da molécula de
DNA, pelo que moléculas iguais tém T, iguais. O objectivo da realizacdo desta curva foi verificar se
em cada reaccdo foi amplificado apenas um fragmento e se este foi igual em todas as reaccGes de
amplificacdo de um determinado gene. Para todas as reac¢fes usou-se 0 gene S-Actina (Suchting et al.,
2007) como controlo interno de expressdo e avaliou-se a presenca de mais do que um produto de
amplificagdo em solugdo, indicando inespecificidade da reacgdo. Os resultados apresentados
representam reac¢des em que se formou apenas um produto de amplificacdo. Os genes testados foram
Dll4, EfrinaB2, VEGFR1, 2 e 3, VEGFA e C, PECAM-1, Tie2 e Hey2 e foram feitos triplicados de

cada um destes.

2.2.14. Analise estatistica

A anélise estatistica foi processada nos programas Microsoft Office EXCEL 2007 e SPSS v. 17.0
(Package for the Social Sciences, version 17.0). Neste ultimo programa utilizou-se o teste Mann-
Whitney-Wilcoxon para calcular a média + erro padréo e o nivel de significancia (p). Considerou-se p
< 0,05 significativo (indicado nos graficos com *) e p < 0,001 muito significativo (indicado nos

graficos com **),
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3. RESULTADOS
3.1. Avaliagdo da influéncia de DIl4 no desenvolvimento de adenocarcinomas mamarios e
metastases pulmonares em ratinhos Her2/neu
Estudos anteriores demonstraram que a terapia anti-DIl4 inibe o desenvolvimento de tumores
xenotransplantados, apesar de causar um aumento da sua densidade vascular (Sainson and Harris,
2007). Este efeito paradoxal ocorre porque a maturacdo dos vasos neoformados é defeituosa,
tornando-se 0s tumores progressivamente mais hipdxicos. Uma vez que DIl4 é um gene
haploinsuficiente sendo a sua funcdo sensivel e dependente da dose, é fundamental confirmar o papel
de DIll4 no desenvolvimento de tumores autdctones, tendo para isso 0s ratinhos heterozigoticos com
perda parcial de funcdo de DIl4 que poderdo elucidar sobre o seu efeito no desenvolvimento tumoral,
neste caso, de adenocarcinomas mamarios e formacéo de metastases.
Neste estudo avaliou-se assim o desenvolvimento dos adenocarcinomas mamarios e metéstases
pulmonares em ratinhos Her2/neu positivos com perda de funcdo parcial de DII4, Her2/neu DII4*™" e
ratinhos Her2/neu DII4** (grupo controlo).

+-

Os animais Her2/neu DII4™ apresentaram uma reducgdo de 73,1% no nimero médio de tumores por
animal, e uma reducdo de 55% na carga tumoral por animal, quando comparados com 0s animais

controlo Her2/neu DII4™ (Figura n° 8).
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Figura n° 3.8 — Média do nimero de tumores (A) e carga tumoral (B) por animal + erro padrdo. Controlo:
ratinhos Her2/neu DII4*"*. DII4*": ratinhos Her2/neu DII4™". **: estatisticamente muito significativo.

Na anélise por imunofluorescéncia anti-PECAM-1 e anti-aSMA, os animais Her2/neu DII4*"
apresentaram um aumento de 48,8% da densidade vascular tumoral relativamente ao controlo
(Her2/neu DI14™™). Relativamente ao niimero de células de suporte a envolver 0s vasos nos tumores,

verificou-se uma reducdo de cerca de 33 % (Figura n°® 9).
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Figura n°® 3.9 - Imagens de imunofluorescéncia relativas & densidade vascular e ao recrutamento de células de
suporte a nivel vascular nos adenocarcinomas mamarios de ratinhos Her2/neu. PECAM/SMA/DAPI - A:
Imagem RGB representativa da densidade vascular dos tumores de Her2/neu DII4**, onde os vasos estdo
representados a verde, células de suporte a envolverem os vasos a vermelho e nlcleos celulares a azul. B:
Imagem RGB representativa da densidade vascular dos ratinhos Her2/neu DII4*". A1, A2 e A3 correspondem
aos canais que mostram os nucleos celulares dos controlos, os vasos dos tumores e as células de suporte,
respectivamente. B1, B2 e B3 correspondem aos mesmos canais descritos acima de animais Her2/neu DII4*".C e
D: Graéficos relativos aos resultados da analise por imunofluorescéncia da densidade vascular e do recrutamento
de células de suporte a nivel vascular dos tumores dos animais Her2/neu DII4*" relativamente & dos controlos +
erro padrdo. *:estatisticamente significativo; **: estatisticamente muito significativo.
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Relativamente a perfusdo dos vasos neoformados nos tumores, verificou-se que os ratinhos Her2/neu
DII4*" apresentavam uma menor perfusdo, 44,7%, comparativamente com os controlos Her2/neu
DII4*"* (Figura n° 10).
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Figura n° 3.10 — Imagens de imunofluorescéncia relativas a perfusdo vascular dos adenocarcinomas mamarios
de ratinhos Her2. PECAM/LECTIN/DAPI - A: Imagem RGB representativa da perfusdo vascular dos tumores
dos controlos, onde os vasos (representados a vermelho) com fluorescéncia verde (streptavidina ligada a lectina
biotinilada) sobreposta tém perfusdo normal. Nucleos celulares a azul. B: Imagem RGB representativa da
perfusdo vascular dos tumores dos ratinhos Her2/neu DII4™". A1, A2 e A3 correspondem, respectivamente, ao
canal que marca os nucleos celulares dos animais controlo, ao canal que marca 0s vasos, e ao canal que marca 0s
vasos perfundidos. B.1, B.2 e B.3 correspondem aos mesmos canais descritos acima mas dos animais Her2/neu
DII4*". C: Gréficos relativos aos resultados da analise por imunofluorescéncia da perfuséo vascular dos tumores
dos animais Her2/neu DII4™" relativamente & dos controlos + erro padrdo.**: estatisticamente muito
significativo.

No que diz respeito & analise das metastases pulmonares, verificou-se que os ratinhos Her2/neu DI14*"

apresentavam uma reducgdo de 46,8% no nimero de metastases pulmonares (Figura n°11).
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Figura n° 3.11 — Imagens relativas & metastases pulmonares observadas nos ratinhos Her2/neu DII4™* e
Her2/neu DII4*" . Controlo: ratinhos Her2/neu DII4**; DII4™": ratinhos Her2/neu DII4*". A: Gréfico relativo ao
nlimero médio de metastases pulmonares observadas nos ratinhos controlo e ratinhos DII4*" + erro padrio. B:
Imagens macroscopicas das metastases pulmonares observadas (seta encarnada) nos ratinhos referidos
anteriormente.*: estatisticamente significativo.
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3.2. Andlise do envolvimento da via de sinalizacdo DII4/Notch na regulacdo da
angiogénese

Através da analise por PCR em tempo real de amostras dos tumores mamarios, constatou-se que 0s
animais DII4"" apresentavam em média uma expressdo de DIl4 de 0,58 relativamente ao normal, isto

+/+

€, uma expressao 42% inferior & dos animais DII4™". Uma vez que DII4 é um importante regulador de
diversas vias de sinalizacdo, avaliou-se a expressdo de determinados genes cuja expressao € regulada
por DII4 e comparou-se os resultados com os niveis desses mesmos genes nos animais DII4*". Assim,
ao diminuir o nivel de expressdo de DIl4 ocorreu um aumento do nivel de expressdo dos receptores
VEGFR2 e VEGFR3 e uma diminuic¢do de VEGFRL.

A expressdo de VEGFC encontrava-se aumentada nos animais DII4™", enquanto a de VEGFA variou
no mesmo sentido que a expressdo de DII4. Por outro lado, verificou-se que os niveis de expressdo de
EfrinaB2 e de Tie2 diminuiram. Hey2, um importante gene efector da via de sinalizagdo Notch,
apresentou niveis de expressdo inferiores nos animais DII4*". Quanto a PECAM-1, a sua expressio

n&o sofreu variac@es significativas nos animais testados.
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Figura n° 3.12 - Expresséo relativa de determinados genes em animais Her2/neu DII4*" por PCR em tempo real
* erro padréo.
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3.3. Andlise do efeito terapéutico de sEphB4 no desenvolvimento de adenocarcinomas

mamarios e metéstases pulmonares

Apesar dos estudos terapéuticos com bloqueio da via EfrinaB2/EphB4 ja realizados em tumores
xenotransplantados e num modelo autdctone, persiste a necessidade de realizagdo dos mesmos em
modelos consistentes, que reflictam melhor a interac¢do hospedeiro/tumor e onde as lesfes aparecam e
se desenvolvam de forma mais natural. Assim, decidimos realizar ensaios terapéuticos com a proteina
sEphB4, seleccionada por maltiplos factores. Um dos motivos foi o facto da proteina influenciar a
sinalizacdo DII4/Notch alterando os niveis de expressdo de DII4 (Scehnet et al., 2009) e
simultaneamente a sua prépria expressao ser regulada pela sinalizacdo DIlI4/Notch (Duarte et al., 2004;
Trindade et al., 2008). Por outro lado, sabe-se que o bloqueio da via EfrinaB2/EphB4 inibe também o
desenvolvimento de tumores xenotransplantados (Scehnet et al., 2009), mas actua através de
mecanismos diferentes e, em certos aspectos, opostos a terapia anti-DIl4, nomeadamente através da
supresséo da migragéo, adesdo e proliferacdo das células endoteliais (Kertesz et al., 2006; Scehnet et
al., 2009). Por ultimo, como a terapia com sEphB4 foi sé testada em tumores xenotransplantados e
apenas num modelo tumoral autéctone (Djokovic, 2010), o seu estudo noutros modelos tumorais
autdctones continua relevante. Deste modo, decidiu-se realizar ensaios terapéuticos com o bloqueio da
interaccdo EfrinaB2/EphB4 através da administracdo de sEphB4 em ratinhos Her2/neu, em que o

desenvolvimento tumoral mais lento assemelha-se ao verificado em humanos (Siegel et al., 1999).

O ensaio terapéutico com sEphB4, com a duracdo de 5 semanas, provocou uma reducdo muito
significativa tanto na carga tumoral como no ndmero e volume médio dos tumores mamarios em
relacdo ao grupo controlo aos quais foi administrado apenas PBS.

Assim, relativamente aos controlos, os animais tratados com a proteina sEphB4 apresentaram uma
diminuicdo de 87,5% do nimero médio de tumores por animal, uma reducdo de cerca de 80% do
volume médio tumoral por animal e uma diminuicdo de 97,7% da carga média tumoral por animal
(Figura n°® 13).
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Figura n° 3.13 - Média do nimero (A), volume (B) e carga tumoral (C) por animal * erro padrdo. Controlo:
ratinhos Her2/neu aos quais foi administrado PBS. sEphB4: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrada a
proteina SEphB4. *: estatisticamente significativo **: estatisticamente muito significativo.

Na anélise por imunofluorescéncia anti-PECAM-1 e anti-aSMA, o grupo tratado com sEphB4
apresentou uma diminuicdo de 44,8% da densidade vascular tumoral, assim como uma redugéo de
cerca de 20% do namero de células de suporte a envolver os vasos nos tumores relativamente ao grupo
controlo (Figuras n® 14 e 15).
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Figura n° 3.14 — Imagens de imunofluorescéncia relativas a densidade vascular e ao recrutamento de células de
suporte a nivel vascular nos adenocarcinomas de ratinhos Her2/neu.

PECAM/SMA/DAPI: imagens RGB com ntcleos a azul (DAPI), vasos sanguineos a verde (PECAM-1) e células
de suporte a envolverem os vasos a vermelho (a-SMA sobreposto a PECAM-1). SMA: imagens do canal de a-
SMA com vasos que contém células de suporte a branco. PBS: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrado
PBS. sEphB4: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrada a proteina sEphB4.
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Figura n° 3.15 — Graficos relativos aos resultados da analise por imunofluorescéncia da densidade vascular e do
recrutamento de células de suporte a nivel vascular + erro padrdo. Controlo: ratinhos Her2/neu aos quais foi
administrado PBS. sEphB4: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrada a proteina SEphB4. **:

estatisticamente muito significativo.

Relativamente ao grupo controlo, a perfusdo vascular tumoral encontrava-se diminuida no grupo

tratado com sEphB4 ocorrendo uma reducéo de 81% (Figuras n® 16 e 17).
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Figura n°® 3.16 — Imagens de imunofluorescéncia relativas a perfusao vascular nos tumores mamarios de ratinhos
Her2/neu PECAM: imagens do canal de PECAM-1 com o0s vasos sanguineos a vermelho. Lectina: imagens do
canal de lectina com vasos perfundidos a verde. PECAM+Lectina: imagens dos canais de lectina e PECAM-1
sobrepostos com os vasos a vermelho e vasos perfundidos a vermelho e verde simultaneamente (positivos para
PECAM-1 e para lectina). PBS: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrado PBS. sEphB4: ratinhos Her2/neu
aos quais foi administrada a proteina sEphB4.
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Figura n° 3.17 - Grafico relativo aos resultados da andlise por imunofluorescéncia da perfusdo vascular * erro

padréo. Controlo: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrado PBS. sEphB4: ratinhos Her2/neu aos quais foi
administrada a proteina sEphB4. *: estatisticamente significativo. **: estatisticamente muito significativo.
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No que diz respeito & analise das metastases pulmonares, verificou-se que os ratinhos Her2/neu
tratados com sEphB4 apresentavam uma redugdo de 87,27% no numero médio de metastases

pulmonares observadas.
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Figura n° 3.18 — Imagens relativas as metéastases pulmonares observadas nos ratinhos Her2/neu tratados com
SEphB4 e ratinhos tratados com PBS. Controlo: ratinhos Her2/neu aos quais foi administrado PBS; sEphB4:
ratinhos Her2/neu aos quais foi administrada a proteina sEphB4. A: Grafico relativo ao nimero médio de
metastases pulmonares observadas nos ratinhos Controlo e ratinhos tratados com sEphB4 + erro padrdo. B:
Imagens macroscOpicas das metastases pulmonares observadas (seta encarnada) nos ratinhos referidos
anteriormente.*: estatisticamente significativo.

42



4. DISCUSSAO

A importancia de DII4 foi inicialmente descrita relativamente a sua funcdo reguladora da identidade
endotelial e da morfogénese vascular no desenvolvimento embrionario (Benedito & Duarte, 2005;
Duarte et al, 2004; Mailhos et al, 2001; Trindade et al., 2008). No entanto, estudos recentes
demonstraram que DII4 estad também presente no processo de neoangiogénese, tanto fisiologica como
patoldgica (Patel et al, 2006). DII4 actua como factor anti-angiogénico atraves de varios mecanismos
dos quais se destaca a regulagdo negativa da sinalizacdo pelo principal factor de crescimento
envolvido na vascularizacdo e angiogénese, o VEGF. Deste modo, promove o equilibrio entre a
proliferacdo vascular e a maturacdo/quiescéncia dos vasos (Benedito et al, 2008). A descoberta da sua
importante funcéo a nivel vascular e o facto da sua expressdo estar fortemente aumentada nos tumores
conduziu a investigacdo do seu potencial como alvo terapéutico através da realizacdo, entre outras
experiéncias, de xenotransplantes tumorais em mutantes com perda-de-fungao de DIl4.

Os resultados obtidos indicaram que o bloqueio de DII4 promove uma redugdo do desenvolvimento
tumoral devido ao aumento do nivel hipdxico no tumor. No entanto, simultaneamente ocorre um
aumento da densidade vascular no mesmo. Este paradoxo ocorre devido aos vasos terem fraca
funcionalidade, sendo irregulares, anormais, excessivamente ramificados, imaturos, com fraca
perfusdo e excessiva permeabilidade. Deste modo, torna-se fulcral o estudo terapéutico da perda de
funcdo DII4, uma vez que as terapias angiogénicas estdo cada vez a ganhar mais importancia,
aumentando a necessidade de surgirem novos alvos terapéuticos para compensar o surgimento de
resisténcia as terapias ja aprovadas. Recentemente, desenvolveram-se anticorpos que neutralizam DIl4
(Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006) e proteinas de fusdo contendo o dominio
extracelular de DIlI4, que se liga aos receptores Notch impedindo a ligacdo a DIl4 end6geno (Noguera-
Troise et al., 2006; Scehnet et al., 2007). Realizaram-se estudos com estas formas terapéuticas em
ratinhos com tumores xenotransplantados e os resultados foram favoraveis, inclusivé em tumores
resistentes a terapia anti-VEGF. Apesar da notoriedade desta informacdo, ensaios clinicos com
factores anti-angiogénicos, como inibidores de metaloproteases da matriz extracelular (MMP),
demonstraram que os modelos tumorais xenotransplantados ectopicamente podem produzir resultados
erréneos relativamente ao efeito real do farmaco na doenga no homem (Coussens et al., 2002;
Cristofanilli et al., 2002). Por esta raz&o, neste trabalho pretendeu-se avaliar o potencial terapéutico do
bloqueio de DII4 num modelo tumoral autéctone, concretamente nos ratinhos Her2/neu (NeuNDL2-5).
Estes animais desenvolvem adenocarcinomas mamarios e metastases pulmonares com perfil de
microambiente e estroma, assim como progresdo de forma semelhante ao que acontece na condigéo
humana (Siegel et al., 1999).

Através da andlise macroscopica e por imunofluorescéncia, verificou-se que no modelo tumoral

Her2/neu utilizado neste estudo, os resultados decorrentes do bloqueio de DIl4 eram semelhantes aos
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do bloqueio deste ligando nos tumores xenotransplantados. Os animais com a expresséo de Dll4
limitada apenas a um alelo apresentaram uma reducdo significativa do nimero médio de tumores por
animal assim como da carga média tumoral por animal as 25 semanas de vida. Constatou-se que a
perda de DII4 inibe o desenvolvimento tumoral principalmente reduzindo o volume tumoral por
animal. Para se compreender o mecanismo de inibicdo do crescimento dos tumores procedeu-se a
andlise de seccles de amostras dos tumores mamarios por imunofluorescéncia. Assim, comparando
com os controlos, a densidade vascular tumoral nestes animais encontrava-se aumentada e a
percentagem de células de suporte a envolver 0s vasos nos tumores, um indicador da maturidade
vascular, havia sofrido uma reducdo. Relativamente & perfusdo vascular tumoral, um indicador da
funcionalidade vascular encontrava-se reduzida nos animais Her2/neu DII4"". A vasculatura tumoral
encontrava-se desorganizada e anormal, com vasos finos, permeaveis, muito ramificados, com
deficiéncia em células de suporte que sdo necessarias para tornar 0s vasos estaveis. Todas estas
caracteristicas ttm como consequéncia um deficiente fornecimento de sangue ao tumor, o qual é
essencial para o seu desenvolvimento. Assim o tumor torna-se cada vez mais hipoxico, 0 que por sua
vez estimula a produgdo de VEGF e outros factores pro-angiogénicos promovendo progressivamente
uma maior proliferacdo vascular imatura e pouco funcional.

No que diz respeito & observagio de metastases pulmonares, os animais DII4*" evidenciaram uma clara
reducdo das mesmas demonstrando que a perda parcial de DII4 também induz uma redugdo do
potencial metastético destes tumores levando a uma consequente reducdo na metastizagdo geralmente

observada neste modelo animal.

Adicionalmente, neste trabalho avaliou-se a inibicdo da via EfrinaB2/EphB4 que tem um papel
importante na estimulacdo da maturacao e estabilizacdo vascular nos processos angiogénicos. Para tal,
administrou-se proteina solivel EphB4 aos ratinhos Her2/neu. Os resultados desta avaliagdo foram
semelhantes aos anteriormente relatados em modelos tumorais Xenotransplantados em ratinho
(Scehnet et al., 2009). Assim, relativamente aos controlos, 0s animais tratados com a proteina sEphB4
apresentaram uma notavel diminuicdo do nimero médio de tumores por animal e uma redugdo
significativa do volume médio tumoral por animal e da carga média tumoral por animal. Constatou-se
que, apesar de estar descrito que a inibicdo de DIl4/Notch provoca uma diminui¢do da expressao de
EfrinaB2, a utilizacdo de sEphB4 teve um efeito inibidor do desenvolvimento tumoral levando a uma
reducéo de cerca de 8 vezes comparativamente aos ratinhos controlo DIl4+/+. A densidade vascular
tumoral nos animais tratados com sEphB4 apresentou-se diminuida, comparado com os controlos. No
entanto, a percentagem de células de suporte a envolver os vasos nos tumores, embora mais reduzida,
ndo apresentou diferencas significativas. No que diz respeito & perfusdo vascular tumoral relativa, esta
encontra-se diminuida, relativamente aos controlos. Através da analise por imunofluorescéncia,
verificou-se que de facto a terapia anti-EphB4 ¢ eficaz, levantando vérias hipoteses sobre o seu modo

de accdo. Com os resultados obtidos, poder-se-ia concluir que tais resultados se devem ao efeito
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negativo da proteina solivel na maturidade e funcionalidade vasculares. Contudo, o aumento
excessivo de permeabilidade vascular, ou mesmo a auséncia de limen nos vasos, sdo também
hipoteses a considerar.

O tratamento com SEphB4 também evidenciou a uma clara diminuicdo no numero de metastases
pulmonares encontradas, provavelmente pelo facto do bloqueio desta via diminuir a capacidade
metastatica das células tumorais destes adenocarcinomas.

Por outro lado, estudos anteriores demonstraram que o bloqueio da via EfrinaB2/EphB4 leva a um
aumento da hipoxia e esta, por sua vez, a um aumento dos niveis de VEGF e DIlI4 (Scehnet et al.,
2009). Este aumento da expressdo de VEGF e DIl4 pode despoletar no tumor o desenvolvimento de
vasculatura bastante funcional que, se por um lado pode tornar a terapia ineficaz, por outro, uma
terapia com anti-EphB4 com doses 6ptimas e por curtos periodos de tempo, podera ser vantajosa para
evitar que os tumores desenvolvam resisténcia aos farmacos aplicados (quimioterapicos ou inibidores
de desenvolvimento tumoral, entre outros), tal como se verificou nos resultados deste trabalho.
Adicionalmente, ndo foram encontrados quaisquer efeitos secundarios nos animais tratados com a

proteina soltvel sEphB4.

Em concluséo, o efeito da perda parcial da funcdo de DII4, ou o bloqueio genético de DII4, antagonista
de DIl4/Notch, assim como de sEphB4, um antagonista da via EfrinaB2/EphB4, foram avaliados pela
primeira vez num modelo tumoral autdctone. Em ambos os casos houve uma redugdo do
desenvolvimento tumoral, e do nimero de metéstases pulmonares, embora por mecanismos diferentes.
A inibicdo de DII4/Notch provoca um aumento da proliferacdo vascular no tumor, mas o facto de a
vasculatura ser desorganizada, imatura e muito pouco funcional traduz-se numa reducdo da funcéo
vascular e assim na inibigdo do desenvolvimento tumoral. Por outro lado, a inibicdo de
EfrinaB2/EphB4 parece provocar uma diminuigdo da proliferacdo vascular e os vasos neoformados
sdo pouco funcionais. Assim, foi também possivel verificar que o aumento da permeabilidade vascular
tumoral, provocada pelo blogqueio das vias DIl4/Notch e EfrinaB2/EphB4, diminui a probabilidade de
formacdo de metéstases, uma vez que a funcionalidade vascular tumoral se encontra comprometida
nos animais tratados. Os resultados obtidos neste trabalho no modelo tumoral Her2/neu séo favoraveis
e consistentes com os resultados obtidos em tumores xenotransplantados, pelo que a terapia tumoral
com o blogqueio de DII4 e com o uso da proteina soltivel sEphB4 parece ter um futuro promissor. No
entanto ainda sdo necessarios mais estudos, como ensaios para avaliar a regressdo de adenocarcinomas
mamarios nos animais Her2/neu, ensaios terapéuticos associados a quimioterapia e outras formas
terapéuticas, assim como noutros modelos tumorais autdctones, incluindo aqueles que progridem para
um trabalho metastatico. Adicionalmente, seria interessante investigar se o facto da vasculatura

+/-

tumoral ter fraca perfusdo nos animais DII4™ e sEphB4 podera afectar o efeito anti-tumoral dos

quimioterapicos que sdo administrados por via intravenosa.
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A partir de estudos em mutantes que demonstraram que a ac¢do de DII4 depende do nivel de expressao
do mesmo, uma vez que DIl4 é haploinsuficiente, pensou-se que a formacdo de neovasculatura ndo
funcional em tumores tratados com antagonistas de DII4 provavelmente € devida a elevada dose de
blogueio de DIl4. Assim, considerou-se que através da modulacéo da dose de DII4 seria possivel obter
um espectro completo de efeito pro-angiogénico, variando desde a promocéo da formagdo de uma
vasculatura funcional até ndo funcional. A comprovar-se esta hipdtese, seria possivel utilizar terapia
anti-DII4 tanto no tratamento de tumores, em dose elevada, como no tratamento de condi¢des onde a
formacdo de neovasculatura é essencial e benéfica, como na isquémia e cicatrizacdo de feridas, em

dose baixa.

Através da analise por PCR em tempo real determinou-se a expressao de diversos genes em animais
Her2/neu DII4*" para avaliar as interaccdes ja descritas de DII4/Notch com outras vias de sinalizagao.
Confirmou-se assim que em animais Her2/neu DII4*", a expressdo de DII4 era mais reduzida.
Verificou-se que ao diminuir o nivel de DII4, havia um aumento do nivel de expressdo dos receptores
VEGFR2 e VEGFR3 e uma diminuigdo do nivel do receptor VEGFR1. A maior parte dos resultados
obtidos em estudos anteriores indicam que VEGFR2 é, de todos os receptores, o principal mediador da
accdo de VEGF sobre a proliferacdo, migragdo e sobrevivéncia das células endoteliais. A expressdo de
VEGFR3 ocorre sobretudo nas células endoteliais dos vasos linfaticos. No entanto, a interaccao entre
Notch e VEGFR3 ja foi descrita, em estudos in vitro e in vivo, na vasculatura sanguinea tumoral e no
desenvolvimento vascular da retina. Pensa-se que em situacdes de stress, onde ocorre activagao
vascular, a expressdo de VEGFR3 é induzida para que VEGFC possa sinalizar. Em modelos tumorais e
em cultura de células verificou-se que a expressdo de VEGFR3 parece ser inibida pela activacdo da via
DII4/Notch, assim como a de VEGFR2. Os resultados obtidos neste trabalho parecem estar de acordo
com esta hipdtese.

Assim, uma vez que uma das principais funcdes de DII4 consiste em regular negativamente a via
VEGF, os niveis de expressdao dos receptores VEGFR2 e 3 variam de forma contraria aos niveis de
DIl4. VEGFC, que é expresso em leucdcitos, como macréfagos, e em células tumorais e se liga a
VEGFR3 promovendo a proliferacdo vascular entre outras acg¢@es, encontra-se em niveis aumentados
nos ratinhos testados, sendo superior nos ratinhos DII4*". Este facto pode explicar, em parte, 0
aumento da densidade vascular encontrada nestes animais.

Relativamente a VEGFR1, apesar de ter expressdo diminuida nos animais com perda parcial de funcéo
de DII4, sabe-se que este receptor tem uma afinidade para se ligar a VEGF cerca de 10 vezes superior
a do receptor VEGFR2, mas funciona como sequestrador de VEGF uma vez que a capacidade de
sinalizacdo é extremamente fraca.

O facto do ligando VEGFA se encontrar em niveis baixos nos animais com expressao reduzida de DIl4
podera ser devido a reducdo dos niveis de VEGFR1 e ao grande aumento de VEGFR2 serem

suficientes para aumentar de forma significativa a resposta a VEGF por parte das células endoteliais,
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promovendo a proliferacdo vascular e assim o aumento da densidade vascular. Assim, globalmente,
estes resultados confirmam a existéncia de um ciclo regulatério entre a sinalizacdo VEGF e a via
DIl4/Notch, em que o bloqueio de DII4/Notch promove uma reducdo da expressdo de VEGFRL1 e o
aumento de VEGFR2 e VEGFR3, aumentando a resposta vascular a VEGFA, derivado dos tecidos
circundantes, e a VEGFC, proveniente das células imunitarias presentes.

EfrinaB2, expresso no endotélio arterial e nas células de musculo liso, tem expressdo diminuida nos
animais DII4*", o que pode ser explicado pelo facto da via EfrinaB2/EphB4 actuar a jusante da via
Notch na regulacdo do processo angiogénico. Estudos de perda-de-funcdo de EfrinaB2 demonstraram
que as células de musculo liso com deficiéncia em EfrinaB2 ndo se agregavam aos vasos sanguineos.
Este resultado pode indicar que a deficiéncia em EfrinaB2 nos animais com niveis baixos de DII4 seja
uma das causas da imaturidade encontrada na neovascultura formada e explica uma das formas como a
via DIl4/Notch regula o recrutamento e agregacdo de células do muasculo liso aos vasos sanguineos
promovendo a maturacdo e quiescéncia vascular. Outra forma pode ser através da via Angl/Tie2. O
receptor Tie2 tem especificidade endotelial e o seu ligando Angl é expresso principalmente pelas
células de suporte e perivasculares. Estudos de perda-de-funcdo resultaram num fenétipo caracterizado
por angiogénese defeituosa e um reduzido numero de células de musculo liso e pericitos a envolver 0s
vasos (Armulik et al., 2005).

Os resultados deste trabalho indicaram que os niveis de Tie2, como os de EfrinaB2, variam no mesmo
sentido que os niveis de DIl4. Hey2, um dos genes efectores da via Notch pertencente a familia Hes,
também variou no mesmo sentido que os niveis de DIl4, como esperado. Os niveis de expressao de
PECAM-1, uma molécula de adesdo endotelial e de plaquetas, foram medidos apenas como controlo,

uma vez que se sabe que a sua expressao nao sofre alteragdes ao variar o nivel de DIl4.

A funcéo do ligando DII4 ¢é intimamente dependente da dose do mesmo, uma vez que para responder a
varios niveis de exposicdo a factores de crescimento, tem de responder numa ordem de magnitude
semelhante. Para tal, os niveis de DII4 tém que aumentar até ao valor necessario para bloguear a
sinalizagdo dos factores pré-angiogénicos. Esta plasticidade do seu nivel de expresséo é essencial para
a manutencao do equilibrio instavel entre factores pré-angiogénicos versus anti-angiogénicos, sendo
este equilibrio indispensavel para uma correcta angiogénese. A partir do conhecimento destes factos
tornou-se possivel desenvolver uma forma terapéutica que tem como alvo especifico a angiogénese do
local onde queremos actuar, ndo afectando a restante vasculatura do organismo, que se encontra em
estado quiescente nos adultos, excepto nas fémeas devido ao ciclo éstrico. No entanto, esta forma
terapéutica ndo parece provocar quaisquer alteracdes no ciclo éstrico das mesmas.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho indicam que a sinalizacdo Notch endotelial via DIl4

é essencial no desenvolvimento tumoral através da sua ac¢do reguladora da angiogénese, em que
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baixas doses promovem uma excessiva proliferacdo vascular evitando a estabilizacdo e maturagédo dos
vasos, formando uma neovasculatura desorganizada e pouco funcional.

Também o bloqueio da via EfrinaB2/EphB4 evidenciou a sua importancia no desenvolvimento
tumoral pela diminuig&o de proliferacdo vascular formando assim uma neovasculatura organizada mas
pouco funcional.

Assim, com este trabalho foram evidenciadas duas vias fundamentais no desenvolvimento tumoral,

estabelecendo potenciais alvos terapéuticos no tratamento contra o cancro.
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ANEXOS

Traducdo, maturacéo e activacdo dos membros da via Notch

Os dominios NICD e NECD séo sintetizados como uma Unica proteina (pré-Notch). A O-
fucosiltransferase-1 (OFUTL1) funciona como chaperonina e é essencial para o transporte de pré-Notch
do reticulo endoplasmético (ER) para o Aparelho de Golgi. Também é necesséria para a fucosilagéo,
no Aparelho de Golgi, dos residuos de serina e treonina das repeticoes EGF-like do NECD
(Schweisguth, 2004; Xu, Lei & Irvine, 2005) que serdo depois glicosiladas. A glicosilacdo destes
residuos é levada a cabo por membros da familia Fringe (Figura n° 1). Alguns autores demonstraram
que Fringe, para além de modular a afinidade da interaccéo entre o ligando e o receptor em trans (isto
é, dos receptores Notch de uma célula para os ligandos da outra), também pode regular interac¢oes em
cis (isto é, dentro da propria célula que expressa Notch e Delta/Jagged). Esta interacgdo em cis permite
a formacéo de complexos receptor-ligando que ficam retidos no aparelho de Golgi, inibindo assim a
célula de receber sinais do exterior uma vez que Notch ndo é transportado para a membrana celular
(Klein, Brennan & Arias, 1997; Sakamoto et al., 2002).

O receptor Notch é clivado em trés locais especificos. A primeira clivagem (S1) ocorre no
aparelho de Golgi e é catalizada pela enzima Furin-like convertase (Figura n°® 1). S1 ocorre pelo
menos nos receptores Notchl e 2 de mamiferos e parece ndo ocorrer no receptor Notch de D.
melanogaster (Kidd and Lieber, 2002). A proteina Notch recém traduzida é assim clivada em duas
partes, 0 NECD e a outra que engloba o dominio TM e o NICD (Fortini, 2002). Estas duas porgoes,
mais tarde, ligam-se de forma ndo covalente formando um heterodimero que é transportado para a
membrana celular (Blaumueller, Qi, Zagouras & Artavanis-Tsakonas, 1997; Logeat et al., 1998; Rand
et al., 2000) (Figura n° 1). A via é activada através da interaccdo intercelular entre o receptor Notch e
o ligando (Lag-2, Serrate, Delta ou Jagged) (Kimble and Simpson, 1997). A interac¢do do ligando
com o receptor desencadeia as duas outras clivagems proteoliticas (S2 e S3). S2 é catalizada pela
enzima conversora de TNF-o (TACE, da familia das metaloproteases ADAM) e ocorre no NECD
permitindo a sua libertacdo da membrana celular (Brou et al., 2000; Peschon et al., 1998). Esta
clivagem é essencial para que ocorra S3, pois esta s6 ocorre se 0 nimero de residuos de aminoacidos
do NECD for inferior a trinta (Vooijs, Schroeter, Pan, Blandford & Kopan, 2004). S3 ¢ catalizada pelo
complexo gamma-secretase e induz a libertagdo do NICD, que é translocado até ao nucleo e actua
como coactivador transcricional (Bland, Kimberly & Rand, 2003; De Strooper et al., 1999; Pan &
Rubin, 1997). O NICD néo se consegue ligar directamente ao DNA. Para tal, forma um heterodimero
com a proteina RBP-Ji (também denominada CSL, pois tem um dominio proteico que se encontra
presente nas proteinas CBF1 no humano, Supressor of Hairless em D. melanogaster e LAG-1 em C.
elegans) (Bray and Furriols, 2001) através da ligagdo do seu dominio RAM e, em menor grau, das

repeticOes de anquirina a regido central da RBP-Jy, isto é, ao dominio beta-trefoil (BTD). A ligacdo
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deste complexo ao DNA activa a transcricdo de genes com dominios de reconhecimento de RBP-Ji
(Figuran® 1).

Embora se pense que RBP-J, medeie a accdo de NICD na maior parte dos casos, existem algumas
evidéncias de que a activagdo dos genes alvo da via Notch nem sempre requer a presenca do factor
transcricional RBP-Ji (Martinez Arias et al., 2002). Nos mamiferos, MAML (mastermind-like family)
estabiliza a ligagdo de RBP-J,/NICD ao DNA (Petcherski & Kimble, 2000; Wallberg, Pedersen,
Lendahl & Roeder, 2002), promovendo a ligagdo de co-activadores (CoA), como a acetiltransferase de
histonas p300. MAML recruta também CyclinC/Cdk8, que determina a fosforilagdo do NICD e a
degradacdo do seu dominio PEST apds ubiquitinacdo pela ligase de ubiquitina Fbw7/Sell10. Este
complexo é essencial para a activacdo de Notch e para a sua renovacdo. Por outro lado, as E3 ligases
de ubiquitina, Mindbomb (Mib) e Neuralized-like (Neur) promovem o turnover do ligando e levam a
sua endocitose e degradacdo (Deblandre, Lai & Kintner, 2001; Hicke, 2001; Itoh et al., 2003; Parks,
Klueg, Stout & Muskavitch, 2000; Pavlopoulos et al., 2001; Weissman, 2001; Yeh et al., 2001).
Segundo estes autores, a endocitose de Delta ap6s a sua ligagdo a Notch pode facilitar a clivagem S2
de Notch, libertando o NECD, que é transendocitado juntamente com Delta e assim ambos séo
reciclados (Le Borgne et al., 2005; Parks et al., 2000; Wang & Struhl, 2005). No entanto, outros
autores defendem que Delta ao ligar-se ao receptor exerce forca provocando a separacdo das duas
partes do receptor heterodimérico (formadas por S1) antes da clivagem S2. Assim, defendem que a
transendocitose do NECD do receptor com o ligando é independente de S2 e ocorre apenas devido a
forca fisica provocada pela endocitose (Nichols et al., 2007).

Quando a sinalizagdo Notch se encontra activada, as proteinas NRARP (Notch-regulated ankyrin-
repeat protein) e Deltex tém um papel regulador importante de feedback negativo. NRARP e Deltex-1
sdo genes alvo da via Notch e interactuam com NICD, blogueando a transactivacdo mediada por esta
via e 0s seus efeitos no desenvolvimento das células T. Para além dos ligandos acima descritos, alguns
resultados apontam para a existéncia de outras moléculas que podem interagir com Notch e
desencadear a sinalizacdo, como as moléculas de adesdo F3/Contactin ou NB-3 nos processos de
diferenciagdo e maturagdo dos oligodendrdcitos (Cui et al., 2004; Hu et al., 2003).

Quando a RBP-J, ndo se encontra ligada ao NICD, bloqueia a transcricdo dos genes alvo da via
Notch através do recrutamento de complexos CO-repressores (CoR),
sendo a sua ligacdo ao NICD essencial para a transcricdo bloqueada passar ao estado activado (Figura
n° 1). Na auséncia de Notch, a proteina RBP-J, pode interagir directamente com TFIID, um factor
transcricional geral, ou recrutar complexos que contém deacetilases de histonas. Nesta condicdo, esta
proteina interage com um dos complexos co-repressores SMRT/mSin3A/HDAC-1 (SMRT, silencing
mediator for retinoic acid and thyroid hormone receptor; HDAC-1, histone deacetylase-1),
Ncor/mSin3A/HDAC-1 ou CIR/SAP30/HDAC-2 (Chen & Evans, 1995; Horlein et al., 1995; Kao et
al., 1998). Recentemente, foi realizada a caracterizagdo do complexo co-repressor RBP-
JJ/SHARP/CtBP/CtIP (SHARP, SMRT e HDAC associados; CtBP, terminal C de ligacdo da proteina;
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CtIP, proteina que interage com CtBP). A ligacdo do NICD a proteina RBP-J, promove a separacéo
dos CoR e de deacetilases de histonas e a ligacéo de acetiltransferases de histonas.

Recentemente surgiram evidéncias de que, tal como os receptores, os ligandos sofrem trés
clivagens, uma no dominio extracelular catalizada por uma metaloprotease ADAM e duas no dominio
transmembranar catalizadas pelo complexo gamma-secretase (Bland et al., 2003; LaVoie & Selkoe,
2003; Six et al., 2003). Em cultura de células, estas clivagens determinam a libertacdo do dominio
intracelular, que se dirige para o nucleo (ainda néo foi demonstrado in vivo). Ao invés dos receptores,
nos ligandos estas clivagens parecem ocorrer de forma independente a sinalizacdo (Six et al., 2003).
Contudo, ainda resta a possibilidade do dominio intracelular dos ligandos poder regular a expressdo
génica, permitindo, nesse caso, existir uma sinalizacdo bi-direccional (Bland et al., 2003; Ikeuchi &
Sisodia, 2003; Klueg, Parody & Muskavitch, 1998; LaVoie & Selkoe, 2003; Mishra-Gorur, Rand,
Perez-Villamil & Artavanis-Tsakonas, 2002; Pintar, De Biasio, Popovic, Ivanova & Pongor, 2007; Qi
et al., 1999; Sapir, Assa-Kunik, Tsruya, Schejter & Shilo, 2005; Six et al., 2003).
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Figura n® A.19 — Formacdo e mecanismo da sinalizagcdo Notch (a-g determina a ordem do processo). Adaptado
(Grabher et al., 2006).
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