GILIAN FERNANDO BOURCKHARDT

TOXICIDADE CELULAR DA H~OMOCISTEI'NA SOBRE O
PROCESSO DE OSSIFICACAO ENDOCONDRAL NO
DESENVOLVIMENTO DE MEMBROS

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de Pés-graduagdo em Biologia
Celular e do Desenvolvimento — PGBCD,
do Centro de Ciéncias Biolégicas — CCB,
da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC, como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Biologia Celular e do Desenvolvimento.
Orientadora: Prof2. Dra. Evelise Maria
Nazari.

FLORIANOPOLIS
2017



Bourckhardt, Gilian Fernando

Toxicidade celular da homocisteina sobre o processo de ossificacao
endocondral no desenvolvimento de membros/Gilian Fernando
Bourckhardt; orientadora Profé. Dra. Evelise Maria Nazari -
Floriandpolis, SC, 2017.

96 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de
Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-graduagéo em Biologia Celular e
do Desenvolvimento.

Inclui referéncias

1. Biologia Celular e do Desenvolvimento. 2. Hiperhomocisteinemia. 3.
VEGF/VCAM-1/NOS3. 4. Osteocalcina. 5. Mitofagia. 6. Estresse do
RER. |. Nazari, Evelise Maria. Il. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de PoOs-Graduacdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento. I. Titulo.




Towidode cebe da MomeCisteing s0r¢ O processo de enllicegio eadocondral
A0 S monio de merbees”

Piw

Gilwn Furnando 8oerchhardt

Tese jolgods ¢ 000vadd oM Su0 fovnd Ninsd pe ks mermizton 10y bres the Barce
Exarrirdond [12PEBI0/201T) de Progearme ce Tin-Crasuwio em Hiagls
| . -

Hiflla dcan nathne

é 35&!& 1'-& %wu.
Ded, Evd B¢ Wana Moo | [Unbsersdade ol e Senvis Catarirm|

florandools, 05 de agosto te 2007






Dedico a pessoa mais importante da minha vida,
minha mée Marcia!






AGRADECIMENTOS

E tdo bom sonhar. H& 4 anos atréas sonhei e agora tudo torna-se realidade. Mas este desejo
nao é s6 meu, é de muitas pessoas, as quais quero agradecer.

Primeiramente gostaria de agradecer ao apoio financeiro da Fundacdo de Apoio a
Pesquisa Cientifica e Tecnolégica do Estado de Santa Catarina (FAPESC), a Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) e ao Programa de Pés-graduacdo em Biologia Celular e do
desenvolvimento por viabilizar a execugdo desta pesquisa.

Esta pesquisa soO foi possivel porque foi brilhantemente orientada pela professora Dra.
Evelise Maria Nazari, a quem devo gratidao por apostar em mim quando ninguém mais apostaria.
Sou grato pela oportunidade concedida e por permitir 0 meu crescimento profissional. Sem
davidas, nossas “timinas translocadas” nos renderam bons momentos de discussdo e de
construcdo de conhecimentos. Obrigado por tudo!

Agradeco a professora Dra. Yara Maria Rauh Miller por me ensinar que ciéncia se faz com
persisténcia. Nunca desistir. Vamos pra frente!

Ao professor Dr. Fabiano Dahlke (CCA/UFSC) e a empresa Tyson do Brasil por
disponibilizar os ovos fertilizados de galinha doméstica fundamentais para realizagdo deste
trabalho.

Aos colegas do Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal (LRDA), pelos
momentos de colaboracdo, de choros e de risos. Muito obrigado.

Um agradecimento especial para minha pequena/grande menina (IC) Maria Luisa, pelo
comprometimento e responsabilidade na execucgéo das tarefas, e principalmente pelas trocas de
conhecimento. E sempre muito bom ensinar para quem quer e tem vontade de aprender.

A minha “irma-gémea” Eliane, muito obrigado por trilhar comigo esse caminho. Por
compartilhar e contribuir para realizacdo desse sonho. Se eu estivesse sozinho, sem davida nao
seria a mesma coisa.

As equipes do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) e do Laborat6rio
Multiusuério de Estudos em Biologia (LAMEB) obrigado pelos auxilios técnicos na conducao dos
experimentos.

Agradeco a minha familia de SC (mae, tia e v0) e a minha familia de SP (mé&e e irma), pelo
amor, compreensao e apoio incondicional. Amo vocés!

Ao meu amigo Maicon Willian pelos conselhos, pelos momentos de descontracéo, pelos
momentos de convivéncia e principalmente por aturar meu estado de espirito todas as manhas ao
acordar (sei que ndo sou facil nas primeiras horas do dia!), obrigado por existir em minha vida,
meu amigo.

A minha amiga Débora (Bee), pelas conversas produtivas e nado produtivas, pelos
momentos em que me ouviu e ouve, pelas horas de diversdo e risos soltos e principalmente por

me acompanhar desde sempre. Quero vocé sempre comigo, muito obrigado.



Ao meu amigo Danilo (Bibi), por compartilhar momentos de muita diversdo que aliviaram
as preocupac0es diarias e tornaram a caminhada mais leve, obrigado.

As minhas amigas Luciane e Thaline pelos sabios conselhos, pelas chamadas de atencéao,
pelos passeios ao shopping e por me ouvir muitas vezes, obrigado.

Ao meu amigo Renan, pelos momentos de disciplina nos treinos e pelos momentos
divertidos ao seu lado, muito obrigado.

Aos amigos Débora, Djulia e Pedro Henrique, vocés apareceram ao acaso em minha, mas
dela ndo mais sairdo. Obrigado por tornar esse periodo mais feliz e obrigado por estar sempre ao
meu lado.

Ao grupo seleto de divas “S6 as princesas”, pelas companhias nas aulas de ginastica,
pelos momentos de conversas engracadas, por me compreender e por me dar animo para seguir
em frente, obrigado.

Aos meus amigos Carlos Augusto, Madson, Manuela e Thiciane, pelos momentos que me
proporcionam diariamente, muito obrigado. A ciéncia nos aproximou, mas as ideias em comum, 0
carinho e a compreensdo nos unirdo pra sempre. Vocés sao especiais!

Enfim, a todos que de uma forma ou de outra me deram forca e que contribuiram para
realizagdo deste sonho, muito obrigado!



“Fé eterna na ciéncia.”
Oswaldo Cruz






RESUMO

A ossificacdo endocondral durante o desenvolvimento requer constante aporte sanguineo, o qual
€ mantido pela rede vascular embrionaria. Niveis elevados de homocisteina (Hcy) tém
propriedades vasculotdxicas, porém ainda ndo esta claro como a Hcy interfere na formacgéo de
vasos sanguineos na ossificacdo. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito de niveis elevados
de Hcy na ossificagdo endocondral durante o desenvolvimento dos membros de embrifes de
Gallus domesticus, sobretudo na formacdo de vasos sanguineos, e 0 seu impacto na
mineralizacao dssea e nas células mesenquimais em torno do molde cartilaginoso/6sseo. Para tal,
embrides de G. domesticus foram tratados em E2 com 20 ymol D-L Hcy/50 uL solugao salina e
analisados em E6 e E10. Embrides do grupo controle foram tratados somente com 50 puL de
solucéo salina. Inicialmente, ndo foram observadas diferengas nas células em proliferacdo e em
apoptose entre embrides tratados com Hcy e embribes-controle, em E6 e E10. Nao foram
identificadas diferencas na area dos moldes cartilaginoso/ésseo entre os membros de embrides
tratados com Hcy e embrides-controle. Em E6 e E10, houve uma reducgdo significativa nos
conteudos de VEGF, VCAM-1 e NOS3 e osteocalcina em embrifes tratados com Hcy. Nas
analises ultraestruturais das células mesenquimais dos embrides em EG6 tratados com Hcy foram
observadas dilatagcdes nas cristas mitocondriais e no limen do RER. Além disso, em embrides
tratados com Hcy foi observado um aumento de 19,0% no namero de perfis mitocondriais e uma
reducdo no numero de cisternas do RER. Nos embrides em E10 foram observadas apenas
dilatacdes no lumen do RER. No entanto, em E6 e E10 foi observado um aumento na area das
cisternas do RER nos embribes tratados com Hcy. Nas células mesenquimais em EB6, foi
observado um aumento no contetdo da proteina DRP1 (marcadora de fissdo mitocondrial) e uma
reducdo no contelido das proteinas MFN1 e MFN2 (marcadoras de fusdo mitocondrial) apés o
tratamento com Hcy. No entanto, em embriées E10 ndo foram encontradas diferencas no contelddo
de DRP1 e MFN1, enquanto que foi observado um aumento no conteddo de MFN2. Nos embrides
em E6 tratados com Hcy, foi observada uma diminui¢cdo no conteldo das proteinas Bak e Bcl2
nas células mesenquimais. Em E10, o tratamento com Hcy nao alterou os contetddos das proteinas
Bak e Bcl2. Adicionalmente, o tratamento com Hcy induziu mitofagia nas células mesenquimais
em embribes E6, reconhecida pelo aumento no conteddo das proteinas PRK8, LC3Il e p62
(marcadoras de mitofagia). Por outro lado, em E10, o tratamento com Hcy induziu apenas reducao
no contetdo de PRKS8. Por ultimo, em E6 e E10, o tratamento com Hcy induziu estresse no RER,
identificado pelo aumento no conteddo da proteina GRP78. Nossos resultados mostram que
elevados niveis de Hcy interferiram na ossificacdo endocondral, promovendo a diminui¢cdo na
formacao de vasos sanguineos no molde cartilaginoso e na matriz 6ssea. Além disso, o tratamento
com Hcy desencadeou outros mecanismos de respostas celulares relacionados a sobrevivéncia,
como a mitofagia e o estresse no RER no mesénquima durante o desenvolvimento de membros.

Palavras-chave: hiperhomocisteinemia; proteinas VEGF/VCAM-1/NOS3; osteocalcina; mitofagia;
estresse do RER.






ABSTRACT

Developmental endochondral ossification requires constant blood supply, which is provided by the
embryonic vascular network. High levels of homocysteine (Hcy) has vasculotoxic properties, but it
remains unclear how Hcy disrupts blood vessel formation in ossification. The aim of this study was
to investigate the effect of high levels of Hcy on endochondral ossification during limb development
of Gallus domesticus embryos, especially in the blood vessels formation, and its impact on bone
mineralization and in mesenchymal cells around the cartilage/bone molds. For this, G. domesticus
embryos were treated at E2 with 20 umol D-L Hcy/50 pL saline and analyzed at E6 and E10. Control
embryos received exclusively 50 pL saline solution. First, no differences were observed in
proliferating and apoptotic cells between Hcy-treated embryos and control embryos at E6 and E10.
No differences were identified in the area of limb ossification in Hcy-treated and untreated embryos.
At E6 and E10, there was a significant decrease in the contents of VEGF, VCAM-1, NOS3 and
osteocalcin in Hey-treated embryos. Ultraestructural analysis of mesenchymal cells of Hcy-treated
embryos at E6, showed mitochondrial crest and RER lumen dilatations. Moreover, in Hcy-treated
embryos, an increase of 19.0% on the number of mitochondrial profiles and a decrease on the
number of RER cisterns were found. In embryos at E10, only dilatation of RER lumen was
observed. However, at E6 and E10 an increase of the area of RER cisterns was observed in Hcy-
treated embryos. In mesenchymal cells at E6, an increase in the content of DRP1 protein
(mitochondrial fission marker) and a decrease in the contents of MFN1 and MFN2 proteins
(mitochondrial fusion markers) were observed after treatment with Hcy. However, in embryos at
E10 no differences were found in the contents of DRP1 and MFN1, while it was observed an
increase in the content of MFN2. In Hcy-treated embryos at E6, a decrease in the content of Bak
and Bcl2 proteins was observed in mesenchymal cells. At E10, Hcy treatment did not change the
contents of Bak and Bcl2 proteins. Additionally, Hcy-treatment induced mitophagy in mesenchymal
cells of embryos at E6, recognized by the increase on the contents of PRK8, LC3Il e p62 proteins
(mitophagy markers). On the other hand, at E10, Hcy-treatment induced only a decrease in PRK8
content. Finally, at E6 and E10, Hcy-treatment induced RER stress, identified by the increase of
the content of GRP78 protein. Our results showed that high levels of Hcy interfered on the
endochondral ossification, promoting a decrease of formation of blood vessels cartilage molds and
bone matrix. In addition, Hcy-treatment triggered other mechanisms of cellular responses, related
with as cell survival, such as mitophagy and RER stress on mesenchyme during limb development.

Keywords: hyperhomocysteinemia; VEGF/VCAM-1/NOS3 proteins; osteocalcin; mitophagy; RER
stress.
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1 INTRODUCAO

O aumento dos niveis plasmaticos do aminoacido homocisteina (Hcy), causado por
alteracBes metabdlicas, constitui uma condi¢cdo conhecida como hiperhomocisteinemia (HHcy).
Estudos epidemioldgicos investigando a relacdo de HHcy com o aparecimento de anomalias
congénitas e condi¢des patoldgicas vem sendo desenvolvidos desde a década de 1960. Em 1962
foram identificados, em pacientes com niveis elevados de Hcy na urina, comprometimentos no
sistema nervoso (Carson e Neill, 1962). E em 1969 foi reconhecida, pela primeira vez, a relagéo
entre HHcy e as patologias relacionadas ao sistema cardiovascular, sobretudo aos danos arteriais
relacionados a aterosclerose (McCully, 1969).

Somente na década de 1990, os estudos confirmaram a hip6tese da HHcy como um fator
de risco para doencgas cardiovasculares (Clarke et al., 1991; Fenech et al., 1998; Refsum et al.,
1998). Hoje, além de doencas cardiovasculares, € amplamente aceito que niveis elevados de Hcy
(mais de 15 uM) sao considerados um fator de risco para o desenvolvimento de distirbios
neurologicos, doenga renais, osteoporose, distirbios gastrointestinais e principalmente,
desenvolvimento de anomalias congénitas (Givvimani et al., 2012; lacobazzi et al., 2014; Lehotsky
et al., 2015; Perna e Ingrosso, 2016; Schalinske e Smazal, 2012).

As anomalias congénitas relacionadas a condi¢gdo de HHcy incluem os defeitos do tubo
neural (DTN), anomalias cardiovasculares, fendas orofaciais, anomalias do sistema urinario e
anomalias em membros (Ganguly e Alam, 2015; 2006; Ma et al., 2017; Shaw et al., 1995; van Mil
et al., 2010).

Atualmente, mesmo conhecendo a relagédo entre desequilibrios no metabolismo de Hcy e
0 aparecimento de anomalias congénitas, a etiologia destas anomalias, a influéncia morfogenética
e a forma como os micronutrientes estdo envolvidos nestes processos sdo em grande parte
desconhecidos. Portanto, torna-se necessario realizar estudos que visem compreender 0s
mecanismos celulares e moleculares que podem ser comprometidos frente a condi¢cdo de HHcy,
no sentido de esclarecer a toxicidade da Hcy durante o desenvolvimento embrionario.

Especificamente, nesta tese foi investigado o efeito de elevados niveis de Hcy em
diferentes etapas do processo de ossificagdo endocondral no desenvolvimento de membros de

embrides, utilizando como organismo modelo, embrides de Gallus domesticus.

1.1 HOMOCISTEINA E AS RESPOSTAS CELULARES

Hcy € um aminodcido sulfurado, ndo essencial, derivado da via biossintética do aminoacido
essencial metionina, que é metabolizado a partir de duas vias distintas: por remetilagdo a
metionina ou por transulfuracdo a cisteina (Selhub, 1999; Skovierova et al., 2016).
Especificamente no processo de remetilagdo, a Hcy adquire grupamentos metil a partir da

conversao de 5-metiltetrahidrofolato a tetrahidrofolato pela acdo da enzima metionina sintetase,
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cuja atividade é dependente de &cido félico (AF). Assim, nesta via metabdlica, o AF atua como um
fator importante no mecanismo de controle das concentracdes intracelulares de Hcy (Fig. 1)
(Hague, 2003; Mattson et al., 2002).

Serina Ciclo do
Folato
THF PLP Glicina
ATP Metioni
4 SINERIC AN Metileno-THF
Metil-THF
SAM -
— HOMOCISTEINA SSa
PLP
\ Aceptor S-adenosil-
\ Metilado homocisteina / Cistationina
&\\;_ //
Remetilacao L
Cisteina

Figura 1: Metabolismo da homocisteina (Hcy). As setas indicam reagdes enziméticas. A Hcy é
metabolizada a partir de duas vias distintas: por remetilagdo a metionina (quadrado azul) ou por
transulfuracéo a cisteina (quadrado amarelo). Ciclo do folato (quadrado verde) (Adaptado de Selhub, 1999).

De um modo geral, os organismos animais ndo sao capazes de sintetizar o AF, por isso a
principal fonte de incorporacdo desta vitamina € através da alimentacdo. Uma dieta rica em AF é
principalmente composta por vegetais folhosos verdes, leguminosas, frutas citricas e carnes
vermelhas (Eskes, 1997).

Nas condi¢des de acumulo intracelular de Hcy, como na HHcy, sao frequentes situacdes
de estresse oxidativo e alteracfes no processo de sintese de proteinas e lipideos, bem como de
danos ao DNA induzidos pela ndo-remetilagdo de Hcy a metionina. Essas situagbes afetam
diretamente os mecanismos de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (lvanov et al., 2007; Oikawa
et al., 2003). Nos processos de proliferagéo e diferenciacdo celular, ocorrem ciclos continuos de
replicacdo do DNA, por isso uma falha ou mudancga no processo de metilacdo, pode ser mantida
nas geracoes celulares (Waterland, 2006).

De um modo geral, a Hcy é capaz de gerar condicdes celulares adversas que podem
interferir em mecanismos celulares basicos, como a proliferacao por exemplo, porém ainda pouco
se conhece sobre a toxicidade celular da Hcy e como essas condigcbes podem interferir na

formagao de estruturas embrionarias, como os membros (Skovierova et al., 2016).
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Quando as células sédo submetidas a condicdes de estresse, podem desencadear
mecanismos que vao desde a ativacdo de vias que promovem a sobrevivéncia até a ativacdo de
vias relacionadas a morte celular programada. As células desencadeiam as respostas de protecdo
dependendo da duracéo e da natureza da condicdo de estresse e também do tipo celular envolvido
(Fulda et al., 2010).

Os insultos celulares podem ser gerados a partir da exposicdo a agentes teratogénicos,
tais como condi¢cdes metabdlicas maternas, medicamentos, radia¢cdes ou ainda por substancias
guimicas. Nesses casos, 0 dano ao DNA é um evento inicial comum (Christmann et al., 2003;
Roos e Kaina, 2006).

Primeiramente, a resposta celular a um insulto é desencadeada de modo a garantir a
sobrevivéncia celular. Entretanto, se houver falha nessa primeira resposta e a condi¢cdo nociva
nao for solucionada, as células ativam vias de sinalizacdo de morte celular, como por exemplo, as
vias que desencadeiam apoptose. Neste sentido, a capacidade de desencadear uma resposta
adequada é o que determina o seu destino (Fulda et al., 2010).

Rupturas nos filamentos e quebras das fitas de DNA sdo consideradas lesdes-chave na
ativacdo de respostas aos danos ao DNA. Geralmente, em condi¢des de HHcy, os danos ao DNA
sdo induzidos pela ndo-remetilacdo e/ou hipometilacdo de Hcy para metionina. Nestas condicdes,
0s grupamentos metil necesséarios para as reacdes de metilacdo para 0 DNA ndo sdo gerados
(Dean et al., 2005; Moritz et al., 2005; Muriel e Castro, 1998; Reik et al., 2001; Waterland, 2006).

Dados da literatura apontam para a capacidade da Hcy em gerar danos ao DNA —
reconhecidos pela proteina y-H2A.X — que resultaram em alteracdes nas proteinas envolvidas no
ciclo celular e na diferenciacdo de condrocitos durante o desenvolvimento de membros
(Bourckhardt et al., 2015). Além disso, os danos ao DNA gerados por elevados niveis plasmaticos
de Hcy, alteram a metilacdo do DNA, interferindo no desenvolvimento do sistema nervoso (Kruman
et al., 2000).

Uma vez gerado o dano, a inducdo da proteina p53 pode acionar diferentes programas
celulares, como por exemplo as proteinas reguladoras do ciclo celular, e ainda fatores pré-
apoptoticos (Vousden e Lane, 2007). Quando os danos ao DNA séo gerados, os processos de
reparo S80 necessarios para garantir a sobrevivéncia celular. Alternativamente, se o dano é muito
extenso, séo ativados sistemas efetores para mediar a morte celular (Hoeijmakers, 2001; Roos e
Kaina, 2006).

Existem varios mecanismos de morte celular, que é determinada de acordo a capacidade
da célula em lidar com o insulto. O mecanismo classicamente estudado é a apoptose que pode
ser desencadeada por diferentes vias (Fulda et al., 2010). Em condicdes de HHcy ja foram
observadas diferentes respostas. Células da crista neural em embrides de galinha tratadas com
Hcy (30 uymol/L) apresentaram reducéo em 60% nas taxas de apoptose (Boot et al., 2004). Por
outro lado, em células mesenquimais da medula éssea o tratamento com Hcy resultou num

aumento de morte celular por apoptose (Levasseur, 2009).
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A apoptose € um mecanismo no qual ha o envolvimento de diferentes proteinas, como por
exemplo as proteinas da familia Bcl2, dos receptores de morte e a liberac¢édo do citocromo c. Além
disso, a apoptose envolve um conjunto de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas explicadas pela
ativacao de caspases, desse modo, torna-se um evento caspase-dependente (Samali et al., 1999;
Vaux et al., 1988; Yang et al., 1997).

As caspases sdo uma familia de proteases que agem como efetoras de apoptose. Sao
sintetizadas como pré-enzimas inativas, que depois de clivadas tornam-se ativas. Essa ativacéo
pode ocorrer por diferentes mecanismos, como por exemplo a estimulacdo do receptor Fas-L da
familia TNF (do inglés Tumor Necrosis Fator), que recruta a molécula adaptadora do dominio de
morte associado a Fas (FADD do inglés Fas-associated death domain) e a procaspase-8 para
induzir a apoptose (Ashkenazi, 2008).

Além disso a apoptose também pode ser desencadeada pelo desequilibrio de proteinas
antiapoptéticas x pro-apoptéticas. Neste sentido, a proteina Bcl2 é considerada um regulador-
chave da apoptose (Adams e Cory, 2007). Atua desempenhando papel antiapoptético promovendo
a sobrevivéncia celular através de interacdes proteina-proteina com membros da familia Bcl-2,
tais como os supressores de morte Bcl-XL ou com o0s agonistas de morte Bak e Bad. A funcéo
antiapoptética de Bcl2 também pode ser regulada através de processamento proteolitico e
fosforilagdo. Bcl2 pode promover a sobrevivéncia celular, interferindo na ativacdo de citocromo
c/Apaf-1 por meio da estabilizacdo da permeabilidade da membrana mitocondrial (Letai et al.,
2002; Zhang et al., 2013).

Alteracbes nas proteinas pré e antiapoptoticas foram observadas quando expostas a
elevados niveis de Hcy (400 umol/L). Neste caso, a apoptose foi caracterizada pelo aumento do
conteludo de p53 e da proteina pro-apoptética Bak (Darendelioglu et al., 2016; Kamudhamas et al.,
2004). Além disso, a Hcy é capaz de induzir a apoptose em neurdnios do hipocampo de ratos
mediada por Bad (Wang et al., 2012).

Nessas vias de ativacéo de apoptose tem-se a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
como um passo importante na regulacdo da apoptose. Sendo assim, as mitocondrias podem ser
consideradas organelas com func¢des variadas, entre elas, controlar a morte celular, bem como
varios aspectos da sobrevivéncia celular (Galluzzi et al., 2012).

O envolvimento das mitocéndrias nos processos fisioldgicos é vital para o desenvolvimento
embrionario e pés-natal, assim como para a manutencédo da homeostase do tecido adulto. Ciclos
continuos de fissao e fuséo que estédo envolvidos na dindmica mitocondrial sdo essenciais para o
funcionamento da célula. As moléculas de MFN1 e MFN2 promovem a fusdo, e a molécula de
DRP1 promove a fissdo das mitocondrias. Os mecanismos de fusao e fissdo mitocondrial permitem
uma cooperacao intermitocondrial, permitindo a troca entre a membrana e o conteldo da matriz
e, por conseguinte, podem ajudar na manutencdo da func¢do mitocondrial (Chen et al., 2003;
Familtseva et al., 2014). Além disso, a molécula de MFN2 pode estar associado a quebra de DNA

mitocondrial. AlteracBes na expressdo do gene MFN2 pode induzir danos na cadeia respiratoria,
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fragmentacao da rede mitocondrial e reducdo no conteddo da proteina MFN2 (Rouzier et al.,
2012).

As mitocbndrias realizam constantemente fusdo e fissdo em resposta a estimulos
fisiolégicos ou estresse. Além disso, fissdo mitocondrial excessiva e diminuicdo da fuséo
mitocondrial levam a fragmentacao mitocondrial e ao acimulo de danos mitocondriais que podem
desencadear a apoptose ou mitofagia (Dranka et al., 2010; Makino et al., 2010; Pangare e Makino,
2012; Shenouda et al., 2011).

Nas células ganglionares da retina de camundongos, em condic¢des de elevados niveis de
Hcy, ocorre intensa fissdo e diminuicdo de fusdo mitocondrial. A superexpressédo de DRP-1 leva a
perda de potencial de membrana mitocondrial, a liberacdo de citocromo ¢ e a consequente
ativacdo de caspase-3 que causa a apoptose. Dessa forma, sugere-se o0 aumento da fissao
mitocondrial como um mecanismo de toxicidade da Hcy (Ganapathy et al., 2011).

Uma das respostas as alteracfes na dindmica mitocondrial pode ser a mitofagia, sendo
este um processo fisioldgico autofagico das mitocédndrias danificadas e nao funcionais, importante
na manutencdo da qualidade destas organelas. De um modo geral, no mecanismo de mitofagia
as mitocondrias despolarizadas tém a proteina parkina (PRK8) translocada para a membrana
externa, sendo que posteriormente ocorre ubiquitinizacdo mitocondrial e recrutamento da proteina
p62 que recruta autofagossomos LC3lI-positivos (Ni et al., 2015).

Leveduras em condicdo de HHcy podem desenvolver uma disfungdo mitocondrial,
desencadeando o processo de mitofagia. Porém, sdo necessarios mais estudos para comprovar

se a mitofagia seria um dos mecanismos de toxicidade induzidos pela Hcy (Kumar et al., 2011).

1.2 FORMAGAO DE CARTILAGENS E OSSOS NOS MEMBROS

O processo de desenvolvimento dos membros em tetrapodes tem inicio com a proliferacéo
e migragdo das células mesenquimais, a partir do mesoderma lateral e do miétomo em direcao
aos brotos dos membros. Nos brotos, as células mesenquimais proliferam intensamente
permitindo o crescimento a partir de trés eixos principais, o eixo proximal-distal (P/D), o eixo
antero-posterior (A/P) e o eixo dorsoventral (D/V) (Gilbert, 2010).

A configuracdo dos membros anteriores e posteriores basicamente compreende trés
regifes que vao desde a parede lateral do corpo até a porcéo distal. Durante a formacéo, as células
mesenquimais passam pelo processo de diferenciacdo para originar masculos e 0ssos, que
constituirdo trés segmentos no sentido proximo-distal, chamados de estil6pode, zeugdpode e
autopode (Christ e Brand-Saberi, 2002).

A regido do estilopode é constituida por um Unico elemento esquelético, o tmero (membro
anterior) e fémur (membro posterior); enquanto que a regido do zeugopode é constituida por um
ou mais elementos esqueléticos, o radio e a ulna (membro anterior) e a tibia e fibula (membro

posterior), que sdo altamente conservadas entre as espécies. Entretanto, a regido do autépode
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contém elementos esqueléticos formadores dos digitos, os quais podem variar em namero nas
diferentes espécies animais (Hinchliffe, 2002).

A formacdo das estruturas 6ésseas nos membros de tetrapodes ocorre por ossificacao
endocondral. Esse processo envolve a formacdo de um molde cartilaginoso, que
subsequentemente serd mineralizado & matriz 6ssea (Fig. 2) (Mackie et al., 2008; Salazar et al.,
2016).
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Figura 2: Representacdo esquemaética do processo de ossificagdo endocondral. Secgdes longitudinais
descrevem etapas-chave da formacédo éssea endocondral em membros. A) Células mesenquimais que
migram em direcdo ao broto do membro em desenvolvimento. B) Mesénquima adjacente ao molde de
cartilagem. C) Hipertrofia dos condrdcitos. D-E) Invasé@o da vascularizagdo ao molde de cartilagem. Vasos
sanguineos permitem um influxo de osteoprogenitores: osteoclastos que, por reabsorgdo dssea, formam o
compartimento medular 6sseo, e osteoblastos, que permitem que o0 0sso cres¢ca em largura. F-H)
Crescimento dos ossos a partir de matrizes ordenadas de condrécitos em proliferagéo, hipertroficos e
mineralizacdo da matriz 6ssea. Formacao dos centros de ossificacdo secundaria a partir da invasdo dos
vasos sanguineos nas extremidades do osso (Adaptado de Gilbert, 2010).

Na ossificagdo endocondral, inicialmente as células mesenquimais agregam-se e formam
condensacdes de alta densidade celular que posteriormente se diferenciardo em condrdcitos,
formando moldes de cartilagem (Messier e Leblond, 1960).

As células mesenquimais, passam a expressar os fatores de transcricdo Pax1 e Pax9, que
controlam a proliferacdo, condensacdo e diferenciacdo dessas células mesenquimais em
condrécitos. A partir disso, as células mesenquimais mais condensadas passam a se diferenciar
em condrdcitos, expressando moléculas de adesé&o celular e o fator de transcricdo Sox9 que tem
papel importante na ativacdo de genes caracteristicos do tecido cartilaginoso, que codificam o
colageno do tipo Il (LeClair, 1999).

Posteriormente, os condrécitos passam por intensa atividade de proliferagdo para
formacdo do molde cartilaginoso e, a medida que se dividem, passam a secretar uma matriz
cartilaginosa especifica de coldgeno do tipo X. Seguindo a proliferagéo, as células aumentam seu
volume, tornando-se condrdcitos hipertréficos (Greenspan e Blackwood, 1966). Os condrocitos

hipertréficos produzem moléculas de colageno e fibronectina para permitir a mineralizagédo por
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fosfato de célcio, ao mesmo tempo em que Fgf-18 induz a expresséo de VEGF (do inglés, vascular
endothelial growth factor) para formacédo de vasos sanguineos (Hojo et al., 2010).

A medida que as células da regido hipertréfica morrem por apoptose, as células que
circundam a cartilagem diferenciam-se em osteoblastos que secretam osteocalcina (OC), que
durante a ossificacdo, assume um papel duplo: atuando como um regulador da mineralizacdo
Ossea; e regulando a remodelacao 6ssea modulando atividade osteoclastica (Neve et al., 2013).
O material 6sseo € acrescentado perifericamente no periosteo que é constituido por uma bainha
fibrosa que cobre o osso em desenvolvimento. Concomitantemente, h4 um esvaziamento da

regido interna do 0sso, pelos osteoclastos, formando a cavidade da medula 6ssea (Bonucci, 1971).

1.2.1 O Papel da Osteocalcina na Ossificagdo Endocondral

A osteocalcina (OC) é uma proteina expressa pelos osteoblastos. Sua molécula contém
trés residuos de acido y-carboxiglutamico, porém, existem outras isoformas que podem conter um
ou dois residuos de acido y-carboxiglutamico (Ferron et al., 2008; Ferron et al., 2010; Fulzele et
al., 2010; Kumar e Vella, 2011; Lee et al., 2007).

A molécula de OC € sintetizada a partir de uma pré-molécula composta de 98 aminoacidos
e um peso molecular de 11 kDa. Apés vérias modificacdes pds-traducionais, a forma ativa de OC
€ composta por 49 aminoacidos e um peso molecular de 5,5 kDa (Booth et al., 2013).

Um peptideo de 23 sinais é clivado e uma carboxila é adicionada no residuo de glutamato
na presenca de vitamina K, que atua como cofator da enzima carboxilase. A vitamina K tem como
fungéo transformar os residuos de acido glutdmico em acido y-carboxiglutamico, através de um
processo de carboxilagdo (Booth et al., 2013; Plaza e Lamson, 2005; Shearer et al., 2012).

O processo de y-carboxilacdo de OC € necessaria por induzir mudancgas na conformacéo
da molécula que permite maior afinidade ao calcio. Qualquer alteracdo na carboxilacdo resulta no
acumulo de OC néo-carboxilada, com menor afinidade aos ions de calcio e por consequéncia uma
reducdo na qualidade 6ssea (Hauschka et al., 1989).

No final das modificagBes pos-traducionais, OC é liberada na matriz 6ssea, onde os ions
de calcio estao ligados aos residuos de acido y-carboxiglutamico em cada molécula de OC. O
célcio confere estabilidade & molécula de OC e permite a ligacdo de OC ao conteddo mineral do
0sso (Hoang et al., 2003).

Existe uma fracdo de OC que néo se liga ao osso. Essa fracdo é liberada para corrente
sanguinea, onde representa um substrato para enzimas proteoliticas, que clivam a molécula de
OC em fragmentos de tamanhos menores que desempenham funcdes extra-esqueléticas, como
por exemplo, na regulacdo do metabolismo da glicose (Booth et al., 2013). Além dessa forma
circulante de OC, estudos in vitro demonstraram que fragmentos de OC também podem ser

liberados e participar da reabsorcéo dssea (lvaska et al., 2004; Salo et al., 1997).
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As respostas de OC frente a toxicidade da Hcy ndo sao muito claras. Ha poucos estudos
gue relacionam a condicédo de HHcy como um fator de risco para a atividade dos osteoblastos, em
funcdo da diminuicdo no contelddo da proteina OC, resultando na inibicdo da formacdo dssea
(Sakamoto et al., 2005).

1.3 FATORES VASCULOGENICOS E ANGIOGENICOS NO AMBIENTE DE OSSIFICACAO

Na formacdo dos membros, a angiogénese € iniciada com a ramificacdo da aorta dorsal,
invadindo o broto de membro e formando um plexo vascular, que é incorporado no mesénquima
condensado. Ao mesmo tempo, por vasculogénese células derivadas do somito (dermomiétomo)
migram e integram-se ao membro formando outros centros de vascularizagdo (Ambler et al., 2001).

Quando a esqueletogénese € iniciada, o plexo vascular passa por um rearranjo espacial,
resultando em uma rede vascular altamente ramificada e padronizada para formacdo dos
elementos esqueléticos. Essas areas vascularizadas emergem a partir da regressao da cartilagem
para dar espaco a matriz 6ssea (Feinberg et al., 1986; Hall e Miyake, 2000).

Durante o processo de ossificagcdo endocondral, o sistema vascular regula o
desenvolvimento 04sseo e alteragbes nos vasos sanguineos podem ser refletidas na
esqueletogénese (Caplan, 1985; Fraser e Travill, 1978; Hootnick et al., 1980; Jargiello e Caplan,
1983).

A formacgéo de vasos sanguineos é fundamental para assegurar as trocas gasosas e 0
fornecimento de nutrientes para as células requeridos durante o processo de desenvolvimento
(Cleaver e Melton, 2003; Coultas et al., 2005; Hogan et al., 2004). Os vasos sanguineos podem
formar-se por dois mecanismos distintos: vasculogénese ou angiogénese. Basicamente, por
vasculogénese, forma-se o plexo vascular primitivo e por angiogénese ocorre uma expansao da
rede vascular a partir do crescimento dos vasos ja existentes (Eshkar-Oren et al., 2009).

A vascularizacao é necessaria para a homeostase dos moldes cartilaginosos, assim como
na remodelacdo O6ssea durante a ossificagdo endocondral. Fatores vasculogénicos e
angiogénicos, tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular
endothelial growth factor), a molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1, do inglés vascular
cell adhesion molecule 1) e a 6xido nitrico sintase 3 (NOS3, do inglés nitric oxide synthase 3) sao
produzidos por células mesenquimais regulando a atividade das células endoteliais para
organizacéo e formacao de vasos sanguineos (Chim et al., 2013).

Nos processos de formacéo de vasos sanguineos, o VEGF atua como molécula-chave,
regulando a diferenciacdo de células mesenquimais e a proliferacdo e migracdo de células
endoteliais (Brown et al., 1997; Ferrara e Henzel, 1989; Leung et al., 1989). A molécula de VEGF
liga-se aos receptores do tipo tirosina cinase VEGFR1 (Fltl) e VEGFR2 (FIk1) especificos para

células endoteliais. Além desses receptores, as células endoteliais ainda podem expressar os co-
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receptores neuropilinas 1 e 2 que podem potencializar a atividade de FIk1 (Neufeld et al., 1999;
Soker et al., 1998).

O VEGF no mesénquima condensado, desempenha papel fundamental na regulacao do
modelamento vascular no processo de ossificacdo durante o desenvolvimento de membros.
Experimentos de perda e ganho de funcdo de VEGF com embries de galinha, ttm demonstrado
respectivamente reducdo e aumento na vascularizagédo (Drake et al., 2000).

Uma vez formada a rede de vasos sanguineos, as células mesenquimais diferenciam-se
em condrdcitos e a expressdo de VEGF é aumentada para assegurar a invasdo dos vasos
sanguineos a matriz cartilaginosa durante o processo de ossificacdo endocondral (Zelzer et al.,
2004; Zelzer et al., 2002).

VCAM-1 é expressa no endotélio vascular numa variedade de condic¢des inflamatorias e
medeia o recrutamento de leucécitos do sangue para os tecidos (Gurtner et al., 1995).

Em células endoteliais de tecidos saudaveis, a molécula de VCAM-1 é expressa em baixos
niveis (Schlesinger e Bendas, 2015). Essa molécula apresenta alta afinidade com a integrina a4,
por meio da qual, permite as interacfes célula a célula (Hynes, 2011). Quando do processo
inflamatdrio, uma variedade de leucécitos migra para o local da inflamacéo, e por meio da adeséo
via VCAM-1 e migracdo através da parede endotelial, constitui conjunto importante para
angiogénese. Além disso, a molécula de VCAM-1 tem sua atividade estimulada pelo VEGF
(Schlesinger e Bendas, 2015).

VCAM-1 é membro da superfamilia de proteinas imunoglobulinas (lg), composta por sete
dominios extracelulares do tipo Ig mantidos por ligacbes de dissulfeto, um dominio
transmembranar do tipo | e um dominio citoplasmético composto por 19 aminoacidos e uma porgao
terminal de carboxila (Kumar et al., 1994; Osborn et al., 1989) (Fig. 6). Curiosamente, a sequéncia
de aminoacidos deste dominio citoplasmatico apresenta 100% de similaridade entre espécies,
como o camundongo, rato, coelho e humano (Hession et al., 1992; Osborn et al., 1989; Pepinsky
et al., 1992; Polte et al., 1990; Polte et al., 1991).

Em células endoteliais, a molécula de VCAM-1 pode estar relacionada com doencas
inflamatérias. VCAM-1 funciona como um suporte para a migragéo de leucécitos, pela sinaliza¢éo
endotelial através de NADPH-Oxidase gerada por EROs (Espécies Reativas de Oxigénio). Estes
EROs induzem sinais para a abertura de passagens intercelulares, pelas quais os leucécitos
migram. Por isso, em varias doencas inflamatorias sdo bloqueadas pela inibicdo da ligacdo de
leucocitos a VCAM-1, ou por inibicdo da transducéo de sinal de VCAM-1 (Cook-Mills et al., 2011).

Além da interagdo com leucdcitos, VCAM-1 desempenha papel importante em doengas
cardiovasculares e na embriogénese. Em camundongos, VCAM-1 participa da formacao do cordao
umbilical, placenta e sistema cardiovascular. Estudos com camundongos knockout demonstraram
gque a auséncia de expressdo de VCAM-1 gerou malformacdes no coracao (Gurtner et al., 1995).

Na aterosclerose, VCAM-1 é a primeira molécula de adesdo expressa antes do

desenvolvimento da placa aterosclerotica e, em estagios mais avancados, pode ser expressa por
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células musculares lisas. VCAM-1 também pode ser associada a estenose adrtica em pacientes
com doenca arterial coronariana (Braun et al., 1999; Hastings et al., 2009; liyama et al., 1999;
Linhartova et al., 2009).

O 6xido nitrico (ON) é uma molécula que tem numerosos alvos moleculares. ON pode
controlar diversas funcdes celulares, tais como neurotransmisséo (O'Dell et al., 1991; Schuman e
Madison, 1991), tdnus vascular (Forstermann et al., 1986; Rapoport et al., 1983), transcricdo de
genes (Gudi et al., 1999; Khan et al., 1996; Liu et al., 2002; Pantopoulos e Hentze, 1995) e ainda
pode produzir modificagBes pos-traducionais (Brune et al., 1994; Pozdnyakov et al., 1993).

Um modo importante de inativacdo de ON € sua reacdo com anion superoxido (Oz) para
formar o potente peroxinitrito oxidante (ONOO). Este composto é capaz de gerar danos as
biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e DNA (Lee et al., 2003; Mikkelsen e Wardman, 2003).

Nas células, o ON pode ser gerado por trés isoformas enzimaticas diferentes de ON
sintase: A isoenzima dos neurbénios NOS1 (ou nNOS), a induzivel NOS2 (ou iINOS), a NOS3 das
células endoteliais (ou eNOS) (Forstermann e Sessa, 2012).

A NOS3 é uma molécula expressa principalmente em células endoteliais e sua atividade
enzimatica é regulada por calcio calmodulina quinase. A NOS3 sintetiza o ON de forma pulsatil,
de modo que a sua atividade aumenta a medida que os niveis intracelulares de Ca?* aumentam.
Ca?" induz a ligagdo de calmodulina a enzima (Forstermann, 2000; Forstermann et al., 1994;
Hemmens e Mayer, 1998).

A isoenzima NOS3 parece ser um regulador homeostatico de func¢des cardiovasculares
essenciais. A supressdo do gene NOS3, por exemplo, pode levar a elevagéo da presséao arterial
(Huang et al., 1995; Shesely et al., 1996). Além disso, o ON liberado para o lumen vascular € um
potente inibidor de fatores de crescimento derivados de plaquetas, impedindo a obstrucéo de
vasos sanguineos pela agregacédo e adesao plaquetéria a parede vascular. Essa producéo de ON
também é fundamental para induzir a vasodilatacao, que mantém o fluxo sanguineo (Alheid et al.,
1987; Busse et al., 1987; Radomski et al., 1987; Rudic et al., 1998).

O NO produzido por NOS3 desempenha um papel critico na angiogénese, principalmente
pela inibicdo da apoptose de células endoteliais, através do aumento do contetdo da proteina anti-
apoptética Bcl2. Esse aumento impede a liberacao de citocromo ¢ mitocondrial e por consequéncia
a ativacdo de cascata proteolitica de caspases (Melikian et al., 2009; Schwarz et al., 1999).

Os progenitores endoteliais também podem ser ativados pelo ON sintetizado por NOS3.
Em um modelo de isquemia em membros de camundongos com supressao para o gene NOS3,
houve alteragBes na neovascularizacao, relacionadas com a dificuldade na mobilizacdo de células

progenitoras, pela reducdo do contelido de VEGF em células endoteliais (Aicher et al., 2003).
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1.4 HIPERHOMOCISTEINEMIA E O PROCESSO DE OSSIFICACAO ENDOCONDRAL DOS
MEMBROS EM TETRAPODES

A HHcy, tem sido identificada como uma condicdo vasculotoxica, principalmente por
reduzir a area de vascularizacdo extraembrionaria (Latacha e Rosenquist, 2005; Oosterbaan et
al., 2012). Além disso, Hcy é capaz de interferir no contetdo de OC, tal alteracao representa um
fator de risco para a funcao de osteoblastos (Herrmann et al., 2008; Sakamoto et al., 2005).

Os efeitos da Hcy na formacdo dos vasos sanguineos e no contetdo de OC, podem
interferir diretamente na cascata de acontecimentos consecutivos da ossificacdo. Existem
evidéncias da interferéncia de Hcy durante os processos de ossificacdo (Levasseur, 2009;
Sakamoto et al., 2005) e de formacado de vasos sanguineos (Baggott e Tamura, 2015; Latacha e
Rosenquist, 2005; Oosterbaan et al., 2012), porém os estudos tém como foco a formacao dssea
pos-natal em mamiferos adultos, principalmente humanos, e seu delineamento experimental se
baseia apenas na exposic¢ao in vitro.

Héa poucos estudos in vivo centrados na toxicidade celular da Hcy no desenvolvimento de
estruturas embrionarias, principalmente relacionando a triade Hcy x vascularizacao x ossificacdo.
Os dados tornam-se ainda mais raros quando se fala em desenvolvimento de membros, mesmo
que sejam estruturas que constituem um modelo para estudo de tecidos e que ja se tenha
demonstrado, por meio de estudos epidemioldgicos, a associacéo entre a HHcy e malformacdes
em membros (Cohn et al., 1995; Czeizel, 2009, 2011; Johnson e Tabin, 1997; Li et al., 2009; Shaw
et al., 1995; van Mil et al., 2010).

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Reprodugéo e Desenvolvimento Animal
(LRDA/UFSC) demonstraram mudancas na dinamica de células mesenquimais e alteracdes no
contetdo dos produtos génicos de Pax9 e Sox9, e alteracbes em proteinas envolvidas no ciclo
celular durante a diferenciacdo condrogénica no desenvolvimento dos membros em embrides
tratados com 20 umol D,L-Hcy (Bourckhardt et al., 2015).

A partir dos resultados obtidos pelo grupo de pesquisa do LRDA, e considerando (i) a
toxicidade da Hcy para o desenvolvimento embrionario; (ii) a dinamica das células mesenquimais
na ossificacdo endocondral durante o desenvolvimento de membros; (iii) a lacuna cientifica
relacionando a interferéncia da Hcy nas moléculas-chave nos processos de formacgéo de vasos
sanguineos, a presente tese tem como foco investigar como elevados niveis de Hcy podem
interferir no contedido dos fatores angiogénicos/vasculogénicos (VEGF, VCAM-1 e NOS3) e de
OC, proteina fundamental na mineralizacéo da matriz 6ssea. Além disso, essa tese visa analisar
respostas das células mesenquimais frente a condicdo de HHcy no processo de ossificacédo
endocondral durante o desenvolvimento de membros.

Diante desse contexto, a seguinte hipotese foi estabelecida: A HHcy interfere diretamente
na ossificagdo, promovendo a diminuigdo nos contetdos de VEGF, VCAM-1 e NOS3 durante a

formacdo de vasos sanguineos e ainda promove diminuicdo do conteddo de OC, resultando na
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diminuicdo da mineralizacdo da matriz 6ssea. Do mesmo modo, nas células mesenquimais, a

HHcy pode desencadear outros mecanismos de respostas para garantir a sobrevivéncia celular.



2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Investigar o efeito de elevados niveis de Hcy na formacdo de vasos sanguineos no processo
de ossificacdo endocondral durante o desenvolvimento dos membros de embrides de G.
domesticus.
2.2 ESPECIFICOS
e Avaliar o efeito diferencial da Hcy nos mecanismos de proliferacdo celular e apoptose
considerando a informacdo posicional dos membros anteriores/posteriores e nos membros dos

lados direito/esquerdo;

e Observar o efeito da Hcy sobre a morfometria dos moldes cartilaginosos e nos 0ssos em

desenvolvimento;

e Avaliar os contetudos dos fatores vasculogénicos/angiogénicos VEGF, VCAM-1 e NOS3 apés

o tratamento com Hcy;

e Analisar o efeito da Hcy no contelido da proteina OC fundamental para mineralizacao da matriz

ossea;

e Verificar a integridade dos componentes subcelulares, reconhecendo quais os alvos da Hcy;

e Investigar a capacidade da Hcy em induzir estresse nas organelas e as respostas celulares

frente a essa condigéo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Neste trabalho foram utilizados embrides de G. domesticus como modelo de estudo para
a investigacéo dos efeitos da Hcy sobre o desenvolvimento de membros. Para tal, ovos fertilizados
foram doados pela empresa Tyson do Brasil Alimentos Ltda - Sdo José/SC. No LRDA, os ovos
foram higienizados com &gua destilada, e posteriormente incubados (incubadora Golden,
capacidade para 70 ovos) em condi¢Bes controladas de temperatura (37,5°C) e umidade (65%).
Os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais n°
175/CEUA/PROPESQ/2014.

3.2 DELINEAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Este estudo foi constituido por dois grupos controle que receberam 50 pL salina a 0,9% e
dois grupos tratados com 20 pmol D,L-Hcy diluido em 50 pL salina a 0,9% (400 uM), sendo
utilizadas a concentracdo adotada por Kobus et al. (2013), a qual induz toxicidade nas células
embrionarias e néo inviabiliza o desenvolvimento dos embrides.

A idade dos embrides foi determinada em dias embrionarios, onde a cada 24 h de
desenvolvimento corresponde a um dia embrionario (E). Os embrides foram observados em
estereomicroscopio para verificar o estagio de desenvolvimento e a presenca de alteracdes na
morfologia externa com base nas descricbes dos membros, apresentadas por Hamburger e
Hamilton (1951).

Ap6s 48 horas de incubacéo (E2 — 12HH) os tratamentos foram realizados pela abertura
de um orificio (1 cm de didmetro) na camara de ar, possibilitando a administracdo das substancias
e 0 acompanhamento do desenvolvimento do embrido. As substancias foram administradas sobre
a membrana interna da casca com auxilio de micropipeta. Concluida a manipulacéo, a abertura
na casca foi selada com fita transparente ndo téxica e o ovo recolocado na estufa. Apos, 0s ovos
permaneceram na estufa at¢é E6 (29HH) e E10 (36HH), quando os embrides foram
crioanestesiados a 4°C, removidos dos ovos e lavados em solucéo salina a 0,9%. As idades E6 e
E10 foram escolhidas para esta tese porque encontram-se em estagios diferentes do processo de
ossificacdo: quando séo reconhecidos os moldes cartilaginosos nas trés regides do membro (E6)

e quando se inicia a mineralizacdo da matriz cartilaginosa (E10) (Fig. 3).
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Exposigao a Hcy (20pmol)

8 dias

E10 E21

Formagao de vasos sanguineos
Mineralizagdo da matriz 6ssea
Fissao/fusao mitocondrial
Mitofagia
Estresse do RER

Figura 3: Representacao do delineamento experimental. O tratamento foi realizado apos as primeiras 48
horas (E2 — 12HH) de incubacado. Foram adotados dois periodos de exposi¢do, de 4 dias (entre E2 e E6) e
de 8 dias (entre E2 e E10). Os membros anteriores e posteriores dos embrides foram dissecados e
submetidos a analise de marcadores especificos para formacdo de vasos sanguineos, mineralizacdo da
matriz éssea, fissdo/fusdo mitocondrial, mitofagia e estresse do RER.

3.3 PREPARO DOS EMBRIOES PARA ANALISES MICROSCOPICAS

Os embrides removidos dos ovos foram fixados em formaldeido a 4% por 24 horas e, entao
conservados em etanol a 70% a temperatura ambiente. Para realizacdo das analises
microscopicas, 0s membros foram dissecados, desidratados em série etandlica crescente 70% -
100%, incluidos em parafina e seccionados a 6 pm de espessura em micrétomo rotativo (CUT
4055, Olympus), sendo as sec¢des montadas seriadamente em laminas histolégicas. Os conjuntos
de laminas foram destinados as técnicas de coloracao, histoquimica, imuno-histoquimica e TUNEL

(do inglés TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling).

3.4 ANALISES MORFOLOGICAS DOS MOLDES CARTILAGINOSOS E DA MATRIZ OSSEA

Para a observacédo das caracteristicas morfolégicas moldes cartilaginosos e da matriz
Ossea, as seccdes foram desparafinizados em xilol e hidratados em série etandlica decrescente
100% - 70% para posterior realiza¢do da coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) (1); e das
histoquimicas com Azul de Alcian (2) e Safranina T (3):

1) Coloracdo com HE: utilizada para controle histolégico. Decorridas as etapas de
desparafinizacdo e hidratagdo, as sec¢bes foram lavadas em agua corrente e coradas com
Hematoxilina por 10 segundos. Apés, as seccdes foram lavadas em agua corrente e coradas com
Eosina a 1% por 20 segundos, seguido de lavagem em agua destilada, desidratacdo em série
etandlica crescente 70% - 100% e diafanizacdo em xilol. As laminas foram montadas com
Entellan®;
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2) Reacéo histoquimica com Azul de Alcian: especifica para glicosaminoglicanos, portanto
adequado para cartilagens e utilizada para verificar a condrogénese em embribes E6. Apds
desparafinizacéo e hidratacéo, as sec¢bes foram lavadas em agua corrente e imersas com Azul
de Alcian por 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as secc¢des foram lavadas
em agua destilada seguido da desidratacdo em série etandlica crescente 70% - 100% e
diafanizacéo em xilol. As laminas foram montadas com Entellan®;

3) Reacgdo histoquimica com Safranina T: utilizada para reconhecer os centros de
ossificacdo em embrides E10. Depois de desparafinizar e hidratar, as sec¢des foram lavadas em
agua corrente e imersas com Safranina T por 3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
as seccdes foram lavadas em agua destilada, seguida da desidratacdo em série etandlica
crescente 70% - 100% e diafanizacdo em xilol. As laminas foram montadas com Entellan®.

Para as analises morfométricas foram considerados os membros anteriores (lados direito
e esquerdo) e posteriores (lados direito e esquerdo) de embribes em E6 e em E10. A area de
ossificacdo foi medida utilizando o software Image J (NIH Image) e a espessura da regido média
dos moldes de cartilagem e da matriz 6ssea dos digitos, radio e ulna (membros anteriores), bem
como dos digitos, tibia e fibula (membros posteriores) foram obtidos usando ocular micrométrica

(40 x; Olympus) (n = 30 embribes por grupo experimental).

3.5 MARCAGOES CELULARES POR IMUNO-HISTOQUIMICA

As marcacdes celulares por reagdes imuno-histoquimicas foram utilizadas para localizacao
celular das proteinas (n = 5 embrides por grupo experimental). Para isso, as sec¢des foram
inicialmente desparafinizadas em xilol e reidratadas em série etandlica decrescente 100% - 70%.
A inativacdo das peroxidases endogenas foi realizada com solugédo de peroxido de hidrogénio:
metanol (1:2) por 10 minutos, seguida de banho em tampé&o fosfato salino PBS (do inglés
phosphate-buffered saline) a 1M por 5 minutos. A permeabilizacdo das membranas celulares foi
realizada por dois banhos em PBS + Triton X-100 a 0,3% por 10 minutos cada banho.
Posteriormente, os sitios inespecificos foram inativados com solugdo de PBS + soro bovino fetal
(SBF) a 5% por 30 minutos. A incubacdo com anticorpo primario para as proteinas de interesse
(Quadro 1) foi realizada durante 12 horas a 4°C e, posteriormente, foram realizados trés banhos
com PBS + Triton X-100 a 0,1% por 10 minutos cada. Em seguida, foi realizada a incubacdo com
0 anticorpo secundario (Quadro 2) por 3 horas a temperatura ambiente.

Para microscopia de fluorescéncia, as laminas foram montadas com Gelmount® acrescido
do marcador nuclear fluorescente DAPI (4'-6-Diamidino-2-fenilindol) e para microscopia de luz, as

laminas foram montadas com Entellan®.
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Quadro 1: Anticorpos primarios utilizados nas analises por imuno-histoquimica e citometria de

fluxo.
ESPECIES DILUICAO
ANTICORPO DESENXOLVID ORIGEM ISOTIPO IF CF WEB
Antl-Fostghlstona Coelho Humana IgG 1:300 - -
Anti-VCAM-1 Camundongo Humana IgG1 1:100 | 1:1000 | 1:500
Anti-VEGF Camundongo Humana IgG 1:100 | 1:1000 | 1:500
Anti-NOS3 Camundongo Humana [e[€] 1:100 | 1:1000 | 1:500
Anti-Osteocalcina Camundongo Humana IgG 1:100 | 1:1000 | 1:500
Anti-DRP-1 Coelho Humana IgG - 1:1000 -
Anti-MFN-1 Coelho Humana IgG - 1:1000 -
Anti-MFN-2 Coelho Humana IgG - 1:1000 -
Anti-Bcl2 Camundongo Humana IgG1 - 1:1000 -
Anti-Bak Coelho Humana IgG - 1:1000 -
Anti-PRK8 Camundongo Humana 19G2b - 1:1000 -
Anti-p62 Camundongo Humana IgG1 - 1:1000 -
Anti-LC3lI Coelho Humana IgG - 1:1000 -
Anti-GRP78 Coelho Humana I9G 1:100 1:1000 -
O "o [T vaootiese, [ | “eovacies™ || cconions | [ woega | | =lese

IF-Imunofluorescéncia, CF-Citometria de Fluxo, WB-Western Blotting

Quadro 2: Anticorpos secundarios utilizados nas analises por imuno-histoquimica e citometria de
fluxo.

ANTICORPO ISOTIPO ESPECIE DE ORIGEM

Anti-coelho conjugado a peroxidase IgG
Anti-camundongo Alexa-fluor 488 IgG
Anti-camundongo Alexa-fluor 488 IgG1

Anti-camundongo Alexa-fluor 488 1gG2b Cabra
Anti-camundongo Alexa-fluor 633 IgG
Anti-coelho Alexa-fluor 488 IgG
Anti-coelho Alexa-fluor 568 IgG

3.6 ANALISE ULTRAESTRUTURAL POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As estruturas subcelulares foram observadas por microscopia eletrénica de transmisséo
(MET). Para isso, os membros (n = 3 embrides por grupo experimental) foram fixados em solucao
de glutaraldeido a 2,5% + paraformaldeido a 4% durante 48 horas a 4°C. Posteriormente, foram
lavados por 3 vezes de 10 minutos cada em tampao cacodilato de sodio a 0,1 M (pH 7,2). Os
membros foram pés-fixados em tetroxido de 6smio (OsOa) a 1% por 1 hora a temperatura ambiente
e posteriormente foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos cada com tampéo cacodilado de

sédioa 0,1 M (pH 7,2). Em seguida, as amostras foram desidratadas em série acetbnica crescente
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(30% - 100%) por 30 minutos cada. As amostras foram infiltradas com resina Spurr, em 3 séries
graduais de acetona:resina (2:1; 1:1 e 1:2) por 24 horas cada, seguida de duas infiltracdes em
resina pura por 12 e 4 horas a temperatura ambiente. A polimerizacéo da resina foi realizada em
estufa a 70°C por 24 horas.

As seccdes semifinas (700 nm) foram obtidas com navalha de vidro em ultramicrétomo
(Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica/UFSC, LCME), as quais foram coradas com
solucdo de azul de toluidina a 1% e observadas ao microscoépio de luz para controle da orientacao
e qualidade do tecido. As seccdes ultrafinas (60 - 70 nm) foram realizadas com navalha de
diamante em ultramicr6tomo, coletadas em grades 300 mesh, contrastadas com acetato de uranila
a 5% por 20 minutos e citrato de chumbo a 1% por 5 minutos. As secc¢les ultrafinas foram
analisadas e fotografadas no microscopio eletrénico de transmissédo Jeol JEM 1011 (LCME).

Para as andlises foram utilizadas micrografias, sendo as alteracbes nas estruturas
subcelulares quantificadas a partir de um conjunto de 25 micrografias por embrido. A area das

organelas foi medida através do software Image J (NIH Image).

3.7 QUANTIFICACAO DE CELULAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Com objetivo de quantificar as células reativas para as proteinas de interesse (Quadro 1),
foram realizadas analises por citometria de fluxo. Para esta técnica, 0s membros foram dissecados
(n = 18 embrides por grupo experimental), homogeneizados com pistilo em tubo Eppendorf e
submetidos a 7 lavagens sucessivas com PBS a 0,1 M. As células foram dissociadas com tripsina
a 0,25% durante 30 minutos e em seguida, adicionou-se 100 uL de SBF, sob agitagdo durante 45
minutos. Subsequentemente, as amostras foram centrifugadas a 640 x g durante 5 minutos, o
sobrenadante foi coletado e incubado com anticorpo primario (Quadro 1) durante 1 hora e, em
seguida, incubadas durante 45 minutos com o anticorpo secundario (Quadro 2).

Os procedimentos foram realizados separadamente para cada anticorpo em cada tratamento.
Para determinar as regides das células de interesse, foram realizadas leituras com células néo
marcadas. A partir disso, foram obtidos gréaficos de dispersédo de pontos com 20.000 células,
considerando parametros de dispersao lateral (SSC-A, do inglés side scatter) e disperséo frontal
(FSC-A, do inglés forward scatter). Para as quantificages foi utilizado o Citbmetro de Fluxo
FACSCanto Il (BD Biosciences) (Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia/UFSC, LAMEB).
Os dados foram apresentados em valores absolutos em percentuais de células positivas em

relacdo ao nuamero total de células analisadas (20.000 células).

3.8 DETECCAO DAS PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

Para demonstrar a especificidade dos anticorpos utilizados em imuno-histoquimica e

citometria de fluxo, foi realizada a técnica de Western Blotting. Os membros foram dissecados (n
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= 15 embrides por grupo experimental), homogeneizados a 4°C em tampao de fluoreto de s6dio a
1 mM. Os homogenatos foram centrifugados durante 10 minutos a 12.000 x g a 4°C. O
sobrenadante foi separado e as proteinas totais para cada amostra foram estimadas pelo método
de Lowry et al. (1951).

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (gel de entrada de
a 4% e de separacédo a 12%) aplicando uma tensédo de 100 V durante 1,5 horas em tampéao Tris-
glicina (TBS), utilizando padrbes de peso molecular de 245-11 kDa. As proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose e bloqueadas com leite desnatado a 5% em TBS +
Tween 20 a 0,05% (TBS-T) durante 1 hora. As membranas foram entédo, incubadas com o
anticorpo primario (Quadro 1) a 4°C durante a noite, em agitacdo. As membranas
imunocomplexadas foram lavadas em TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario (Quadro 2)
a temperatura ambiente durante 1 hora em agitacdo. As bandas foram reveladas no
Fotodocumentador Chemidoc MP (Bio-Rad) (LAMEB).

3.9 AVALIACAO DA INDUGCAO DE AUTOFAGIA PELA HCY

Para identificacdo de vacuolos autofagicos, foi utilizada a reacao histoquimica com Laranja
de Acridina (LA) em secc¢des histologicas e em citometria de fluxo. Para histoquimica (n = 5
embrides por grupo experimental), as sec¢des foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em
série etandlica decrescente 100% - 70%. Em seguida, lavadas em PBS a 1 M por 5 minutos e
imersas com LA (1:1000). Posteriormente, para retirar 0 excesso de LA, as secc¢bes foram
submetidas a dois banhos com PBS a 1 M por 5 minutos cada, sendo as laminas montadas com
Gelmount® acrescido do marcador nuclear fluorescente DAPI.

Para as quantificacdes do nimero de células marcadas, as amostras foram processadas
seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 3.7 (n = 18 embrides por grupo
experimental) e imersas com LA por 15 minutos (1:10.000).

O LA marca o citoplasma e o nucleo com fluorescéncia verde (488 nm). Quando em um
ambiente acido, LA passa a emitir fluorescéncia vermelha (633 nm). Logo, células que emitem

fluorescéncia vermelha elevada foram caracterizadas como células em processo de autofagia.

3.10IDENTIFICAGAO DE CELULAS EM APOPTOSE PELO METODO DE TUNEL

Para identificagdo de células em apoptose nas secgdes histolégicas (n = 15 embribes por
grupo experimental), foi utilizada a técnica de TUNEL (do inglés TdT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling) que se baseia na identificagdo da fragmentacdo do DNA durante o processo de
apoptose. O protocolo seguiu as especificacdes do kit de deteccéo (Calbiochem, EUA), com uma
adaptacdo para a diluicdo da proteinase K (1:600). As células TUNEL-positivas exibiram

precipitados marrom-escuro em seus nucleos. A densidade numérica de células por area (NA) das
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células TUNEL-positivas foi determinada pelo método estereolégico utilizando graticula de Weibel,
cuja area de amostragem foi de 36,36mm?2 (Mandarim-de-Lacerda, 2003). A razdo entre
proliferacdo celular e apoptose foi determinada entre o NA de células FH3-positivas e o0 NA de
células TUNEL-positivas.

3.11ANALISES ESTATISTICAS

Os dados quantitativos foram analisados no programa de estatistica Statistica®
versao 10.0 para Windows. Apés a realizacdo do teste de normalidade Shapiro-Wilk, as
amostras com distribuicdo normal foram avaliadas, dentro das respectivas idades deste
estudo, pelo teste t de Student para amostras independentes e os dados expressos como
a média * erro padrdo da média (EPM). As amostras que ndo apresentarem distribuicao
normal foram avaliadas pelo teste U de Mann-Whitney e os dados expressos como a

mediana % intervalo interquartil (11Q). P < 0,05 foi considerado significativo.



4 RESULTADOS

Os resultados foram relacionados ao efeito da Hcy sobre: (i) a razdo proliferagéo
celular/apoptose considerando a informacéo posicional dos membros anteriores/posteriores e nos
membros dos lados direito/esquerdo; (i) a morfometria do molde cartilaginoso/6sseo em
desenvolvimento; (iii) no conteddo dos fatores vasculogénicos/angiogénicos VEGF, VCAM-1 e
NOS3; (iv) no conteudo da proteina OC envolvida na mineralizacdo da matriz 6ssea; e (v) a
integridade dos componentes subcelulares.

A dose de Hcy empregada nesse estudo ndo comprometeu o ritmo de desenvolvimento
dos membros de embrides em E6 e E10, além disso, os embrifes apresentavam morfologia

externa compativel para as idades analisadas.

4.1 EFEITO DA HCY NA PROLIFERAGCAO CELULAR E APOPTOSE

Incialmente os mecanismos de proliferacdo celular e apoptose foram avaliados. Foi
investigado se o tratamento com Hcy afetou diferencialmente o desenvolvimento de membros, ou
seja, se o efeito variou de acordo com a informacéo posicional (membros anteriores e posteriores
e/ou membros do lado direito e esquerdo).

Foi observada a presenca de células em proliferacdo em toda extensdo do membro em
desenvolvimento. Primeiramente, foi comparada a proliferacéo celular nos membros anteriores e
posteriores de embrides em E6. Foi observado que o NA de células FH3-imunorreativas em
membros anteriores de embrides tratados com Hcy foi de 110,0 células/mm? (+ 9,0) e em
embriGes-controle foi de 126,5 células/mm?2 (+ 11,8). O NA nos membros posteriores de embrides
tratados com Hcy foi de 104,5 células/mm?2 (+ 9,0) e em embrides-controle foi de 100,3 células/mm?
(£7,9) (Fig. 4A).

Nas comparacdes do NA de células FH3-imunorreativas entre os membros do lado direito
e esquerdo de embrides em E6, nos membros do lado direito, o NA de células em proliferacdo em
embrides tratados com Hcy foi de 123,7 células/mmz (+ 9,8) e em embrides-controle foi de 133,3
células/mmz2 (x 11,0). Em membros do lado esquerdo, o NA em embrides tratados com Hcy foi de
90,7 células/mm2 (+ 7,4) e em embrides-controle foi de 92,1 células/mm?2 (x 8,4) (Fig. 4B).

Nas analises morfométricas nao foram encontradas diferencas entre embriGes-controle e
embrides tratados com Hcy em E6. N&o havendo diferencas, os dados foram comparados na sua
totalidade. Quando analisados em conjunto, o NA de células em proliferacdo em membros em
desenvolvimento foi de 107,2 células/mm? £ 6,3 em embrides tratados com Hcy, o que néo diferiu

do NA em embriBes-controle (113,4 células/mm?2 + 7,2) quando analisados em conjunto (Fig. 4C).
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Figura 4: Células em proliferacdo nos membros de embri6es em E6 marcadas com anticorpo anti-
fosfohistona H3. NA (densidade numérica de células por &rea) nos membros anteriores e posteriores (A),
membros do lado direito e do lado esquerdo (B), e membros em sua totalidade agrupados pelos tratamentos
(C). Os dados sao apresentados como média £ EPM, sendo utilizado o teste estatistico t Student para a
comparagao entre as médias (n = 15 embrides por grupo experimental).

Do mesmo modo, as analises comparativas foram realizadas em E10. Foi observada a
presenca de células em proliferacdo em toda extensdo do membro em desenvolvimento. Nas
comparagdes entre membros anteriores e posteriores de embrides em E10, foi observado que o
NA de células pH3-imunorreativas em membros anteriores de embrides tratados com Hcy foi de
96,2 células/mm?2 (+ 4,9) e em embrides-controle foi de 107,7 células/mm? (+ 5,7). O NA nos
membros posteriores de embrifes tratados com Hcy foi de 104,2 células/mm? (x 5,8) e em
embrides-controle foi de 100,8 células/mm? (+ 5,7) (Fig. 5A).

Em membros do lado direito, o NA de células em proliferacdo em embrifes tratados com
Hcy foi de 98,5 células/mmz (£ 5,2) e em embrifes-controle foi de 103,1 células/mm? (+ 5,7). Em
membros do lado esquerdo, o NA em embrides tratados com Hcy foi de 101,9 células/mmz2 ( 5,5)
e em embrides-controle foi de 105,4 células/mm?2 (x 5,7) (Fig. 5B).

Nas analises morfométricas ndo foram encontradas diferencas entre embrides-controle e
embrides tratados com Hcy em E10. N&o havendo diferencas, os dados foram comparados na sua
totalidade. Quando analisados em conjunto, o NA de células em proliferacdo em membros em
desenvolvimento foi de 100,2 células/mmz? + 0,3 em embrifes tratados com Hcy, o que néo diferiu

do NA em embrides-controle (104,2 células/mmz + 0,3) (Fig. 5C).
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Figura 5: Células em proliferacdo nos membros de embrides em E10 marcadas com anticorpo anti-
fosfohistona H3. NA (densidade numérica de células por area) de células em proliferagdo nos membros
anteriores e posteriores (A), membros do lado direito e do lado esquerdo (B), e membros em sua totalidade
agrupados pelos tratamentos (C). Os dados sdo apresentados como média + EPM, sendo utilizado o teste
estatistico t Student para a comparagao entre as médias (n = 15 embrides por grupo experimental).
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Uma vez que nao foi identificado o efeito da Hcy nas células em proliferacao, foi investigado
também o potencial da Hcy em induzir a apoptose. Para isso foi utilizada a técnica de TUNEL.
Porém as andlises para apoptose foram realizadas na sua totalidade, sem considerar informacéo
posicional. Em embri6es em E6, ndo foram observadas diferencas nas células em apoptose entre
embrides tratados com Hcy (1.086,0 células/mm?+ 80,2) e embrides-controle (1.104,7 células/mm?
* 96,6) (Fig. 6A). Do mesmo modo em embrides em E10, ndo foram observadas diferencas nas
células em apoptose entre embrides tratados com Hcy (900,7 células/mm? + 93,3) e embrides do
grupo controle (809,0 células/mm? + 63,8) (Fig. 6B).
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Figura 6: Células apoptéticas em membros de embrides em E6 e E10. Ndo foram reconhecidas
diferencas significativas no namero de células TUNEL-positivas em embribes tratados com Hcy quando
comparados com embrides-controle, em E6 (A) e em E10 (B). Gréficos de barras mostrando os dados de
NA representados como média + EPM, sendo utilizado o teste estatistico t Student para a comparacao entre
as médias (n = 15 embrides por grupo experimental).

Com relacdo a razdo proliferacdo/apoptose, em embrides em E6, ndo foram observadas
diferencas na razdo do NA de células FH3-positivas / NA de células TUNEL-positivas entre
embrides tratados com Hcy (r = 0,17) e embribes-controle (r = 0,19). Igualmente, em embries em
E10, ndo foram observadas diferencas na razéo do NA de células FH3-positivas / NA de células
TUNEL-positivas entre embrides tratados com Hcy (r = 0,19) e embrides do grupo controle (r =
0,17).

Considerando nao haver diferencas entre células em proliferacdo e apotpose, durante o
desenvolvimento de membros de embrifes tratados com Hcy e embribes-controle, para os
préximos resultados apresentados, as analises ndo discriminaram a informacéo posicional dos
membros. Portanto, o termo "membros" refere-se de forma conjunta aos membros

anteriores/posteriores e membros do lado direito/esquerdo.

4.2 IMPACTO DA HOMOCISTEINA NA OSSIFICACAO ENDOCONDRAL

4.2.1 Anélises Morfométricas da Area de Ossificacio

Na regido dos moldes cartilaginosos em embrides E6, por meio da coloracdo com HE

foram identificadas a zona proliferativa, constituida por condrécitos pré-hipertroficos (cph)
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organizados em fileiras. Circundando os moldes cartilaginosos, foi reconhecida a regido de
mesénquima condensado (mc). Esta organizacdo de tecido foi identificada tanto em embrides-
controle como em embribes tratados com Hcy em E6. Assim como também, por meio da
histoquimica de Azul de Alcian, ndo foram observadas diferencas nas espessuras dos moldes
cartilaginosos nos embrifes-controle e nos embrides tratados com Hecy em E6 (Fig. 7A-C).
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Figura 7: Efeito da Hcy sobre morfometria dos moldes de cartilagem de membros em embrides em
E6. Seccao longitudinal de uma amostra de membro anterior mostrando os centros de condrificagdo usando
a reacao histoquimica com Azul de Alcian (A). O quadrado corresponde a area analisada mostrada na seccao
sagital corada com HE; mc - mesénguima condensado e cph - condrécitos pré-hipertréficos (B). As linhas
tracejadas representam as posi¢cfes médias dos moldes de cartilagem onde foram realizadas as medidas.
Letras a, b e ¢ representam, respectivamente, radio, Umero e digitos em membros anteriores e fibula, tibia e
digitos em membros posteriores (C). Barra de escala em A = 500 um e em B = 50 ym. O teste estatistico t
Student foi empregado para a comparacéo entre as médias (n = 30 embrides por grupo experimental).

Na regido de desenvolvimento ésseo em embrides E10, por meio da coloracdo com HE
foram identificadas a zona proliferativa, constituida por condrécitos pré-hipertréficos (cph)
organizados em fileiras; e a zona hipertréfica constituida por condrécitos hipertréficos (ch), células
volumosas as quais dardo espaco para posterior mineralizacdo da matriz 6ssea. Circundando os
0ss0s, foi reconhecida a regido de mesénquima condensado (mc). Esta organizacéo de tecido foi
identificada tanto em embriGes-controle como em embrides tratados com Hcy em E10 (Fig. 8A-C).

Por meio dos parametros morfométricos ndo foram observadas diferencas na area de
ossifcacao de membros de embrides-controle e embriGes tratados com Hcy (Fig. 8D). Além disso,

nao foram encontradas diferencas significativas na espessura do radio, ulna e digitos de membros
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anteriores e, tibia, fibula e digitos de membros posteriores de embrides-controle e embrides
tratados com Hcy (Fig. 8E).
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Figura 8: Efeito da Hcy sobre a area de ossificagdo em membros de embrifes em E10. Representagao
esquematica da area analisada (vermelho), com, radio (a), umero (b) e digitos (c) em membros anteriores e
tibia (d), fibula (e) e digitos (f) em membros posteriores (A). Os quadrados correspondem a area analisada
mostrada nas secg¢fes sagitais coradas com HE; mc - mesénquima condensado, cph - condrdcitos pré-
hipertroficos e ch - condrdcitos hipertréficos (B,C). Nao foram observadas diferengas na area de ossificagcao
nos membros anteriores e nos membros posteriores entre embrides-controle e embrides tratados com Hcy
(D, E). Os dados no grafico (D) séo representados como a média + EPM. Barra de escala = 100 uym. O teste
estatistico t Student foi empregado para a comparagdo entre as médias (n = 30 embrides por grupo
experimental).
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4.2.2 Efeito da Hcy na Formacéao de Vasos Sanguineos

Para investigar os efeitos da Hcy durante a formacéao de vasos sanguineos, verificamos os
contetdos de trés proteinas que desempenham um papel importante nesse processo: VEGF,
VCAM-1 e NOS3. Por imunofluorescéncia, as células VEGF, VCAM-1 e NOS3-imunorreativas
foram observadas principalmente no mesénquima condensado de embrides E6 e E10 do grupo
controle, porém, no mesénquima condensado de embries E6 e E10 do grupo tratado com Hcy
houve uma reducéo nas células VEGF, VCAM-1 e NOS3-imunorreativas (Figs. 9A-B e 10A-B).

As quantificagcbes do numero de células VEGF-, VCAM-1- e NOS3-positivas foram
realizadas pela técnica de citometria de fluxo. Em EB6, foi observado uma reduc¢éo de 46,8% no
namero de células VEGF-positivas em embrides tratados com Hcy (1.247,4 células = 233,2) em
relacdo aos embrides-controle (2.346,2 células + 349,0; P = 0,03; t = 2,62). Para a molécula de
adesdo VCAM-1, nos embrides tratados com Hcy foi identificado uma reducéo de 98,7% nas
células VCAM-1-positivas (38,2 células + 13,8), em comparacdo aos embrides-controle (2.944,2
células £ 266,5; P = 0,000004; t = 10,91). Além disso, foi reconhecida uma reducédo de 54,0% no
namero de células NOS3-positivas em membros de embrides tratados com Hcy (68,0 células +
13,1) quando comparado ao nimero de células em membros de embrifes nao tratados (149,4
células £ 13,1; P =0,001; t = 4,90) (Fig. 9C-D).

Efeitos similares da Hcy foram reconhecidos em embrides em E10. Foi verificada uma
reducdo de 26,0% no numero de células VEGF-positivas em embrides tratados com Hcy (3.811,0
células + 292,1) quando comparado ao numero de células em membros de embrides-controle
(5.151,8 células + 304,1; P = 0,01; t = 3,18). Para a molécula de adesdo VCAM-1, foi observado
uma reducao de 34,6% no nimero de células VCAM-1-positivas em embrifes tratados com Hcy
(3.368.8 células + 470,7) em comparacao com embrides-controle (5.182.0 células + 260,8; P =
0,01; t = 3,34). Além disso, o numero de células NOS3-positivas foi reduzido em cerca de 91,5%
nos embrides tratados com Hcy (247,0 + 11,3) em relagcdo aos embrides-controle (2.919,8 células
+ 647,5; P = 0,003; t = 4,13) (Fig. 10C-D).
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Figura 9: Imunolocalizacéo e quantificagdo das células VEGF/VCAM-1/NOS3-positivas em E6. Células
imunorreativas (setas) foram reconhecidas no mesénquima condensado de embrides-controle (A), mas nao
foram reconhecidas em embrifes tratados com Hcy (B). Gréficos (C) exibem a frequéncia relativa e o gréfico
(D) exibe a contagem absoluta de células VCAM-1/VEGF/NOS3-positivas obtida por citometria de fluxo (n =
18 embrides por grupo experimental). Barra de escala = 50 um. Os dados no grafico (D) sdo representados
como a média + EPM, tendo sido utilizado o teste estatistico t Student para a comparacao entre as médias.
*P = 0,03, *P = 0,001 e **P = 0,000004. Western blotting demonstrando a especificidade dos anticorpos
anti-VEGF, anti-VCAM-1 e anti-NOS3.
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Figura 10: Imunolocalizagdo e quantificacdo das células VEGF/VCAM-1/NOS3-positivas em E10.
Células imunorreativas (setas) foram reconhecidas no mesénquima condensado de embriGes-controle (A),
mas nao foram reconhecidas em embrides tratados com Hcy (B). Graficos (C) exibem a frequéncia relativa
e o grafico (D) exibe a contagem absoluta de células VCAM-1/VEGF/NOS3-positivas obtida por citometria
de fluxo (n = 18 embrides por grupo experimental). Barra de escala = 50 um. Os dados no grafico (D) sédo
representados como a média + EPM, tendo sido utilizado o teste estatistico t Student para a comparacao
entre as médias. *P = 0,01 e **P = 0,003. Western blotting demonstrando a especificidade dos anticorpos
anti-VEGF, anti-VCAM-1 e anti-NOS3.

4.2.3 Efeito da Hcy no Contetdo de OC

Para determinar se o tratamento com Hcy interferiu no desenvolvimento 6sseo, foi
analisado o contetdo de OC, uma proteina secretada por osteoblastos, importante na
incorporacao de calcio para a matriz 6ssea de embries em E10, quando se inicia a mineralizacao
da matriz cartilaginosa. Por imunofluorescéncia, foram observadas células reativas & OC na area
de crescimento periosteal em E10 (Fig. 11A-F). Nos membros dos embrides tratados com Hcy, foi
detectada uma reducéo de 58,8% (17,2 + 2,4) no numero de células OC-positivas em relagdo aos
embrides-controle (41,8 = 2,6; P = 0,0001; t = 6,85) (Fig. 11G-H).
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Figura 11: Efeito da Hcy no contetdo de osteocalcina (OC) em embrides E10. A imunofluorescéncia
mostrou uma diminuicdo no nimero de células imunorreativas (setas) para OC em embrides tratados com
Hcy (A-F). O gréfico (G) exibe a contagem absoluta de células OC-positivas e o gréafico (H), o perfil do
conteudo das células OC-positivas obtidas por citometria de fluxo (n = 18 embrides por grupo experimental).
Barra de escala = 50 ym. Os dados no grafico (G) sao representados como a média + EPM, tendo sido
utilizado o teste estatistico t Student para a comparagao entre as médias. * P = 0,0001. Western blotting
demonstrando a especificidades do anticorpo anti-OC.
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4.3 TOXICIDADE CELULAR DA HCY SOBRE AS CELULAS MESENQUIMAIS

4.3.1 Efeito da Hcy nas Estruturas Subcelulares

Para avaliar o efeito da Hcy nas estruturas subcelulares, foram avaliados os condrécitos,
as células do mesénquima condensado e a matriz extracelular, em embrifes do grupo controle e
do grupo tratado com Hcy em EG6 e E10.

Nas duas idades (E6 e E10), tanto em embrifes-controle quanto em embrides tratados
com Hcy, os condrdcitos apresentaram morfologia normal, com uma forma ovoide e globosa, e as
células do mesénquima condensado apresentaram formato alongado organizando-se em grupos
de células préoximas umas das outras (Fig. 12A-D). Além disso, nos embrides em E6 e E10, dos
grupos controle e tratado com Hcy, foi observada uma matriz extracelular rica em proteoglicanos
e em fibras de colageno (Fig. 12E-H).
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Figura 12: Micrografias de condrécitos e células mesenquimais analisados em membros de embrides
de Gallus domesticus em E6 e E10. Condrdcitos em embrides do grupo controle (A) e em embrides tratados
com Hcy (B). Células do mesénquima condensado em embrides do grupo controle (C) e em embriGes
tratados com Hcy (D). Proteoglicanos (setas) da matriz extracelular (MEC) em embriGes do grupo controle
(E) e em embrides tratados com Hcy (F). Fibras de colageno (Col) da MEC em embrides do grupo controle
(G) e em embrides tratados com Hcy (H). Barras de escalaem A-D=1um,emE, GeH=200nmeemF =
500 nm. C = citoplasma; N = Nucleo e Nu = Nucléolo. (n = 3 embrides por grupo experimental).

Os nucleos celulares nos embrides em E6 e E10, dos grupos controle e tratado com Hcy,
apresentaram a cromatina condensada, organizada em eucromatina e heterocromatina. A
eucromatina corresponde as regides mais dispersas de cromossomos, menos elétron-densas e a
heterocromatina apresentou aspecto mais elétron-denso. O envoltdrio nuclear apresentou-se

integro, com membranas, espaco perinuclear e poros nucleares (Fig. 13A-H).
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Figura 13: Micrografias dos nucleos celulares em membros de embrides de Gallus domesticus em E6
e E10. Nucleos de condrdcitos (A-B, E-F) e das células do mesénquima condensado (C-D, G-H) em embriGes
do grupo controle e tratados com Hcy em E6 e E10. Barras de escalaem A, C, E, F, Ge H =200 nm e em
B e D =500 nm. N = ndcleo. (n = 3 embribes por grupo experimental).
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Foi observado o Aparelho de Golgi com morfologia normal em formato lamelar, no
citoplasma dos condrdcitos e das células do mesénquima condensado, em embrides-controle e

embrides tratados com Hcy, em E6 e E10 (Fig. 14A-H).
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Figura 14: Micrografias do Aparelho de Golgi em membros de embriées de Gallus domesticus em E6

e E10. Corpos de Golgi de condrdcitos (A-B, E-F) e das células do mesénquima condensado (C-D, G-H) em
embrides do grupo controle e tratados com Hcy em E6 e E10. Barras de escala = 200 nm. (n = 3 embrides
por grupo experimental).

Nos embrides em E6 e E10, dos grupos controle e tratado com Hcy, foram observadas
mitocdndrias distribuidas por todo citoplasma dos condrécitos e das células do mesénquima
condensado. Além disso, nos condrdcitos, as membranas mitocondriais interna e externa
encontraram-se preservadas (Fig. 15A-B, F-G).

Nas células do mesénquima condensado, dos embribes em E6 tratados com Hcy foram
observadas dilatag8es nas cristas mitocondriais em 54,8% das mitocondrias (Fig. 15C-D). Em E10,
tanto em embrides-controle quanto em embrides tratados com Hcy ndo foram observadas
alteracBes ultraestruturais nas cristas mitocondriais (Fig. 14H-I). Além disso, em membros de
embrides E6 tratados com Hcy foi identificado um aumento de 19,0% no numero de perfis
mitocondriais, em comparacao aos embrides-controle (P = 0,01; U = 2182,00) (Fig. 15E). Porém
em E10, ndo foram observadas diferencas significativas no nimero de perfis mitocondriais em

membros de embrides tratados com Hcy e de embribes-controle (Fig. 14J).
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Figura 15: Efeito da Hcy sobre a ultraestrutura da mitocéndria em células do mesénquima
condensado dos membros em desenvolvimento em E6 e E10. Micrografias de condrécitos de embrides
em E6 e em E10 demonstrando a organizagdo normal das mitocondrias em embrides- controle e em
embrides tratados com Hcy (A-B, F-G). Micrografias de células do mesénquima condensado em E6 e E10
demonstrando a organizacdo normal das mitocondrias em embri6es-controle (C, H-l); e dilatagbes na
membrana mitocondrial interna (asteriscos) em embrides tratados com Hcy (D) (n = 3 embribes por
tratamento). Graficos (E e J) exibem o numero de perfis mitocondriais em células do mesénquima
condensado em membros de embrides tratados com Hcy e embrides-controle em E6 e E10. Os dados séo
representados como mediana + 11Q, sendo utilizado o teste estatistico U de Mann-Whitney para a
comparacgédo entre as médias. *P = 0,01. Barras de escala = 200 nm.
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Nos condrécitos de embrides em E6 e E10, dos grupos controle e tratado com Hcy, foi
observado um citoplasma rico em reticulo endoplasmético rugoso (RER), composto por cisternas
achatadas com muitos ribossomos associados a superficie (Fig. 16A-B, F-G).

Também foi identificado nos embrides tratados com Hcy em E6, que 57,6% das células
mesenquimais apresentaram dilatacdo no limen do RER (Fig. 16C-D) e em E10, 45,2% das
células mesenquimais apresentaram dilatagdo no limen do RER (Fig. 16H-I). Além disso, nos
membros de embrides em E6 foi identificada uma reducao de 30,4% no nimero de cisternas do
RER apés o tratamento com Hcy, quando comparada ao grupo controle (P = 0,000001; U =
1506,50). Em E10, ndo foram encontradas diferencas no nimero de cisternas do RER em
membros de embriGes tratados com Hcy e embrides-controle (Fig. 16E). Com relacdo a area das
cisternas do RER, foi observado um aumento na area nos embrides tratados com Hcy em E6
(189,8 nm2 £ 9,5) e em E10 (252,2 nm2 £ 17,9) em comparagdo aos embrides-controle em E6
(113,9 £ 8,9 nm?; P = 0,00000007; t = 5,80) e E10 (75,8 £ 5,5 nm%; P = 0,00000007; t = 9,40) (Fig.
16J).
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Figura 16: Efeito da Hcy sobre o reticulo endoplasmético rugoso (RER) em células do mesénquima
condensado dos membros em desenvolvimento em E6 e E10. Micrografias de condrdcitos de embriGes
em E6 e em E10 demonstrando a organiza¢éo normal das cisternas do RER em embrides-controle e em
embrides tratados com Hcy (A-B, F-G). Micrografias de células do mesénquima condensado em E6 e E10
demonstrando a organiza¢do normal das cisternas do RER em embrides-controle (C,G); e dilatagcdes no
limen do RER (asteriscos) em embrides tratados com Hcy (D,l) (n = 3 embrides por tratamento). Grafico (E)
exibe o numero de cisternas do RER em membros de embrides tratados com Hcy e embriées-controle em
E6 e E10. Os dados sao representados como mediana + |1Q. Gréafico (J) mostra a area de cisternas do RER
(nm2) em membros de embrides Hcy-tratados e embrides-controle em E6 e E10. Testes estatisticos
empregados: U de Mann-Whitney (I) (*P = 0,000001), e teste t de Student (J) (*P = 0,00000007) para a
comparagédo entre as médias. Barras de escala = 0,5 uym.
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4.3.2 Efeito da Hcy nas Mitocondrias

Baseado nas observacdes ultraestruturais nas mitocondrias nos embrides tratados com
Hcy, foi analisado o efeito da Hcy nos mecanismos de fissdo/fusdo mitocondrial, na alteracédo da
permeabilidade das membranas mitocondriais e na inducdo a mitofagia.

As mitocdndrias sdo organelas dindmicas que continuamente passam pelos ciclos de
fissdo e fusdo. Assim, foi avaliado o conteddo da proteina de DRP1, (fissdo mitocondrial), e das
proteinas MFN1 e MFN2 (fusdo mitocondrial), para verificar o efeito da Hcy nos mecanismos
mitocondriais de fissdo/fusao.

Em EG6, foi observado um aumento no nimero de células DRP1-positivas nos embrides
tratados com Hcy (551,0 células + 50,4) em comparacdo aos embrides-controle (340,6 células +
27,7, P = 0,004; t = 3,65) (Fig. 17A). No entanto, em E10 ndo foram encontradas diferencas no
ndamero de células DRP1-positivas nos membros de embrides tratados com Hcy (2.709.0 células
+ 232,3) e nos membros de embrides-controle (2.318.0 células + 205,8) (Fig. 17B). Nos embrides
E6 tratados com Hcy foi identificada uma redugdo no nimero de células MFN1-positivas (121,6 +
2,7), quando comparados aos embrides-controle (276,0 células + 24,4; P = 0,00009; t = 6,26) (Fig.
17C). Em E10 n&o foram observadas diferencas no niumero de células MFN1-positivas entre 0s
embrides tratados com Hcy (3.138,6 células + 130,5) e embrides-controle (2.658,3 células + 488,4)
(Fig. 17D). Além disso, em EG6 foi observado uma reducéo no ndmero de células MFN2-positivas
em membros de embrides tratados com Hcy (241,6 células + 8,1), quando comparados aos
membros de embriGes-controle (299,3 células + 23,0; P = 0,03; t = 2,37) (Fig. 17E). Em E10, foi
reconhecido um aumento no nimero de células MFN2-positivas em embrides tratados com Hcy
(3.983.6 células = 131,7) em comparacdo aos embrifes-controle (1.588.4 células + 108,1; P =
0,000001; t = 14,09) (Fig. 17F).

Com relacao as proteinas Bak e Bcl2, responsaveis por manter a estabilidade da membrana
mitocondrial externa, observamos que em embribes em E6 tratados com Hcy, houve uma
diminuicdo no numero de células reativas para proteina Bak (90,3 células + 11,7) quando
comparados aos embrides-controle (144,0 células + 18,0; P = 0,02; t = 3,65). Do mesmo modo,
apos o tratamento com Hcy, houve uma diminuigdo no nimero de células reativas para a proteina
Bcl2 (42,0 células + 12,5) nos membros dos embribes tratados com Hcy, quando comparados aos
embrides-controle (94,6 células + 8,8; P = 0,000004; t = 5,45) (Fig. 18A). Nos embrifes em E10, o
tratamento com Hcy néo induziu alterac6es no nimero de células reativas para as proteinas Bak
e Bcl2 nos membros de embrides tratados, quando comparados aos embriées do grupo controle
(Fig. 18B).
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Figura 17: Imunolocalizacéo e quantificacdo de DRP1, MFN1 e MFN2 em embrides E6 e E10. As células
imunorreativas (setas) foram reconhecidas em embrifes tratados com Hcy e em embrides-controle em E6 e
E10. Gréficos (A-F) o perfil dos contetidos das células DRP1/MFN1/MFN2-positivas, obtidas por citometria
de fluxo (n = 18 embriGes por tratamento). Barra de escala = 5 uym.
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Figura 18: Quantificacéo das proteinas Bak e Bcl2 em membros de embriGes em E6 e E10. Os gréficos
(A e B) apresentam os dados das quantificacfes do nimero de células reativas para as proteinas Bak e Bcl2
em embrides E6 e E10 respectivamente. Os dados foram apresentados como média + EPM, sendo utilizado
0 teste estatistico t Student para a comparacao entre as médias. * P = 0,02 e ** P = 0,000004.

Uma vez identificados danos mitocondriais, nos mecanismos de fissdo/fusdo e na
permeabilidade da membrana mitocondrial, foi investigada a indugéo de mitofagia. Neste caso, a
mitofagia como mecanismo de remog¢é&o de mitocéndrias danificadas.

Para determinar a capacidade da Hcy induzir mitofagia, foram analisados o0s
compartimentos celulares acidos por LA, seguido pelos conteddo das proteinas envolvidas na
mitofagia: PRK8, que é expressa em casos de danos mitocondriais; LC3Il, marcador de
autofagossomos; e p62, que controle o fluxo autofagico.

Em EB6, foi possivel observar nas células mesenquimais de embrifes E6 tratados com Hcy,
a presenca de danos subcelulares, como a presenca de lisossomos e vacuolos autofagicos (Fig.
19A-C). Além disso, nos embrides tratados com Hcy, foi reconhecido um aumento (6.419,6 células
+ 1.164,5) no nimero de compartimentos celulares acidos quando comparados aos embrifes-
controle (2.112,0 células = 576,2; P = 0,0003; t = 5,24) (Fig. 19D). Em E10, ndo foram observadas
diferencas no ndmero de compartimentos celulares acidos nos embrifes tratados com Hcy
(2.560,6 células + 95,3) e nos embrides-controle (2.877,3 células + 82,8) (Fig. 19E).

Para as proteinas PRK8, LC3Il e p62, em E6, foi constatado um aumento significativo no
namero de células PRK8-positivas em embrides tratados com Hcy (2.582,0 células + 146,7) em
comparacdo com embrides-controle (1.419,0 células £ 152,5; P = 0,0002; t = 5,51). Nos embriGes
em EG6 tratados com Hcy foi observado um aumento nas células LC3lI-positivas (2.787,3 células +
62,3), quando comparados aos embrides-controle (1.286,3 células = 75,1; P = 0,0006; t = 9,75).
Quanto ao numero de células p62-positivas, foi detectado um aumento no nimero de células em
membros de embrides tratados com Hcy (1.533,3 células £ 95,4) em comparacdo a membros de
embribes-controle (367,0 células + 100,0; P = 0,000006; t = 8,61) (Fig. 19F). Nos embriées E10
tratados com Hcy, foi observado um aumento no nimero de células PRK8-positivas (3.511,2
células + 111,5) em relacdo aos embribes-controle (4.420,0 células + 114,6, P =0,0002; t = 5,70).
No entanto, em E10 ndo foram encontradas diferencas no niumero de células LC3ll-positivas em
membros de embrifes tratados com Hcy (2.644,6 + 149,9) e embrides-controle (2.584,0 células +

125,8). Também nao foram observadas diferengcas no nimero de células p62-positivas entre 0s
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embriées em E10 tratados com Hcy (3.627,6 células + 109,5) e embriées E10 controle (3.459,0
células + 141,5) (Fig. 19G).
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Figura 19: Inducdo de mitofagia por Hcy em embrides E6 e E10. Micrografias (E-G) demostrando
respectivamente lisossomos, vacuolo autofagico englobando uma mitocéndria e vacuolo autofagico com
conteudo sendo degradado em células mesenquimais embrides tratados com Hcy. Graficos (D,E) de
citometria de fluxo demonstram o nimero de compartimentos celulares acidos (setas) em embrides tratados
com Hcy e embriGes-controle, em E6 e E10 submetidos a reagao com Laranja de Acridina (LA). Gréficos (F,
G) exibem a contagem absoluta de células PRK8/LC3II/p62-positivas, obtidas por citometria de fluxo (n = 18
embribes por tratamento). Os dados nos graficos sdo representados como a média + EPM, tendo sido
utilizado o teste estatistico t Student para a comparacao entre as médias. *P = 0,0002 e **P = 0,000006.
Barras de escala em A-C =200 nmem D e E= 10 pm.
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4.3.3 Efeito da Hcy no Reticulo Endoplasméatico Rugoso (RER)

Considerando as altera¢gfes ultraestruturais nas cisternas do RER geradas pela Hcy, foi
analisado, pelo conteldo de GRP78, a capacidade da Hcy de induzir estresse no RER. Por
imunofluorescéncia, as células GRP78-imunorreativas foram observadas principalmente nas
células do mesénquima condensado de membros dos embrides E6 e E10 (Fig. 20A-B) Em ES6, foi
identificado um aumento no numero de células GRP78-positivas em embrides tratados com Hcy
(1.905,0 células + 115,4) quando comparados aos embrides-controle (229,8 células + 22,6; P =
0,000001; t = 10,67) (Fig. 20C). Em E10, também foi identificado um aumento no nimero de
células GRP78-positivas em embrides tratados com Hcy (6.414,0 células + 121,0) em comparacao
aos embrides-controle (3.636,0 células + 246,9; P = 0,000001; t = 10,05) (Fig. 20D).
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Figura 20: Imunolocalizacdo e quantificacéo da proteina GRP78. As células imunorreativas (setas) foram
reconhecidas em embrides tratados com Hcy e embrides-controle, em E6 (A) e E10 (B). Os gréficos (C, D)
exibem a frequéncia relativa e a contagem absoluta de células GRP78-positivas, obtidas por citometria de
fluxo (n = 18 embrides por tratamento). Barras de escala = 10 um. Os dados sdo representados como a
média + EPM, tendo sido utilizado o teste estatistico t Student para a comparacéo entre as médias. *P =
0,000001.

Em sintese, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que elevados niveis
de Hcy interferiram no processo de ossificagdo endocondral diminuindo os contetdos das
proteinas VEGF, VCAM-1, NOS3 envolvidas na formacédo de vasos sanguineos, e no contelido da
proteina OC responsével pela mineraliza¢@o da matriz 6ssea (Fig. 20).

Nas células do mesénquima condensado, a Hcy teve como alvos as mitocéndrias e o RER.
Nas mitocdndrias, Hcy promoveu danos ultraestruturais, alterando os mecanismos de fissdo/fuséo
mitocondrial, bem como a permeabilidade das membranas mitocondriais pela diminuicdo dos

conteudos das proteinas Bak e Bcl2. Uma vez danificadas, as mitocdndrias foram eliminadas pelo
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mecanismo de mitofagia, identificado pelo aumento de compartimentos acidicos e, principalmente
pelo aumento dos contetddos das proteinas PRK8, LC3Il e p62. Além disso, elevados niveis de
Hcy geraram estresse no RER, alterando a ultraestrutura e aumentando o conteddo da proteina
GRP78 (Fig. 21).

Controle Homocisteina

VS - vasos sanguineos

ob - osteoblastos
ch - condrécitos hipertroficos
cph - condrocitos pré-hipertroficos

VCAM-1/NOS3-células reativas

VEGF-células reativas

Osteocalcina-células reativas

Figura 21: Efeito da Hcy nas proteinas envolvidas na formagcdo de vasos sanguineos e na
mineralizagdo da matriz durante a ossificagao. Foi observada uma diminuigdo no conteldo das proteinas
VEGF, VCAM-1, NOS3 e osteocalcina (OC) na formagdo dssea durante o desenvolvimento dos membros.
No entanto, ndo foram identificadas diferencas na area de ossificacdo dos membros dos embri6es tratados
com Hcy e dos embrides do grupo controle.
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Figura 22: Efeito da Hcy nas proteinas envolvidas na mitofagia e no estresse do RER. Nos embrides
tratados com Hcy, foi observada uma diminuicdo no contetdo das proteinas MFN1/2 e um aumento na
proteina DRP1, relacionadas com os mecanismos fusao e fissdo mitocondrial, respectivamente. As proteinas
PRKS8, LC3Il e p62 tiveram um aumento nos contetidos apds o tratamento com Hcy, indicando mitofagia. No
RER, foi observado um aumento no conteddo de GRP78, indicando estresse reticular gerado pela exposicao
a Hey.



5 DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento de membros, desde a aquisi¢cao da informacao posicional até
a padronizacao nos trés eixos (proximal-distal, &ntero-posterior e dorsoventral), sdo requeridos
conjuntos de sinalizacdes coordenadas entre células mesenquimais e células ectodérmicas
(Gilbert, 2010; Hinchliffe, 2002; Tickle, 2004). Por isso, essas estruturas apresentam uma
complexidade estrutural, onde as células do mesoderma formam arranjos espaciais ordenados de
tecidos diferenciados. Além disso, em tetrapodes, os membros apresentam um padrao comum,
em que a regido do estildpode € constituida por um Unico elemento esquelético, o tmero (membro
anterior) e fémur (membro posterior); enquanto que a regido do zeugdpode € constituida por um
ou mais elementos esqueléticos, o radio e a ulna (membro anterior) e a tibia e fibula (membro
posterior), que séo altamente conservadas entre as espécies. Entretanto, a regido do autépode
contém elementos esqueléticos formadores dos digitos, os quais podem variar em nimero nas
diferentes espécies animais. Por todas essas caracteristicas, 0s membros sdo considerados
estruturas-modelo para estudos de embriotoxicidade e toxicidade celular (Hinchliffe, 2002).

Nosso estudo utilizou membros de embrifes G. domesticus como modelo para investigar
a toxicidade da Hcy na dindmica molecular e celular da ossificacdo endocondral. G. domesticus
foi empregado como modelo bioldgico principalmente pela facilidade de manipulagéo e por permitir
0 acompanhamento dos eventos do desenvolvimento. Além disso, 0s principios que fundamentam
o desenvolvimento dos membros em embrides de galinha podem ser aplicaveis a outros
tetrapodes, inclusive humanos. Outro fator preponderante é que as sequéncias génicas de G.
domesticus sdo todas conhecidas, 0 que gera novas oportunidades de observagéo e manipulacao
dos membros nestes embrides (Tickle, 2004). As alteracdes na organizacdo morfoldgica sao
facilmente reproduziveis em embrides de galinha, porque os genes envolvidos na padronizacao
dos membros séo altamente conservados nos grupos animais (Hinchliffe, 2002).

Durante o desenvolvimento embrionario, a proliferacdo celular e a morte celular por
apoptose sao processos basicos que precisam ser controlados. O desenvolvimento de membros
ilustra particularmente bem como a morfogénese depende do equilibrio espacial e temporal entre
0S processos, como a apoptose e a proliferagcdo celular (Fernandez-Teran et al., 2006). Tomando
como base a importancia da proliferacéo celular e da apoptose, nesta tese foi observado que o
tratamento com Hcy néo foi capaz de alterar os mecanismos de proliferacéo celular e apoptose,
bem como a razdo proliferacdo celular/apoptose, durante desenvolvimento de membros, em
embrides de galinha em E6 e E10.

O padrao de proliferacao celular é 6rgao-especifico e dindmico (Tickle, 2003). Durante o
desenvolvimento dos membros, as sinalizacdes entre a zona de progressdo, composta por células
mesenquimais, e a crista ectodérmica apical mantém uma alta taxa de proliferacédo (Tickle e
Munsterberg, 2001). Em embrides de galinha, a proliferacdo celular nos membros anteriores e

posteriores se inicia em E4 ocorrendo uniformemente em toda a extensdo do broto de membro
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(Summerbell e Wolpert, 1972). Posteriormente, em E5, hd um nimero grande de células em
proliferacdo, para assegurar e promover o crescimento dos membros anteriores e posteriores.
Essas células seguem em proliferacdo até E6 quando a proliferacdo celular progressivamente
diminui proximamente, as células mesenquimais passam a se diferenciar e formar os moldes
cartilaginosos. A partir dai, apos o crescimento e diferenciacdo das estruturas dos digitos, o
mecanismo de apoptose torna-se essencial para remocgéao do tecido interdigital (Fernandez-Teran
et al., 2006; Hamburger e Hamilton, 1951).

Nesse estudo, a exposicdo a Hcy ndo alterou a proliferagdo celular durante o
desenvolvimento de membros, em embrides de galinha em E6 e E10, mesmo que, em estudo
anterior, durante o desenvolvimento de membros, ja se tenha observado que a Hcy tem efeito
sobre proteinas relacionadas ao ciclo celular, diminuindo o contedudo do antigeno nuclear de
células em proliferacao (PCNA) e das proteinas p21, ambas envolvidas na fase G1 da progressao
do ciclo celular. Além disso, a Hcy aumenta o conteldo da proteina p53, ativada por danos ao
DNA. Deste modo, a Hcy altera a dinamica das células mesenquimais porém, ndo altera as taxas
de proliferacdo celular (Bourckhardt et al., 2015). Entretanto, quando se observou as células
neurais, a Hcy interferiu na proliferacéo celular, e que esse efeito foi idade-dependente ao longo
do desenvolvimento do sistema nervoso, sendo relacionado com a diminui¢do da diferenciacdo
neuronal e o aparecimento de defeitos do tubo neural (DTN) (Kobus-Bianchini et al., 2017). Parece
existir uma resposta diferencial da proliferacdo celular frente a exposicdo a Hcy. Padrbes
diferenciados dos contetidos destas proteinas podem variar nas células mesenquimais, enquanto
gue as células que diferenciam para formacao da coluna vertebral tém origem nos somitos, as que
originam os elementos esqueléticos em membros tém origem do mesoderma lateral (LeClair,
1999).

Em conjunto com a proliferacao celular, a apoptose também € um fator crucial responsavel
por determinar o tamanho e a forma dos membros. Geralmente, as areas em que ocorre a
apoptose, sdo importantes na determinacdo do nimero de digitos. Eis o grande paradigma do
desenvolvimento de membros, a separacao dos digitos, onde em diferentes espécies, diferentes
padrdes de apoptose podem ser relacionados com a variagdo no numero de digitos (Hinchliffe,
2002). Os digitos diferenciam-se a partir do mesénquima onde as condensacdes pré-
condrogénicas surgem como primeiro sinal de espessamento dos raios digitais separados pelo
tecido interdigital, composto por células mesenquimais. Nos grupos animais em que ha a
individualizacdo dos digitos, esta ocorre progressivamente pela remocéo do tecido interdigital por
apoptose (Saunders et al., 1962; Hinchliffe, 1982).

Em embrides de galinha, a apoptose desempenha um papel importante para morfogénese
de membros, principalmente na constituicdo dos digitos nos membros anteriores e posteriores. A
apoptose durante o desenvolvimento de membros tem inicio em E6-E7, nos espacos interdigitais
separando os digitos que compdem a asa e a pata. Posteriormente, em E7-E7,5, a apoptose atinge

seu apice, e os digitos prosseguem o desenvolvimento (Fernandez-Teran et al., 2006).
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Nesse estudo, a exposi¢cdo a Hcy néo alterou a apoptose durante desenvolvimento de
membros, em embrides de galinha em E6 e E10, ndo comprometendo o equilibrio entre
proliferacao/apoptose. Esse comportamento celular de equilibrio também foi observado em células
do musculo liso por Buemi et al (2001), que mesmo com a exposi¢do a Hcy em concentracdes de
10, 15, e 20 uM, foi mantido o equilibrio proliferagao/apoptose. Porém, foi observada redugao nas
taxas de apoptose nas células da crista neural em embrides de galinha (9-10HH) em que o
tratamento com Hcy (30 ymol/L) diminuiu em 60% as taxas de apoptose (Boot et al., 2004).

O equilibrio entre a proliferacéo celular e a apoptose durante o desenvolvimento normal de
membros € essencial. Nesta tese, foi observado equilibrio na razao proliferacdo/apoptose em
embrides em E6 e E10. Deste modo, observou-se que a Hcy ndo interferiu no processo
desenvolvimento normal dos membros anteriores e posteriores e dos lados esquerdo e direito.

Uma vez que nao foram observadas alteracdes no equilibrio proliferacdo/apoptose, neste
estudo demonstrou-se que a Hcy esta associada a uma reduc@o no conteddo das proteinas
envolvidas na formacéo de vasos sanguineos e na mineralizacdo 6ssea. As alteracdes o contelido
protéica ndo foram acompanhadas por alteracbes na &rea de ossificagdo, ou alteracbes na
espessura dos moldes cartilaginosos em embrides E6 e em elementos dsseos em embrides E10.

Evidenciamos que a Hcy promoveu uma reducdo no conteludo das proteinas VEGF,
VCAM-1 e NOSS3, necessarias para a formacdo e manutencdo da integridade dos vasos
sanguineos em embrides E6 e E10. Essa reducdo no conteldo desses fatores vasculogénicos
parece ndo se modificar ao longo do tempo de desenvolvimento, uma vez que esses efeitos foram
observados em estagios mais iniciais, quando os moldes cartilaginosos estao se formando (E6), e
em estagios mais tardios onde a mineraliza¢éo da matriz 6ssea esta ocorrendo (E10). Esse efeito
temporal de reducéo no contetdo das moléculas de VEGF, VCAM-1 e NOS3 promovido pela Hcy,
pode ter consequéncias no desenvolvimento 0sseo, uma vez que 0S vasos sanguineos
desempenham papel regulador do crescimento, diferenciacdo, modelagem, homeostase e
morfogénese do tecido 6sseo em desenvolvimento (Cleaver e Dor, 2012; Lazarus et al., 2011).

De um modo geral, existe uma correlacdo entre formacdo de vasos sanguineos e a
ossificagdo durante o desenvolvimento, e mudangas nos padrdes vasculares podem resultar em
alteracbes na morfogénese Gssea (Zelzer et al., 2002). A ingressdo dos vasos sanguineos nos
moldes cartilaginosos € essencial para o direcionamento da deposicdo mineral durante o
desenvolvimento 6sseo. Esse fato ocorre porque associados aos vasos sanguineos encontram-
se osteoblastos e fibras de colageno tipo |, e a medida que os vasos ingressam nos moldes
cartilaginosos, os osteoblastos passam a secretar fatores que permitem a mineralizacdo (Ben
Shoham et al., 2016; Ramasamy et al., 2014).

A reducdo no contetdo de VEGF esti associada a uma reducdo na rede de vasos
sanguineos, promovendo atraso da invaséo capilar nos moldes de cartilagem, comprometendo os
primeiros passos da ossificagdo endocondral (Maes, 2013). Em contrapartida, a superexpressao

dessa molécula resulta em aumento da massa 6ssea (Maes et al., 2010). Essa invasao dos vasos
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sanguineos aos moldes cartilaginosos, esta associada a expresséo de VEGF em condrécitos e a
ligagcdo com os receptores (VEGFR) nas células endoteliais do pericdndrio. Neste caso, a
expressao de VEGF é essencial para a diferenciacao e funcionalidade de condrdcitos hipertréficos,
osteoblastos, células endoteliais e osteoclastos (Zelzer et al., 2001).

O padréo de resposta da expressdo de VEGF a Hcy pode variar de acordo com o tipo de
tecido. Em células HUVEC (do inglés Human umbilical vein endothelial cells) e em vasos
subintestinais de embrides de peixe-zebra, a Hcy diminuiu o nimero de células, a viabilidade
celular, e induziu uma parada do ciclo celular em G1/S, resultando na diminuicdo de vasos
sanguineos. Essas alteragdes ocorreram devido a reducdo nos niveis de mRNA de VEGF,
VEGFR-1, VEGFR-2, e a reducao dos niveis proteicos de VEGF, ERK1/2 e Akt (Xu et al., 2017;
Xu, 2016; Zhang et al., 2012).

Estudos com embrides de galinha demonstraram que a Hcy reduz significativamente a
vascularizagcdo extra-embrionaria, principalmente por reduzir a expressdo de mRNA de VEGF
(Latacha e Rosenquist, 2005; Oosterbaan et al., 2012). No entanto, o efeito da Hcy sobre a
vascularizacgdo intra-embrionéria € pouco explorado, e ndo h4 estudos que abordem os efeitos da
toxicidade da Hcy sobre os vasos sanguineos necessarios para a ossificagdo endocondral dos
membros. Nossos resultados demonstram que Hcy compromete o produto génico de VEGF,
reduzindo o recrutamento das células endoteliais para 0 ambiente de ossificacao, observado pela
reducado da proteina NOS3, utilizada neste estudo como um marcador endotelial.

A NOS3 é uma molécula expressa principalmente em células endoteliais e sua atividade
enzimatica é regulada por Calcio calmodulina quinase. A NOS3 sintetiza o0 ON de forma pulsatil,
de modo que a sua atividade aumenta a medida que os niveis intracelulares de Ca?* aumentam
(Forstermann, 2000; Forstermann et al., 1994; Hemmens e Mayer, 1998).

ON pode modular concentracdes plasméticas de Hcy, atuando diretamente no
metabolismo de Hcy. ON pode atuar na via de remetilacdo, e inibir a atividade enzimatica da
enzima metionina sintetase (Danishpajooh et al., 2001; Xu, 2016). Alternativamente, o ON pode
modular indiretamente as concentrac@es de Hcy via metabolismo do folato, inibindo a sintese de
ferritina, uma proteina que promove a oxidacéo e clivagem irreversivel do folato (Juckett et al.,
1996; Suh et al., 2000).

Determinantes genéticos de HHcy podem incluir polimorfismos funcionais em varios niveis
metabolicos de folato/Hcy. Em humanos, o polimorfismo NOS3 G894T esta associado com
concentracdes plasméticas elevadas de Hcy e com baixas concentracdes de folato (Brown et al.,
2003; Guidi et al., 2005; Matsha et al., 2016; Shaw et al., 2005).

Em nosso estudo, a Hcy promoveu uma reducéo no contelido de NOS3. Assim, parece
gue existe uma relacdo de controle nos niveis de Hcy e NOS3 mutua, onde, algumas vezes o
produto da atividade enzimética de NOS3 interfere no metabolismo da Hcy, e em outras vezes a

Hcy interfere no contelido de NOS3. Porém, sao necessdrias mais pesquisas para entender esses
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mecanismos, uma vez que neste estudo, NOS3 foi utilizada como marcador endotelial por ser uma
molécula caracteristica de células endoteliais.

Nesta tese, a proteina VCAM-1 foi utilizada para avaliar a integridade dos vasos
sanguineos no processo de ossificacdo durante o desenvolvimento dos membros. Poucos
estudos, com enfoques diversificados, tém relatado os efeitos de Hcy sobre moléculas de adeséo
celular na formacéo de vasos sanguineos. Em mondcitos de camundongos, apés o tratamento
com Hcy a 20uM, foi observado um aumento no conteddo da molécula de VCAM-1 (Hohsfield e
Humpel, 2010). Do contrario, em microglia de ratos expostos a Hcy a 100 uM, foi observada uma
reducdo no contedado de VCAM-1 (Lin et al., 2007). Em nosso estudo, quando expostos a Hcy a
400uM, a molécula de VCAM-1 dos embrides de galinha teve seu conteldo reduzido
temporalmente, tanto em E6 quanto em E10. Portanto, parece que as respostas celulares apo6s o
tratamento com Hcy dessa molécula de adesao sao variaveis, apresentando um padrdo dose-
dependente inverso.

Essa variedade de respostas de VCAM-1 pode estar relacionada as diferentes funcdes
desempenhadas nos organismos, como por exemplo, a relacdo de VCAM-1 em resposta aos
processos inflamatérios. No caso dos camundongos, o aumento no conteiado de VCAM-1 pode
ser decorrente do potencial da Hcy em desencadear a resposta inflamatéria nesta espécie
(Hohsfield e Humpel, 2010; Ley et al., 2007; Li et al., 2015; Tian et al., 2016). Esse aumento do
contetdo de VCAM-1 em respostas inflamatérias nos condrécitos, desencadeadas por elevados
niveis de Hcy, pode implicar em altera¢gdes na ossificacdo, onde a mineralizagdo da matriz 6ssea
foi prejudicada em decorréncia da desorganizacdo da matriz de colageno (Grogan et al., 2009;
Khan et al., 2001). Entretanto, nossos dados sugerem que o comportamento de VCAM-1,
observado durante o desenvolvimento dsseo em embrides de galinha frente ao tratamento com
Hcy, parece nao ser uma resposta relacionada aos processos inflamatérios, uma vez que essa
molécula tem seu conteldo reduzido.

Niveis elevados de Hcy podem induzir alteragbes na formacdo de vasos sanguineos e,
consequentemente, interferir com os passos subsequentes da ossificacdo endocondral. Durante
a condrogénese, nos estagios iniciais a Hcy é capaz de induzir respostas diferenciais nos fatores
de transcricdo envolvidos na diferenciacéo celular. No desenvolvimento de membros, Hcy induziu
um aumento principalmente das proteinas Pax9 e Sox9, envolvidas na diferenciacdo das células
mesenquimais a condrocitos (Bourckhardt et al., 2015). Além disso, ap0s exposicdo a elevados
niveis de Hcy (20 pmol), que se compara a concentragdo usada nesta tese, em células do
mesénquima axial de embrides da galinha, durante o desenvolvimento das vértebras, Hcy induziu
uma reducdo da expressao de Pax1, Pax9 e Sox9 (Kobus et al., 2013).

A ingressdo dos vasos sanguineos nos moldes cartilaginosos é essencial para o
direcionamento da deposicdo mineral, realizada pelos osteoblastos aderidos a superficie dos
vasos, durante o desenvolvimento 6sseo (Ben Shoham et al., 2016). A mineralizacao é realizada

pela OC que aparece transientemente no 0sso em formag¢do no momento da deposicdo mineral,
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guando a molécula liga-se a hidroxiapatita na matriz 6ssea de maneira calcio-dependente (Karadz
etal., 2011). Foi observada uma reducao no contetdo de OC apds exposicao a Hcy em linhagens
celulares MC3T3 obtidas de camundongos recém-nascidos (Sakamoto et al., 2005). No entanto,
apos exposicdo a Hecy, em osteoblastos obtidos de cultura celular de osso trabecular humano, a
proteina OC néo foi alterada (Herrmann et al., 2008). Nesse sentido, o efeito da Hcy pode ser
considerado idade-dependente, sendo os embriGes mais suscetiveis ao tratamento Hcy, do que o
tecido 6sseo adulto. Nosso estudo demonstrou que o tratamento com Hcy promoveu uma reducdo
no conteudo de OC, confirmando o fato dos embrifes serem mais suscetiveis, porém ainda assim,
ndo houve comprometimentos para o processo de ossificacdo durante o desenvolvimento de
membros em embrides de galinha.

Durante a ossificacdo endocondral, os efeitos da Hcy ndo séo restritos a formacao de
vasos sanguineos e a mineralizacdo da matriz éssea. A Hcy também pode interferir nas células
do mesénquima condensado. Neste estudo, também demonstramos o potencial citotoxico de Hcy
em células mesenquimais durante o processo de ossificacdo em membros de embries de galinha
em E6 e E10. Onde, a Hcy afeta dois alvos potenciais: as mitocondrias e o0 RER.

Em homeostase, ciclos continuos de fissdo e fusdo mitocondrial ocorrem nas células. A
proteina DRP1 est4 envolvida na fissdo mitocondrial, enquanto MFN1/2 e Opal controlam a fuséo
mitocondrial. Esses mecanismos sdo essenciais para reparar danos mitocondriais em condi¢fes
de estresse celular e para manter a populagdo mitocondrial funcionalmente homogénea (Chen et
al., 2003). Em nosso estudo, o efeito do tempo foi crucial para que esses mecanismos ocorressem
e reestabelecessem a integridade mitocondrial. Os danos as mitocdndrias em embribes E6
tratados com Hcy, foram suficientes para aumentar o contetido da proteina DRP1 envolvida no
processo de fissdo, e diminuir os contetidos das proteinas MFN1/2 envolvidas no processo de
fusdo mitocondrial. Ja em E10, por se tratar de um estagio posterior, os contetidos das proteinas
DRP1 e MFN1 nao foi alterada, e em conjunto com aumento do conteido de MFN2, podemos
sugerir que os mecanismos de fissdo/fusdo mitocondrial foram essenciais na remocao de danos
mitocondriais ao longo do processo de ossificagéo.

A Hcy é conhecida por causar disfungbes mitocondriais que podem levar as respostas
celulares como a apoptose. Essas condicdes estéo relacionadas a patogénese de muitas doencas
neurodegenerativas, incluindo a doeng¢a de Alzheimer e a doenca de Parkinson (Barbosa et al.,
2015; Cho et al., 2010; Clement et al., 2009; Mammucari e Rizzuto, 2010; Tu et al., 2010; Turgut
et al., 2010; Zhuo e Pratico, 2010). Entretanto, o efeito da Hcy nas mitocéndrias no processo de
ossificagdo endocondral durante o desenvolvimento embrionario, tem sido pouco estudado. Nesta
tese, nossos resultados demonstram que Hcy induziu um aumento no contetdo da proteina DRP-
1 e uma diminuigcdo no conteudo das proteinas MFN1/2, associado as mudancgas ultraestruturais
nas mitocéndrias dos embrides tratados com Hcy.

O desequilibrio fisséo/fus@o mitocondrial constitui um mecanismo de citotoxicidade de Hcy.

Em tecidos adultos, niveis elevados de Hcy (50 uM) induziram perda de células ganglionares da
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retina em camundongos, principalmente por causar aumento dos contetidos de Opal e Fisl,
proteinas igualmente envolvidas nos processos de fusdo e fissdo mitocondrial. Além disso, em
células endoteliais, Hcy foi capaz de aumentar a fissdo mitocondrial, levando ao desequilibrio na
relacdo MFN-2/DRP-1, promovendo alteracdes nas células endoteliais e na deposicdo de
coladgeno na artéria mesentérica (Familtseva et al., 2014; Ganapathy et al., 2011).

MFN-2 pode ser relacionado com a manutencdo do DNA mitocondrial, bem como com a
cadeia respiratoria. A reducdo do conteiudo de MFN-2 pode gerar fragmentacdo da estrutura
mitocondrial dificultando o reparo aos danos no DNA mitocondrial (Rouzier et al., 2012). A
alteracdo dos conteldos das proteinas de fuséo/fissdo mitocondrial, juntamente com alteracdes
no potencial de membrana, danos ao DNA e a fragmentac¢do da estrutura mitocondrial indicam
gue a condicdo de HHcy tem um impacto importante nas fun¢des mitocondriais (Kumar et al.,
2011).

Os processos de fissdo e fusdo mitocondrial podem ser alterados quando expostos a
agentes teratogénicos ou em estados patolégicos (Detmer e Chan, 2007; Suen et al., 2008;
Szabadkai et al., 2006). Quando em condi¢cdes de danos mitocondriais, a fissdo mitocondrial é
importante para a remodelacdo da matriz mitocondrial e segregacédo de por¢des mitocondriais
alteradas, posteriormente degradadas por mitofagia, um mecanismo intrinseco de sequestro
seletivo e fragmentacao de mitocéndrias danificadas (Givvimani et al., 2014).

Nosso estudo demonstrou que a Hcy, em embrides em E6, foi capaz de induzir a mitofagia,
reconhecida pelo aumento dos conteudos das proteinas PRK8, LC3Il e p62. Essa indugéo néo foi
reconhecida no estagio mais tardio da ossificacdo, nos embrides em E10. Isso pode sugerir que
uma vez que a Hcy induz danos mitocondriais, esses sdo reparados via mitofagia, e as células
recuperadas seguem em frente no processo de ossificagdo endocondral. No entanto, existem
poucos estudos que nos fornecem evidéncias para elucidar os mecanismos de respostas
mitocondriais especificas para a condicao de HHcy.

Sugerimos que o mecanismo de mitofagia desencadeado pela exposicdo a Hcy seja
mediado por PRK8. PRK8 é uma ubiquitina-ligase normalmente dispersa no citosol, que se
transloca para mitocondria despolarizada e inicia a sua degradacédo por mitofagia (Narendra et al.,
2008; Yin e Ding, 2013; Youle e Narendra, 2011). Em células B-pancreaticas de camundongos, o
contetdo de PRK8 foi aumentada em condi¢des mitocondriais com consumo reduzido de oxigénio
e baixas concentracbes de ATP (Geisler et al., 2014). Uma vez que PRK8 é recrutada para
mitocdndria alterada, ocorre a ubiquitinizacdo que permite a ligacdo com a proteina adaptadora
de autofagia seletiva p62, que tem como funcéo permitir a ligacdo com a proteina LC3Il da
membrana do autofagossomo (Ding et al., 2010; Geisler et al., 2010; Huang et al., 2011; Manley
etal., 2013).

Ha poucas evidéncias sobre o mecanismo de mitofagia desencadeado pela exposi¢édo a
Hcy. Ja foi observado em cardiomiécitos de camundongos neonatais que a Hcy aumenta o

estresse nitrosativo mitocondrial, gerando um estimulo a mitofagia, aumentando a incidéncia de
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cardiomiopatias e insuficiéncia cardiaca (Tyagi et al., 2010; Vacek et al.,, 2012). Em células
endoteliais do cérebro de camundongos, a exposi¢do a Hcy (100 uM) gerou uma disfungao
endotelial pela producédo de espécies reativas de oxigénio, comprometendo a funcao mitocondrial,
levando a uma resposta por mitofagia (Kamat et al., 2015). Além disso, em ratos, a administracéo
de Hcy aumentou a mitofagia em neurénios, o que contribui para a morte celular apds isquemia
cerebral. Nesse caso, a mitofagia mediada por danos oxidativos foi um mecanismo molecular
subjacente a toxicidade das células neuronais em condi¢fes de niveis elevados de Hcy (Zhao et
al., 2016). Embora esses estudos descrevam o potencial da Hcy em induzir mitofagia, os modelos
biolégicos em questdo tratam-se de mamiferos. Além disso, 0 mecanismo pelo qual a mitofagia
ocorreu ndo foi claramente descrito. Nesta tese, utilizando embrifes de galinha como modelo
bioldgico, 0 mecanismo de mitofagia foi analisado em resposta a citotoxicidade da Hcy durante o
processo de ossificagdo pela primeira vez.

Outro alvo potencial para o efeito da Hcy € o RER. Em embrides em E6, a Hcy promoveu
a diminuicdo no numero de cisternas do RER. Além disso, Hcy induziu estresse no RER,
reconhecido pelo aumento do contetdo da proteina GRP78 e pelo aumento na area das cisternas
causada por dilatacdes no limen do RER dos embrides em E6 e E10, provavelmente associado
ao acumulo de proteinas mal dobradas. Nesses casos durante o desenvolvimento quando o
estresse ao RER néo é resolvido, pode haver degradagéo das cisternas, assim a célula responde
de modo a manter o contelildo da proteina GRP78 até que o RER seja reparado e as proteinas
voltem a ser sintetizadas (Veeranki e Tyagi, 2013). Parece que durante o processo de ossificacao,
durante o espaco de tempo analisado, as células mesenquimais dos embrides E6 e E10
responderam mantendo o contetido de GRP78 aumentado, de modo a reparar os danos causados
pela Hcy as cisternas do RER.

O RER desempenha um papel fundamental no dobramento adequado das proteinas.
Qualquer processo que interfira com a funcdo do RER resulta em alteracées no dobramento das
proteinas e, por consequéncia gera estresse ao RER. Nesses casos, 0 aumento no contetido da
chaperona GRP78, é induzida para restaurar a fungcdo do RER. Quando a condicao de estresse
néo é resolvida, a degradacao associada ao RER é ativada (Feng et al., 2016). Em hepatdcitos, a
condicao de HHcy promoveu um aumento no contelido de GRP78, demonstrando assim um papel
direto da ativacdo do estresse de RER pela Hcy. Diretamente, isto desregula a sintese de
colesterol/triglicerideos, além de levar a parada do ciclo celular, ou apoptose. No entanto, o
mecanismo preciso de ativacdo dessas respostas celulares ndo é totalmente compreendido
(Werstuck et al., 2001; Yu et al., 2013).

Nos casos de degradacao das cisternas do RER em que ndo ha o reparo, pode haver um
acumulo de proteinas mal dobradas, o que as tornam citotoxicas, comprometendo a funcao celular.
Sendo assim, o0 estresse ao RER é importante na manutencdo da integridade fisiologica das

células (Deldicque et al., 2012; Rayavarapu et al., 2012).
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As respostas geradas pelo estresse no RER variam de acordo com o tipo e a origem
celular, exibindo uma ampla gama de sensibilidade a Hcy (Outinen et al., 1999; Zhang et al., 2001;
Zou e Banerjee, 2005). Hcy pode causar estresse no RER interrompendo a formacéo de ligacdes
dissulfeto e ativando a resposta de proteina desdobrada. Em cultura celular, quando as HUVECs
sdo expostas a niveis elevados de Hcy, ha um aumento dos conteddos de proteinas de resposta
ao estresse do RER, entre elas a proteina GRP78 (Kokame et al., 1996). De um modo geral, a
Hcy pode gerar estresse no RER por homocisteinilacdo, ou seja, pela modificacdo da estrutura da
proteina, no caso do RER a GRP78 (Glushchenko e Jacobsen, 2007). Nesta tese, sugere-se que
Hcy induziu o estresse pela homocisteinilagdo de GRP78, uma vez que seu conteldo encontrou-
se aumentado em embrides em E6 e em E10.

A relacdo entre a exposi¢cdo de Hcy e os mecanismos de resposta celular durante o
desenvolvimento do membro permanece pouco esclarecida. Nesse estudo, demonstramos que
Hcy promoveu um desequilibrio nos conteldos de proteinas necessarias para mecanismos
mitocondriais de fisséo e fusdo, bem como manutencéo e controle de qualidade de mitocondrias
via mitofagia. Além disso, Hcy ainda teve como alvo de toxicidade o RER, onde foi capaz de gerar
estresse, reconhecido pelo aumento do contetido da proteina GRP78.

De acordo com Skovierova et al. (2016), a toxicidade celular da Hcy pode ser induzida por
trés diferentes formas: (i) por indugéo de estresse oxidativo; (ii) por excitotoxicidade, isto €, a Hcy
como uma neurotoxina; e (iii) por homocisteinilagao, isto &, por modificacbes na estrutura, e por
consequéncia no conteudo das proteinas. Neste estudo, demonstramos que durante o processo
de ossificacdo endocondral em membros de embrides de galinha em E6 e E10, a
homocisteinilagdo parece ser o modo pelo qual a Hcy induziu a toxicidade. As alteragcdes no
contetdo das proteinas ora relacionavam-se as células em processo de diferenciacdo para
formacgéo do molde cartilaginoso, e ora relacionavam-se as células do mesénquima condensado
em torno do molde cartilaginoso e do osso em formacao. O efeito do tempo do desenvolvimento
foi determinante nas respostas celulares em condi¢do de HHcy. Nas etapas iniciais do processo
de ossificacdo endocondral, a Hcy interferiu na formacdo de vasos sanguineos no molde
cartilaginoso e na matriz dssea. Esse efeito inicial, comprometeu a mineralizacdo da matriz 6ssea
em etapa posterior do processo de ossificacdo. Do mesmo modo, nas células mesenquimais, ao
longo do desenvolvimento a Hcy desencadeou outros mecanismos de respostas envolvidos na

sobrevivéncia celular, como a mitofagia e o estresse no RER.



6 CONCLUSOES

Os dados obtidos nesta tese permitem concluir que a exposi¢éo a Hey (20 umol) induziram
alteracdes na formacéo de vasos sanguineos. Esses efeitos comprometeram a cascata sucessiva
de eventos da ossificagdo endocondral, sobretudo na mineralizacdo da matriz 6ssea.

Além disso, em condi¢cdes de HHcy houve alteracdes nas células mesenquimais, sendo 0s
principais alvos as mitocondrias e o RER. Nas mitocondrias, a Hcy gerou danos as cristas
mitocondriais, concomitante ao aumento no contetido de proteinas DRP1, PRK8, LC3Il e p62
envolvidas nos mecanismos de fissdo mitocondrial e mitofagia. No RER, a Hcy induziu estresse
pelo aumento no contetdo de GRP78.

Embora a Hcy tenha causado alteracdes celulares, essas mudancas nao foram
acompanhadas por alteracbes morfoldgicas externas no o0sso em desenvolvimento. Estes
resultados fornecem novos conhecimentos para melhor compreender as bases celulares da

toxicidade de Hcy.
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