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RESUMO

As V-ATPases tem sido foco de crescente interesse nas pesquisas para a cura do
cancer por desempenharem importantes papéis na metastase, proliferacdo e
sobrevivéncia celular, bem como na resisténcia a drogas. Muitas evidéncias
mostram que células tumorais exibem um metabolismo de lipidios alterado, com
aumento consideravel na sintese de acidos graxos, absorcéo e sintese de colesterol
e uma desregulacdo do metabolismo de esfingolipidios. O colesterol destaca-se por
ser um dos componentes majoritario dos 'rafts', microdominios de membrana
(MDMs) que compartimentalizam importantes moléculas envolvidas nos processos
de progressdo tumoral, como a migracao e a invasao. As V-ATPases ja foram
descritas como uma das proteinas integrais de membrana recrutadas pelos MDMs, e
sua atividade é sabida ser afetada pela composicao lipidica da matriz membranar. A
presente tese demonstra a influéncia da deplecédo de colesterol sobre a atividade de
hidrélise de ATP e transporte de H* das V-ATPases e seu impacto na progressao
metastatica. Testamos a hipétese da migracao e invasao consistirem em processos
altamente dependentes das V-ATPases, e que a deplecao farmacoldgica de
colesterol afeta de forma significativa a atividade, tanto in vitro quanto em células
vivas, destas bombas de H" em linhagens celulares modelo de melanoma. A inibicdo
da V-ATPase induzida pelo inibidor de colesterol MBCD esta relacionada a uma
inibicdo do efluxo de protons nas células tumorais, reduzindo a capacidade de
migracdo e invasao das células tumorais. Em conjunto, os dados sugerem que a
atividade da V-ATPase é dependente dos MDMs funcionalmente relacionados a
dindmica membranar necessaria a mobilidade das células tumorais, assim como a

montagem dos MDMs também depende da atividade desta bomba.

Palavras-chave: V-ATPase, MDMs, colesterol, migragéo, invaséo.
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ABSTRACT

V-ATPases have been a focus of increasing interest in cancer cure research
because they play important roles in metastasis, cell proliferation and survival, as
well as drug resistance. Many evidences shows that tumor cells exhibit an altered
lipid metabolism, with considerable increase in fatty acid synthesis, absorption and
cholesterol synthesis, and deregulation of sphingolipid metabolism. The cholesterol is
noted to be one of the major components of rafts, membrane microdomains (MDMs)
that compartmentalize important molecules involved in tumor progression processes,
such as migration and invasion. V-ATPases have already been described as one of
the integral membrane proteins recruited by MDMs, and their activity is known to be
affected by the lipid composition of the membrane matrix. The present work
demonstrates the influence of cholesterol depletion on the ATP hydrolytic activity and
H* transport of the V-ATPases and their impact on the metastatic progression. We
have tested the hypothesis that migration and invasion are highly V-ATPase-
dependent processes, and that the pharmacological cholesterol depletion
significantly affects these H" pumps activities in melanoma model cell lines both in
vitro and living cells. The V-ATPase inhibition induced by the cholesterol inhibitor
MBCD is related to a proton flux inhibition in tumor cells, reducing the migration and
invasiveness capacity of tumor cells. Taken together, the data suggest that V-
ATPase activity is dependent on MDMs functionally related to the membrane
dynamics required for the tumor cells mobility, as well as the MDMs assembly also
depends on this pump activity.

Key words: V-ATPase, MDMs, cholesterol, migration, invasion
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1. INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de mortalidade nos dias atuais sendo
responsavel por 8.2 milhdes de mortes em 2012 (Ferlay et al., 2012), acometendo
indistintamente a todas as classes sociais e grupos étinicos. Devido a sua
complexidade mecanistica e diversidade ontogénica, constitui uma das doencas
mais desafiadoras e requer pesquisas extensivas para o desenvolvimento de novas
e mais eficientes terapias e diagnésticos o mais precoce possivel. Entre os
canceres, 0 melanoma maligno vem ganhando destaque nas Ultimas décadas
devido a um aumento radical da sua incidéncia e mortalidade (Stracci et al., 2005).
Na populacdo caucasiana sua incidéncia anual vem aumentando mais do qualquer
outro tipo de cancer (Palunic et al., 2016, Singh e Salama, 2016; Jeong et al., 2011;).
Recentemente, as V-ATPases se tornaram alvos promissores para terapia do cancer
por desempenharem um importante papel na metastase, crescimento e
sobrevivéncia celular, bem como na resisténcia a drogas (Perez-Sayans et al.,
2009).

As V-ATPases sdao bombas de prétons dependentes de ATP presentes na
membrana de lisossomos, endossomos, vesiculas secretérias, vesiculas revestidas
de clatrina e na membrana de algumas células especializadas (Forgac, 2007; Li e
Kane, 2009; Brown et al., 2009) e também tem sido funcionalmente detectada em
membranas do complexo de Golgi, do reticulo endoplasmatico e vesiculas do
caminho secretério de proteinas (Samardao et al., 2009). Sua funcdo basica é
bombear prétons do citosol para os compartimentos intracelulares ou para o espaco
extracelular. Tal atividade exerce papéis cruciais em diversos processos,
principalmente os envolvidos na proliferagdo e dindmica celulares, incluindo:
endocitose mediada por receptor, trafego de proteinas através dos compartimentos
endossomais, ativacdo de zimdgenos, e transporte acoplado de ions e pequenas
moléculas nutricionais e reguladoras (Forgac, 2007).

O microambiente acido é crucial para o0 crescimento, progressao e
quimioresisténcia tumoral (Morita et al., 1992; Martinez-Zaguilan et al., 1996). As V-
ATPases exercecem um papel chave nesse cenario, pois Sd0 responsaveis por
manter e estabelecer a homeostase e gradientes de pH do microambiente e



membranas tumorais, respectivamente (Fais et al., 2007). As células tumorais
apresentam uma superexpressao dessa bomba de prétons em suas membranas
plasmaticas, e evidéncias cumulativas tem revelado que tal fenémeno exerce forte
influéncia sobre o potencial de malignidade das células tumorais, primariamente
relacionada a ativacdo de proteases acidas responsaveis pela degradacao da matriz
extracelular (Sennoune et al., 2004b; Lu et al., 2005; De Milito e Fais, 2005). As V-
ATPases intracelulares também contribuem para o trafego vesicular dessas
proteases bem como para sua ativacdo. Outro papel que as V-ATPases exerecem é
o de regulacdo de vias sinalizadoras como as integradas por Wnt e Notch, entre
outras (Holliday, 2014).

Outra caracteristica marcante das células tumorais € a alteragdo no metabolismo
de lipidios. As células tumorais malignas apresentam um aumento consideravel na
sintese de acidos graxos (Young e Anderson, 2008), absorcdo e sintese de
colesterol (Tosi e Tugnoli, 2005) e uma desregulacdo no metabolismo de
esfingolipidios (Ryland et al., 2011). Os mecanismos de absor¢do de colesterol
mediado pelos receptores de LDL (lipoproteina de baixa densidade) sdo usados com
sucesso para a entrega de componentes conjugados aos esterdis aos seus destinos
finais dentro da célula (Schroeder et al., 2010). Além do mais as células tumorais
apresentam um aumento dramético no numero de receptores de LDL e na absorcao
de colesterol que chegam a ser 100 vezes maior do que o encontrado em células

normais (Ho et al., 1978).

Sendo as V-ATPases proteinas integrais de membrana, estas sao
estruturalmente e funcionalmente afetadas pela composicao lipidica membranar.
Muitos trabalhos relatam a organizacdo de microdominios de membrana (MDMs)
ricos em esfingolipidios e colesterol também chamados de 'rafts' lipidicos ou de
membrana (Lingwood e Simons, 2010). Os MDMs desempenham um papel
importante no processo de sinalizagao, trafego de membrana, endocitose e na
motilidade das células, e entre as inUmeras moléculas ja identificadas nesses
microdominios encontram-se as V-ATPases (Yoshinaka et al., 2004). No caso do
colesterol, um dos principais lipidios constituinte dos MDMs, este tem demonstrado
exercer influéncia e ser influenciado pela V-ATPase. Foi descrito a necessidade de
colesterol na composicdo de lipossomos para reconstituicdo da atividade de
bombeamento de prétons da V-ATPase (Perez-Castifieira e Apps, 1990). Por outro



lado, a inibicdo da V-ATPase foi relacionada ao aprisionamento do colesterol nos
lisossomos, diminuindo os niveis de colesterol livre e gerando deplecéo deste lipidio
na membrana (Bartel et al., 2016). Tal efeito interfere com a fluidez de membrana e
aumenta a rigidez celular (Sun et al., 2007), caracteristicas associadas com a

capacidade migratoria e invasiva da célula (Bartel et al., 2016).

A migracao e a invasao sao etapas-chave da cascata metastatica e processos
estratégicos no qual se investiga possiveis alvos quimioterapicos. A metastase
responde por 90% das mortes provocadas por tumores sélidos (Gupta e Massagué,
2006), e assim, o blogueio ou retardo deste processo consiste em alvo
importantissimo na pesquisa do cancer. Tanto a migracdo quanto a invasdo sao
processos complexos que envolvem um controle fino da dinamica membranar,
citoplasmatica e organelar. O primeiro inclui formacbées de protrusées em uma
margem da célula, adesdo, movimento do corpo celular e liberacdo dos sitios de
contato na borda de fuga (Ridley et al., 2003). O segundo perda de adesao da célula
tumoral aos componentes da membrana basal ou matriz extracelular (ECM),
degradacao local destas estruturas dependentes da extrusdo acida, secrecédo e
ativacao de proteases dependentes do pH extracelular acido do microambiente
tumoral e aumento da locomogcdo da célula tumoral para dentro da regido
modificada. Os trés ultimos passos sao regulados tanto pelo pH intracelular quanto
pelo pH extracelular (Cardone et al., 2005), regulacdo que depende intrinsecamente
da participacao das V-ATPase, corroborando com estudos prévios que tem sugerido
um papel-chave desta bomba na regulagdo da migracdo e invasdao de células
tumorais malignas (Cotter et al., 2015; Nisisho et al., 2011; Hinton et al., 2009b).

Os MDMs também exercem forte influéncia sobre a migracao e invasao celular
(Li et al., 2011, Jagielska et al., 2012, Vincent et al., 2012). Neste contexto, fora
previamente descrito que a microorganizacao dos lipidios na membrana plasmatica
pode afetar as fungdes da célula mediada pelas integrinas (Pande, 2000). Esses
MDMs também sdo essenciais para aquisicdo de um fendtipo polarizado durante a
migracao de células de adenocarcima mamario MCF-7 (Mafies et al., 1999). Eventos
como a degradacao da matriz extracelular e formacao de invadopddios em células
de cancer de mama também requerem os MDMs. A caveolina-1, proteina marcadora
dos MDMs caveolares, € predominantemente expressa em células de cancer de

mama invasivo e esta correlacionada com a atividade do invadopddio. Essa proteina



desempenha um importante papel no trafego de componentes para o invadopddio
incluindo MT1-MMP (metaloprotease de membrana do tipo 1), responsavel pela

degradacao dos componentes da matriz extracelular (Yamaguchi et al., 2009).

Para realizacdo dos experimentos desse trabalho foram utilizadas as linhagens
de melanoma murino B16-F10, caracterizada como muito metastatica pela grande
quantidade de catepsinas B (Sloane et al., 1982) e B16-FO caracterizada como
pouco metastatica. Essa diferenciacdo foi reforcada pelo grupo através de analises
morfolégicas tanto de tumores provenientes de ambas as linhagens quanto das
linhagens in vitro. Tanto a linhagem de melanoma mais metastatico B16-F10 quanto
o tumor induzido por esta, apresentaram caracteristicas mais anaplasicas como
nucleos aumentados, inumeros nucléolos, sinais de invaséo vistos nas analises de
histopatologia, variagcdo no formato celular e maior heterogeneidade, do que o
melanoma menos metastatico B16-FO (Santos, 2014). Uma terceira linhagem foi
utiizada como controle, Melan-A, cultura de melanécitos murinos, ndo malignos
(Danga et al., 2015).

O presente trabalho investigou a influéncia da deplecdo de colesterol nas
atividades de hidrélise de ATP e transporte de H' da V-ATPase em vesiculas
isoladas de membrana plasmatica, e sobre o respectivo fluxo de prétons monitorado
em células vivas. Foi analisado também o comportamento das células vivas sob
tratamento com MBCD ou concananicina (Conc A) e sua influéncia sobre a migracao
e invasao celular. Os resultados sugerem que o colesterol é essencial para a
expressao funcional da bomba, afetando processos que dependem da acidificacéo
extracelular e do gradiente eletroquimico de H* da membrana das células tumorais,

como a migracéao e invasao celular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura das V-ATPases

As ATPases do tipo vacuolar (V-ATPases) sdo bombas de prétons presentes
nos sitemas endomembranares, lisossomos, endossomos, aparato de Golgi,
granulos secretérios e vesiculas revestidas de todas as células eucaridticas e na
membrana plasmatica de alguns tipos especificos de células animais. Estas enzimas
participam do controle da homeostase celular, via manutengdo de um pH adequado
citoplasmatico e acidificacao do interior de muitas organelas (Sennoune et al., 2004
b). As V-ATPases mobilizam a energia proveniente da hidrélise de ATP para
bombear prétons através das membranas em que estdo funcionalmente expressas.
Isto cria um gradiente de pH através da membrana, que resulta em condicdes acidas
dentro dos compartimentos intracelulares e pH relativamente neutro no citoplasma
(Sennoune et al., 2004a). Porém, quando superexpressas na membrana plasmatica
de células tumorais provocam acidificacdo do meio extracelular (Martinez-Zaguilan et
al., 1996), e energizam uma gama de transportadores secundarios e proteinas
transmembrana que participam dos processos de reconhecimento celular e adeséo
matricial.

As V-ATPases sao compostas por muitas subunidades organizadas em dois
dominios. O dominio Vi é um complexo periférico de 650 KDa, composto de oito
subunidades diferentes (A, B, C, D, E, F, G, H) cujos pesos moleculares variam de
13-70 KDa, envolvido na hidrélise de ATP. O dominio Vo € um comlexo de 260 KDa
embebido na membrana, composto de seis subunidades (a, c, ¢’, ¢’, d, e ) cujos
pesos moleculares variam de 9-100 KDa, que proporcionam a translocacao dos
protons do citoplasma para o lumen ou espago extracelular (Forgac, 2007) (Figura
1).

Sabe-se que as subunidades “A” e “B” sdo consituintes da unidade catalitica.
Sendo a hidrélise de ATP e a regulagdo via dominio ndo homdélogo, funcdo da
subunidade A. Ja a subunidade “B” tem funcao regulatéria e se liga a actina e
aldolase (Shao et al., 2003; Shao e Forgac, 2004; Nishi e Forgac, 2002). Sugere-se
que a subunidade “C” desempenhe um importante papel regulatério, atuando na



dissociacdo dos dominios Vo e Vy (Inoue e Forgac, 2005; Drory et al., 2004).
Acredita-se que a subunidade “D” seja importante para o acoplamento entre o
transporte de H* e a hidrélise de ATP. Este acoplamento se refere ao acolpamento
funcional da enzima, ou seja, o sincronismo entre as atividades de hidrélise de ATP
e transporte de H' desempenhadas pela V-ATPase (Xu e Forgac, 2000). As
subunidades “D” e “F” sdo chamadas de subunidades rotatérias (Imamura et al.,
2003; Arata et al., 2002). Sugere-se que as subunidades “E” e “G” funcionem como
estatores, partes fixas que ajudam na manutencédo da conformacgédo da V-ATPase, e
também atuem como sitios de ligacao para reguladores de ATPases de membranas
vacuolares e endossomais (Smardon et al., 2002; Arata et al., 2002). A subunidade
“H” tem sido associada a regulacdo da atividade enzimatica (Wilkens et al., 2004;
Sagermann et al., 2001; Geyer et al., 2002).

A subunidade “a” do dominio Vo € uma proteina integral de membrana que além
de compor o canal de translocacao de ions H*, também é responsavel por direcionar
a V-ATPase para diferentes membranas subcelulares (Kawasaki-Nishi et al., 2001.;
Toei et al.,, 2010). Em mamiferos a subunidade “a” estd presente em quatro
isoformas (a1-a4), sendo as isoformas a3 e a4 responsaveis pelo direcionamento da
V-ATPase para a membrana plasmatica de osteoclastos e células intercaladas
renais, respectivamente (Toyomura et al., 2000; Oka et al., 2001; Smith et al., 2001;
Toyomura et al., 2003). Ja a subunidade “c” é a principal subunidade envolvida com
o transporte de prétons (Nishi e Forgac, 2002), enquanto a subunidade “d” é
atribuida a funcdo de promover a associagdo do dominio Vo, com o dominio V;
(Pietrement et al., 2006; Nishi et al., 2003; Smith et al., 2002). Em mamiferos a
funcéo da subunidade “e” é desconhecida (Sambade e Kane, 2004).

Para a montagem do complexo V-ATPase sdo necessarias algumas proteinas
acessorias (Kinouchi et al., 2010; Jansen et al., 2010). Entre elas as proteinas Ac8-9
e a ATP6ap2. A Ac8-9 é uma forma truncada do receptor (pro) renina. O seu
fragmento M8.9 carboxiterminal é produto da clivagem pela endoprotease furina e
nao € funcional (Kinouchi et al., 2013). O fragmento M8.9 € o responsavel por se
associar a V-ATPase (Ludwig et al., 1989). A partir de um estudo do gene ATP6ap2
de camundongo, foi sugerido a necessidade das proteinas ATP6ap2 e Ac8-9
associadas para que ocorra a montagem do complexo V-ATPase (Oshima et al.,
2011; Riediger et al., 2011; Kinouchi et al., 2010). A proteina acesséria ATP6ap2 é



importante para a sinalizacdo Wnt candnica, pois sua depleg¢éo por siRNA reduz a
resposta celular a esse tipo de sinalizacao (Cruciat et al., 2010).

Ja a proteina Ac45 vem sendo apontada como uma subuindade regulatéria da V-
ATPase (Holthuis et al., 1995). Jansen e colaboradores (2008) mostraram que a
Ac45 ajuda a controlar a localizacdo da V-ATPase por direciona-la para dentro de
vias secretorias reguladas, afetando a secrecdo mediada pela V-ATPase e

dependente de Ca®* (Jansen et al., 2008).

ADP+ Pi
Vi

Vo

H+

Figura 1- Estrutura da V-ATPase. A V-ATPase é composta pelo complexo periférico
V, (amarelo e laranja), responsavel pela hidrélise de ATP, e pelo complexo integral, Vq
(roxo e cinza), envolvido no transporte de prétons através da membrana. O complexo V,
e Vy estdo ligados por uma haste central, compostas pelas subunidades “D” e “F” (V4) e
“d” (Vo), € multiplas hastes periféricas, compostas pelas subunidades “C”, "E”, “G”, “H”
(verde). As V-ATPases de mamiferos contém as proteinas acessérias Ac45 e ATP6ap2,
ambas necessarias para o funcionamento da enzima. Adaptado de Sun-Wada e Wada,
2015.



2.2. Funcoes das V-ATPases na fisiologia das células animais

As V-ATPases presentes nos compartimentos intracelulares sao importantes
para processos celulares normais como: endocitose mediada por receptor, trafego
intracelular de membrana, processamento e degradacao de proteinas e transporte
de pequenas moléculas e ions (Wang et al., 2007; De Milito et al., 2007).

As V-ATPases desempenham um papel essencial na endocitose mediada por
receptor por fornecer um pH endossomal acido necessario para ativar a liberagéao
de ligantes internalizados de seus receptores (Forgac, 2007). A entrega desses
ligantes aos endossomos tardios também é facilitada pelo pH acido luminal gerado
pelas V-ATPases (Hinton et al., 2009a). Dentro de lisossomos e outras organelas
digestivas as V-ATPases fornecem o pH luminal acido necessario para a atividade
de hidrolases responsaveis pela degradacao de proteinas e outras macromoléculas
(Forgac, 2007).

Em vesiculas secretérias, como as vesiculas sinapticas e granulos de cromafim,
as V-ATPases fornecem a forca motora para o transporte acoplado de pequenas
moléculas empregando seu potencial de membrana ou o gradiente de pH gerado
(Moriyama e Yahara, 1999). Uma fung¢édo similar foi observada nos vacuolos de
leveduras, onde, por exemplo, o influxo de Ca®* esta associado ao efluxo de prétons
(Anraku et al., 1992).

Na membrana plasmatica das células de mamiferos estas bombas
desempenham importantes funcgdes: facilitam a reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos
(Li et al.,1999), secrecdo pelas células intercaladas dos rins (Wagner et al., 2004),
homeostase do pH em macrafagos e neutréfilos (Nanda et al.,1996), angiogénese
pelas células endoteliais (Rojas et al.,, 2006) e maturacdo e armazenamento dos
espermatozoéides no trato reprodutivo masculino. Nas células caliciformes dos
insetos, criam um potencial de membrana positivo que dirige a secrecdo de K*
através de um contra-transporte eletrogénico (Pastor-Soler et al., 2003), (Figura 2).

QOutra funcdo da V-ATPase seria o de envolvimento com a regulacao da
morfologia das células. Estudos realizados por Skinner e Wildeman (1999) provaram
que a subunidade c de 16 KDa da V-ATPase se liga ao dominio transmembrana da

integrina B1 em mioblastos de rato, e que a superexpressdao ou expressdo desta



subunidade sem a quarta das suas 4 hélices alterou a morfologia de fibroblastos e
mioblastos, sugerindo que a interacdo de 16 kDa com a 31 seja importante para o
controle do crescimento celular. Esta mesma subunidade também forma um
complexo com a oncoproteina E5 do papiloma virus. Essa associacao auxilia E5 a
ativar o receptor PDGF-B (receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas)
envolvido com o crescimento e divisdo celular (Andresson et al., 1995).

Célulaintercalada Osteolcasto Macréfago Célula caliciforme de
dosrins inseto

Figura 2- Funcao das V-ATPases na membrana plasmatica de diferentes tipos
celulares. As V-ATPases na membrana apical das células a intercaladas renais ajudam na
secrecdo acida para o lumen dos tubulos distais e ductos coletores. Defeitos nas V-
ATPases das células intercaladas levam a desordem chamada de acidose dos tubulos
renais distais. As V-ATPase dos osteoclastos estao envolvidas na reabsorcdo éssea. Elas
criam um ambiente &cido necessario para degradacao éssea. A osteoporose, caracterizada
pela reabsorcdo dssea insuficiente, esta associada com funcionamento inadequado da V-
ATPase. A presencga de V- ATPases na membrana de macrofagos e neutréfilos auxiliam na
homeostase do pH citoplasmatico dessas células. Adaptado de Nishi e Forgac, 2002.

2.3. V-ATPases e a migracao e invasao de células tumorais malignas

A presenca de V-ATPases na membrana plasmatica de células tumorais
malignas invasivas e a superexpressao de subunidades dessa bomba de prétons
tem sugerido um possivel papel para as V-ATPases na migracdo e invasao de
células cancerigenas. O papel mais conhecido atribuido a essa enzima é o de
promocao da atividade de proteases envolvidas com a invasdo dependente de um
pH acido (Figura 3). Essas proteases ou clivam diretamente os componentes da

matriz extracelular, necesssario para que o tumor escape ou invada novos sitios ou
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ativa proteases que participam desse processo. Catepsinas e metaloproteases sao
as duas principais classes de proteases envolvidas na metastase. As catepsinas
residem nos lisossomos e necessitam de um pH baixo para sua ativacéo e atividade
(Marshansky et al., 2014; Settembre et al., 2012; Stransky e Forgac, 2015),
enquanto que as MMPs nao dependem diretamente do pH, mas podem ser ativadas
pela clivagem dependente de catepsinas (Stransky e Forgac, 2015; Rush et al.,,
2012; Kim et al., 2008).

Tanto V-ATPases intracelulares quanto V-ATPases de membarana
plasmatica desempenham papéis no processo de invasdao. As V-ATPases dos
compartimentos secretérios de células de cancer de mama, criam um microambiente
acido necessario para ativacdo das MMP-2 e catepsina B, proteases promotoras de
invasdo (Hegedus et al., 2008; Hendrix et al., 2013). Ja as V-ATPases de membrana
plasmatica criam um microambiente extracelular acido que promove a ativacéo ou

atividade de proteases envolvidas com a invasao (Cotter et al., 2015).

Um possivel mecanismo pelo qual V-ATPases podem promover a migracao
celular é através da interacdo com a actina do citoesqueleto. Ja foi visto que
algumas subunidades das V-ATPases interagem ou colocalizam com a actina em
varios tipos de célula, incluindo células de cancer de mama (Cai et al., 2014;
Hindenburg et al.,, 1989; Kinouchi et al, 2010). Em células endotelias
microvasculares, as quais sobrevivem em um microambiente acido assim como as
tumorais, a alta densidade de V-ATPases de membrana plasmatica em um pélo da
célula, cria um gradiente de pH que permite a polimerizacdo da actina devido a um

pH citosélico alcalino local (Ouar et al., 2003).

Outra contribuicdo das V-ATPases para a migragdo consiste em facilitar a
localizagao de fatores envolvidos na migracao celular. Ja foi visto que o tratamento
de células de cancer de mama SKBR3 com inibidores especificos de V-ATPases
alteram a localizagdo apropriada de Rac1 e EGFR, ambos envolvidos na migracao
(Sun-Wada et al., 20086).

As V-ATPases estdao envolvidas também na regualacdo do potencial de
membrana, que por sua vez pode alterar a condutancia dos canais de ions. A
alteracdo do influxo de calcio provocada pela atividade das V-ATPases na
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membrana plasmatica, tem sido associada a um aumento da capacidade migratéria
(Fender et al., 2015; Powell et al., 2000).

A interacao de certas proteinas com as V-ATPases também podem alterar o
seu funcionamento, e por consegiiéncia a migracao e invasao celular. TMSG1, por
exemplo, tem a capacidade de interagir e inibir a atividade das V-ATPases. Em
células de cancer de mama, a superexpressao de TMSG1 diminui a atividade das V-
ATPases, reduz o crescimento celular e inibe a migracéo e invasao in vitro (Fan et
al., 2015; Marino et al., 2010). A proteina transmembrana TM9SF4 também pode
interagir e inibir a atividade das V-ATPases através da regulacdao de sua montagem.
Foi visto que o silenciamento de TM9SF4 em células de cancer de célon reduziu a
invasao in vitro (Lozupone et al., 2015). O papel das V-ATPases na migragéao e
invasdo mostra-se bastante complexo, sendo necessarios ainda muitos estudos para

elucida-lo completamente.

ATP ADP K V-ATPase

Polo migratério % % %
' % W Protease dependente de

H*
—@ " & - @ pH
Espago extracelular @1 o @J H c wcqﬂ p

Pro-peptideo
(protease)

Figura 3- Mecanismo pelo qual as V-ATPases aumentam a invasividade e
sobrevivéncia do tumor. A principal fungao atribuida as V-ATPases durante a invasao
de células tumorais € a de promogado da atividade de proteases dependentes de pH
extracelular. Intracelularmente, a acidificacdo de compartimentos mediada pela V-
ATPase pode permitir a ativagdo de proteases que sdo entregues a superficie da
membrana. Um aumento na expressao das isoformas a3/a4 direcionam as V-ATPases
para a membrana plasmatica das células tumorais invasivas, onde elas auxiliam na
criagdo de um microambiente acido que permite a ativagcdo de proteases dependentes
de pH e/ou aumenta a atividade dessas proteases. Este microambiente acido € propicio
para a sobrevivéncia da célula tumoral. Adaptado Stransky et al., 2016.
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2.4. Inibidores das V-ATPases

Existe um interesse avido na inibicdo farmacoldgica das V-ATPases, uma vez
que isso pode ajudar a entender uma ampla gama de doencgas, incluindo o céncer,
osteoporose e o Alzheimer (Hinton et al., 2009a; Williamson e Hiesinger, 2010). A
inibicdo da atividade das V-ATPases causa uma desregulagcdo do pH celular,
perturbando o funcionamento da célula. Os primeiros inibidores descritos dessa
bomba de prétons foram a bafilomicina A; e a Conc A (Figura 4). Ambos sao
coletivamente conhecidos como plecomacrolideos e consistem em um grande anel
de lactona macrociclica, composto por 16-18 carbonos, isolados originalmente de
muitas espécies de bactéria Streptomyces (Bowman et al.,1988). O mecanismo de
acao das drogas consiste na sua ligacdo a subunidade ¢ o que causa inibicdo da
translocacao de prétons através desse proteolipidio (Huss et al., 2002) resultando

em uma acidficacao intracitoplasmatica (Bowman et al., 2004).

Tanto bafilomicina quanto Conc A sdo potentes inibidores das V-ATPases,
com ICsg na faixa do nanomolar. Isso faz com que essas moléculas sejam Uteis nas
pesquisas para distinguir entre os diferentes tipos de ATPases na célula, uma vez
que as ATPases do tipo P e F ndo sao inibidas nas concentracdes usadas para uma
inibicao total da V-ATPase (Hernandez et al., 2012).

Hoje sabe-se que a Conc A é mais efetiva na inibicdo da atividade das V-
ATPases, do que a bafilomicina (Teodoro, 2004). Ja foi visto que o0 uso destes
inibidores especificos das V-ATPasse, reduz as taxas de migragao de linhagens de
cancer de mama e de células endoteliais microvasculares as quais compartilham um
microambiente extracelular semelhante aos das células tumorais (Sennoune et al.,
2004b; Rojas et al., 2006).

Atualmente tém surgido novos inibidores de V-ATPases, entre eles podem-se
citar: FR167356, considerado o primeiro inibidor de V-ATPases que pode discriminar
entre as V-ATPases de membrana plasmatica dos osteoclastos e as V-ATPases
lisossomais, tendo preferéncia pelas V-ATPases da membrana plasmatica. Esse
inibidor destaca-se por ser o primeiro componente a distinguir V-ATPases em nivel
celular (Niikura et al., 2004).
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Outro inibidor de V-ATPases que vem sendo estudado é a difilina. Esta droga
pode inibir o crescimento e invasao celular e induzir a apoptose em cancer gastrico
humano usando a via de sinalizagdo Wnt/ B catenina como mecanismo (Shen et al.,
2011). Outras moléculas e drogas que inibem as V-ATPases também vem sendo
descritos como: NiK12192 (Petrangolini et al., 2006; Melikova et al., 2002), FR20126
(Nikura, 2002) e PPl SB242784 (Hesselink et al., 2008)

Assim como os inibidores classicos, Conc A e bafilomicina, o archazolid B se liga
a subunidade ¢ do dominio V, da V-ATPase (Bockelmann et al., 2010), inibindo a
atividade das V-ATPases em concentracbes nanomolar (Huss et al.,, 2005). Esse
composto é derivado da mixobactéria Archangium gephyra (Sasse et al., 2003) e
sua citotoxicidade mostrou ser dose e tempo- dependente resultando em morte
celular induzida por via apoptética mitocondrial (von Schwarzenberg e Wiedmann,
2013).

A inibicao da V-ATPase tem inumeras consequéncias para a célula.
Processos celulares como dissociacdo dos ligantes de seus receptores nos
endossomos, concentracao de hormdnios, degradacao lisossomal e secrecao acida
(Forgac, 2007) sdo comprometidos pela perda de funcédo da V-ATPase. Podendo a
desregulacdo da homeostase do pH, gerada pela inibicdo dessa bomba de prétons
provocar a morte das células (Luciani et al., 2004; De Milito et al., 2007).

A

Figura 4- Estrutura quimica dos primeiros inibidores especificos da V-
ATPase. (A) Bafilomicina A1 e (B) Conc A. Adapatado de Hernandez et al.,
2012.
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2.5. Migracao e Invasao Celular

Migragdo e invasdo sado termos claramente separados na biologia celular
experimental. A migracao é definida como um movimento direcionado das células
em um substrato como a membrana basal, fibras da matriz extracelular ou placas
plasticas. A migracdo em uma superficie 2D ndo envolve nenhuma rede de fibras
obstrutoras, (ex: colageno 1). Ja a invasado é definida como o movimento da célula
através de uma matriz 3D, a qual é acompanhada por uma reestruturacdo do
ambiente 3D. A invasado requer adesao, protedlise dos componentes da matriz
extracelular e migracao, assim as células invasoras remodelam a matriz extracelular.
Mesmo havendo dificuldade em separar os processos, é fato que a capacidade para
migrar € um pré-requisito para invadir. Uma célula nao consegue invadir sem migrar,

mas consegue se locomover sem invadir (Kramer et al., 2013).

A migragdo de células tumorais metastaticas de um sitio primario para um
sitio distante € de dificil diagndstico e caracteristica de muitos cénceres. Esta
habilidade também esta associada com a resisténcia a terapia. A migracao celular é
claramente relevante do ponto de vista das funcgdes bioldgicas (desenvolvimento
embrionario, organogénese e homeostase). Infelizmente a desregulacdo deste
processo também estd envolvida na progressdao do cancer (angiogénese tumoral e
metastase) (Lecomte et al., 2011). A metastase, passo final da progressao tumoral,
€ a responsavel por 90% das mortes provocadas por tumores sélidos, fato que
causa preocupacao (Gupta e Massagué, 2006). Este evento esta associado com a
habilidade de migracdo e invasdo da célula, assim inibindo a migracdo pode-se

diminuir e até mesmo anular a metastase (Luo e Guan, 2009; Liu et al., 2009).

Mudancas no pH citosolico sao criticas para o estabelecimento da polaridade
celular necesséria para a motilidade da célula. Um passo critico na motilidade e
migracao é a polimerizagdo assimétrica da actina em um dos pélos da célula. O
aumento no pH citosélico, provocado em grande parte pela super-expressao de V-
ATPases de membrana plasmatica promove o recrutamento de cofilina e
remodelamento dindmico da actina em um dos pélos da célula migratéria (Bernstein
et al., 2000) (Figura 5). Assim as flutuacoes de pH necessarias para a montagem e
desmontagem dos microtubulos/microfilamentos permitirdo a protrusdo em uma das

margens e a retracdo na margem oposta pela mudanca na rigidez da estrutura do
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citoesqueleto favorecendo a transicdo ‘sélido-gelatinoso’ Neste contexto, Rojas e
colaboradores (2004 e 2006) e Sennoune e colaboradores (2004b), mostraram que
as V-ATPases de membrana plasmatica co-localizam com a actina em um dos pélos
da célula.

Os microtubulos e microfilamentos regulam o transporte de moléculas
provenientes de vesiculas derivadas do aparato de Golgi (Schmoranzer e Simon.,
2003). Segundo Sennoune e Martinez-Zaguilan (2007), a atividade da V-ATPase
pode regular proteinas do citoesqueleto necessarias para o movimento dos
endossomos e lisossomos para a membrana plasmatica, o que poderia contribuir
nao somente para um aumento da area de superficie necessaria para a migracao,

mas também a insergéo da V-ATPase na membrana plasmatica.

A invasao ocorre através de uma série complexa de interacbes com o tecido
hospedeiro. Primeiro ha perda de adesdo da célula tumoral aos componentes da
membrana basal ou matriz extracelular. Segundo, degradacdo local destas
estruturas dependentes da extrusdao acida. Terceiro, secrecdao de proteases
dependentes de pH acido e sua ativacao pelo baixo pH do microambiente tumoral e
quarto, aumento da locomocgéo da célula tumoral para dentro da regidao modificada.
O segundo, terceiro e quarto passos sao regulados tanto pelo pH intracelular quanto
pelo pH extracelular (Cardone et al., 2005). O pH extracelular acido das células
tumorais, atribuido em grande parte a superexpressao de V-ATPases na membrana
plasmatica, aumenta a motilidade das célula tumorais por induzir a formacao de
estruturas invasoras como os lamelipddios e filopédios, e também induz um aumento
do numero e comprimento dos mesmos em células metastaticas (Glunde et al.,
2003).

Lamelipodios sao protrusdes planas que permite a célula se prender e se mover
através de superficies planas. Sdo caracterizados por uma rede de filamentos de
actina localizados na parte dianteira da célula, uma vez que células migratérias
apresentam-se assimétricas. Essa assimetria é caracterizada por protrusées na
parte dianteira € uma cauda de retracdo na parte traseira (Lefranc et al., 2005).
Proteinas reguladoras como as capping protein (CP), complexo Arp2/3
SCAR/WAVE, tropomiosina e cofilina sdo também caracteristicas dos lamelipddios

(Smith et al., 2013). Ja os filopodios sdo projecdes citoplasmaticas finas, cilindricas,
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semelhante a uma agulha que se estendem além da borda da membrana em células
migratérias. Eles contém filamentos de actina em ligacdo cruzada, unidos por
proteinas de ligacado a actina, desempenham tanto papel mecanico quanto sensorial
(Lietal., 2014).

Outra estrutura tipica de uma célula migratéria sdo as adesodes focais. Elas
podem ser definidas como complexos multiprotéicos que promovem a ligacao de
receptores de matriz extracelular da familia das integrinas com a actina do
citoesqueleto, mediando assim uma robusta adesao da célula a matriz extracelular
(Zamir e Geiger, 2013). Essa ligacao das integrinas a actina € mediada por proteinas
de adeséao focal como as FAK, paxilina, vinculina, talina e Src (Lefranc et al., 2005).

As metaloproteases (MMPs) desempenham um papel fundamental no
processo de invasdo. Elas sdo uma familia multigene de endopeptidases
dependentes de zinco produzidas por muitos tipos celulares, e que degradam
diferentes componentes da matriz extracelular. Estdo envolvidas tanto em processos
fisioldgicos quanto patolégicos (Curran e Murray, 2000). Durante o processo de
invasao, as MMPs-2, 9 e 14 sdo conhecidas por estarem localizadas nas protrusdes
citoplasmaticas e uma vez que sao inibidas observa-se uma redugcdo na migracao

celular e invasédo (Egeblad e Werb, 2002).

A adeséao das células tumorais a matriz extracelular ocorre principalmente via
integrinas. Essas sao receptores heterodiméricos presentes na superficie cellular,
compostas por duas subunidades, uma subunidade a e uma subunidade B ligadas
nao covalentemente. Até o momento ja foram descritas 18 subunidades a e 8
subunidades B, que podem se combinar para produzir diferentes heterodimeros com
diferentes especificidades para os componentes celulares, como o colageno,
fibronectina, laminina, vitronectina entre outros. As integrinas estao aptas também a
induzir a sinalizacao intracelular por ativar a expressdo de uma ampla gama de
genes (Zhang e Chen, 2012). Uma migragao celular eficiente requer uma endocitose
e reciclagem constante de integrinas tanto quanto sua degradacéo, estabelecendo a
reciclagem de integrinas como um passod eterminante da progressdo tumoral
(Mellman, 2013).
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Figura 5- Mecanismo proposto pelo qual a superexpressiao das V-ATPases de
membrana plasmatica em um dos poélos da célula modula migracao/ invasao. Neste
modelo haveria um gradiente de pH que iria do mais acido no pélo traseiro para o mais
alcalino no pélo migratério, atribuido a uma supereexpressdo de V-ATPases no pélo
migratorio. Essa alcalinizagdo do citosol promoveria o recrutamento de cofilina e o
remodelamento dinamico da actina no pdélo migratério das células permitindo a protruséao
no polo migratério e a retragdo no pélo traseiro devido a mudangas na rigidez da estrutura
do citoesqueleto. H& indicios de uma colocalizacdo da V-ATPase com a actina do
citoesqueleto, o que sugere que as V-ATPases de membrana plasmatica regulem
proteinas do citoesqueleto necessérias para 0 movimento de vesiculas até a membrana
plasmatica, que pode contribuir ndo somente para a reciclagem de membrana necessaria
a migragao/invasao como também para inser¢cao da V-ATPase na membrana plasmatica.
Adaptado de Sennoune e Martinez-Zaguilan, 2007.

2.6. Melanoma

O cancer de pele configura-se como o mais frequente em todas as populagées.
Ele se apresenta basicamente sob duas formas: o melanoma e o0 nao melanoma.
Entre os canceres do tipo ndo melanoma, os carcinomas basocelular e espinocelular
(ou epiderméide) sdo os mais frequentes. Por sua vez, embora o melanoma seja
menos comum do que outros tipos de cancer de pele, ele é responsavel por
aproximadamente 80% das mortes provocadas por cancer de pele (Palunic et al.,
2016; Singh e Salama, 2016; Jeong et al., 2011). O aumento da incidéncia deste
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cancer de pele pode ser atribuido a um aumento dos fatores de risco, tais como:
caracteristicas da pele do hospedeiro (pele clara, presenca de nevos displasicos,
susceptibilidade a radiagao ultravioleta e episédios de queimadura solar), latitude
geografica, imunossupressao e histéria familiar de melanoma (Konstantinov et al.,
2016; Palunic et al., 2016).

O melanoma cutaneo ocorre principalmente na populacdo clara de pele branca,
enquanto que a populacdo da Asia e da Africa desenvolve principalmente o
melanoma acral (palma das maos, planta dos pés, falanges terminais) e mucosal em
baixas incidéncias (Garbe e Bauer, 2012). Os paises que apresentam as maiores
taxas de incidéncia de melanoma cutaneo sdo a Australia e Nova Zelandia,
chegando a aproximadamente 60 casos a cada 100.000 habitantes por ano
(Erdmann et al., 2013). No Brasil, segundo levantamento feito pelo Instituo Nacional
do Céancer (INCA), foram esperados para o ano de 2016, 3.000 novos casos em
homens e 2.670 novos casos em mulheres, sendo a regido sul do pais o local de
maior incidéncia.

O melanoma origina-se dos melandcitos, células produtoras de pigmento,
derivadas da crista neural, que durante o desenvolvimento colonizam a pele, olho e
uma ampla gama de tecidos ao longo do corpo (Mort et al., 2015). A transformacéao
dos melanécitos em células tumorais € um processo que envolve multiplos passos,
fatores de interacdo com o ambiente, genética e histérico do individuo (ex: histéria
pessoal prévia ou forte histérico familiar de melanoma e fenétipo de nevo atipico)
(Konstantinov et al., 2016; Palunic et al., 2016). O pigmento melanina produzido
pelos melandcitos, € um complexo macromolecular que dispersa e absorve radiacao
UV. Essa melanina concentra-se nos espacos perinucleares dos queratinécitos
protegendo o nucleo celular de possiveis danos causados pela radiacao UV (Tuong
et al., 2012).

De acordo com as caracteristicas histopatolégicas os melanomas receberam
algumas classificagdes. 1) Melanoma extensivo superficial caracteriza-se por uma
fase de crescimento radial ou horizontal com melanécitos arranjados em ninhos ou
sozinhos apresentando um padrao pagetoide. Este padrdo diz respeito a migracao
dos melandcitos para estratos superiores da epiderme semelhante ao que ocorre na
doenca de Paget mamaria. Ocorre em areas de exposicao solar intermitente. 2)
Melanoma nodular ocorre quase que exclusivamente na fase de crescimento vertical

(sem melanoma in situ ou com melanoma in situ confinado). Sua localizagdo mais
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comum € na extremidade ineferior e tronco e a lesdo costuma ter crescimento mais
rapido que a dos outros subtipos. 3) Lentigo maligno melanoma se caracteriza por
uma proliferagdo individual ou em ninhos de melandcitos atipicos ao longo da
membrana basal da epiderme. As células atipicas sdo pequenas, por vezes
fusiformes com nucléolo proeminente. Ao romper a membrana basal a lesdo passa a
se chamar lentigo maligno melanoma. 4) Melanoma lentiginoso acral tem células
organizadas em unidades simples entre as juncdes epiderme-derme e nos focos
confluentes. Em lesGes mais avancadas, a disseminacao pagetéide é comum bem
como a formac&o de ninhos de melanécitos na epiderme. E mais comum surgir em
um sitio acral, mas ocasionalmente pode aparecer nas mucosas (Schadendorf et al.,
2015).

A invasao local do melanoma pode ser dividida em 5 estagios ou graus de
invasdo: os niveis de Clark. Nivel I- neoplasia confinada a epiderme; nivel ll- invasao
a derme papilar; nivel lll- preenchimento de toda a derme papilar; nivel V-
penetracdo da derme reticular, nivel V- invasdao do tecido granular gorduroso
subcutaneo ( Clark et al., 1969)

Fortes evidéncias indicam que a exposi¢do e os danos provocados pela luz do
sol e radiacdo ultravioleta (UVR) (Katsambas e Nicolaidou, 1996; Gilchrest et al.;
1999), especialmente na infancia desempenham um papel central na etiologia do
melanoma maligno cutaneo com mais de 80% (Armstong e Kricker, 1999) dos casos
sendo atribuidos a exposicdo ao sol e a mortalidade relacionada ao melanoma
maligno cutaneo correlacionando com a distribuicdo global de UVA (responsavel por
danos crénicos provocados pelo sol e envelhecimento da pele, diferente da radiacédo
UVB que é responsavel pelas queimaduras) (Garland et al., 2003).

A biologia molecular do melanoma cutédneo é bastante ampla. O tumor
apresenta  marcadores  imuno  histoquimicos  (Mel-CAM),  enzimaticos
(tirosinaquinase), genéticos (CDKN2A, p53, p21) e protéicos (integrinas, ICAM-1,
ciclina D1). Estudos mostram que de cada trés pacientes, dois apresentam
mutacdes no gene CDKN2A (inibidor de quinase dependente de ciclina2A) (Mackie e
Hauschild, 2009), o qual codifica dois supressores tumorais distintos p16™<** e p14
ARF(Chin e Fisher, 2006). O conhecimento de tais marcadores é relevante ndo s6
para o conhecimento da etiologia e patogénese, mas também para o auxilio ao
diagnéstico e prognéstico (Figueiredo et al., 2003).
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Apesar da baixa incidéncia quando comparado aos outros canceres, 0
melanoma apresenta alta taxa de letalidade. Entre os sitios mais comuns de
metastase estdo o figado, pulmao e cérebro, embora qualquer érgdo possa ser
atingido (Moschetta et al., 2014). Mesmo com os avang¢os na medicina, 0 melanoma
metastatico distante, estagio IV, ainda estd associado com pobre diagnéstico e a
média de sobrevivéncia atualmente é de 6-12 meses, segundo o AJCC (American

Joint Committee on Cancer).

2.7. Membranas bioldgicas e colesterol

A membrana plasmatica é uma entidade dindmica. Ela funciona como uma
barreira que separa o0 meio intracelular do ambiente extracelular e é composta por
proteinas e lipidios que controlam e sao controlados por muitos processos
biolégicos. A fracado hidrofébica composta de lipidios se autoassocia enquanto suas
regides hidrofilicas interagem tanto com o meio extracelular quanto com o meio
intracelular para criar a base fisica da bicamada da membrana plasmatica (Simons e
Sampaio, 2011). Essa anfipaticidade dos lipidios é essencial para separar estruturas
celulares internas do ambiente externo. As membranas plasmaticas dos eucariotos
sdo compostas de glicerofosforolipidios, esfingolipidios e esterdis, em particular o
colesterol, que corresponde a 20-25% de todos os lipidios de membrana.
Evolutivamente a introducdo do colesterol na membrana plasmatica parece ter
ocorrido apds outros lipidios de membrana, pois sua presenca coincide com o
aumento da concentracdo de oxigénio no ambiente que ocorreu ha
aproximadamente 2.5 bilhées de anos atras (Mouritsen e Zuckermann, 2004).

Em compartimentos endociticos envolvidos com reciclagem e parte do complexo
de Golgi, principlamente no compartimento trans-Golgi, encontra-se colesterol em
abundancia (Coxey et al., 1993; Mukherjee et al., 1998). Por sua vez, o reticulo
endoplasmatico (RE) apresenta baixo conteudo de colesterol, cerca de 1% do
conteudo de colesterol total da célula (Lange, 1991). A concentracao de colesterol
do RE parece controlar muitas funcbes que estdo relacionadas ao transporte de
membrana envolvendo a rota RE e RE-Golgi, como a regulacdo da maquinaria

homeostatica do esterol (Goldstein et al., 2006), a atividade das proteinas residentes
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no RE e a saida de proteinas de membrana sintetizadas no RE (Runz et al., 2006;
Ridsdale et al., 2006).

O colesterol aumenta a rigidez e a espessura da bicamada lipidica (Roduit et al.,
2008) e permite o trafego de proteinas (Lundbaek et al., 2003). Estruturalmente, o
colesterol é constituido por 4 anéis de hidrocarbonetos ligados a um grupo hidroxila
em uma ponta e uma cauda de hidrocarbonetos na outra, isso confere-lhe
propriedades biofisicas que aumentam a coesdao e o empacotamento de lipidios
vizinhos. Por conta da estrutura rigida de esterol, o colesterol esta posicionado
preferencialmente na proximidade de cadeias de hidrocarbonetos saturados de
lipidios vizinhos, uma vez que eles sdo mais inflexiveis e alongados do que os
lipidios insaturados. Esse aumento da difusdo lateral de lipidios, causado pelo
colesterol, afeta as propriedades biofisicas da membrana por diminuir a fluidez e
reduzir a permeabilidade de moléculas polares (Simons e Vaz, 2004).

O colesterol é sintetizado a partir do Acetil-CoA através da via do mevalonato
(Figura 6). Inicialmente, o Acetil CoA é convertido em acetoacetil-CoA e depois em
mevalonato pela enzima HMG-CoA sintase e redutase (HMGCS e HMGCR,
respectivamente). A conversado subseqiente do mevalonato a colesterol envolve a
acao coordenada de inumeras enzimas que sao parte dessa via. Além do importante
papel que desempenha como constituinte da membrana, o colesterol também
fornece o esqueleto estrutural para a sintese de horménios esteréides como
progesterona e estrogénio (Baenke et al., 2013).
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Figura 6- Rota simplificada da sintese de lipidios. Adaptado de Baenke et al., 2013

Sabe-se que células tumorais apresentam alteracées nas vias associadas aos
lipidios e colesterol (Ackerman e Simon, 2014; Cruz et al., 2013). Células tumorais
altamente proliferativas apresentam uma avidez por lipidio e colesterol que elas
satisfazem de duas maneiras. A primeira envolve 0 aumento da absorcéo de lipidios
e lipoproteinas exégenos (ou da dieta) e a segunda através da superativacao de sua
sintese (lipogénese e sintese de colesterol, respectivamente). O excesso de lipidio e
colesterol é armazenado na célula de cancer sob a forma de goticula, e uma grande
quantidade dessas goticulas e de ester-colesteril estocado nos tumores (Qiu et al.,
2015; Guillaumond et al., 2015) sao agora considerados passo chave da
agressividade do cancer (Abramczyk et al., 2015).

Atualmente, a V-ATPase vem sendo relacionada ao metabolismo do colesterol.
De acordo com Hamm e colaboradores (2014) a inibicdo da V-ATPase pelo
archazolid interfere no metabolismo de colesterol e isso acaba sendo o principal
mecanismo de resisténcia a droga em células de cancer de bexiga. Essa inibicdo da
V-ATPase provoca ndo somente o aprisionamento do colesterol nos lisossomos,
como também diminui os niveis de colesterol livre e leva a deplecao de colesterol na
membrana plasmatica, o que por sua vez altera propriedades biofisicas da célula de
cancer como a rigidez e polaridade da membrana plasmatica, e interfere na
sobrevivéncia, proliferacdo e migracao celular (Bartel et al., 2016) (Figura 7). Dessa
forma, fica evidente a importancia de se explorar a relacdo da V-ATPase com o

colesterol.
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Figura 7- Inibicao da V-ATPase e mobilizacao de colesterol. (A) Sob condicbes
fisiolégicas as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) se ligam a seus receptores
(LDL-R) e sao internalizadas. A V-ATPase acidifica o endo-lisossomo, provocando
a dissociacao da LDL de seu receptor, seguida de sua clivagem. O colesterol livre é
entao liberado no citosol, podendo ser usado na construgao de outras moléculas ou
incorporado a membrana plasméatica. A GTPase Ras, localizada principalmente nos
MDMs enriquecidos em colesterol, regula diferentes vias de sinalizacao levando a
proliferacdo e sobrevivéncia celular. (B) A inibicdo da V-ATPase pelo archazolid
previne a acidificacdo dos endo-lisossomos e o colesterol acumula-se em seu
interior. A perda de colesterol livre causa a deplecao de colesterol da membrana e
o rompimento do MDMs enriquecidos em colesterol. Como consequéncia, Ras nao
pode ser ativada e a sinalizagdo downstream é inibida. Adaptado de Bartel et al.,
2016.

2.8. Microdominios de membrana e cancer

Os microdominios de membrana (MDMs) também chamados de rafts lipidicos
ou rafts de membrana podem ser definidos como estruturas ricas em esfingolipidios
e colesterol. Eles organizam receptores, varias moléculas e participam da regulacao
downstream de inimeras vias de sinalizagao (Grzybek et al., 2005; Pike, 2006) . Ha
dois tipos principais de MDMs: aqueles que contém a proteina caveolina (Cav)
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ligada ao colesterol e aqueles que ndo a possuem. Os MDMs que contem Cav
formam as cavéolas, invaginacbes do tipo frasco que sao detectaveis por
microscopia eletrdnica, enquanto os MDMs que nao contem Cav sdo planos e nao
identificaveis por microscopia. A proteina caveolina se destaca como sendo a
principal marcadora dos MDMs do tipo caveolar (Aboulaich et al., 2004), enquanto
que nos MDMs planos tem sido encontrado as proteinas flotilina-1/ reggie-2 e
flotilina-2/reggie-1(Frick et al., 2007; Lang et al., 1998).

Entre as vias de sinalizacado reguladas pelos MDMs encontram-se a via de
sinalizacdo Akt. Esta contribui para a progressdao do tumor por promover
invasividade e anigiogénese (Crowell et al., 2007; Hill e Hemmings, 2002). Qutras
moléculas encontradas nos MDMs sdo os receptores de fator de crescimento
epidérmico (EGFRs Erb-1, HER1 em humanos). Sua ativagdo leva a um aumento da
proliferacdo celular, motilidade e diminuicdo da apoptose. Desempenham papel
também na transicao epitelial mesenquimal, na regulacdo das MMPs e nos fatores
de crescimento angiogénico VEGF-A, (Gusterson e Hunter, 2009), bem como na
anigiogénse tumoral (Arteaga, 2003). Os EGFRs sao encontrados tanto nos MDMs
caveolares (Mineo et al., 1996; Couet et al.,1997; Engelman et al., 1998; Abulrob et
al., 2004) quanto nos nao caveolares (Ringerike et al., 2002; Roepstorff et al., 2002;
Amaddii et al., 2012). Em ambos os casos, sua localizacdo nesses dois diferentes
tipos de MDMs promove a ativagao de receptores, regulacao e interagdo com outras
proteinas sinalizadoras, induzindo a transdugdo de sinais oriundos de vias de
sinalizacado como a MAPK e Akt. Em células de gliobalastoma, a liberacdo de EGFR
para fora das cavéolas aumenta a fosoforilagdo do receptor induzida por ligante e
esta associada com um fenotipo mais invasivo (Abulrob et al., 2004).

A literatura descreve a presenca do complexo de canais KCa/ClCa/Ca®* nos
MDMs. Estes canais sozinhos ou associados em complexos nos MDMs
desempenham um importante papel na proliferacdo e migracao de células tumorais
malignas, essencial para o desenvolvimento do tumor. Em paralelo, os MDMs sao
necessarios para a sinalizacdo HER (receptor de fator de crescimento epidérmico
humano) eficiente e a ativacdo de HER gera variagdes de Ca?* intracelular que pela
formagdo do complexo Ca?*/CaM (Calmodulina) também controla HER. Isto sugere
que os MDMs organizam HER, os canais de Ca®*, KCa e CICa em um complexo
com o objetivo de regular as vias de sinalizagdo dependentes de Ca?" intracelular
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que regulam proliferacao celular, apoptose e migracdo em células tumorais malignas
(Guéguinou et al., 2014).

Outras moléculas também presentes nos MDMs sdo os IGF (fator de
crescimento do tipo insulina). Os IGFs desempenham papel importante na
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose, sendo cruciais para o
desenvolvimento e progressado do cancer (Baserga et al., 2003; Pollak et al., 2004;
Surmacz, 2003). O sistema IGF compreende dois receptores homologos, o receptor
de insulina (IR) e o receptor IGF-1 (IGF-1R) e um terceiro receptor nao relacionado,
o receptor de manose-6-fosfato (M6P/IGF-IIR). A ativacao desses receptores leva a
ativacdo de vias de sinalizacao intracelulares especificas como Ras/Raf/mitdgeno-
ativada (MAPK) e a rota de sinalizacao PI3K classe | que promove a sobrevivéncia
celular (EI-Shewy e Luttrell, 2009; Oates et al., 1998)(Figura 8).

—1 IGF-1R
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Figura 8- Modelo esquematico da sinalizacao IGF-IR/PI3K/Akt na geracao de
sinais de sobrevivéncia e antiapotoético. Adapatado de Mollinedo e Gajate, 2014.

Por outro lado os MDMs também abrigam receptores de morte celular como
Fas/CD95. Ja existe relato na literatura da inducdo de apoptose dependente de
Fas/CD95 em células de leucemia mediante tratamento com drogas que alvejam os
fosfolipidios, como por exemplo edelfosina eter fosfolipidio, um protétipo de uma
familia de componentes chamados analogos de alquilfosfolipidios sintéticos (APLS),
ou lipidios antitumorais (ATLs) (Gajate e Mollinedo, 2002; Mollinedo, 2007, 2014;
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Mollinedo et al.,2004). Foi visto que o tratamento com a edelfosina promove o
deslocamento do receptor de morte Fas/CD95 para os MDMs em células Jurkat
(leucemia de célula-T aguda) e células de leucemia mieldide aguda humana HL-60.
O tratamento com MBCD (methyl-B-cyclodextrin), droga que provoca deplecao de
colesterol, inibiu tanto 0 agrupamento de Fas/CD95 induzido por edelfosina quanto a
apoptose, isso reforca o papel dos MDMs na apoptose mediada por receptor (Gajate
e Mollinedo, 2001).

Entre as inumeras vias de sinalizacao envolvidas com a migracao celular,
uma que se destaca em melanomas € a via de sinalizacdo Src-RoA-Rho quinase
(ROCK). Em trabalho realizado por Wang et al., 2013, foi demonstrado que os
MDMs controlam a migragéo de células de melanoma por inibir a desmontagem das
adesodes focais. Os MDMs contribuem para a desmontagem das adesdes focais
através da dinamica da actina do citoesqueleto mediada pela via de sinalizacao Src-
RoA-Rho quinase (ROCK). Src é um receptor nao tirosina quinase, marcador de raft
lipidico, que controla negativamente RhoA, que por sua vez esta envolvido com a
formagdo de fibras de estresse. No trabalho, o uso de MBCD, provocou um
deslocamento de Src para fora dos MDMs, o que causou sua inativacdo, e uma
super ativacdo de RhoA levando a formagcdo de robustas fibras de estresse e
inibindo a desfosforilacdo das proteinas de adesdo como a vinculina e paxilina e a
internalizacdo da integrina B3, o que resultou na supressdo da desmontagem das

adesdes focais com consequente inibicdo da migracéo.

2.9. MBCD - deplecao farmacolégica de colesterol

As ciclodextrinas (CDs) sdao uma familia de oligdmeros de glicose ciclica que
possuem uma superficie polar e uma cavidade hidrofébica com um diametro de 5-8
angstrom, capaz de acomodar pequenas moléculas hidrofébicas. As ciclodextrinas
sdo nomeadas de acordo com o numero de unidades de glicose presentes em sua
estrutura. As a-ciclodextrinas possuem seis moléculas de glicose em sua estrutura,
as B-ciclodextrinas sete moléculas de glicose e as y-ciclodextrinas oito moléculas de
glicose (Besenicar et al. 2008; Choi et al. 2001; Ohvo and Slotte 1996; Roux et al.
2002) (Figura 9). As CDs tém sido usadas em pesquisas cientificas importantes, na
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industria farmacéutica /cosmética e também tém tido aplicacbes tecnoldgicas
(Duchene e Wouessidjewe 1992; Hedges 1998; Loftsson e Duchéne 2007).

B-ciclodextrina e seus derivados methyl- B-ciclodextrin (MBCD) e 2-
hydroxypropyl- B-ciclodextrin s&o os mais usados em estudos de manipulagdo de
colesterol em membranas (Besenicar et al., 2008). Os sistemas modelo usados para
estudar o mecanismo e os parametros moleculares envolvidos na extracdo de
colesterol pelo MBCD consistem basicamente em: monocamada (Ohvo e Slotte
1996) e bicamada de lipidios suspensas (Giocondi et al., 2004), misturas artificiais
de vesiculas unilamelar gigantes (GUV’s) (Veatch e Keller, 2003) e membranas
naturais (de la Serra et al., 2004). A manipulagdo do colesterol de membranas
usando o MBCD tem sido uma ferramenta muito utilizada para estudar os dominios
de membrana enriquecidos em colesterol (Jaureguiberry et al., 2010; Lafont et al.,
2002; Zidovetzki e Levitan, 2007 ).

Lépez e colaboradores (2011) propuseram um mecanismo molecular de
extracdo de colesterol de membranas pelas CDs que envolve varios passos: i) em
uma solucdo aquosa as CDs se associam e formam dimeros, i) esses dimeros
podem assumir a configuracdo inclinada ou nao, iii) nesta ultima conformacao as
CDs estao aptas a extrair colesterol, permitindo a formag¢ao de um complexo ligado a
superficie da membrana, iv) essa conformagdo permite a adsorcao do colesterol
para dentro das CDs, v) ocorrendo assim a dessorcao do complexo colesterol/CD da
interface. Somente este Ultimo passo seria dependente de energia livre (Figura 10)

A literatura associa o uso do MBCD a inibicdo da migracao direcional de
células, adesdo celular induzida por EGF (fator de crescimento epidérmico),
polimerizacao da actina, fosforilagdo de Akt, translocacdo de proteina quinase,
indicando que os MDMs exercem um papel significativo no crescimento das células
tumorais malignas e na metéstase (Liu et al., 2007).
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Figura 9- Estrutura quimica das ciclodextrinas. Adaptado de Higuchi et al.,

(2010)

Figura 10- Modelo do mecanismo molecular de extracao de colesterol pelas
CDs. A- Associacao das CDs em meio aquoso levando a formagao de dimeros. B-
Ligagdo dos dimeros a superficie da membrana. C- Os dimeros assumindo a
conformacéo inclinada ou nao inclinada. C- A conformagédo nao inclinada esta apta
a extrair colesterol das membranas. D- Formacdo de um complexo ligado a
membrana. E- A dessorcdo do complexo traz o colesterol para solugdo. F-
Transferéncia do colesterol em solugdo para outras membranas. G- A dessorgcao
direta de colesterol € energeticamente muito mais cara. Adaptado Lépez et al.,

2011.
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3. HIPOTESE

Muito além da simples inducdo do processo de acidificacdo do meio
extracelular e ativacéo de proteases, postulamos que as V-ATPases superexpressas
na membrana plasmatica de células tumorais atuem na modulagédo de eventos de
invasdo, migracao e metastase, via sinalizacdo i6nica mediada por ativacoes
especificas destas bombas as quais resultariam em oscilacées espaco-temporais de
ions H* resultantes. A presente tese testa a hipétese de que o colesterol e MDMs
enriquecidos com este lipideo exercam papel chave no controle destas ativagdes
das V-ATPases e dos processos dependentes do gradiente eletroquimico e
sinalizac6es ibnicas gerados pela bomba, como a migracado e invasao de células

tumorais.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Descrever um papel mais amplo para as V-ATPases ndo somente restrito a
acidificacao do microambiente tumoral, analisando a influéncia da deplecdo de
colesterol sobre as V-ATPases e 0s processos de migracao e invasdao dependentes
da atividade dessa bomba de prétons.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar os MDMs da linhagem de melanoma B16-F10 (linhagem celular modelo
de melanomas de alto potencial metastatico);

Investigar a presenca das V-ATPases nesses microdominios de membrana;

Analisar a influéncia da deplecao de colesterol sobre a atividade hidrolitica e

de transporte de prétons das V-ATPases em B16-F10;
Avaliar a influéncia da deplegéao de colesterol sobre a morfologia das células;

Analisar a influéncia da inibicdo das V-ATPases e da deplecao de colesterol
sobre a migragcdo e invasao celular das linhagens de melanoma murino e

melandcito;

Comparar o fluxo de prétons entre as linhagens B16-F10, B16-FO e Melan-A
usando o SIET (Scanning lon-selective Electrode Technique) apés inibicdo da V-
ATPase e deplecao de colesterol;

Determinar o pH do meio usando o SIET apds inibicdo da V-ATPase e

deplecao de colesterol;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Linhagens celulares

As células tumorais selecionadas para testar as hipoteses propostas sao duas
linhagens de melanoma murino B16-F10 (Sloane et al., 1982) e B16-FO muito e
pouco metastatico, respectivamente, adquiridas no banco de células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e a linhagem n&o tumoral Melan-A
(Danga et al., 2015), usada como controle, gentilmente cedida pelo grupo da
professora Ana Paula Votto (UFRGS). As células foram mantidas em meio de cultura
(DMEM-Sigma D1152), pH 7.0-7.2, suplementado com soro fetal bovino (SFB) a
10% e antibidtico/antimicotico 100x (Life Technlogies) em estufa a 37 °C e

atmosfera a 5% de CO.. A troca do meio foi efetuada duas vezes por semana.

5.2. Reagentes utilizados

O inibidor de V-ATPase Conc A (concanamycin A- C9705) e o MBCD (Methyl- B-
Ciclodextrin-C4555) foram obtidos da Sigma-Aldrich. A Conc A foi dissolvida em
DMSO (Dimethyl sulfoxide- Sigma Aldrich D8418), para se obter a concentragao de
5 nM. Ja o MBCD foi dissolvido em agua ultrapura para se chegar a concentracao de
5 mM. Para a revelagdo nos ensaios de imunoblotting foi utilizado o kit Amersham
ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (RPN2232, GE healthcare life
sciences). O Matrigel (Matrigel Matrix- 354-248, Corning), foi diluido em agua ultra
pura estéril e sempre manipulado no gelo. O MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide- M5655, Sigma Aldrich) também foi diluido em agua
ultra pura estéril para se chegar na concentracdo estoque de 5 mg/mL. O meio de
cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium- D1152) foi obtido da Sigma
Aldrich.

5.3. Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade do inibidor de V-ATPase, Conc A e o do MBCD foram

efetuados utilizando o ensaio de MTT. Para este ensaio, as células foram
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plaqueadas na concentragdo de 5x10* células/mL, num volume final de 200 uL. Apds
12 horas em estufa a 37° C, 5% de CO, para aderéncia, as células foram incubadas
com a Conc A e MBCD por 24 horas. Ao final da incubacao, 10 pl de MTT (5 mg/ml)
foram adicionados em cada poco e 3 h depois 0 sobrenadante da placa foi removido
e os cristais formados solubilizados em DMSO. As densidades éticas (D.O) obtidas
foram convertidas em percentual de citotoxicidade. Foram utilizados como controle
positivo as células tratadas com Triton X-100 2% (controle positivo ou D.O. ¢,) e as
células nao tratadas (controle negativo ou D.O...). A leitura foi feita por
espectofotdmetro de placa a 570 nm (adaptado de Raso et al., 2001).

5.4.. Analise da morfologia celular

Sabendo-se da importancia da morfologia das células para os processos de
migracao/invasao, a morfologia das células foi analisada depois de tratamento com o
MBCD, que rompe a integridade dos MDMs por provocar deplecao de colesterol. As
células foram plaqueadas em placas de 24 pocos overnight e entdo incubadas com
DMEM/SFB 1% contendo 5 mM de MBCD, por 1, 2, e 3 h em estufa, a 37 °C e
atmosfera a 5% de CO,. As alteracbes morfoloégicas foram investigadas usando
microscopia de contraste de fase, em objetiva de 20X. As células foram classificadas
como espraiadas, fusiformes e arredondas e quantificadas (adaptado de Wang et al.,
2013).

5.5. Isolamento dos MDMs

A preparacao dos MDMs foi feita por centrifugacdo em gradiente de densidade.
As células (2 x 107) tratadas com ou sem 5 mM de MBCD por 3 h foram raspadas e
centrifugadas a 300 x g por 10 min, o pellet lisado em tampao de lise no gelo (50
mM Tris, pH 7.5, 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 0.5% Triton X-100, 1 mM de
PMSF, 1 pg/mL de aprotinina/leupeptina, 50 mM de fluoreto de sédio, 10 mM de
pirofosfato de sédio e 1 mM de vanadato de sdédio). Os lisados foram
homogenizados com dez strokes em um homogenizador e passados 30 vezes por
uma seringa com agulha de calibre 22. O homogenato (400 uL) foi depositado sobre
um volume igual de 80% de sacarose dissolvida em tampao MNE (25 mM de MES,
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pH 6.5, 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 1 mM de NazgVO4s, 1 mM de PMSF, 1
Hg/mL de aprotinina), e entdo sobrepostos com 800 pL de sacarose a 30% seguido
por 400 pL de sacarose a 5%. O gradiente foi ultracentrifugado a 200.000 x g, 4°C
por 14 horas em microultracentrifuga. Doze fragdes (165 pL/ fragdo) foram obtidas
do topo até a parte de baixo do gradiente (adaptado de Wang et al., 2013).

5.6. Dosagem de proteina

As fragdes obtidas do isolamento do MDM tiveram o seu conteudo de proteinas
totais dosado pelo método de Bradford (1976). A solugao de Bradford foi preparada
com 100 mg de comassie blue, 50 mL de etanol sobre agitacdo durante 1 hora,
depois foram adicionados 100 mL de acido ortofosférico e o volume completado para
1000 mL de H,O destilada, a solugédo foi entdo filtrada em papel filtro 4 vezes. A
curva padrao foi obtida utilizando solugdo de BSA 1 mg/mL diluida a concentracdes
variando de 2 a 18 pg, completando o volume para 100 pyL de H.O ultrapura e
adicionando 900 uL da solucdo de Bradford. Para dosar o conteudo protéico das
amostras foram utilizados 90 uL de H>O ultrapura, 10 yL amostra e 900 pL de
Bradford e apds 15 minutos foi feita a leitura a 595 nm no espectrofotémetro.

5.7. Dot blotting

As membranas de nitrocelulose foram embebidas em PBS, secas overnight. Em
seguida foram adicionadas as fragdes (10 ug de proteina) resultantes do isolamento
do MDM da linhagem B16-F10 a membrana de nitrocelulose. Apds serem
bloqueadas (5% [w/V] leite em pd desnatado em tampéo fosfato), as membranas de
nitrocelulose foram incubadas com o0s seguintes anticorpos monoclonais: anti-
flotilina-2 (Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo de 1:100, anti-integrina 31(Abcam)
na diluicdo 1:1.000; anti-integrina B3 (Abcam) na diluicdo 1:1000. A reacéo foi
detectada com o anticorpo secundario de camundongo conjugado a peroxidase (GE
Healthcare Life Sciences), para flotilina-2 e anticorpo secundario de coelho
conjugado a peroxidase (Abcam) para as integrinas e reveladas com o kit Amersham
ECL Prime Western Blotting Detection Reagent.
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5.8. Western blotting

As analises de western blotting foram Uteis para identificar em qual fracédo
proveniente do isolamento de MDM encontram-se as V-ATPases. A reatividade
imunoldgica da V-ATPase foi detectada em baixas concentragbes protéicas, a fim de
prevenir a saturacdo da reatividade cruzada. Membranas totais (10 pg) isolada da
linhagem B16-F10 foram separadas em 10% (w/v) SDS-PAGE e transferidas para a
membrana de nitrocelulose. Apds ser bloqueada (5% [w/v] leite em pd desnatado em
tampéo fosfato), uma membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo
policlonal anti-subunidade B da V-ATPase (Santa Cruz Biotechnology). O primeiro
anticorpo reconheceu todas as isoformas da enzima na diluicdo de 1: 250. A reacao
foi detectada com o anticorpo secundario de coelho conjugado a peroxidase (GE
Healthcare), para V-ATPase revelado pelo kit Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent.

5.9. Ensaios de migracao celular
5.9.1. Ferimento em monocamada

Este experimento permite acompanhar a velocidade com que as células reparam
o ferimento provocado por uma ponteira de uma pipeta, devido a capacidade da
célula de reorganizar e direcionar os componentes do citoesqueleto para tal tarefa.
As células na concentracdo de 5 x 10*/mL foram plaqueadas em uma placa de 24
pocos e incubadas overnight em estufa a 37 °C, 5% CO,, Com um tip de uma pipeta
de 10 pL foi provocado um ferimento na por¢ao mediana do pog¢o. Os pogos foram
lavados 2x com PBS, foi adicionado DMEM/SFB 1%. As células foram tratadas com
5 nM de Conc A, inibidor de V-ATPase, e 5 mM de MBCD seguindo incubacdo em
estufa a 37 ¢ C, 5% CO.. O ferimento foi fotografado e medido usando o software
Axio vision Release 4.8.2 nos tempos 0, 6 e 12 h para acompanhamento do reparo
da ferida em microscépio Optico invertido, contraste de fase, objetiva de 10 vezes.
Foram escolhidos trés campos aleatdrios para medida da distdncia de uma margem
a outra do ferimento em cada micrografia e trés micrografias de cada tratamento

para verificacdo da velocidade de reparo da ferida. Sendo, migracao, denominada
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porcentagem de reparo = distancia (um) no tempo 0 h - distancia (um) no tempo 24
h x 100/ distancia (um) no tempo 0 h (adaptado de Castellone et al., 2011).

5.9.2. Transwell

As células foram mantidas overnight em meio livre de soro, ressuspendidas
nesse mesmo meio, ajustadas para um volume de 1 x 10° células/mL e semeadas
na parte de cima da camara do transwell. Apés 3 h de incubacao para adesao das
células, foram adicionados 5 nM de Conc A e 5 mM de MBCD. Na parte inferior da
camara foram adicionados 600 uL de DMEM/SFB 10% e 6 pL de fibronectina (10
ug/mL). Apds 14 h de incubagao as células que migraram para a parte inferior da
membrana foram coradas com cristal violeta 0,05%, fotografadas (20X) e contadas.
Quatro experimentos independentes foram realizados (adaptado de Kamath et al.,
2001).

5.10. Ensaio de invasao

As membranas do transwell foram revestidas com 50 uL de Matrigel diluido na
proporcédo 1:2 em agua ultrapura estéril e incubadas 1 h em estufa a 37 °C, 5% de
CO,. Apds, as células na concentracdo de 1 x 10°/mL foram semeadas na parte de
cima da camara do transwell. Ap6s 3 h de incubacéao para adesao das células, foram
adicionados 5 nM de Conc A e 5 mM de MBCD. Na parte inferior da camara foram
adicionados 600 pL de DMEM/SFB 10% e 6 pL de fibronectina (10 pg/mL). As
células que conseguiram invadir o Matrigel e migrar para a parte de baixo da
membrana foram coradas com cristal violeta 0,05%, fotografadas (20X) e contadas.
Quatro experimentos independentes foram realizados (adaptado de Kamath et al.,
2001).
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5.11. Medida do fluxo de prétons usando o sistema SIET (Scanning lon-
selective Electrode Technique)

As medicoes do fluxo de protons em células vivas foram realizadas utilizando o
sistema SIET, eletrodos vibrateis ions-seletivos, que consiste em uma ferramenta
altamente sensivel, capaz de medir correntes ibnicas extremamente pequenas que
fluem através de um meio liquido condutor.

Foram analisadas trés linhagens celulares, B16-F10, B16-FO e Melan-A. As
mesmas foram plaqueadas em placas de cultivo, mantidas em DMEM/SFB 1%, pH
7,4 em estufa 5% CO0. overnight.

Os microeletrodos vibrateis ion-especificos foram produzidos como descritos por
(Feijé et al., 1999). Estes foram produzidos de microcapilares de borosilicato com
didmetro exterior de 1,5 mm e 1,12 mm de didmetro interior (www.sutter.com),
utilizando o aparelho Puller Flaming Brown, Sutter P-98 (Sutter Instruments, Novato,
CA). Posteriormente, os microeletrodos foram colocados sob um suporte de vidro
coberto por um becker de vidro (1 L) e secos em estufa a 250 °C por 3 horas. Apds
este periodo, foi realizada a silanizagdo dos microcapilares, por exposi¢do a vapor
de N, N-dimetiltrimetilsilamina (CsHisNSi, Fluka 41716), ainda na estufa por 20
minutos e deixados para secar por mais 3 horas, na mesma temperatura. Apos a
vaporizagao com silano (CsH1sNSi), os microeletrodos foram preenchidos com uma
solucéo de eletrélito (15 mM KCI e 40 mM KH,POy,, pH 6.0, para H") correspondente
a uma coluna de 1,5 mm do eletrodo. ApGs esta etapa, foram preenchidos na ponta,
com uma coluna de 20 a 25 pym do respectivo coquetel seletivo, contendo o ionéforo
respectivo ao ion estudado (Fluka, Milwaukee, WI). Para estabelecer o contato
elétrico com o meio, foi inserido na extremidade basal do microeletrodo, um suporte
com um eletrodo de Ag/AgCl (World Precisioninstruments, Sarasota, FL, USA).

O eletrodo de referéncia foi uma referéncia seca (DRIREF-2, World Precision
Instruments), inserido no meio de banho da amostra. Sinais foram medidos pelo
amplificador (www.applicablelectronics.com), sendo a vibragédo e o posicionamento
do eletrodo obtidos através de motores posicionais (stepper-motors), os quais
permitem um movimento tridimensional. O controle dos motores, a aquisicdo de
dados e o seu processamento preliminar foram ajustados no software ASET
(Science Wares [East Falmouth, MA] — www.sciencewares.com). A calibracdo dos



37

eletrodos foi realizada por medicao do potencial (mV) registrado em trés solucdes
contendo o ion em estudo, em pHs conhecidos: 6,0, 7,0 e 8,0.

A coleta dos dados da microssonda vibratil seletiva, foi realizada pelo software
ASET, que fornece a informacédo necessaria para calcular o fluxo ibnico em um
determinado ponto [x, y, z] do espaco, por meio da lei de Fick (J = D (dc/dx)).O
coeficiente de difusdo (D) € um valor tabelado para cada ion (de acordo com
Handbook of Chemistry and Physics, Chemical Rubber Co.). A diferenca espacial
(dx) resulta do calculo da distancia entre os dois pontos em que foram realizadas as
medicées das concentracées para calculo do fluxo (15 um). A diferenca de
concentracdo (dc) é um vetor que varia ao longo do ensaio. Em cada ponto, a
concentracao pode ser calculada a partir do valor de mV registrado no dado ponto e
da equacgdo previamente determinada para o iono6foro durante ao processo de

calibragéo.

5.12. Fracionamento celular e purificacao de membrana plasmatica

As células foram lavadas 2x com PBS, raspadas com rodinho em tampao de lise
(200 mM de sacarose, 20 mM de MOPS, 1 mM de PMSF, 1 mM de benzamidina,
coquetel de inibidores 1:1, 0,083% de BSA, e 200 mM de DTT). Em seguida foram
passadas pelo sonicador em trés ciclos de 10 segundos, homogenizadas com 10
strocks em homogenizador e centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos a 4 °C para
remover nucleo e debris. O sobrenadante foi centrifugado a 100.000 x g por 30
minutos a 2 °C. O pellet foi ressuspendido em tampao de ressuspensao (tampéao de
lise, 10 mM de glicerol, 25 mM de benzamidina, 20 mM de PMSF, coquetel de
inibidores 1:1 e 25 mM de DTT) e depositado no topo do gradiente de sacarose
(25% e 46%). As amostras foram centrifugadas novamente a 100.000 x g por 2 h e
45 minutos a 2 °C e a fracdo da interface ( entre 25% e 46% de sacarose)

enriquecida com V-ATPases foi coletada e congelada em nitrogénio liquido.
5.13. Atividade de hidrélise de ATP da V-ATPase
Para medir a atividade enzimatica da V-ATPase foi utilizado meio de reacéao

contendo 20 mM de HEPES, 5 mM de MgSO,, 100 mM de KCI, 0,2 mM de NazMoOQOs4,
0,2 mM de NazVO, Para revelar a atividade da V-ATPase foi usado o inibidor
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especifico Conc A 5 nM. A reacédo foi disparada com a adicdo da fracdo de
membrana isolada em gradiente de sacarose 25% e 46% (0,030 mg/mL de proteina)
e parada apdés 30 minutos de incubacado, pela retirada de aliquotas que foram
imediatamente transferidas para uma placa de 96 pocos contendo TCA (acido
tricloroacético) a 5%, mantida em gelo. Para revelar o fosfato liberado pela hidrolise
de ATP foi empregado o método de Fiske e Subbarow (1925), e a leitura feita em

leitor de placas a 750 nM.

5.14. Atividade de transporte de protons

A determinagcado do gradiente de H" segue o protocolo descrito por Okorokov e
Lichko (1983)realizado no espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301 PC) com
abertura de 5/10 nm e com comprimento de onda de excitacdo 415 nm e de emissao
485 nm. A formacdo do ApH através das membranas pelo transporte de H* realizado
pela V -ATPase é realizada por meio de solucédo contendo: 100 mL de MgSO450 mM
(2,5 mM de concentracao final); 50 mL de KCI 2 M (50 mM de concentracéo final); 10 a
100 mL de vesiculas de membrana, volume dependente da atividade, de modo que a
amplitude maxima (Fmax) ndo ultrapasse 50% de decaimento da fluorescéncia; tampao
MOPS-KOH (sacarose 12,5 %, MOPS-KOH 20 mM, pH 7,2) em quantidade necessaria
para completar 2 mL do volume final. Em seguida, sdo adicionados 3 mL da sonda
fluorescente ACMA 1 mM (9-amino-6-chloro-2-methoxyacridine, sonda fluorescente
capaz de ligar-se aos H* e atravessar as membranas biologicas). Apds trés minutos de
incubacdo (ou tempo necesséario para estabilizacdo da fluorescéncia) acrescenta-se
ATP-KOH 100 mM pH 7,2 (concentracdo final de 1 mM). A cinética de extingdo da
fluorescéncia (“quenching’) € monitorada até atingir o equilibrio entre o efluxo e o influxo
de proétons “steady-state”, quando é adicionado NH4Cl 2 M (concentracéo final de 20
mM) a fim de paralisar a reacéo, desfazendo o gradiente proténico estabelecido.

Para analise da V-ATPase segue-se 0 mesmo procedimento, adicionando-se o
inibidor especifico da V-ATPase, a Conc A 110 mM (concentragao final de 11,5 uM) ao
tampao de incubacdo. A atividade de V-ATPase € determina pela atividade total menos
a atividade Conc A-insensivel. A velocidade inicial da reacédo (Vo) e da fluorescéncia
maxima (AFuax) Nna suspensao de vesiculas de membranas € determinada a partir dos
dados graficos obtidos durante as analises. Sendo utilizadas as seguidas formulas:
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Vo =[Fo/ (Fmax * t)] * 100, onde:

Vo: velocidade inicial de formacao de ApH (%);

Fo: fluorescéncia dependente de Vonum tempo t, determinado pela extrapolagéo da
maior inclinacao inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

t: tempo em minutos.

Feq: fluorescéncia de equilibrio determinada como fluorescéncia do “platé” que reflete o

equilibrio entre o influxo e o efluxo de H" nas vesiculas.

5.15. Analise estatistica

Todos os experimentos foram repetidos no minimo trés vezes e os resultados
sao expressos como média + EP quando aplicavel. O software GraphPAd Prism 5
foi usado para analise estatistica. Para comparar a diferenca entre as variaveis
foram usados Student t-test, Tukey’s Multiple Comparison Test e Bonferroni test.
Valores de P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos. (* P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001).
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6. RESULTADOS

6.1. Viabilidade celular

A fim de analisar o potencial citotoxico das drogas utilizadas, foram realizados
ensaios de viabilidade celular baseados na metabolizagdo do MTT pelas
desidrogenases mitocondriais. Os testes de viabilidade revelaram que quanto maior
o tempo de exposi¢cdo aos inibidores Conc A e MBCD menores foram as taxas de
viabilidade. As células tumorais mostraram-se um pouco mais resistentes aos
tratamentos com Conc A e MBCD do que a linhagem Melan-A. Mesmo apés, 24 h de
exposicao tanto a Conc A quanto ao MBCD foi observado uma porcentagem
consideravel de células vivas da linhagem B16-F10, aproximadamente 95% e 93%,
respectivamente. Ja a linhagem Melan-A, mostrou-se mais sensivel aos tratamentos,
apresentando 72% e 69% de células vivas apds incubagéao de 24 h com a Conc A e
MBCD, respectivamente (Figura 11). Baseado nestes resultados, as concentracoes
de 5 nM de Conc A e 5 mM de MBCD foram usadas nos experimentos seguintes.
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Figura 11- Teste de citotoxicidade- As células B16-F10 (A) e Melan-A (B) foram
incubadas por 3 h, 6 h e 24 h com a Conc A (5 nM) e MBCD (5 mM), e em seguida
com MTT por 3 horas. O sobrenadante foi removido e os cristais solubilizados em
DMSO. A absorbancia da solugdo foi medida em espectrofotémetro (570 nm). Os
valores sdo apresentados como média + EP de trés experimentos. ***p<0.001,
**p<0.01. (Two-way ANOVA, Bonferroni post test).
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6.2. Analise da morfologia celular

Investigamos o efeito do tratamento com o MBCD na morfologia das células
B16-F10 e Melan-A. Em nosso trabalho assumimos que o padrao diferente se refere
a morfologia diferente de espraiada. O tratamento alterou o padrdo de morfologia
das células de espraiadas para fusiformes nas células tumorais (Figura 12 A). A
maioria das células nao tratadas manteve a morfologia espraiada, cerca de 90%.
Ap6s 3 horas de tratamento com o MBCD as células inverteram o padrdo de
morfologia, cerca de 64% passaram a apresentar morfologia fusiforme (Figura 12 C).
Ja a linhagem Melan-A apés 3 h de tratamento apresentou basicamente dois tipos
de morfologia : arredonda e fusiforme (Figura 12 B), apenas 28% das células se
mantiveram espraiadas (Figura 12 C). Esses dados reforcam o papel dos MDMs na
manutencdo da morfologia celular, tdo importante para a migragdo e invasdo. A
deplecao de colesterol provocada pelo tratamento com o MBCD também provocou
uma reducao do tamanho das células (dados observados, porém nao quantificados)
guando comparadas as células nao tratadas.
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Figure 12- Deplecao de colesterol afeta a morfologia celular. As células B16-F10
(A) e Melan-A (B) foram tratadas com 5 mM de MBCD por diferentes intervalos de
tempo. Microscopia de contraste de fase foi usada na analise das alteragdes
morfolégicas (20x). (C) Porcentagem de células com morfologias diferenciadas apo6s
o tratamento. Barra de escala, 50 ym. Valores sdo apresentados como media + EP
de trés experimentos independentes. p<0.05*, Student’s t test.
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6.3. Efeito da deplecao de colesterol e da inibicao da V-ATPase sobre a
migracao e invasao

As perturbagdes funcionais ocorridas em microdominios membranares,
associadas a depelecao de colesterol provocado pelo MBCD, foram analisadas em
funcdo da inibicdo da migracdo e invasividade, estimadas pelos ensaios de
ferimento em monocamada e Transwell. Para estimar a contribuicdo da inibicdo da
V-ATPase e os efeitos induzidos pela deplecdo de colesterol, os dados do
tratamento com MBCD foram comparados com os resultados obtidos com o
tratamento com a Conc A. A Figura 13 A e B, mostra que as células B16-F10
migraram mais rapidamente para area do ferimento quando nao tratadas. Apés 6 e
12 h, as taxas de reparo do ferimento eram de 15% e 30%, respectivamente.
Entretanto, a capacidade de migracdo das células tratadas com MBCD foi
significativamente reduzida. As taxas de reparo do ferimento foram de apenas 15% e
8% apobs 12 h de incubagéo.

Resultados semelhantes foram encontrados nos ensaios usando Transwell.
Vimos que, 10 pg/ml de fibronectina e SFB 10% como quimioatratores induziu
eficientemente a migracdo das células através da membrana do Transwell. Situacao
que foi revertida pela inibicdo das V-ATPases e pela deplecédo de colesterol (Figura
14 A). Os tratamentos com Conc A e MBCD inibiram aproximadamente 54% e 55%,
respectivamente, da migracdo de B16-F10. Para a linhagem menos metastatica e
para a n&o tumoral a inibigao foi mais discreta (Figura 14 A e B).

Para avaliar a capacidade invasiva das células, as membranas foram
revestidas com Matrigel, mimetizando a matriz extracelular. Observou-se uma
inibicdo da invasao de cerca de 41% e 44% para B16-F10, com o tratamento com a
Conc A e MBCD respectivamente. Para B16-F0 a inibicao provocada pela Conc A foi
cerca de 34% e pelo MBCD de 30%. Ja para Melan-A as taxas de inibigdo pela Conc
A e MBCD foram de 29% e 32% respectivamente (Figura 15 A e B).

Esses dados sugerem que a migracao e invasao das células de melanoma
B16-F10, B16-FO e a linhagem nao tumoral Melan-A requerem tanto a integridade
dos MDMs quanto a atividade das V-ATPases.
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Figura 13- Migracao celular apos inibacao da V-ATPase e deplecao de
colesterol. (A) Um ferimento com uma ponteira de pipeta foi provocado na
monocamada de células B16-F10 e a cicatrizagdo subsequente acompanhada por
6 e 12 h apés incubacdo com 5 mM MBCD e 5 nM Conc A. As células foram
fotografadas sob microscopia de contraste de fase (10x). Barra de escala, 100 pm.
(B) Andlise quantitativa da migragéo das células B16-F10 durante a cicatrizagéo
do ferimento. A velocidade de reparo foi calculada em relagdo a largura inicial do
ferimento. Os valores sao apresentados como média + EP de trés experimentos
independentes. *p<0.05, Tukey’s Multiple Comparison Test.
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Figura 14- Migracao celular usando Transwell. Nesses ensaios de as
células foram tratadas com as doses de MBCD e Conc A e depositadas na
parte de cima da membrana do inserto. As células que migraram através
da membrana do inserto foram fixadas e coradas. (A) Imagens
representativas do ensaio. (B) Quantificagdo do numero de células
migratorias. Barra de escala, 50 um. Os valores sdo apresentados como
média = EP de quatro experimentos isolados ***p< 0.001, **p<0.01 (Two-
Way ANOVA Bonferroni post test)
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Figura 15- Invasao celular. Nesse ensaio as membranas do Transwell
foram revestidas com Matrigel para mimetizar a matriz extracelular. (A)
Figuras representativas dos ensaios de invasao. (B) Numero de células
invasoras. Barra de escala, 50 ym. Os valores sdo apresentados como
média £ EP de quatro experimentos isolados ***p<0.001, (Two-way ANOVA,
Bonferroni post test).
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6.4. Imunolocalizacao das V-ATPases nas fracoes provenientes do isolamento
dos MDMs

A fim de identificar em qual das fracbes obtidas do isolamento dos MDMs seria
encontrada marcacao para V-ATPase, foram realizados ensaios de Western Blotting.
Foi encontrada marcacado para subunidade B da V-ATPase nas fracbes 5, 6 e 7
(Figura 16 A). Assim como no ensaio de Dot Blotting também observou-se marcagao
para a flotilina-2, proteina marcadora dos MDMs nas fragdes 5, 6, 7 e 8, o que
sugere fortemente que em melanoma as V-ATPases de membrana plasmatica
encontram-se nos MDMs. Por participarem ativamente dos processos de migragao e
invasao, e por apresentarem uma relagao com as V-ATPases, a imulocalizagdo das
integrinas 1 e B3 também foi analisada. Os resultados revelaram que as integrinas
estavam presentes nas fracbes conrrespondentes a flotilina-2 e V-ATPase (Figura
16B), indicando que a insercdo dessas moléculas nos MDMs pode desempenhar um
papel importante em suas interacoes.

A marcacao da subunidade B da V-ATPase também foi observada nas fragbes
10 e 12, possivelmente pelo fato dessa subunidade possuir alta afinidade em formar
complexos com a actina do citoesquleto (Holliday et al., 2000). Por outro lado, ndo
foi possivel analisar a fragdo 11 pelo excesso de melanina, o que deixou a fracéao
com consisténcia gelatinosa. Foram realizados ensaios de western blotting para

colocalizagao da flotilina-2, porém nao foi detectada.
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Figura 16- Imuno reatividade da subunidade B da V-ATPase, Flotilina-2,
Integrinas B1 e B3. A andlise das fracdes (1 a 12) de membranas isoladas a partir
do gradiente de sacarose (5%, 30% e 80%) revelou a marcacédo da subunidade B da
V-ATPase nas fragcbes 5, 6 e 7 (A), bem com da flotilina-2, maracadora dos
'rafts'MDMSs, e das integrinas p1 e B3 (B)
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6.5. Influéncia da deplecao de colesterol na atividade hidrolitica e de transporte
de H* da V-ATPase

Sabendo-se da necessidade do colesterol na estruturacdo funcional de
constituintes membranares e na montagem dos MDMs, investigou-se o efeito da
deplecao de colesterol na atividade hidrolitica e de transporte de H* pelas V-
ATPases em vesiculas de membranas celulares isoladas em gradiente de sacarose
(25% e 46%). Essas vesiculas foram incubadas por 30 min com 5 mM de MBCD
antes dos ensaios. A atividade hidrolitica da V-ATPase nas membranas das
vesiculas das células B16-F10 foi inibida significativamente pelo tratamento com o
MBCD quando comparado ao controle, chegando a aproximadamente 63% de
inibicdo (Figura 17 A). A atividade de transporte de H" mediado pelas V-ATPases
nessas vesiculas também foi analisada. Tal atividade é representada pela queda da
fluorescéncia do ACMA na presenca de 1 mM de ATP (Figura 17 B). Quando essa
gueda se estabiliza o gradiente protonico pode ser desfeito pela adicdo de NH;*. A
atividade de bombeamento de H* foi completamente inibida pela Conc A e pelo
MBCD (Figura 17 C e D, respectivamente). Juntos esses dados sugerem fortemente
que o colesterol membranar e possivelmente os MDMs estruturados a partir deste
lipidio, sdo importantes tanto para a atividade hidrolitica quanto para a atividade de
transporte de H* executados pela V-ATPase da linhagem celular tumoral.

Por outro lado, foi possivel observar que a linhagem nao tumoral Melan-A.
responde de forma diferente. Além de apresentar uma atividade hidrolitica
significativamente menor que B16-F10, a deplecdo de colesterol estimulou a
hidrélise de ATP pelas bombas de células Melan-A (Figura 17 A). Isso nos leva a
hipotetizar que a deplecdo de colesterol esteja estimulando outros sistemas
transportadores de H* na linhagem nao tumoral. Contudo, esse fato necessitara de
investigacées mais aprofundadas.

Todos esses resultados nos levam a hipotetizar que os MDMs dotados de V-
ATPases devam ser estruturas mais predominantes em membranas de células
tumorais. Talvez por seu elevado metabolismo, as células tumorais recrutem mais
microdominios que funcionam como plataformas organizadoras de proteinas
membranares, incluindo V-ATPases, as quais exercem papéis chave na transducéo

de energia necessaria aos processos carcinogénicos.
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Foram realizados inUmeros ensaios de transporte de prétons com a linhagem
Melan-A, porém nao foi possivel a obtencdo de vesiculas de membranas
plasmaticas competentes na formacgao de gradientes de H".
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Fig 17- A atividade hidrolitica e de transporte de H* foi afetada pela deplecao de
colesterol. A atividade hidrolitica Conc A-sensivel detectada colorimetricamente ap6s 30
min de reagao (A). A atividade foi iniciada pela adicao de 1 mM de ATP, pH 7,0, e parada
com TCA 5% gelado. O transporte de H" monitorado pelo quenching do ACMA (B). O
transporte de H* foi detectado em vesiculas obtidas a partir de células B16-F10 (~100 pg
de proteinas). Esquema representativo do transporte de H* obtido em vesiculas de células
B16-F10 apos incubacgao prévia em 5 mM de MBCD (C) ou 11,5 uM de Conc A (D). As
vesiculas foram obtidas a partir do fracionamento celular em gradiente de sacarose das
células B16-F10 e Melan-A (25%-46%). Os valores sao apresentados como média *+ E.P
de trés experimentos isolados. Two-way ANOVA. **p<0.01 (Two-way ANOVA, Bonferroni
post test).
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6.6. Modulacao do fluxo de prétons em células vivas em resposta ao
tratamento com Conc A e MBCD

O estudo da dinamica do fluxo de protons em células vivas é de extrema
importancia para prover um melhor entendimento da atuacdo funcional das H'-
ATPases no metabolismo celular e tumoral. Considerando a superexpressao de V-
ATPases na membrana plasmatica das células tumorais, como principal responsavel
pela acidificagdo do meio extracelular, investigamos o efeito da deplecdo de
colesterol no fluxo de H*. Corroborando com os resultados in vitro, os resultados
obtidos com as células vivas usando o sistema SIET, mostraram que tanto o
tratamento com a Conc A (Figura 18 A) quanto o tratamento com o MBCD (Figura 18
C) provocaram uma reducdo significativa no efluxo de H', de 77% e 74%,
respectivamente, nas células B16-F10 (Figura 18 E e F). Notamos que o poder de
inibicdo do efluxo de H" foi semelhante entre os tratamentos. Em relagcdo a Melan-A,
observamos que além do efluxo de H* nessa linhagem ser cerca de 70% menor que
em B16-F10 (Figura 18 B e D), a deplecao de colesterol estimulou o efluxo de H" em
36% (Figura 18 F), resultado semelhante ao obtido nos ensaios de atividade
hidrolitica em vesiculas de membrana plasmatica isoladas por fracionamento celular.
Diferente de B16-F10, a inibicAdo da extrusao de prétons provocada pela Conc A foi
menor na Melan-A, cerca de 45% (Figura 18 E). Resultados condizentes com a
diferenca de metabolismo e de expressdo de V-ATPases previstos para as

linhagens.

O sistema SIET também possibilitou verificar as alteracées do pH extracelular
apos os tratamentos. Apds a incubagdo com a Conc A houve um discreto aumento
do pH extracelular em B16-F10 e Melan-A (Tabela 1). Ja com o tratamento com o
MBCD o aumento do pH extracelular de B16-F10 foi mais acentuado. Os dados
mostram que, compativel com a inibicdo do efluxo de H" provocada pela incubacéo
com a Conc A, houve uma alcalinizacdo do meio extracelular em ambas as
linhagens. Consistentemente, a inibicdo do efluxo de H* provocada pela deplecao de
colesterol também gerou uma alcalinizacdo do meio extracelular na linhagem
tumoral. Porém, a resposta da Melan-A foi oposta; a deplecéo de colesterol levou a
uma reducao do pH, o que caracteriza a atvivagdo de sistemas de extrusdo de
prétons resultando na acidificacdo do meio extracelular (Tabela 1). Ainda que as
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1 diferengas sejam sutis nas medidas de pH, o efeito disso no microambiente tumoral
2 permanece incerto. Mais estudos serdo necessarios para elucidar tal questao.



Fluxo de H* (pmol cm -2 min-1)

Fluxo de H* (pmol cm "2 min-1)

0,005 1

0,004 -

0,003

0,002 -

0,001 -

0,000

-0,001 -

0,005 1

0,004

0,003 -

0,002 -

0,001 A

0,000

-0,001 -

B16-F10

ConcA

6 8 10 12

Tempo (min)

B16-F10

MBCD

2 4 6 8 10 12 14

Tempo (min)

Fluxo de H* (pmol cm-2min-)

Fluxo de H* (pmol cm-2min-1)

0,005

0,004

0,003

0,002

0,001

Melan-A

ConcA

0,000

——

-0,001

0,005

0,004

0,003

0,002

0,001

0,000

-0,001

J

Tempo (min)

Melan-A

MBCD

2 4 6 8 10 12 14

Tempo (min)

54



10

11

12

13

14

15
16
17

2~ 0.0067 HE Cont Bl Conc A <~ 00067 EE Cont B MpCD
£
£ &
£ 0.004- E, 0.004-
° []
5 &
. T 0.002- -
[ [}]
o T
o o
X 5
2 i 0.000-
Q v O Aot
< & bg &
&° & < §‘°

Figure 18- Medicao do fluxo de H* em células vivas usando SIET. (A-D)
Representagao grafica do fluxo proténico apds os tratamentos com Conc A ou MBCD.
(E-F) Fluxo de H" detectados ao longo da monocamada de células tratadas com
ConA ou MBCD. Os dados sao apresentados como média + EP de trés experimentos
independentes. **p<0.01, ***p<0.001 (Two-way ANOVA, Bonferroni post test).

Table 1- Comparacdo entre pH extracelular das células B16-F10 e Melan-A
depois do tratamento com Conc A e MBCD. Os valores sdo apresentados como
média £ EP de trés experimentos independentes. *p<0.001, (Two-way ANOVA,
Bonferroni post test).

pH Extracelular

Linhagem Controle Conc A Controle MBCD

celular

B16-F10 7.206 £ 0.003 7.299 + 0.003* 7.166 £ 0.005 7.308 £ 0.003*
Melan-A 7.227 £ 0.005 7.321 £ 0.002* 7.320 + 0.002 7.279 £ 0.001*
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7. DISCUSSAO

Uma caracteristica comum a células tumorais € a alteragcdo do metabolismo
de lipidios, afetando especialmente fendmenos de sinalizacdo e adeséao
relacionadas a dindmica do citoequeleto (Staubach e Hanisch, 2011; Santos e
Schulze, 2012; Head et al., 2014). O colesterol é um lipidio esterdide essencial,
necessario para a regulagéo da fluidez e dindmica de membranas, e uma miriade de
processos associados, entre os quais a endocitose, o trafego de vesiculas, além de
varias rotas de sinalizacées mediadas por receptores transmembranares. A literatura
relata que a deplecao de colesterol pode aumentar a rigidez da célula ao desregular
a fluidez de membrana, alterando as caracteristicas biofisicas das membranas (Sun
et al., 2007). A inibicao da V-ATPase de células tumorais foi recentemente descrita
por induzir uma redugcdo dos processos de migracdo e invasao metastaticas, em
concomitancia com uma diminuicdo das taxas de coleterol celular (Bartel et al.,
2016). Nesta tese, este fendbmeno foi explorado com maior abrangéncia,
descrevendo os efeitos diretos da deplecao farmacolégica de colesterol sobre a
atividade da V-ATPase e a capacidade migratéria e invasiva de células de
melanoma.

Nossos resultados mostram que a deplecao de colesterol provocada pelo
tratamento com o inibidor MBCD alterou de forma consideravel a morfologia e
reduziu o tamanho das células, como ja descrito em outras linhagens de células
malignas e ndo-malignas (Li et al., 2006; Guerra et al., 2016; Gestel et al., 2005).
Ainda em acordancia com dados prévios da literatura, houve reducao significativa da
migracao e invasdao das células das linhagens de melanoma murino, similar a
estudos prévios com modelos de melanoma humano sob tratamento com o MBCD
(Wang et al., 2013) ou inibidores de colesterol alternativos, cyclodextrin e Apo 1
(Meyer et al., 2007). O colesterol modula a fluidez das membranas e a progressao
tumoral e parece ser muito dependente desta maior plasticidade celular. Por
exemplo, células de cancer de mama, pancreatico, cervical, de bexiga (Lin et al.,
2015) e hepatocarcinoma humano (Bartel et al., 2016) mostraram-se mais fluidas
quando comparadas a seus controles ndo-malignos. Aparentemente, células
tumorais perdem a capacidade de captar ou de responder aos estimulos ambientais
que determinariam uma dada configuracdo e histopaticidade, e com tal perda,
emergiria seu potencial invasivo e migratoério (Lin et al., 2015). Aqui trabalhamos a
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hipétese do potencial metastatico esta diretamente associado com o papel do
colesterol na manutencdo da morfologia necessaria a migracao e invasao celular,
etapas cruciais da cascata metastatica.

Microdominios de membrana (MDMs) enriquecidos em colesterol e
esfingolipidios, também chamados de rafts, atuam como as principais plataformas
de agrupamento de proteinas que interagem em inumeras vias de sinalizacao. Tais
MDMs compartimentalizam diversos processos celulares, favorecendo interacdes
proteina-proteina especificas, facilitando a ativacao de cascatas de transducao de
sinais, bem como a sinalizacdo mediada por receptor (Lingwood e Simons, 2010).
Nossos resultados de imunodeteccado acoplada a fracionamento celular revelaram
que a V-ATPase e flotilina-2, proteina marcadora de MDMs, estao presentes nas
mesmas fracdes de membrana (5-7) oriundas do fracionamento para o isolamento
de MDMs (Figura 16 A e B). Em estudos anteriores usando o mesmo protocolo de
fracionamento celular, foi evidenciado que o intervalo no qual se encontra marcacao
para os MDMs, se estende entre a fragcdo 1 até a fragdo 7 (Silva e Merino 2014,
Wang et al., 2013, Fabelo et al., 2014). Assim, nossos dados sugerem que de fato
pode haver uma co-expressao desta bomba de prétons e da flotilina nos MDMs de
linhagens celulares modelo de melanoma murino. A V-ATPase ja foi descrita como
um dos componentes de MDMs de vesiculas sinapticas de cérebro de ratos
(Yoshinaka et al., 2004). Mas a presenca das V-ATPases ndo se restringe aos
MDMs de membrana plasmatica, pois ja foram também descritas em MDMs de
Complexo de Golgi (Gkantiragas et al., 2001), endossomos tardios (Lafourcade et al.,
2008) e fagossomos (Dermine et al., 2001).

A adesao das células tumorais a matriz extracelular representa um importante
passo da migracao celular e as integrinas sdo as principais responsaveis por essa
adesao. Ja foi relatado que a subunidade B1 da integrina interage com a subunidade
c da V-ATPase nas adesobes focais em mioblastos (Skinner e Wildeman, 1999). As
integrinas B1 sdo encontradas nos MDMs (Leitinger e Hogg, 2002) e a internalizacao
da integrina B3 para reciclagem depende desses MDMs (Wang et al., 2013), o que
indica que essas moléculas sejam dependentes da integridade dos MDMs para
exercerem sua funcdo de adesdo. Como nossos resultados de imunodeteccéo
indicam a coexpressdao nas mesmas fracbes membranares de V-ATPases e
integrinas pB1 e B3, tipicas de MDMs podemos hipotetizar que essa interacdo da
subunidade ¢ da V-ATPase com a integrina 31 possa ocorrer nesses MDMs. Assim,
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nossos dados abrem caminho para futuros estudos usando marcadores da
plasmalema e das diferentes endomembras, a fim de definir melhor a co-localizagéo
e as interagoes funcionais das V-ATPases nos MDMs da superficie celular e nas
distintas vesiculas e organelas subcelulares em células tumorais.

As V-ATPases ja sdo conhecidas por desempenharem um importante papel
na apoptose e metastase de células cancerigenas, participando da reciclagem de
receptores e do metabolismo energético (Wiedmann et al., 2012; Schneider et al.,
2015). A superexpressao desta bomba na membrana plasmatica de células
tumorais, nos mais diversos tipos de céanceres, leva a acidificacdo do meio
extracelular tumoral (Martinez-Zaguilan et al., 1999) e alcalinizagdo do citosol
(Bernstein et al., 2000), criando uma condi¢cdo propicia para os fenbmenos de
migracdo e invasdo (Cotter et al., 2015, Nisisho et al., 2011, Hinton et al., 2009b).
Nossos resultados confirmam tal assertiva ao comprovar que a inibicdo das V-
ATPases pela Conc A reduziu de forma significativa a migragdo e invasao das
células tumorais. A redugado da migracao e invasao relacionada a inibicado da bomba
também ja foi observada em outros tipos de cancer, com o usos de outros inibidores,
como a nova droga NiK-12192 (Supino et al., 2008) e o classico inibidor bafilomicina
(Sennoune et al., 2004a).

A inibicdo da migracao e invasao celular observada ap6s incubacao tanto com
Conc A (5 nM) quanto com o MBCD (5 mM) ndo pode ser atribuida a toxicidade
inespecifica destas drogas, visto que nessas concentracdes os niveis de células
viaveis apos 24 horas de incubagdo foram maiores que 90% para a linhagem
maligna B16-F10 (Figura 11). A semelhanca dos efeitos das duas drogas sugere
uma possivel relacao entre os fendmenos de inibicao da V-ATPase e o da deplegao
de colesterol, com a diminuicdo da motilidade celular. A Conc A é relativamente
tolerada em culturas tumorais, e apesar de altamente toxica para a maioria das
células normais, algumas linhagens de carcinoma resistem bem até a concentracéao
maior do que a usada nesse trabalho. A linhagem de carcinoma de célula escamosa
oral SQUU-B mostrou-se resistente ao tratamento com 10 nM de Conc A,
apresentando taxa de viabilidade maior que 95% (Kiyoshima et al., 2013). Células de
cancer de mama MDA-MB231 também mostraram-se resistentes ao tratamento com
5 mM de MBCD, nao apresentando comprometimento da viabilidade celular (Guerra
et al., 2016).
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Aparentemente, o papel das V-ATPases nas etapas de migragdo e invasao
que compdem a cascata metastatica parece bem mais complexo do que fora
inicialmente previsto. Atualmente, existe um corpo de evidéncias indicando
implicagdes pleiotropicas relacionadas as diversas expressdes funcionais das V-
ATPases , incluindo o metabolismo de lipidios. Estudos apontam que a inibicdo das
V-ATPases pelo archazolid interfere com o metabolismo de colesterol, reduzindo sua
distribuicao na membrana plasmatica issorepresenta o principal mecanismo de
resisténcia a drogas em células de cancer de bexiga (Hamm et al., 2014).
Recentemente, foi visto que a inibicido das V-ATPases pelo archazolid em
hepatocarcinoma, ndo somente aprisiona o colesterol nos lisossomos como também
diminui os niveis de colesterol livre, provocando deplecdo de colesterol na
membrana plasmatica, o que altera importantes propriedades biofisicas da célula de
cancer como a rigidez e a polaridade da membrana plasmética (Bartel et al., 2016).
Tais alteracdes inteferem com a plasticidade das membranas e comprometem a

capacidade migratéria e invasiva das células cancerigenas.

O recrutamento de proteinas especificas em MDMs também consiste numa
propriedade crucial para a formacado de estruturas invasoras/migratérias, como
ocorre com a proteina BASP-1 (proteina solUvel acida do cérebro), presente nos
MDMs de sitios de contato célua-célula, que atua na estruturacdo das protrusdes
tipo-filopodio em células endotelias da veia umbilical humana (HUVEC) . A proteina
BASP-1, também conhecida como NAP-22, foi originalmente descrita nas
terminacdes dos axdnios neuronais, e desempenha funcdes similares a proteina
GAP-43 associada ao crescimento axonal, porém pode ser encontrada em outros
tipos de células e tecidos, diferente de GAP-43 que é exclusiva de neurbnios
(Sprenger et al., 2006). Essas sédo algumas das proteinas recrutadas em MDMs nas
membranas, os quais constituem plataformas de formatacdo das estruras de

membrana pré-migratorias.

Os MDMs associados ao trafego vesicular também desempenham um papel
crucial nos processos migratorio e invasivo das células carcinogénicas. O trafego
intracelular de vesiculas ao longo dos filamentos do citoesqueleto exerce importante
papel nos processos de invasao e metastase. Por outro lado, a migracao celular
através da matriz também é um processo dinamico, o qual depende de um

“‘turnover” ativo de elementos do citoesqueleto e movimentos membranares para a
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formacao das extensoes celulares. De fato, muitos dos componentes da maquinaria
endocitica e sistema de reciclagem estao concentrados nas prinicipais extensdes

das células invasoras (Hattula et al., 2006).

A invasao celular requer a distribuicao de moléculas de adesdao bem como a
secrecdo de enzimas que degradam a matriz extracelular. No primeiro caso,
integrinas direcionam invaginagdes membranares e extensdes celulares, e assim,
regulam a formacao de filopddios e invadopédios (Kerber et al., 2009; Caswell et al.,
2007). Alteragdes no trafego, ativacdo e apresentacdo de integrinas na superficie
celular podem alterar consideravelmente o comportamento das células tumorais
malignas (Muller et al., 2009; Rainero et al., 2012)

O trafégo de vesiculas pode modular a liberacdo de MMPs e outras proteases
e assim alterar a migracao celular. Rab8 (membro da superfamilia Ras de proteina G
monomérica) e a proteina VAMP-7 (proteina de membrana associada a vesicula) da
vesicula SNARE mediam a secrecao de MMP do tipo 1 (MT1-MMP), que regula o
fenétipo invasivo de células Hela e de osteosarcoma (Bravo-Cordero et al., 2007). E
provavel que essa populacao especifica de vesiculas de membrana interaja com
microtubulos e microfilamentos de F-actina (ltoh et al., 2011; Hu et al., 2011). Esta
via secretoéria de proteinas resulta na promocao de protrusdes e extensdes celulares
que sdo necessarias para a invasao celular (Kerber et al., 2009; Caswell et al.,
2007).

As V-ATPases estruturalmente e/ou funcionalmente associadas a outras
proteinas em MDMs, desempenham um papel ativo no trafego vesicular. Sabe-se
que tanto os MDMs planos quanto as cavéolas invaginantes estdo envolvidos com o
trafego de vesiculas. MDMs planos e cavéolas sdo bioquimicamente similares,
dominios de membrana que agrupam proteinas especificas. Contudo, estes se
diferenciam morfologicamamente e parecem desempenhar  funcdes
complementares. As cavéolas podem mesmo ser consideradas um tipo
especializado de MDMs, pois sao pequenas invaginagcdes que brotam das
membranas plasmaticas, em formato de U (Parton et al., 2003). A proteina caveolina
€ o principal marcador desse tipo de 'raft', pois se oligomeriza e cobre toda superficie
citoplasmatica da cavéola, atuando como um ancoradouro para outras proteinas e
também pode regular negativamente eventos de sinalizagdo (Razani et al., 2002).

Esse tipo de microdominio esta muito envolvido com o trafego de vesiculas, e dentre
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as moléculas presentes nas cavéolas ja foram evidenciadas V-ATPases (Sprenger
et al., 2006).

As V-ATPases participam ativamente do trafego vesicular. Acredita-se que
por si sb, estas bombas de prétons ja sejam capazes de interagir com vias de
sinalizacdo e que subunidades de seus dois dominios, Vi e Vo, interajam
diretamente com a maquinaria do trafego de vesiculas (Sun-Wada et al., 2003). Sua
inibicdo acarreta na inibicdo da “protocitose” (tipo de trafego vesicular em que as
cavéolas absorvem pequenos solutos, os quais se difundem passivamente para o
citoplasma) mediada pelas cavéolas (Mineo e Anderson, 1996), o que sugere que as
V-ATPases regulam o transporte caveolar.

A presenca de V-ATPases em MDMs lipidicos de muitas organelas envolvidas
com o trafego vesicular, como nos endossomos tardios (Lafourcade et al., 2008),
fagossomos (Dermine et al., 2001) e Complexo de Golgi (Gkantiragas et al., 2001),
leva a supor que haja uma necessidade da insercdo dessa bomba de prétons nos
MDMs para que ela exerca sua funcao reguladora do trafégo vesicular. Por outro
lado, as V-ATPases também estariam diretamente envolvidas com a organizacao
desses microdominios. Isso pode ser exemplificado por um estudo feito com V-
ATPases de fagossomo de macrofago J774, onde foi observado que a inibicao das
V-ATPases pela bafilomicina, droga reconhecida por impedir a formacao (ou
maturacdo) dos lisossomos, inibiu a aquisicao de flotilina-1 pelos fagossomos. Essa
proteina seria adquirida pelos fagossomos pela fusdo com organelas endociticas
tardias (Dermine et al., 2001), impedida pela inibicao das V-ATPases. Sem flotilina-1
a formacéo dos MDMs fica entao prejudicada.

Outra atividade influenciada diretamente pelos MDMs dos fagossomos é a
nucleagdo de actina. Estudos tém mostrado que os fagossomos estdo envolvidos
com a nucleagédo de actina e que essa funcao € potencializada pelas flotilinas dos
MDMs lipidicos, adquiridas durante o processo de maturacdo dessa organela.
Analises protedbmicas dos MDMs lipidicos de fagossomos indicam que a actina é a
principal proteina dessas estruturas, mostrando que esses microdominios sao sitios
de acumulacao e polimerizacao de actina (Rozelle et al., 2000).

O sistema de transporte baseado na polimerizacdo direta da actina pela
hidrélise de ATP de monO6meros de actina e iniciado por proteinas ligadas a
superficie de particulas transportadoras, gera um tipo de movimento chamado de
“‘cauda de cometa”. Proteinas da familia WASP/Scar, do complexo Arp2/3 e ou
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dinamina e cortactina sao obrigatoriamente componentes do sistema de transporte
baseado na actina (Le Clainche e Carlier, 2008; Schafer et al., 2002). Esse tipo de
transporte €& responsavel pela translocacdo de vesiculas micropinociticas
(pinossomos) (Merrifield et al., 1999), vesiculas revestidas de clatrina, endossomos e
lisossomos (Merrifield et al., 2002). Ao mesmo tempo em que ha uma dependéncia
dos MDMs para a nucleacdo da actina, 0 movimento de vesiculas enriquecidas em
MDMs se da de uma forma similar a citada acima (Rozelle et al., 2000). Assim, o
impedimento da polimerizacdo de actina por causa de uma inibicdo dos MDMs
resultaria em um bloqueio do transporte de todas essas vesiculas perturbando o
funcionamento da célula.

A V-ATPase interage diretamente com a maquinaria do trafego de vesiculas
(Sun-Wada et al., 2003),logo, sua inibicdo compromete a fusao de vesiculas entre si
e com a membrana plasmatica. Assim, moléculas como as integrinas, MMPs,
catepsinas e as demais moléculas envolvidas com a migragcdo e invasdao nao
poderiam ser recicladas e entregues a membrana, inibindo assim a migracéo e
invasao celular. Essa poderia ser uma explicacdo complementar para 0S nossos
resultados obtidos nos ensaios de migracao e invasao, em que constatamos uma
significativa reducdo dessas etapas do processo mestastatico ap6s a inibicdo da
atividade da V-ATPase.

A deplegao de colesterol também reduziu a migracéo e invasao das células
de melanoma em niveis semelhantes aos observados com o tratamento com a Conc
A, em nossos resultados. Isso podreria ter ocorrido pelo fato de toda a sinalizacao
pro-invasiva e migratéria dependente dos MDMs ter sido desfeita pela
desestabilizacdo desses MDMs, e/ou também pelo fato da deplecao de colesterol ter
inibido a atividade da V-ATPase e todos os processos dependentes da atividade
dessa bomba de protons.

A hipétese de que os MDMs estao envolvidos na regulacdo da atividade da V-
ATPase de mamiferos se iniciou com estudos em leveduras, nos quais evidéncias
sugeriam que a esfingomielina (Chen et al., 2004) e a ceramida (Dawson et al.,
2008) modulam o funcionamento da V-ATPase. Interessantemente, foi visto que a
ceramida é necessdria para oligomerizagdo da H'-ATPase de membrana em
leveduras (Lee et al., 2002). Observando esses resultados oriundos de estudos em
leveduras, em que o ambiente lipidico é tdo importante para a atividade das H'-
ATPase, e dado a conservacdo em termos de evolugdo molecular destas bombas, é
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plausivel que MDMs de células de mamiferos também regulem a atividade da V-
ATPase. Nossos resultados mostram de forma inédita que a deplecao de colesterol
provocada pelo MBCD inibiu de forma significativa a atividade de hidrélise de ATP e
de transporte de H* pelas V-ATPases nas células de melanoma murino B16-F10 que
superexpressam V-ATPase em suas membranas (Figura 17). E possivel que a
perturbacao da fluidez de membrana provocada pela deplecao de colesterol induzida
por MBCD, poderia levar a uma dissociagdo e/ou desacoplamento funcional dos
dominios Vi-Vy, inibindo a atividade da V-ATPase, com consequente redugdo da
acidificacao mediada por essa bomba de prétons. Alternativamente, poderia haver o
comprometimento de uma interacéo direta do colesterol com a V-ATPase atravées de
seus sitios de interacao proteina-lipidio no dominio Vo, que seria necessaria para o
funcionamamento eficiente da bomba.

Assim como uma elevada fluidez de membrana afeta a atividade da V-
ATPase, a baixa fluidez também o faz. Ja foi visto que todas as subunidades da V-
ATPase dos endossomos tardios de células de rim de hamsters bebés se localizam
nas fracdes de MDMs. Esses endossomos quando tratados com a droga U1866A,
que provoca um acumulo de colesterol, apresentaram um aumento da associagao
dos dominios Vi-Vy. O que corrobora a hip6tese de um papel chave da composicéao
da membrana na associa¢ao-dissociagcdo dos dominios Vi-Vy. Foi sugerido que a
diminuicao da fluidez de membrana provocada pelo acumulo de colesterol, induzida
por U1866A, poderia levar a uma forte interacdo dos dominios Vi-Vy impedindo o
funcionamento apropriado da bomba (Lafourcade et al., 2008).

Uma terceira alternativa para explicar a inibicdo da atividade das V-ATPases
pela deplegéo de colesterol dos MDMs estaria relacionada com a actina e outros
elementos do citoequeleto. Sabe-se que os MDMs estao relacionados intimamente
com a estruturacao dos filamentos de actina do citoesqueleto. Foi demonstrado que
proteinas localizadas nos MDMs podem regular a formacdo do citoesqueleto
(Leitingerand e Hogg, 2002; Baron et al., 2003; MacLellan et al., 2005), enquanto os
filamentos de actina, por sua vez, também podem participar na manutencao da
integridade das membranas resistentes a detergente (DRMs) (Chichili e Rodgers,
2009). Analisando membranas do Golgi foi sugerido que os filamentos de actina
podem também regular indiretamente a associacdo dos dominios Vy-Vi da V-
ATPase desde que os MDMs encontrem-se intactos (Serra-Peinado et al., 2016).
Uma vez que provocamos uma perturbacao na montagem dos MDMs pela deplecéo
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de colesterol, isso pode ter afetado a interagdo desses MDMs com a actina do
citoesqueleto, que por sua vez pode ter atuado no desacoplamento estrutural e/ou
funcional da V-ATPase. Analisando nossos resultados e os dados presentes na
literatura, fica claro que tanto a falta quanto o execesso de colesterol nas
membranas inibem a atividade da V-ATPase, ou seja, para um apropriado
funcionamento da bomba pode ser requerido uma composicao especifica de lipidios
anulares e/ou de MDMs.

Eventos ou processos que necessitem de condicbes de pH intra- e
extracelular especificas, como a fusdo de membranas, podem ser afetados por uma
falha na translocagdo de H" energizado pelas V-ATPases. A inibicdo ou qualquer
outro impedimento na translocacdo de H* pelas V-ATPases provoca efeitos graves
na célula que se duradouros, pode levar a morte celular (Hernandez et al., 2012).
Entre os processos que sdo afetados pela inibicdo da bomba destacam-se a inibicéo
da autofagia, processo intimamente associado ao cancer. Todavia, o papel exercido
€ 0 mecanismo pelos quais a V-ATPase atuaria na preveng¢ao da morte celular ou
como mecanismo desta, difere entre os tipos de cancer e condicao de
desenvolvimento (Eng e Abraham, 2011). A inibicdo da sinaliza¢ao via Wnt, um dos
mecanismos fundamentais que direcionam a proliferacao e polaridade celular (Logan
e Nusse, 2004), bem como a diminuicdo da quimoresisténcia, sdo eventos também
relacionados a acidificacdo do lumen de organelas como o lisossomo, a qual
depende da atividade de V-ATPases. De fato, o acumulo de drogas no interior de
organelas acidas caracteriza células com perfil de quimioresisténcia (Altan et al.,
1998; Murakami e Shibuya, 2001).

Sendo o controle do pH exercido pelas V-ATPases tdo importante para as
células, e em especial para as células tumorais, a atividade das V-ATPases também
foi monitorada em células vivas, usando um sistema nao invasivo de microeletrodos
vibrateis (SIET). O SIET nos permitiu acompanhar em tempo real o comportamento
dos fluxos de protons nas células em resposta aos tratamentos. A inibicao das V-
ATPases pela Conc A provocou uma maior alcalinizagdo do meio extracelular em
células de melanoma B16-F10 do que na linhagem ndo carcinogénica, Melan-A.
Porém, a deplecdo de colesterol teve efeito oposto na linhagem nao maligna,
estimulando o efluxo de H* e consequentemente acidificando o meio extracelular
(Figura 18 D e F), dado compativel com os resultados obtidos in vitro com

membranas isoladas. Estudos in vivo ttm mostrado que enquanto o pH extracelular
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de células normais vai do neutro ao levemente alcalino (7.2-7.5), o pH extracelular
de diferentes tipos de tumor varia entre 6.4-7.3 (Engin et al., 1995, Glunde et al.,
2003). Uma variacao na relacédo pH intacelular/pH extracelular de 0,1 unidade de pH
pode romper processos bioquimicos e biolégicos cruciais, como a sintese de ATP,
funcionamento de enzimas, proliferacdo, migracdo, invasdo e metastase
(Pastorekova et al., 2007; Lou et al., 2011). Verificamos variacées desta ordem no
presente estudo, as quais podem estar associadas a inibicdo da atividade das V-
ATPases pelos tratamentos e o bloqueio dos processos de migracao e invasao.

Os nossos dados sugerem claramente uma relacao entre a disponibilidade de
colesterol em microdominios das membranas com a expressdo funcional de V-
ATPases em células tumorais, no qual a inibicao direta ou indireta da atividade desta
bomba provocada pela deplegdo de colesterol resulta numa inibicdo de processos

dependentes do funcionamento adequado das V-ATPases.



© 00 N o v b~ W

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30

31

66

8. CONCLUSAO

Analisando os inumeros trabalhos sobre MDMs, podemos hipotetizar que as
principais, sendo quase todas as reagdes celulares dependentes da dindmica de
transportadores, receptores e outras proteinas de membrana acontecem de forma
estruturada em microdominios especificos. Sendo a V-ATPase o sistema primario de
transporte de ions nas membranas de vesiculas e organelas acidas, e na membrana
plasmatica de células tumorais, e diante dos dados aqui apresentados, € tentador
especular que essa bomba de prétons seja finamente regulada pelo conteudo de
colesterol e/ou balanco da composicao lipidica dos microdominios em que esta
inserida, e em contrapartida, que esta também regule de alguma forma a
estruturacao funcional desses MDMs.

Nesse trabalho descrevemos como a deplecéo de colesterol afeta a atividade
da V-ATPase e a migracao e invasao celular dependentes do funcionamento dessa
bomba de protons. Demonstramos que a deplecdo de colesterol provoca uma
inibicdo da migracao e invasao celular em um grau semelhante a inibigao provocada
pela Conc A, inibidor classico das V-ATPases. Em conjunto, os dados aqui
apresentados sustentam a hip6tese da atividade da V-ATPase ser dependente de
MDMs enriquecidos de colesterol, e que a funcdo dos MDMs na organizagdo de
estruturas migratérias e invasivas também depende da atividade da bomba. A
inibicdo da V-ATPase induzida pela deplecdo de colesterol também pb6de ser
correlacionada, com a inibicao do efluxo de prétons nas células tumorais vivas. Tal
efeito impede a acidificacdo do microambiente extracelular das células tumorais, um
elemento chave previamente relacionado ao mecanismo de agdo da migragdo e
invasdo de células tumorais. O impacto potencial destes resultados para o
desenvolvimento de novas terapias antimetastaticas, estabelece uma plataforma
para estudos mecanisticos mais aprofundados sobre a interdependéncia funcional
revelada entre MDMs e V-ATPases, e as diferengas existentes entre células

tumorais e nao tumorais.
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