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Introducdo: A Crotoxina (CTX), toxina majoritaria do veneno de serpente
Crotalus durissus terrificus apresenta agao supressora sobre a resposta imune e
sobre o crescimento tumoral, além de acarretar inibi¢ao dos eventos da resposta
inflamatéria, modulando, em particular a funcionalidade de macréfagos,
células fundamentais para os mecanismos da defesa inata [10, 3, 4]. Brigatte
et. al. 2007 * constataram que a CTX estimula a capacidade secretdria de
macroéfagos peritoneais de ratos obtidos de animais portadores de tumor de
Walker 256 no flanco superior. Esse aumento ¢ acompanhado por significativa
diminui¢ao da massa tumoral. Adicionalmente, ensaios in vitro, demonstraram
que macrofagos previamente tratados com CTX inibem a proliferagao de
células tumorais, em modelo de co-cultura, mediada, em parte, pelo aumento
da produgdo de reativos do oxigénio e nitrogénio, secre¢do de IL-1p e a
geragdo da LXA4 e 15-epi-LXA4 [5], mediadores lipidicos com potente agao
antitumoral. De fato, a literatura demonstra a importancia dos macrofagos,
tanto na génese tumoral, como no seu desenvolvimento, apresentando agao
dual, uma vez que desempenham atividades que podem prevenir ou favorecer
a progressao do tumor [1, 6, 8, 11]. Além da agdo sobre a proliferagio de células
tumorais, os macrofagos também influenciam outros eventos do processo
tumoral, tais como a neovascularizagdo [12]. Baseados nestes fatos, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a atividade moduladora de macréfagos
tratados com CTX sobre a migragao e proliferagao de células endoteliais.
Materiais e Métodos: Ensaio de Proliferagdo: Macréfagos residentes
(1x10°) foram obtidos da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos (CEUAIB
n°1052/13), aderidos e incubados com CTX (0,3 ou 1,2p1g/mL), por um periodo
de 2 h. Ap6s esta incubagdo, os macrofagos foram lavados e incubados em
meio RPMI fresco contendo as células endoteliais t.End.1 (5x10°) e apds 24
horas, as células foram tripsinizadas e o numero de células determinado em
camara de Neubauer. Em outro ensaio, as t.End.1 foram incubadas na presenga
de macrofagos ou de sobrenadantes obtidos destes macrofagos, previamente
tratados com CTX (0,3 pg/ml) e apds 24 horas, o numero de células foi
determinado. Ensaio de Wound Healing: Apos a confluéncia da monocamada
de t.End.1 (1x10°), foi realizada a ferida com uma ponteira estéril, as células
foram lavadas e incubadas na presenga de macréfagos (1x10°) ou apenas dos
sobrenadantes destes macréfagos, previamente tratados com CTX (0,3 pg/
ml) ou apenas meio e incubadas por 24 horas. A migragdo foi determinada

por contagem das células em cinco campos diferentes. Ensaio de Formagdo
de Tubos: Um total de 60 pL de Matrigel foi revestido sobre uma placa de 96
pogos, durante 1 hora a 37°C e 50 pL de t.End.1 (2,5x10¢) foram adicionados a 50
ul de sobrenadantes de culturas de macréfagos tratados ou nao com CTX (0,3
pg/ml) e incubadas durante 2 horas a 37°C em uma atmosfera umidificada de
CO, a 5%. Foram avaliados como a formagdo de estruturas tubulares em matriz
3D. Resultados: Inicialmente, foi avaliada a concentragdo que seria capaz
de alterar a atividade secretdria de macrofagos. Assim, baseados em estudos
anteriores, os macréfagos foram incubados com CTX nas concentragdes
de o,3ug/mL [5, 9] e 1,2pug/mL [7]. Conforme demonstrado na Figura 1, os
macrofagos tratados com ambas as concentragoes de CTX foram capazes de
modular de forma similar a fung¢do das células endoteliais inibindo de mesma
magnitude (44 e 36%, respectivamente), quando comparadas ao controle.
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Macrofagos residentes foram obtidos da cavidade peritoneal de ratos, aderidos (1x10°/pogo), em placas
de seis pogos e incubados com CTX (0,3 e 1,2ug/mL), por um periodo de 2 h. Apés esta incubagio, os
macrofagos foram lavados e incubados em meio fresco contendo as células endoteliais derivadas de
endotelioma de timo de camundongo (5x10° células/pogo) e incubadas na presen¢a apenas de meio RPMI
1640, por 24 horas a 37° C e 5% de CO,. Ap0s este periodo, as células foram tripsinizadas, ressuspensas
com PBS com adigdo de corante azul de Tripan e o numero de células foi determinado em cdmara de
Neubauer. *P<0,05 por comparagao ao o grupo incubado com macroéfagos pré-tratados apenas com
meio de cultura (controle).

Figura 1 - Efeito do co-cultivo de macrofagos pré-incubados com diferentes concentragoes de CTX sobre

a proliferagdo de células endoteliais.

Dados obtidos demonstraram que a capacidade proliferativa das células
endoteliais foi significativamente diminuida (34%), quando comparada ao
grupo controle, Figura 2. Simultaneamente co-cultura (Macréfago/t.Enda),
foram mantidas para avaliar a magnitude da resposta e, acarretaram agdo
anti-proliferativa das células de magnitude similar (32%), ao observado na co-
cultura (sobrenadante/t.End.1).
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Figura 2 - Efeito da atividade secretora de macréfagos pré-incubados com a CTX sobre a proliferagao

de células endoteliais.
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Macréfagos residentes foram obtidos da cavidade peritoneal de ratos, aderidos
(1x10°/pogo), em placas de seis pogos e incubados com CTX (o,3pg/mL), por
um periodo de 2 h. Apés esta incubagio, os macrofagos foram lavados e
incubados em meio RPMI 1640 fresco, por 24 horas a 37° C e 5% de CO,. Apés
este periodo, os sobrenadantes foram coletados e adicionados as culturas de
células endoteliais. Além disso, foram incubadas t.End.1 no contato cel:cel com
macréfagos e células endoteliais na presenga apenas de meio RPMI, a 10% de
SEB, como controles. Apds 24 horas, as células foram lavadas, tripsinizadas,
ressuspensas com PBS com adi¢ao de corante azul de Tripan e o nimero de
células foi determinado em cidmara de Neubauer. Os resultados estdo expressos
como Numero de Células e representam a média + e.p.m. para 6 amostras
por grupo e representam trés ensaios distintos. *P<0,05 por comparagao ao o
grupo incubado com t.End. 1 (controle); **P<0,05 por comparagdo dos grupos
a0s seus respectivos controles.

Os resultados apresentados na Figura 3 revelam que a migragao das células
endoteliais apresentou diminuigo significativa quando incubadas na presenga
de macréfagos previamente tratados na concentragao de o,3ug/mL (49%),
quando comparada a migragdo de células endoteliais cultivadas na presenga de
macrofagos tratados apenas com meio de cultura (controle). Além disso, houve
diminui¢do significativa quando incubadas na presenca de sobrenadantes
de co-cultura de macréfagos tratados na concentragio de o,3pug/mL (48%),
quando comparada a migragao de células endoteliais cultivadas na presenga
de sobrenadantes de co-cultura de macréfagos tratados apenas com meio de
cultura (controle).

Wound healing
2 500+
<
£
50 400+
g
& 300 — —
=
E‘Q,
o 2004
<
° *
5 1004 * —
£
S I I
Z c T T T T
& <& & <F
X @ 3
Qb\ ®$ ‘Q‘Q S‘b&
S x N &
e b\ x% ‘@Q
s S ®
e & =
aa Ne
e @Qb

e
As células endoteliais da linhagem t.End.1 (1x10° células/pogo) foram aderidas em placas de 24 pogos,
previamente revestidas com coldgeno tipo I, por 1h, para a obten¢ao de uma monocamada confluente de
células. Ap6s este periodo, foi realizada uma interrupgao, com uma ponteira de 200, as placas foram
lavadas com PBS e incubadas na presenga dos sobrenadantes obtidos de cultura de macréfagos. O ensaio
foi realizado em 24 horas. Inicialmente, a drea livre de células foi medida com uma régua, que foi inserida
por programa de computador sobre as imagens correspondentes ao tempo e ao tratamento. Os resultados
estdo expressos como Numero de Células Migradas e representam a média + e.p.m. para seis amostras
por grupo. *P<0,05 por comparagio aos grupos incubados com macréfagos pré-tratados apenas com
meio de cultura (respectivos controles).
Figura 3 - Efeito do co-cultivo de macrofagos pré-incubados com a CTX e do sobrenadante obtido de

cultura de macréfagos pré-incubados com a CTX sobre a migragao de células endoteliais.

Por ultimo, foi avaliada a agdo de macréfagos previamente tratados com a CTX
sobre a capacidade das células endoteliais em formar estruturas tubulares do
tipo capilares, na presenga de sobrenadantes coletados de monoculturas de
macréfagos. Na Figura 4, pode ser observado que apos 2 horas de incubagao,
as células endoteliais apresentaram rdapida formagao das estruturas tipo
capilares, com estruturas alongadas e finas propiciando o contato célula-célula.

Células endoteliais incubadas na presenca de sobrenadantes de monoculturas

de macréfagos tratados previamente com CTX (o0,3pg/mL) apresentaram
significativa diminui¢ao da formagao dessas estruturas do tipo capilar (53%),
com poucas estruturas comunicantes, quando comparado ao grupo controle.
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Foram plaqueados sopL de Matrigel (9,3mg/mL) em cada pogo da placa de 96 pogos e polimerizados por
30 min a 37°C, 5% de CO, Apés o periodo, células endoteliais t.End.1 (1,5x10*células) foram ressuspensas
em s50pL de sobrenadante de macrofagos pré-tratados na auséncia (controle) ou presenga de CTX (0,3
ug/mL) e plaqueados sobre o Matrigel polimerizado, em seguida, incubados por 2 horas de incubagio
237°C, 5% de CO,. Os resultados estao expressos em nimero de estruturas tubulares e representam a
contagem de 5 campos de trés amostras distintas de cada grupo.*P<0,0001, por comparagio ao grupo
controle incubado apenas com meio RPMI 1640.

Figura 4 - Efeito dos sobrenadantes de macréfagos pré-incubados com a CTX a formagao de estruturas

do tipo tubulares no matrigel 3D.

Conclusao: E bem conhecido que macréfagos induzem a proliferagio
de células endoteliais, contribuindo para a neovascularizacdo durante o
desenvolvimento tumoral. De fato, no presente trabalho foi constatado que
os macroéfagos induziram aumento na proliferagio das células endoteliais.
Por outro lado, foi observado que essa proliferagao foi reduzida na presenga
de macroéfagos pré-tratados com a CTX. Da mesma forma, o mesmo
tratamento reduziu a capacidade migratoria e, consequentemente, a formagao
de estruturas tubulares. Os resultados obntidos também sugerem que esta
inibigdo pode estar associada @ modulagdo induzida pela CTX sobre a secregio
de substancias por essas células, uma vez que tanto o contato Macréfago/t.
End.1, como Sobrenadante/t.End.1 acarretam inibi¢do das fungdes das células
endoteliais de magnitude similar.

Foi confirmada a agao supressora dos macroéfagos tratados com a CTX sobre
os eventos fundamentais envolvidos com a angiogénese, necessarios para a
proliferagao, sobrevida e invasao de células malignas no desenvolvimento
tumoral. Estas observagdes contribuem para a ampliagdo dos conhecimentos
sobre os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral ja descrita para esta
toxina. Além disso, confirma o seu potencial como modelo para o desenho
de novas drogas capazes de interferir com a progressio tumoral, além de
sugerir uma nova perspectiva imunoterapéutica para esse produto integrante
da biodiversidade brasileira. Agradecimentos: A FAPESP, Auxilios
(2012/51241-5 € 2013/17190-7), Programa INCTTOX (2008/57898-0), CNPq e
PIBIC-CNPq.
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Introducdo: A crescente demanda por energia e proteina para suprir a
populagio humana em constante expansio traz para a pecudria preocupagdes
com o aumento da produtividade e, a0 mesmo tempo a diminui¢ao do impacto
ambiental que ela gera [1]. Uma forma de se lidar com essas questoes é com
a melhora na eficiéncia alimentar (EA) de bovinos de corte, caracteristica
diretamente relacionada a produtividade e lucratividade, pois um animal mais
eficiente produz mais carne por kilograma de alimento ingerido [2]. Além
disso, animais mais eficientes produzem menos poluentes como esterco e
metano, o que diminui o impacto ambiental da sua exploragio [3].

A selegdo para EA é um grande desafio, pois envolve uma combinagdo de
diferentes processos bioldgicos [4]. Abordagens de biologia de sistemas
para anélise de dados transcriptomicos podem propiciar a compreensao das
complexas fungdes e interagdes de genes que trabalham coordenadamente para
a expressdo dessa caracteristica, tornando possivel, no futuro, a sua modulagdo
pela dieta, meio ambiente ou mesmo pela identificagio de marcadores
moleculares responsaveis pela alteragdo fenotipica [5].

O presente trabalho, identificou novos genes, fungdes bioldgicas e genes
reguladores associados a expressdo génica global hepética de animais com
alta e baixa eficiéncia alimentar. Materiais e métodos: Noventa e oito
animais machos inteiros da raga Nelore foram avaliados quanto a sua EA pela
medida de consumo e ganho residual (CGR) [3]. Baseado nos valores extremos
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de CGR foram formados dois grupos, um com oito animais de alta eficiéncia
alimentar e outro com oito animais de baixa eficiéncia alimentar. Amostras de
figado desses animais foram coletadas por biopsia, o seu mRNA foi extraido
e posteriormente sequenciado no equipamento Illumina HiSeq 2500. As
leituras resultantes do sequenciamento foram avaliadas pelo software FastQC
e adaptadores, cauda poliA e bases com baixa qualidade foram removidas pelo
software Seqyclean. O alinhamento das sequéncias e a anélise de expressdo
diferencial foram realizados utilizando-se TopHat2/Bowtiez e Cufflinks2 [4]. A
analise de co-expressdo génica foi executada com o pacote WGCNA do R para
identificar médulos de genes altamente conectados, [8]. A correlagdo entre o
perfil de expressdo génica desses mdédulos e o valor de CGR por animal foi
calculado para identificar médulos associados & EA. Para a determinagao dos
genes reguladores dos moédulos de interesse, foi utilizado o software Lemon-
tree [9], [10]. Finalmente, a co-expressdo diferencial entre os grupos de alta
e baixa EA foi determinada pela diferenca no valor de conectividade dos
genes em cada grupo, [8]. Para os genes encontrados em cada abordagem, foi
executada uma analise de enriquecimento funcional utilizando-se a ferramenta
on line GeneCoDis. Resultados: Foram identificados 43 transcritos
diferencialmente expressos entre os grupos de alta e baixa eficiéncia alimentar,
23 deles correspondem a genes conhecidos, quatro codificam proteinas nao
caracterizadas ou pseudogenes recentemente descobertos e 16 sio novos
transcritos, ou seja, ndo constam no genoma de referéncia utilizado (Bos taurus
UMD 3.1 - ENSEMBL V67). Dentre os transcritos diferencialmente expressos,
17 deles correspondem a apenas uma das diferentes isoformas expressas
pelo respectivo gene. Um exemplo é o gene LDB3 que apresenta 6 isoformas
diferentes, mas apenas a isoforma TCONS_00049442 ¢ diferencialmente
expressa (Figura 1). A analise modular de enriquecimento funcional mostrou
que os genes diferencialmente expressos estdo enriquecidos para ligagdo de
grupo heme, regido extracelular, citocromo P4s50, classe E, grupos I e IV,
ligagao de ions de metal e atividade de homodimerizagao de proteina (P-valor
corrigido para taxa de falso positivo < 0,05).

LDB3
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Figura 1 - Isoformas expressas do gene LDB3, em destaque a isoforma TCONS_00049442 expressa

diferencialmente entre os grupos de alta e baixa EA.

As andlises seguiram no sentido de identificar grupos de genes que apresentam
perfil de expressao correlacionados e que, trabalham cooperativamente para
uma dada fungio bioldgica ou estdo sob o controle do mesmo conjunto de
fatores de transcri¢do. A andlise de co-expressdo identificou 35 médulos de
genes co-expressos e altamente conectados, mas apenas dois deles apresentaram
correlagdo com eficiéncia alimentar e foram chamados de médulo Marrom
e modulo Cinza (Figura 2). O médulo Marrom é composto por 155 genes e a
andlise modular de enriquecimento funcional mostrou que eles sdo, em sua
maioria, constituintes estruturais de ribossomo e estdo envolvidos na tradugao
de proteinas (P-valor corrigido para taxa de falso positivo < 0,05). J4 0 médulo
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