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RESUMO

As integrinas sao proteinas de membrana essenciais para a adesao, invasdo e
migragéo celular. Subunidades de integrina tais como o4, a5, a6, aV, 1 e B3 sdo
moléculas de adesdao cruciais no processo de metastase e a capacidade de bloquear
estas proteinas surge como uma abordagem alternativa para o tratamento de tumores
metastaticos. Com base no loop interativo do dominio desintegrina-like da ADAM9 foi
desenvolvido in silico o peptideo ciclico A9s capaz de interagir especificamente com
a regido MIDAS das integrinas, interrompendo a comunicacdo entre célula-matriz
extracelular. Para avaliar o efeito inibitério do peptideo A9s na adesado, migracao e
proliferacdo celular foi utilizada a linhagem de melanoma murino que é altamente
metastatica B16F10. Inicialmente foi realizado teste de adesé&o para esta linhagem em
diferentes matrizes e em comparacao com a fibronectina (controle), as células B16F10
mostraram uma adeséo inferior em laminina (26%) e em colageno (35%). Em ensaios
de adesao, o peptideo A9s foi capaz de inibir 68% da adesédo celular da B16F10 a
fibronectina na concentragdo 1uM, exibindo ICso em torno de 200pM. Nos testes de
crescimento celular o peptideo A9s nas concentracdes de 0,1nM e 100nM inibiu em
até 55% o crescimento das células B16F10 entre 24 e 72h. Ao se adicionar mais
peptideo (100nM) no tempo de 24h e 48h a inibicdo do crescimento celular alcancou
78%. Os testes de cicatrizagdo mostraram 35% de inibicdo da proliferagdo celular em
B16F10 tratada com 100nM de A9s em 6h e 12h. Paralelamente, nos testes de
migracéao celular, o peptideo A9s mostrou uma capacidade de inibir mais de 50% da
migracdo das células B16F10 a partir de 6h de tratamento na concentracédo de 100nM.
Além disso, o peptideo A9s exibiu baixa toxicidade nos ensaios de MTT. Todos 0s
resultados obtidos corroboram que o peptideo A9s é capaz de interferir na adeséo e
migracdo das células B16F10, tendo a qualidade de um antagonista de integrina em
baixas concentracdes (nM), sem toxicidade celular aparente. Estes resultados

sugerem uma possivel funcéo anti-metastatica para este peptideo ciclico especifico.

Palavras-chave: Integrinas, Peptideo ciclico, Metastase, B16F10



ABSTRACT

Integrins are membrane proteins crucial for cell adhesion, invasion and migration.
Integrin subunits such as a4, a5, a6, aV, 1 and B3 are crucial cell adhesion molecules
in metastasis process; therefore, the ability to block these proteins functions provides
an alternative approach for the treatment of metastatic tumors. Based on the
interactive loop of desintegrin-like domains the A9s cyclic peptide was developed in
silico to interact with the MIDAS site of integrins, thus disrupting cell-matrix
communication. To evaluate the inhibitory effect of A9s cyclic peptide in B16F10
adhesion, proliferation and migration competences, this metastatic cell lineage was
subjected to adhesion and wound healing assays in fibronectin, collagen and laminin
coated dishes. Compared to fibronectin (control experiment), B16F10 cells had a lower
adhesion to laminin (26%) and collagen (35%). In adhesion assays A9s peptide was
capable to inhibit 68% of cell adhesion to fibronectin at a 1uM concentration, showing
ICs0= 200 pM. In growth tests at 0.1nM and 100nM concentrations of A9s cell growth
were inhibited by up to 55% between 24 and 72h, and adding more peptide (100nM)
in 24h and 48h the growth inhibition reached 78%. Wound healing assays showed 35%
of proliferation inhibition in B16F10 treated cells with 100nM of A9s at 6 and 12h of
growing conditions. At the same time cell migration tests showed a 56% of inhibition in
6h of B16F10 cell line migration process, at a peptide concentration of 0.1 nM.
Additionaly, low toxicity of the peptide at mM concentration was confirmed using the
MTT test. All presented results support that A9s peptide is capable to interfere in
B16F10 cells adhesion and migration, acting as an integrin antagonist at nM
concentration without apparent cellular toxicity. These results suggest a possible anti-

metastatic function for this cyclic peptide structure.

Keywords: Integrins, cyclic peptide, metastasis, B16F10
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1 INTRODUCAO

1.1 O cancer

Céancer é o termo utilizado para designar um grupo de mais de 200 tipos de
doencas que tem em comum o crescimento desordenado de células com potencial
invasivo (INCA, 2015).

Os tipos de cancer se classificam em alguns grupos principais de acordo com o
tecido que acometem. Os carcinomas, sdo tumores malignos que se originam nas
células epiteliais ou glandulares. Os sarcomas sdo tumores malignos dos tecidos
moles que podem se originar em 0ssos, cartilagens, gordura, musculo, vasos
sanguineos, tecido conjuntivo ou de suporte. As leucemias sao caracterizadas pelo
acumulo de células anormais na medula 6ssea, tecido onde as células do sangue sao
produzidas. Os linfomas, tumores malignos do sistema linfatico podem atingir todas
as glandulas linfaticas, apenas um linfonodo ou se espalhar por todo o corpo
(ONCOGUIA, 2015a).

As células cancerigenas possuem algumas capacidades biolégicas em comum
gue sao adquiridas durante o desenvolvimento de tumores, e podem ser divididas em
capacidades intrinsecas e extrinsecas as células tumorais.

As capacidades intrinsecas incluem sustentar a sinalizacéo para a proliferacédo
celular, a perda da capacidade de supressao do crescimento das células, aumentar a
resisténcia a morte celular, permitir a imortalidade do processo de replicacdo, induzir
angiogénese, invasao celular e metastase (HANAHAN; WEINBERG; FRANCISCO,
2000), destacam-se ainda alteracdes metabdlicas adaptativas e instabilidade
gendmica (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As capacidades extrinsecas as células tumorais sao aquelas dependentes da
interacdo da célula tumoral com elementos extracelulares ou outras células. Estas
capacidades incluem a inducdo persistente da angiogénese, modificacdo do
microambiente tumoral, evasdao da resposta imune, modulagdo da resposta
inflamatoria e de reparo tecidual, como também, a associacdo de células do
microambiente tumoral nos processos de invasdao e metastase (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

De acordo com o INCA (2016), no Brasil, foi estimada a ocorréncia de

aproximadamente 600 mil novos casos de cancer no periodo de 2016-2017, o que
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evidencia a magnitude da incidéncia do cancer no pais. O cancer de pele é o mais
incidente na populacdo brasileira, seguido pelos canceres de prostata, mama

feminina, intestino, pulmé&o, estbmago e colo do Utero.
1.2 O cancer de pele do tipo melanoma

O cancer de pele se apresenta sob trés principais formas: melanoma,
carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular (ou epidermoide). Os carcinomas
basocelular e epidermoide sdo também conhecidos como cancer de pele néo
melanoma, tipo mais comum de cancer de pele e mais frequente na populacéo de
pele clara (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010).

Os canceres de pele do tipo ndo melanoma possuem elevada taxa de cura
quando tratados precocemente. De acordo com dados da American Melanoma
Foundation (2013), 73% das mortes ocasionadas por cancer de pele sao do tipo
melanoma, mostrando que embora seja 0 menos comum € o mais letal.

O melanoma se origina de mutacdes em melandcitos, que séo as células da
camada basal da epiderme (TAKANO; LIMA, 2010). Sua principal funcéo é a producao
de pigmentos, chamados de melanina, as quais formam granulos que se acumulam
no citoplasma celular a fim de proteger o DNA contra os raios ultravioleta
(THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005). O melanoma inicia-se como uma lesao
que ao longo do tempo aumenta progressivamente de tamanho em extensao,
apresentando caracteristicas de facil reconhecimento denominado ABCDE do
melanoma, como: Assimetria, Bordas irregulares, Coloragdo variada, Diametro
superior a 6 milimetros e Evolucao para diferentes estagios (ABCDE do melanoma -
ABBASI et al., 2004).

Devido a alta capacidade de invasdo e metastase, a deteccdo precoce é
essencial para o tratamento desse tipo de cancer. Melanomas primarios sao curaveis
na maioria dos casos, mas o tratamento da doenca em estagio avancado com
evolucédo para diferentes sitios tem uma probabilidade de apenas 6% de cura (BALCH
et al., 2004; BARTH; WANEK; MORTON, 1995).

Atualmente, as primeiras abordagens terapéuticas para o melanoma em
diferentes estagios sao a radioterapia, quimioterapia e a cirurgia (BRAUD et al., 2003).
Em estagios mais avancados do melanoma o tratamento também pode ser feito com
0 auxilio de farmacos como o ipilimumab (HODI et al., 2010), vemurafenib (CHAPMAN
et al., 2011) e cisplatina (VOGELZANG et al., 2003).
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A linhagem celular B16F10, que foi utilizada neste trabalho, consiste em células
de melanoma murino que possuem alta atividade metastatica. E possuem ampla
capacidade de gerar metastase tendo o pulmdo como principal foco. Esta linhagem
celular € uma das mais bem estudadas e utilizadas para estabelecimento de modelos
experimentais de tumor metastatico (FIDLER, 1975; QIAN; VAUX; WEISSMAN,
1994).

1.3 Metéstase

O céancer pode se espalhar a partir do local onde comecou, sitio primario, para
locais distantes formando colbnias secundarias em um processo conhecido como
metastase (QIAN et al., 2005). Quando células cancerosas se desprendem do tumor,
elas podem disseminar para outras partes do corpo através da corrente sanguinea,
alcangando 6rgédos distantes, ou do sistema linfatico, acabando nos ganglios linfaticos
(ONCOGUIA, 2015b).

A metastase é a principal causa de morte em pessoas com cancer (YILMAZ;
CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007) e uma vez que a metastase esteja estabelecida,
as opcoes de tratamentos utilizadas frequentemente ndo fornecem respostas duraveis
(MASSAGUE; OBENAUF, 2016).

Sabe-se que o0s carcinomas se desenvolvem a partir de tecidos epiteliais
progredindo em diferentes niveis patologicos de malignidade, o que reflete na
capacidade de invasdo das células cancerigenas aos tecidos secundarios. Isso ocorre
pois as células associadas ao cancer tipicamente desenvolvem alteracbes em seu
formato, assim como ocorre no seu processo de adesao a outras células e a matriz
extracelular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Para que as células cancerigenas possam alcancar diferentes locais do corpo,
varias alteracdes sdo necessérias. Inicialmente, estas células devem ser capazes de
se desprender do tumor original. E em seguida, se fixar na parede de um vaso onde
devem interagir, através da interacdo mediada por integrinas presentes na membrana
plasmatica celular (KIM; YE; GINSBERG, 2011), com proteinas da matriz extracelular
(MEC) (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Deste modo, as células invadem os vasos
(sanguineos ou linfaticos) e uma vez no interior destes vao circular para outro 6rgao
ou linfonodo onde estas devem ter a capacidade de extravasar para estes tecidos,

proliferando e criando novas colonias (FIDLER, 2003). Esses assentamentos
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distantes de tumores de células metastaticas sdo a causa de mais de 90% de mortes
por cancer em humanos (VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

1.4 Cascata metastatica

Em acordancia com o estudo de Chambers; Groom; MacDonald (2002), das
centenas de células de melanoma que se desprendem do tumor e entram em
circulacao, cerca de 0,02% delas desenvolvem novos tumores. Isso se deve ao fato
das células tumorais passarem por diversas etapas para serem bem-sucedidas em
formar tumores secundarios.

A cascata metastatica, que segue uma lesédo primaria, epitelial e neoplasica,
compreende as seguintes fases: 1. Formacéao do nicho pré-metastéatico; 2. Transicao
epitélio-mesenquimal (EMT); 3. Dissociacdo de células tumorais a partir do tumor
primario; 4. Invaséo do tecido vizinho; 5. Migracao para vasos sanguineos e linfaticos
pré-existentes e recém-formados; 6. Transporte através destes vasos; 7.
Extravasamento através dos vasos; 8. Estabelecimento das células disseminadas em
um local secundario e 9. Crescimento de micrometastases e macrometastases
(tumores secundarios) (Figura 1) (GEIGER; PEEPER, 2009).

Tumor Primdrio

(=3 =>) Célula normal/maligna
=== Membrana basal

MEC
MEC remodelada
T anoikis
% Nicho pre-metastatico

cz.z:z., Futuraangiogenese

Mmetastasis & Vasos,sanguineos delineados
por células endoteliais

Figura 1: Representacdo esquematica da cascata metastatica classica. Imagem adaptada de
Geiger, 2009.

1.4.1 Nicho pré-metastatico

O ambiente no qual as células neoplasicas formam o tumor influencia o seu

comportamento. O nicho € este microambiente especializado, que suporta a
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manutencao das células e regula a proliferacdo celular (PSAILA; LYDEN, 2009). Este
microambiente compreende as células estromais de suporte (hdo malignas), fatores
soluveis, redes vasculares, nutrientes, componentes metabdlicos e a estrutura da
matriz extracelular (LU; WEAVER; WERB, 2012; PSAILA; LYDEN, 2009).

Em 1889, Stephan Paget descreveu a propensao de varios tipos de cancer em
formar metastases em 0Orgaos secundarios especificos, teoria conhecida como
“semente e solo”. Sabendo que a semente de cada planta germina e se desenvolve
em um solo especifico, por analogia Paget concluiu que os diferentes tipos de células
cancerigenas (sementes) teriam uma afinidade com o ambiente de certos 6rgaos
(solo), obtendo sucesso no processo de disseminacédo e proliferacdo celular apenas
no sitio que fosse propicio (PAGET, 1889; FIDLER, 2003).

Sabe-se que alguns tipos de céncer de fato apresentam um padréo de
metastase especifico, canceres de mama frequentemente fazem metastase para o
osso, figado, cérebro e pulméo; enquanto o cancer de prostata se dissemina
preferencialmente para o 0sso e o melanoma para o pulmado (CHAMBERS; GROOM,;
MACDONALD, 2002; VANHARANTA; MASSAGUE, 2013).

Para que ocorra a adesdo celular e o extravasamento para estes 6rgaos
especificos ha a formacdo de um “nicho pré-metastatico”. Ao longo do tempo,
surgiram evidéncias de que os fatores de crescimento secretados pelo tumor primario
condicionam determinados tecidos para o assentamento de células tumorais (PSAILA,;
LYDEN, 2009). Em resposta a estes fatores, células associadas a tumores, tais como
células-tronco hematopoiéticas e macréfagos, agrupam-se no "nicho pré-metastatico”,
criando um ambiente propicio a adeséo e invasao de células tumorais (KAPLAN et al.,
2005; LU; WEAVER; WERB, 2012).

E importante salientar que o estabelecimento de “nichos pré-metastaticos” se
correlaciona diretamente com alteracfes intrinsecas das células tumorais e do
microambiente, que ocorrem antes da disseminacdo das células cancerigenas
(ECCLES; WELCH, 2007).

1.4.2 Transig¢ao epitélio-mesenquimal

Para se dissociar do tumor primario e disseminar-se para outros 6rgaos, as
células cancerigenas que se tornam metastaticas, inicialmente perdem a capacidade

de aderéncia a células tumorais vizinhas e adquirem capacidade migratéria e invasiva.
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Estudos recentes tém apontado que as células de carcinoma podem sofrer uma
transicao epitélio-mesenquimal (EMT), que é um processo no qual uma célula epitelial
sofre alteragdo fenotipica, podendo ser reversivel. Na EMT as células perdem a
capacidade de adeséo intercelular e polarizagdo epitelial e adquirem motilidade,
invasividade e resisténcia, caracterizando um fendtipo de célula mesenquimal
(THIERY et al., 2009; MASSAGUE; OBENAUF, 2016).

A EMT é um evento central em multiplos processos celulares, fisioldgicos e
patologicos, ocorrendo na gastrulacdo, cicatrizagdo, organogénese e mais
recentemente esta associada com a capacidade da célula tumoral em adquirir
potencial invasivo (THIERY et al., 2009).

As células que se tornam invasoras apresentam diversas caracteristicas, como
a expressao de enzimas de degradacao da matriz, por exemplo as metaloproteinases
de matriz (MMP’s) 2, 3 e 9. Em adicao, ocorre o0 aumento da motilidade, da adeséo a
fibronectina, da expressédo de integrinas e também uma maior resisténcia a apoptose
(LEE et al., 2006; YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007).

Além dessas caracteristicas adquiridas pelas células, foi mostrado que durante
0 processo de EMT fatores de transcricdo celulares podem reprimir diretamente a
expressao do gene da E-caderina, um supressor chave de motilidade e invasividade
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; PEINADO; PORTILLO; CANO, 2004). No entanto, as
células cancerigenas também podem migrar e invadir na auséncia de EMT e usando

um amplo acervo de moléculas (WICKI et al., 2006).
1.4.3 Dissociacao das células malignas do tumor primario

ApoOs a aquisicdo de um fendtipo mesenquimal e a perda da adesao célula-
célula, as células cancerigenas podem deixar o tumor primario como células Unicas
(sozinhas) ou em grupos (coletivas/clusters) (MASSAGUE; OBENAUF, 2016;
YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007). Em modelos experimentais, os clusters
de células tumorais circulantes estabelecem metastases mais eficientemente do que
células isoladas (ACETO et al., 2014).

Uma caracteristica da invaséao coletiva € a manutencéo da adeséo ceélula-célula
entre as células invasoras por meio da expresséo continua de moléculas de adesao
celular. Um conjunto de células extremamente méveis permanecem na parte frontal
do cluster de invaséo, fornecendo tracdo migratoria e, através das juncdes célula-
célula, carregam as células da parte traseira (CHAFFER; WEINBERG, 2011).
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A migracao coletiva é observada em canceres do tipo epiteliais invasivos, tais
como o carcinoma epidermoide oral, melanoma, carcinoma mamario, carcinoma de
c6lon e em rabdomiossarcomas (FRIEDL; HEGERFELDT; TUSCH, 2004).

Estudos mostraram que estas células podem alterar o seu padrao de invasao,
dependendo do ambiente tumoral e da pressdo exercida pelos farmacos
anticancerigenos (HEGERFELDT et al., 2002). Por esta razdo sado atribuidas as
células tumorais a propriedade de relativa plasticidade (YILMAZ; CHRISTOFORI;
LEHEMBRE, 2007).

As células que se desprenderam sozinhas ou em clusters inicialmente terdo um
fendtipo dito polarizado, por possuirem a parte frontal celular distinta. Esta forma
polarizada ocorre por causa da distribuicdo assimétrica de moléculas da superficie
celular, o que permite que a célula percorra na direcdo da migracdo (HOOD;
CHERESH, 2002). Receptores para moléculas quimiotaticas, integrinas e proteinas
co-receptoras do citoesqueleto que interagem com integrinas, se localizam nessa
regido dianteira da célula, sinalizando e formando novos contatos adesivos com a
MEC durante o deslocamento celular (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010).

Algumas integrinas especificas podem ser fortemente expressas na regiao
frontal do cluster para possibilitar a invaséo, por exemplo, em células de melanoma
as subunidades de integrinas aV, a4, 3, 1 aumentam sua expressao (JIAO et al.,
2012; QIAN et al., 2005). Também ha uma expresséo elevada de MMPs especificas
para a remodelacdo da MEC nestas células (NABESHIMA; INOUE; SHIMAO, 2000).

Deste modo, as células que assumem um fendtipo mais invasivo e migratério
podem modular sua capacidade adesiva e as atividades de sinalizacdo intracelular

alterando sua expresséo de integrina e de afinidade com a MEC.
1.4.4 Membrana basal e matriz extracelular

O desprendimento do tumor primario proporciona mais eventos de invasao e
migracdo a estas células desagregadas, através da membrana basal (MB) epitelial,
da MEC, e em seguida da MB endotelial (GANGULY et al., 2013).

A membrana basal € uma rede especializada de macromoléculas da MEC, que
tem a funcdo de envolver células epiteliais, endoteliais, musculares, adiposas e
nervosas (ROWE; WEISS, 2008), atuando como uma barreira inicial.

Durante a metastase, as ceélulas tumorais se associam inicialmente a MB e a

MEC através de interacdes principalmente com moléculas de adesao da familia das
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integrinas e subsequentemente estas barreiras sdo atravessadas pelo auxilio de
enzimas proteoliticas, que possibilitam a invasdo e o acesso das células tumorais aos
vasos (BROOKS et al., 2010).

As células cancerigenas produzem, liberam e ativam varios tipos diferentes de
proteases que clivam moléculas da MEC. A degradacdo enzimatica requer a
expressao de proteases que sejam especificas aquele local da MEC e a expresséo
simultanea de inibidores de protease para prevenir a degradacao excessiva. As MMP-
2 e MMP-9, por exemplo, possuem maior atividade enzimatica sobre o colageno do
tipo 1V, o principal constituinte da MB (BAUVOIS, 2012; EGEBLAD; WERB, 2002).

Além de promover a adesdo da célula com a MB e MEC, as integrinas também
estdo envolvidas na regulacéo da atividade de enzimas proteoliticas que degradam a
MB. Foi demonstrado que a integrina aVp3, durante a invaséo, atua ndo somente
como um receptor de adesdo e migracdo, mas também na ativacdo de proteases
necessarias para a degradacédo (HOOD; CHERESH, 2002).

Estudos de Hornebeck et al., (2002) mostraram que a interacdo da MMP-2 com
a integrina aVB3 e aVB5 contribui na degradacdo das proteinas da MEC e
consequente invasdo das células de melanoma in vivo. Enquanto que a MMP-9
interage com a aVB3 promovendo a migracdo de células do cancer de mama.

A ruptura da organizacao ou integridade da MB e da MEC é um importante
marcador da transicdo do fendtipo das células de um tumor para um carcinoma

invasivo.
1.4.5 Migracéo e Invasao

Os processos decorrentes da formacdo da EMT até a degradacdo da MEC
fazem parte e contribuem para a migracdo e invasdo das células metastaticas. Uma
vez que estas células atravessam a MB € necessario que migrem eficientemente
através da MEC, remodelando as proteinas e realizando intera¢cdes de adesdo com
essas proteinas, mediada pelas integrinas.

Apo6s migrarem até o local de adesé&o celular nos vasos as células tumorais
aderem a MEC endotelial através das integrinas ativadas, que modulam a sinalizacao
de quinases de adeséao focal (FAK), tirosina quinase (SRC) e proteases, facilitando a
invasdo (GEIGER; PEEPER, 2009).
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1.4.6 Transporte através dos vasos

Apos intravasar de forma bem-sucedido nos vasos, as células cancerigenas
precisam sobreviver na circulacdo sanguinea ou linfatica, disseminar-se por todo o
corpo, reconhecer 6rgaos-alvo especificos e extravasar em um novo ambiente onde
possam colonizar e crescer como tumores secundarios.

As células tumorais que se encontram em circulacdo (CTC) vao enfrentar
diversos obstaculos antes de tornar-se clinicamente relevantes, ou seja, causar lesdes
no 6rgéo hospedeiro (MASSAGUE; OBENAUF, 2016).

As CTC séo aprisionadas em capilares antes de adentrar o tecido secundario,
0 que é considerado o principal mecanismo para deteccao de células cancerigenas
metastaticas (ACETO et al., 2014).

Os tumores podem desprender milhdes de células na circulacéo todos os dias.
Alguns estudos sugerem que as CTC permanecem fixas ao primeiro ou segundo leito
capilar que encontram devido ao seu volume celular (CHAMBERS; GROOM;
MACDONALD, 2002). Além disso, também foi demonstrado que a maioria das células
injetadas nos vasos sofrem apoptose (morte celular programada) (HOOD; CHERESH,
2002). Diante destes cenarios € indiscutivel que CTC encontradas no sangue de
pacientes excede em muito o nimero de lesbes metastaticas evidentes que se
desenvolvem (GEIGER; PEEPER, 2009).

O reduzido numero de células tumorais que sdo bem-sucedidas em sobreviver
ao transporte nos vasos, sugere que a metastase e colonizacdo secundaria é um
processo muito ineficiente, no qual a maioria das células morre e apenas a minoria
sobrevivente formam macrometéstases (MASSAGUE; OBENAUF, 2016).

A maior dificuldade encontrada pelas células cancerigenas ao adentrar 0s
vasos é de se adaptar para sobreviver na auséncia de adesdo a MEC, onde as
integrinas tem um notério papel no controle do crescimento e sobrevivéncia celular
em condi¢Bes independentes de ancoragem (SEGUIN et al., 2014).

A subunidade B1 de integrina promove o crescimento em células tumorais de
prostata e de mama por ativacédo de vias de sinalizacao celular internas (SCHOOLEY
et al., 2012), enquanto que a subunidade 3 aumenta a independéncia da ancoragem
e a metastase em linfonodos nos modelos de tumores pancreaticos e de mama
(DESGROSELLIER et al., 2014).
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O crescimento celular independente da ancoragem mediada por integrinas pode
ser explicado em parte pela capacidade de integrinas especificas formarem
aglomerados, clusters, na superficie celular em resposta a fatores de crescimento ou
oncogénes, conduzindo a sinalizagcdo downstream (SEGUIN et al., 2014, 2015; SHIN
et al., 2013).

1.4.7 Anoikis

Em circunstancias normais, as células epiteliais sofrem apoptose quando a
adesdo ao substrato correto € interrompida (PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI, 2013).
Uma forma especializada de apoptose - anoikis - ocorre quando as células perdem as
suas interacdes célula-célula e célula-matriz ou se o substrato adesivo € inadequado
(FRISCH; FRANCIS, 1994; FRISCH; SCREATON, 2001).

Este processo € um mecanismo gerado para proteger 0S organismos
multicelulares de células que possam vir a se estabelecer em uma localizacao
anatbmica incorreta, de forma a garantir a homeostase do tecido. As células
metastaticas, portanto, devem ser resistentes ao processo de anoikis para sobreviver
durante a disseminacao e colonizacdo de locais secundarios (ECCLES; WELCH,
2007; GUADAMILLAS; CEREZO; DEL POZO, 2011).

Deste modo, ap6s as células tumorais perderem o contato com a MB,
necessitam transpor outra barreira contra a metastase, o processo de anoikis. Este
processo pode ocorrer em varias etapas da cascata metastética, tais como: durante a
invasdo tecidual, o transporte através de vasos sanguineos ou linfaticos e apos
extravasamento em outros tecidos (TADDEI et al., 2012).

A supressdo do processo anoikis, portanto € um requisito para que as células
tumorais tenham éxito no processo de metastase (CHIARUGI; GIANNONI, 2008;
GEIGER; PEEPER, 2009).

O principal receptor de superficie celular para “sentir” a adesdo a MEC e,
portanto, fornecer a célula informacdes sobre o seu entorno séo as integrinas (KIM;
TURNBULL; GUIMOND, 2011). Logo, a perda da interacdo da célula com a MEC
atraves das integrinas esta intimamente relacionada ao processo de anoikis.

Diversas integrinas como a a3B1, a5B1, a6B1, a6p4, aVBR3 e aVp5, tém um
papel importante na promogéo da sobrevivéncia celular e da resisténcia ao anoikis
(BISSELL; RADISKY, 2001). Fatores como: o tipo de célula, a composi¢cado da MEC,
a origem do tecido, o estado de diferenciagdo ou o estado de transformacéao
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neoplasica determinardo quais integrinas sao cruciais na transducao dos sinais pro-
sobrevivéncia e anti-apoptético (KIM et al., 2012; NAGAPRASHANTHA et al., 2011).

1.4.8 Extravasamento para o sitio secundario

Antes de estabelecer a metastase, as células cancerigenas precisam
extravasar da corrente sanguinea para o tecido especifico. Para isso, as células
aderem ao endotélio vascular, migram através das células endoteliais e invadem o
tecido circundante (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010).

A propensao para o extravasamento em locais especificos esta associada ao
acumulo de proteinas da MEC no interior de um nicho metastatico particular (SEGUIN
et al., 2015). Estudos mostram que ha um aumento principalmente na deposicédo de
fiboronectina neste nicho (KAPLAN et al., 2005). A vista disto relata-se que o0s
mecanismos para o0 extravasamento das células tumorais dos vasos para 0s 6rgaos
sdo semelhantes aos que contribuem para a invasao.

Para o processo de extravasamento tanto a motilidade das células quanto a
permeabilidade ao endotélio sdo importantes e dependem intimamente das integrinas
(WANG et al., 2004). A interacdo de o431 com a MEC contribui para a passagem de
células de melanoma do vaso para o pulmédo (SCHLESINGER; BENDAS, 2015);
enquanto que as integrinas aVB3, a2B1 e a4p1 desempenham papéis chave na
metastase 0ssea (ESPOSITO; KANG, 2014).

Células cancerigenas que sobrevivem apds o extravasamento em 6rgaos
distantes, conhecidas como células tumorais disseminadas, podem permanecer
presentes na medula éssea de pessoas com cancer por anos, contudo apenas metade
desses pacientes desenvolvem metastase evidente (BRAUN et al., 2005; GEIGER;
PEEPER, 2009). Por isso, muitas pessoas que se recuperam do cancer nao

experimentam recaida ou a mesma so ocorre apos um longo periodo de laténcia.
1.4.9 Estabelecimento da col6nia secundéaria

As células cancerigenas vivenciam uma experiéncia de atrito extensivo ao
tentar infiltrar 6rgéos distantes. Foi demonstrado que a grande maioria de células de
melanoma injetadas na veia da cauda de camundongos falham em formar
micrometastases no figado e apenas 0,02% formam macrometastases (CAMERON et

al., 2000). Similarmente, a maioria das células de cancer de mama que alcangcam o
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pulm&o iniciam o processo de apoptose (MALANCHI et al., 2012). Por conseguinte
evidencia-se a dificuldade das células tumorais que se disseminam em formar tumores
secundarios (VANHARANTA; MASSAGUE, 2013).

Para que o tumor secundario seja estabelecido as células devem extravasar para
o local pré-estabelecido e de afinidade aquelas células e onde haja um nicho pré-
metastatico favoravel. Ao adentrar neste ambiente a célula precisa se adaptar ao novo
local, reconhecendo e aderindo a MEC circundante, para entdo proliferar e formar
micrometastases. A medida que a massa tumoral aumenta, eleva-se a necessidade
de formacdo de novos vasos sanguineos, processo chamado de angiogénese,
possibilitando a formacdo de macrometastases, que sdo 0s tumores secundarios
propriamente ditos.

Essa etapa final é considerada uma das mais ineficazes na cascata

metastatica, devido a morte ou a dorméncia das células tumorais (AGUIRRE-GHISO,
2007).

1.4.10 Resisténcia a terapias

Apesar dos avangos no tratamento do cancer, muitas terapias séo limitadas
pelo desenvolvimento de resisténcia das células cancerigenas, o que resulta de uma
variedade de fatores, incluindo alteracdes no alvo dos farmacos, ativacao de vias de
pré-sobrevivéncia e inducéo ineficaz de apoptose (ZAHREDDINE; BORDEN, 2013).
A resisténcia pode ocorrer por diferentes motivos como: resisténcia derivada de
fatores genéticos ou ambientais, resisténcia adquirida devido a respostas adaptativas,
alteracdes de vias de sinalizacdo alternativas e selecao de subpopulacdes resistentes
(SEGUIN et al., 2015).

A resisténcia aos farmacos pode surgir pelo processo de adeséo celular, que
promove a ativacdo de proé-sobrevivéncia e anti-apoptose. Este mecanismo de evaséo
a acao dos farmacos pode selecionar células que expressam integrinas especificas
ou células capazes de induzir a expressdo de genes de integrinas (SEGUIN et al.,
2015).

Alguns tratamentos utilizados demonstraram causar resisténcia em células
cancerigenas, como exemplo, a integrina 1 tem sido implicada como fator de

resisténcia a radioterapia no cancer de cabeca e pesco¢co (EKE et al.,, 2012).

Medicamentos utilizados no tratamento de certos tipos de cancer como o lapatinib e
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trastuzumabe exibiram o desenvolvimento de resisténcia em cancer de mama
(HUANG et al., 2011) e o erlotinibe resisténcia em cancer de pulmao.

A maioria dos tratamentos objetivam em interromper a proliferacdo celular e
mais recentemente, novas terapias visam interferir nas diferentes etapas da cascata

metastatica.
1.5 O papel da matriz extracelular

A matriz extracelular comp&e o contetido extracelular dos tecidos e nela e sobre
ela, se encontram as células. A MEC atua como uma “cola biolégica” que é constituida
por uma malha de fibras proteicas e polissacarideos em uma combinacdo que confere
aos tecidos resisténcia. A matriz extracelular tem funcao estrutural e também diversas
fungbes relacionadas ao comportamento celular, como por exemplo promover a
adeséo e estimular a migragéo celular (ALBERTS et al., 2010).

Dentre os constituintes da MEC temos varios tipos de macromoléculas, tais
como: cadeias de polissacarideos, proteoglicanas e glicosaminoglicanas; proteinas
fibrosas como colageno e elastina, ambas com funcéo estrutural, e as glicoproteinas
adesivas como a laminina, colageno e fibronectina (KARP, 2013). Estas
macromoléculas da matriz sdo sintetizadas e secretadas pelas células no espaco
intercelular, formando uma estrutura organizada (SRICHAI; ZENT, 2010).

A matriz preenche a maioria dos espacos intercelulares tendo um papel
importante no desenvolvimento dos 6rgéos e tecidos. A adesdo celular a matriz ocorre
durante muitos eventos fisiolégicos importantes, incluindo o crescimento celular,
devido a alteracdes na organizacao e na integridade da matriz.

Quando a MEC é proteoliticamente degradada ou deformada por forcas
mecanicas, as células sofrem alteracbes que influenciam na remodelacdo desta
durante eventos fisiol6gicos e patoldgicos. As integrinas sao uma familia de
receptores de superficie celular que detectam estas alterac6es e desencadeiam uma
gama de respostas celulares possibilitando uma ligacdo fisica entre o interior e o
exterior de uma célula, a fim de permitir a integracdo bidirecional de sinais para
controlar a adesado, migracao, proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular
(SEGUIN et al., 2015).

As proteinas adesivas da matriz, embora estruturalmente diferentes, requerem
sequéncias de reconhecimento semelhantes para se ligarem as integrinas. Estas

proteinas possuem em comum um residuo de acido aspartico ou acido glutamico
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exposto. O local de ligacdo mais frequente as integrinas € a sequéncia arginina-
glicina-acido aspartico (arg-gly-asp - RGD), também conhecida como sitio universal
de reconhecimento celular (ARNAOUT; GOODMAN; XIONG, 2002; XIA; SPRINGER,
2014).

Véarias proteinas adesivas, como laminina, fibronectina, vitronectina,
fibrinogénio e colageno contém a sequéncia RGD e podem ter sua interacdo com as
integrinas inibida por antagonistas destes ligantes (HORTA et al., 2007). Cita-se como
exemplo que nove integrinas diferentes podem se ligar a fibronectina, por meio do
reconhecimento através do RGD (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011).

A medida que as células cancerigenas se tornam metastaticas e as células
endoteliais se tornam angiogénicas, ha o desenvolvimento da afinidade e avidez
alteradas para com a MEC. Algumas destas alteracbes advém de mudancas na
expressao de integrinas e a alteracdo no repertério de integrinas pode correlacionar-
se com mudancas na migracao celular (HOOD; CHERESH, 2002; HUTTENLOCHER,;
HORWITZ, 2011).

Como a MEC atua como uma malha de adesao e de interacdes celulares, essa
também possui papel importante em diversos processos da cascata metastatica,
como a formacédo do nicho pré-metastatico. A degradacdo dessa matriz vai consistir

também nos eventos chaves de migracao e invasao celular (LARSEN et al., 2006).
1.6 Integrinas

As integrinas sdo uma familia de proteinas integrais de membrana pertencentes
ao grupo das moléculas de adeséo celular (CAM) e estdo presentes nas superficies
de praticamente todos os tipos de células de vertebrados (KARP, 2013).

Sua estrutura molecular é heterodimérica composta de duas cadeias de
polipeptideos, uma cadeia a (120 a 180 kDa) e uma B (~90 kDa), as quais estao
ligadas néo covalentemente (NERMUT et al., 1988; SILVA et al., 2007).

Existem 18 subunidades a e 8 subunidades 3 conhecidas, as quais combinadas
formam pelo menos 24 heterodimeros distintos de integrinas (HYNES, 2002) (Figura
2). A formacdo de diversos heterodimeros permite diferentes especificidades de
ligacdo (FRELINGER et al., 1990).
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Figura 2: Possiveis heterodimeros de integrinas formados pela interagdo de diferentes
subunidades (af). Imagem adaptada de BARCZYK; CARRACEDO; GULLBERG, (2010).

As subunidades a e B estdo arranjadas de modo a formar um grande dominio
extracelular que se liga com a MEC, um dominio transmembrana e uma pequena
cauda C-terminal com dominio citoplasmatico, que liga a integrina ao citoesqueleto de
actina (HYNES, 2002) (Figura 3A).

Na regido N-terminal das integrinas estdo os dominios da por¢do da cabeca
globular, que representa o local extracelular de ligagdo exclusiva para ligantes. Na
subunidade a encontramos o dominio B-propeller, e na subunidade (3 esta presente o
dominio BA, que se ligam e formam o local de interacdo especifico para ligantes
(XIONG, 2001) (Figura 3D).

Este local de interacdo contém a regido MIDAS (Metal lon-Dependent Adhesion
Site), um sitio de adesao dependente de ion metalico. O MIDAS se liga a cations de
metais bivalentes (Ca?* ou Mg?*) e desempenha um papel importante no local de
ligagdo com a proteina. Adjacente a ele encontramos um outro sitio o ADMIDAS
(Adjacent MIDAS) e adicionalmente, um outro sitio de coordenacgéo é criado proximo
ao MIDAS, o LIMBS (Ligand-associated Metal Biding Site) (XIONG et al., 2003) (Figura
3B).
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Ao reconhecer e interagir com um sitio de ligacao especifico por meio da regiao
MIDAS, a conformacéo da integrina € alterada, fazendo com que ela passe de um
estado inativado para um estado ativado, aumentando a afinidade do ligante com a
integrina (LIDDINGTON; GINSBEG, 2002) (Figura 3C).

Algumas integrinas sdo conhecidas por apresentarem especificidade de ligacao
com os componentes da MEC, o que € determinado pelo dominio extracelular de
integrina que reconhece o ligante da matriz. Os principais receptores do coladgeno séo
as integrinas a1p1 e a2p1 (WHITE et al., 2004), os de laminina s&o a331 e a6p1; para
fibronectina citamos a4p1 e a5B1 (GIANCOTTI, 2000); e temos as integrinas allbp3 e
aVB3 como receptores de proteinas com a sequéncia RGD, que reconhecerm
principalmente o fibrinogénio, fibronectina, vitronectina, plasminogénio, colageno,
fator de von Willebrand, entre outras (KASIRER-FRIEDE; KAHN; SHATTIL, 2007).

Receptores de superficie celular que compdem o grupo das CAM também séo
reconhecidos pelas integrinas por meio das intera¢cdes célula-célula, como a ICAM-1
(aLB2, aMB2) ou VCAM-1 (a4B1) (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011).

As integrinas sao também responsaveis pela sinalizacdo entre as células e o meio
ambiente por meio de uma transducéo de sinais. Esta transferéncia de sinal atua em
ambas as direcfes, onde a "sinalizacdo de fora para dentro" pode controlar o
comportamento, a proliferacdo, o crescimento e a migracdo celular (GONG et al.,
2010). Enquanto a "sinalizacdo de dentro para fora" € importante em situacdes
fisiolégicas, como a inflamacdo (RATNIKOV; PARTRIDGE; GINSBERG, 2005),
podendo influenciar a mobilidade, o crescimento e até a sobrevivéncia celular
(ALBERTS; BRUCE; BRAY; DENNIS; LEWIS, 2010).

Os processos de sinalizagdo ativam cascatas de sinalizagdo que alteram a
conformacao das integrinas de um estado de ligac&o passiva (fraco) para um estado
ativo (adesivo) alterando a interacdo destes receptores com o ambiente extracelular
(KUPHAL; BAUER; BOSSERHOFF, 2005).

Deste modo, as integrinas participam do processo de migracdo celular em
muitos contextos. Estes incluem o trafego de leucdcitos na vigilancia imunologica, os
movimentos que medeiam a regeneracao e reparacao dos tecidos e a migragao
durante a morfogénese embrionaria. Muitas doen¢as humanas, incluindo cancer e
disturbios de imunodeficiéncia hereditaria, tém sido associadas a alteracdo na adeséo
e migracao celular pelas integrinas (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011).
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Figura 3: Estrutura das integrinas e local de ades&o. A- Integrina aVB3 ativada com seus
dominios extracelular, transmembrana e citoplasmatico, a estrela indica o local de adeséo; aV
em azul e B3 em vermelho. B- Amplificacdo do local de adesdo mostrando os complexos
MIDAS, ADMIDAS e LIMBS interagindo com o RGD. C- Esquema da estrutura inativada das
integrinas. D- Esquema da estrutura ativada das integrinas e seus dominios constituintes,
destacando o ligante interagindo com o MIDAS da por¢ao BA da subunidade B (adaptado de
ARNAOUT; GOODMAN; XIONG, 2007; XIONG et al., 2009; ZHU; ZHU; SPRINGER, 2013).
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1.6.1 Integrinas e o cancer

As etapas da cascata metastatica retratam a complexidade dos eventos de
ligacdo a integrinas, que podem regular como e para onde as células tumorais
circulantes se direcionam para formar novas coldnias.

Para a regulacdo de diversos processos fisiologicos, como o desenvolvimento
embrionario, a hemostasia, processos imunoldgicos, mecanismos de defesa nao
imunes e processos relacionado com a oncogénese (HYNES, 1987) a expressao
coordenada de integrinas € necessaria.

As integrinas estao fortemente presentes na superficie de células tumorais e tem
impacto importante na sobrevivéncia destas células em locais especificos,
promovendo um fenotipo metastatico e invasivo para as células cancerigenas
(SEGUIN et al., 2014).

Dentre os diferentes heterodimeros de integrinas, as integrinas aV3, aVp5, a5p1,
a6p4, o431 aVB6 sédo as mais expressas e estudadas em diferentes células tumorais,
estando correlacionadas com a progressdao da doenca (DESGROSELLIER,;
CHERESH, 2010).

As integrinas sdo essenciais para a migracao e invasao de células neoplasicas,
nao somente por mediar diretamente a adesdo a MEC, mas também por regular as
vias de sinalizacao intracelular que controlam a organizacdo do citoesqueleto, a
geracao de “forca” para a migragao e a sobrevivéncia (MILLARD; ODDE; NEAMATI,
2011). A integrina aVB3, por exemplo, estd envolvida na migracdo de células
neoplasicas de mama, préstata e melanomas invasivos (HORTA et al., 2007).

A habilidade de bloguear a capacidade invasiva e migratoria de células
tumorais oferece uma nova abordagem no tratamento de pacientes com cancer,

embora a metastase seja um processo complexo (HOOD; CHERESH, 2002).
1.6.2 Antagonistas de integrinas

Com avancgos nos estudos sobre o papel das integrinas na malignidade de
tumores, em processos autoimunes e na inflamacgéo, estas proteinas se tornaram
alvos terapéuticos, o que possibilitou a producéo de diversos farmacos direcionados
a expressdo de genes ou vias de sinalizacdo de integrinas, diretamente ou

indiretamente.
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Dentre os testes clinicos realizados e em andamento, ha 72 ensaios que
relatam farmacos testados como ativos, 46 foram descontinuados e 140 sem
desenvolvimento relatado (no limbo) (GOODMAN; PICARD, 2012). Diversas
abordagens sao utilizadas para inibir a acao de integrinas, desde o uso de anticorpos
monoclonais, peptideos antagonistas, peptideos ciclicos que mimetizam a matriz e
antagonistas derivados de venenos de serpentes (KUPHAL; BAUER; BOSSERHOFF,
2005).

Até o presente momento, a maioria dos esfor¢os tem se concentrado em cinco
integrinas como alvo especifico, allbB3, a4p1 aVR3, aLB2 e a5B1, produzindo cinco
farmacos registrados como aprovados, abciximabe, tirofibana, intrifiban que agem em
allbB3, efalizumabe para aL2 e natalizumabe a431 (GOODMAN; PICARD, 2012).

Em fase de estudos podemos citar 0 anticorpo inibidor etaracizumab (ou
LM609 — em estudo), CNTO 95 (Bristol-Myers Squibb) e o peptideo cilengitide (Merck
KGaA) que reconhecem as integrinas aV, bloqueando a atividade contra aV33 e aV5;
enquanto os inibidores volociximab (PDL BioPharma e Biogen Idec) e ATN-161 tem
como alvo a subunidade B1, particularmente a integrina a51 (DESGROSELLIER,;
CHERESH, 2010).

A descoberta de diversos receptores de proteinas relacionados a tumores e de
nova terapias, como a utilizacao de peptideos, promoveu um aumento de pesquisas
relacionadas a farmacos anticancerigenos que sejam mais efetivos e seletivos
(THUNDIMADATHIL, 2012).

Assim, ao longo dos anos, peptideos apresentam-se como promissores
agentes terapéuticos no tratamento de cancer, diabetes e doencas cardiovasculares,
com diferentes formas de utilizacdo. Peptideos possuem muitas vantagens para uso
em terapias, tais como tamanho pequeno, facilidade de sintese e de modificacao
estrutural e boa biocompatibilidade (BORGHOUTS; KUNZ; GRONER, 2005;
THAYER, 2011). Além disso, combinam uma elevada especificidade para o seu
receptor alvo com baixa toxicidade (KNAPPE et al., 2011).

O cilengitide € o caso de peptideo ciclico mais bem-sucedido se encontrando
em fase lll de testes clinicos (STUPP et al., 2014). Tem como alvo principal a inibicdo
de receptores de integrinas do tipo aVB3 e aVp5, tendo a capacidade de inibir a
adesdo celular e induzir a apoptose apds 72 horas. E utilizado principalmente para o

tratamento de glioblastoma, podendo ser administrado conjuntamente a outros
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tratamentos como por exemplo a quimioterapia (LOGES et al., 2007; REARDON;
CHERESH, 2011).

A obtencdo de peptideos ciclicos trouxe grandes contribuicbes para a
observacédo da seletividade dos antagonistas de integrinas. A forma ciclica é uma das
formas de conferir restricbes conformacionais e, se a estrutura formada for
semelhante a conformacdo bioativa (capaz de interagir com 0 receptor), ocorre
aumento da afinidade e da seletividade (HORTA et al., 2007).

1.6.3 Peptideo ciclico A9s em estudo como modelo de antagonista de

integrina

Um tipo conhecido de inibidores naturais de integrinas sdo as desintegrinas de
veneno de serpente (PFAFF et al., 1994), capazes de inibir a interacao das integrinas
com os seus ligantes especificos (THANGAM et al., 2012), como a desintegrina
bothrostatina do veneno de jararaca que é um potente inibidor de agregacao
plaguetaria (FERNANDEZ et al., 2005).

As desintegrinas apresentam homologia com proteinas encontradas em tecidos
de mamiferos, conhecidas como ADAMs (proteina desintegrina e metaloprotease)
(STONE; KROEGER; SANG, 1999).

As ADAMs sado uma familia de proteinas amplamente expressas em diferentes
tecidos e tipos de células. Os membros desta familia contém um dominio de
metaloprotease amino-terminal seguido de um dominio desintegrina-like, uma regiao
rica em cisteina e um dominio transmembrana. O dominio desintegrina-like contém
um loop interativo semelhante ao das desintegrinas solUveis, que possuem alta
afinidade no reconhecimento de ligantes do tipo integrinas, desfazendo a adesao
(NATH et al., 1999; SEALS; COURTNEIDGE, 2003). Os membros da familia ADAM
sao capazes de interagir com diversas integrinas como: o431, a531, a6B1, a9B1, aV33
e aVB6 (HUMPHRIES; BYRON; HUMPHRIES, 2006).

Em pesquisas anteriores do nosso grupo de pesquisa (CORONADO, 2008)
foram desenvolvidos in silico peptideos ciclicos capazes de interagir in vitro e in vivo
com integrinas conhecidamente associadas a processos de adesdo e movimentacéo
celular.

O desenvolvimento do peptideo foi baseado no loop interativo do dominio
desintegrina-like da ADAMY, resultado do crosslink de cisteinas. Este modelo foi

submetido a estudos computacionais e selecionado como bom antagonista de
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integrinas, sendo sintetizados com 15 aminoacidos e 98% de pureza pela Genscript
(www.genscript.com).

O inibidor peptidico desenhado possui especificidade de ligacdo as integrinas,
e por consequéncia foi capaz de se ligar e interferir na comunicacéo entre as células
e a matriz extracelular (FERRAZ, 2015; artigo em publicacédo). Deste modo, o0 estudo
do peptideo ciclico A9s em bases celulares metastaticas, pode proporcionar o
conhecimento sobre a possivel utilizacdo deste peptideo como ferramenta terapéutica
alvo nos processos da cascata metastética.
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2 JUSTIFICATIVA

Melanoma metastatico é o cancer de pele menos comum embora tenha a maior
taxa de mortalidade dentre os canceres de pele, uma vez que dissemina-se
rapidamente e facilmente para outras partes do corpo, através do processo de
metastase. Existem diversas terapias para os diferentes tipos de cancer, como
quimioterapia, radioterapia e alguns medicamentos (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2010). Porém, muitos pacientes ndo exibem boa resposta ao tratamento.

A célula metastética dissemina-se somente apods a adesao, migracdo e invasao
em outros tecidos, processos estes mediados principalmente por integrinas. Torna-se
evidente a importancia, no contexto das células cancerigenas altamente metastaticas,
de tentar impedir esta sequéncia de eventos por meio da interferéncia na comunicacao
entre as células e a matriz extracelular.

Como a metastase € a principal causa de morte em pacientes com cancer, ha
recentemente uma procura por terapias que interfram nas diferentes fases da
metéstase (GEIGER; PEEPER, 2009; STEEG, 2006). No entanto, surge a seguinte
pergunta: devemos concentrar nossos esforcos para combater os tumores primarios?
Uma vez diagnosticada a metastase, porque prevenir a invasao e o extravasamento,
nao seria demasiadamente tardia a terapia nesta fase?

No entanto, uma vez que a célula cancerigena forma metastases ocorre uma
sequéncia de varios ciclos de disseminacéo e retomada ao sitio de origem, para que
as células tumorais consigam propagar. Também é conhecido que células tumorais
disseminadas e micrometastases foram encontradas em estado de dorméncia por um
periodo prolongado de tempo (LUZZI et al., 1998), sendo, portanto, comum o retorno
do desenvolvimento do cancer em pacientes “curados”. Nestas situacfes é preciso
um periodo de pelo menos 10 anos em observacdo (CHAMBERS; GROOM;
MACDONALD, 2002). Desse modo, o direcionamento destas células e a prevencao
da disseminacdo pode ser uma abordagem eficaz para terapias anti-metastaticas
(GEIGER; PEEPER, 2009).

O potencial do uso de peptidios no tratamento do cancer é notavel, possuindo uma
variedade de estratégias para tratar a progressdo, crescimento do tumor e a
propagacdo da doenca. Além disso, os peptideos apresentam estruturas pequenas e

podem ser quimicamente sintetizados e modificados de forma a melhorar sua
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estabilidade e atividade in vivo (BORGHOUTS; KUNZ; GRONER, 2005; THAYER,
2011).

O uso de peptideos que tenham como alvo diretamente as células cancerigenas
sem afetar as células normais (terapia-alvo) vem evoluindo como uma estratégia
alternativa a quimioterapia convencional (THUNDIMADATHIL, 2012). Porém, ainda
existem poucos resultados positivos no uso de peptideos em testes clinicos, se
fazendo necessario aprofundar o estudo e pesquisas nessa area.

Inibidores de integrinas podem afetar a angiogénese e também suprimir a
migracao celular e invasao de células cancerigenas. Esses inibidores representam um
meio alternativo para o direcionamento de tumores resistentes a farmacos, onde nao
houve resposta efetiva a quimioterapia convencional.

Com o intuito de coibir processos cancerigenos, foi realizado o desenvolvimento
in silico do peptideo ciclico A9s que apresenta alta especificidade e uma cadeia lateral
capaz de interagir com o0 magnésio das integrinas (CORONADO, 2008). Estudou-se
entdo se esse peptideo seria capaz de interferir na comunicacao entre célula e matriz,
modulando negativamente a adeséo celular e agindo como uma possivel terapia para

o tratamento do espalhamento do cancer do tipo melanoma.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade inibitoria do peptideo ciclico A9s na atividade de adeséo,

proliferagdo e migragao celular da linhagem de melanoma murino B16F10 in vitro.
3.2 Objetivos especificos

¢ Identificar o padréo de adesé&o da linhagem B16F10 em diferentes proteinas da
matriz;

e Testar a capacidade de inibicdo da adesdo celular da linhagem B16F10 e
determinar a concentracdo de peptideo A9s que causa 50% de inibicdo desta
adesao (ICso);

e Avaliar a inibicdo do crescimento celular da linhagem B16F10 frente ao
tratamento com o peptideo A9s;

e Auvaliar a toxicidade celular do peptideo A9s na linhagem B16F10 em diferentes
concentracdes e condicbes experimentais;

¢ Analisar a capacidade do peptideo A9s em coibir os processos de proliferacao

e migracao celular de B16F10.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Manutencéo da cultura celular

Para o presente trabalho foram utilizadas células da linhagem B16F10 de
melanoma murino, que possui alta atividade metastatica. A linhagem foi cedida pelo
professor Dr. Milton M. Kanashiro, do Laboratério de Biologia do Reconhecer da
UENF.

As células foram cultivadas em garrafas plasticas estéreis médias de fundo
chato com 25cm? (TPP) em meio DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modifield Eagle’s Medium
Nutrient Mixture F-12 HAM — GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB - GIBCO) e gentamicina a 0,1% e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2. A
renovagao do meio de cultura foi realizada a cada 48 horas.

O repique celular foi realizado quando as células se encontravam em
monocamada, para isto foi utilizada uma solugcéo estoque de 2,5% de Tripsina, 0,1%
de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) (2,6mM) e PBS (tampé&o fosfato-salino),
em uma proporcédo em ml de 1:2:7.

Para o inicio de cada experimento as células foram ressuspendidas,
centrifugadas e a contagem foi realizada na camara de Neubauer. Utilizando o calculo

abaixo:

) total de cél L
Node cél = ———— x fator de diluicao x aumento neubauer
quadrantes

4.2 Obtencao do peptideo ciclico A9s

O peptideo A9s foi previamente desenhado in silico pelo professor Dr. Jorge
Hernandez do Laboratério de Quimica e Funcéo de Proteinas e Peptideos da UENF
e posteriormente sintetizado (GeneScript, USA) com 15 aminoacidos e 98% de
pureza, sendo fornecido em uma concentracao inicial de 1mM. A partir dessa
concentracao foram feitas diluicbes em PBS estéril.

A estrutura especifica do peptideo ciclico A9s e sua acdo em outras bases

celulares se encontra e processo de patenteamento.
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Figura 4: Estrutura do peptideo ciclico A9s.

4.3 Teste de adeséao celular em diferentes proteinas da matriz extracelular

Inicialmente foi realizado um teste de adeséo celular da linhagem B16F10
frente a diferentes tipos de matrizes extracelulares. Sendo utilizadas trés diferentes
proteinas: a fibronectina (Sigma — Aldrich), a laminina (Sigma — Aldrich) e o colageno.

Placas de 96 pocos com fundo chato (TPP) foram incubadas overnight a 4°C
com 100uL de matriz diluida em PBS estéril e com pH entre 5 e 6 em uma
concentracéo de 5ug/mL.

Quando a cultura celular da linhagem B16F10 formou uma monocamada, as
células foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer, e plaqueadas 1x10°
de células por poco sobre os diferentes tipos de matrizes pré-incubadas. As células
foram entdo colocadas em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 2 horas. Para cada modelo
experimental foram feitas repeticdes em octoplicata.

ApGs 2 horas, as células ndo aderidas foram removidas através da lavagem
com PBS (100ul — 2 vezes). A seguir, as células aderidas foram fixadas por 30 minutos
com glutaraldeido a 5% e posteriormente foram feitas duas lavagens com 100uL de
PBS a fim de remover o excesso do fixador. Entdo adicionou-se as células fixadas,
100pL de cristal violeta (Vetec) a 0,1% por 45 minutos. Posteriormente, cada poco foi

lavado trés vezes com 400uL de PBS. O corante foi entdo eluido com 100uL de acido
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acético a 10% e incubado a temperatura ambiente por 5 min. A absorbancia foi medida

a 570nm em um leitor de microplaca (Gene5 Microplate Data Collection and Analisys).
4.4 Teste de inibicdo da adeséao celular e obtencéo do ICso

Neste teste foram utilizadas placas de 96 pocgos incubadas overnight com
fibronectina (5ug/mL). Apds esse periodo foram adicionadas 1x10° de células B16F10
por poco. Em conjunto as células plagueadas foi adicionado o peptideo ciclico em
estudo A9s.

Para obter o valor de ICso referente a acao inibitéria do processo de adesao
celular utilizamos diferentes concentracdes de A9s, desde picomolar até micromolar
(0,01nM, 0,1 nM, 0,5 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM e 1000nM).

O controle negativo utilizado foi o EDTA na concentragdo de 50uM. Por atuar
como um quelante de ions, o EDTA interfere na adesé@o dependente de ions.

Apos 2 horas, o EDTA foi adicionado ao controle negativo e mantido por dois
minutos. O experimento prosseguiu com o procedimento de fixacdo, coloracao,
eluicdo e posterior leitura por absorbancia similar ao ensaio de adeséao celular.

Para aquisicao da curva de ICso foi feita a média dos valores de adeséo obtidos
no controle negativo, e este valor foi subtraido dos valores obtidos para as demais
concentracoes.

Para o controle as células B16F10 foram incubadas em pocos previamente

recobertos por fibronectina e sem a adi¢ao do peptideo ciclico A9s.
4.5 Teste de crescimento celular

O ensaio de crescimento celular foi feito de forma semelhante ao teste de
adesao celular. Primeiramente, a placa de 96 pocos foi incubada por duas horas em
temperatura ambiente com fibronectina (5ug/mL), a placa foi entdo lavada com PBS,
e células B16F10 foram plaqueadas juntamente com o peptideo A9s. A concentracdo
de peptideo utilizada foi escolhida de acordo com o valor maximo de inibi¢cdo e o valor
de I1Cso0 obtidos no teste de adesao celular (0,1nM e 100nM).

No tempo de 0 horas foram adicionadas 1 x10° de células da linhagem B16F10
e nos tempos de 6, 12, 24, 30, 48 e 72 horas as células foram fixadas, coradas e

eluidas para posterior avaliacdo da absorbancia a 570nm.
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Também foi realizada a adicdo de mais peptideo A9s a cada 24 horas, para isto
o liquido foi aspirado delicadamente de cada poco, para ndo desprender as células
aderidas, e em seguida foi adicionado meio de cultivo novo (DMEM-F12 suplementado
com 10% de SFB e 0,1% de antibidtico) e o peptideo A9s nas diferentes
concentracoes.

Logo, para esse experimento tivemos trés condi¢cdes experimentais, a primeira
condicao foi o controle onde as células foram adicionadas aos pogos com PBS e sem
peptideo; a segunda condi¢cdo foi o primeiro tratamento, onde foi adicionado o
peptideo A9s juntamente com as células B16F10 no tempo de Oh nas concentracdes
de 0,1nM e 100nM; a terceira condicdo foi o segundo tratamento que além de
adicionar peptideo (0,1nM e 100nM) no tempo de Oh, este foi re-adicionado nos
tempos de 24 e 48h. Para as trés condicfes as células foram incubadas em pocgos

recobertos com fibronectina e os ensaios duraram 72h.
4.6 Teste de viabilidade celular (método do MTT)

Para estimar a toxicidade do peptideo A9s foi realizado um ensaio de MTT, um
método quantitativo desenvolvido por Mosmann (1983). Este teste se baseia na
capacidade da succinato desidrogenase (enzima ativa em mitocondrias viaveis) em
converter o sal tetrazolio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio ou
MTT) hidrossoluvel e de cor amarela em cristais de formazan, de cor purpura.

As células foram plagueadas, em placas de 96 pocos (1x10° células por poco)
juntamente com o peptideo A9s nas diferentes concentracdes (0,01 a 1000nM) por 72
horas. Também foi realizado o experimento adicionando mais peptideo A9s a cada 24
horas (0,01 a 1000nM).

Apos o tempo de incubagéo foi adicionado 20uL de MTT (Sigma, 5mg/mL), em
um volume de 200 pL. As placas foram entdo mantidas em estufa por quatro horas,
protegidas da luz. Apdés esse periodo, foram retirados 110uL do sobrenadante de cada
poco e depois adicionados 130uL de isopropanol contendo 0,04% de HCI, para a
completa dissolugéo dos cristais de formazan formados. A placa foi entdo centrifugada
em centrifuga de placa (SORVALL®, modelo RT-7) a 1500 RPM por 5 minutos a 20°C.
Posteriormente 80uL do sobrenadante foi retirado e transferido para outra placa de 96
pocos, a qual foi realizada a leitura da absorbancia (Gene5 Microplate Data Collection

and Analisys) utilizando o comprimento de onda de 570nm. Os resultados foram
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analisados através da absorbancia de cada poc¢o e os experimentos foram realizados

em octoplicatas.
4.7 Teste de proliferagcédo e migracao celular

Os testes de proliferagdo e migragéo celular foram fundamentados no teste de
wound healing e no protocolo da Chen (2013) com algumas modificacdes. Para este
ensaio 1,5x10° células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 pocos,
previamente incubadas overnight com fibronectina (5ug/mL). Ap6s 24 horas de
crescimento, estas células atingiram 70-80% de confluéncia formando uma
monocamada. Posteriormente, com auxilio de uma ponteira (200uL) foi realizado um
corte nesta monocamada através do centro do poco. A linha do corte (risco) foi
efetuada em toda a superficie do poco, no eixo axial com a ponta sempre
perpendicular ao fundo. Os pogos foram entdo lavados cuidadosamente duas vezes
com meio de cultivo puro para remover as células em suspensao. Foi entdo adicionado
meio DMEM-F12 com 5% de SFB juntamente com o peptideo A9s em diferentes
concentracoes (0,1nM e 100nM).

Nos tempos 0, 6, 12, 24, 30 e 48 horas essa placa foi visualizada em
microscopio éptico invertido, em um aumento de 5x utilizando o programa AxionVision
4.8 (Zeiss) foram fotografados trés pontos diferentes do corte a fim de observar se
ocorreu proliferacdo e migracéo celular para o interior deste. A contabilizacdo das
células fol feita utilizando o software ImageJ.

Para o ensaio de migracao celular foi necessario subtrair o componente de
proliferacdo celular, para isto em outra placa experimental foi adicionada Mitomicina
C (Sigma — Aldrich) em uma concentracdo de 5ug/mL em um tempo de 10-20 minutos
antes da raspagem da monocamada. Esta substéncia inibe a sintese de DNA e
replicacao celular, possibilitando analisar apenas a migracao das células para o corte.

4.8 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados por meio de ANOVA (andlise de
variancia) utilizando o programa GraphPadPrism5, seguido do teste de Tukey. Foram
considerados estatisticamente significativos valores menores que 0,05 (p<0,05), e
aceitos apenas os resultados que obtiveram mais de 95% de grau de confianca. Para

o teste de proliferacdo e migracao celular também foi utilizado o software ImageJ.
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5 RESULTADOS

5.1 Interacdo de B16F10 com diferentes matrizes extracelulares

Para avaliar a afinidade da linhagem B16F10 em aderir a diferentes
componentes da matriz extracelular submetemos estas células a um teste de adeséo
celular. Os resultados mostraram que a adeséao celular da B16F10 foi de apenas 26%
a laminina e 35% de adeséo ao colageno (Figura 5) quando comparado a fibronectina
(100%). Devido a alta afinidade desta linhagem com a matriz extracelular fibronectina,

esta foi utilizada em todos os experimentos posteriores.

* k%

Adesao celular (%)

]
Fibronectina Colageno Laminina

Tipos de Matriz Extracelular

Figura 5: Teste de adesdo da linhagem B16F10 em matrizes extracelulares. Porcentagem
de adesdo das células B16F10 em diferentes matrizes extracelulares, obtida no teste de
adeséo celular. Cada barra mostra a média + desvio padrédo de trés experimentos diferentes
que foram realizados em octoplicata. O ***p <0,001 comparado com o controle (fibronectina).

5.2 Acédo do peptideo A9s na adesao celular da linhagem B16F10

Para avaliar a acdo do peptideo A9s na adeséao celular da B16F10 a matriz
extracelular de fibronectina, utilizamos o peptideo ciclico A9s em diferentes
concentracbes. Foi possivel perceber uma inibicdo dose-dependente da adesao
celular, sendo a maior taxa de inibicao da adeséo celular de 68% quando adicionado
0 peptideo A9s em uma concentracdo de 1000nM. Em concentragcdes menores de
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A9s também foi observado uma diminuicao significativa da adeséo celular, como em
1nM onde a taxa de inibicéo foi de 56%.

Ao adicionar o EDTA no controle negativo, 72% das células B16F10 perderam
a interagcdo com a matriz extracelular de fibronectina, isso ocorre devido o EDTA
também demonstrar interacbes dependentes de ions bivalentes, assim como as
interacOes das integrinas. Desse modo, os 28% de adesao celular observados foram
mediados por interagdes com outras moléculas de adesdo. Os resultados mostraram
que as integrinas foram responsaveis por aproximadamente 70% das interacdes da

linhagem B16F10 com as moléculas da matriz extracelular de fibronectina.

Adesao celular (%)
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Figura 6: Acdo inibitoria do peptideo A9s na adeséo celular da linhagem B16F10 ao substrato
fibronectina. Ensaio de adesé&o celular utilizando o peptideo A9s em concentragdes dose-
dependentes. Cada valor representa a média + desvio padréo de trés experimentos diferentes
gue foram realizados em octoplicata. O ***p <0,001 em relacdo ao controle.

5.3 Obtencdo da concentracdo de inibicdo média (50%) do peptideo A9s na
adesao celular a B16F10 (ICso)

Ao analisar o percentual de adesao celular da linhagem B16F10 quando

tratados com diferentes concentracdes do peptideo A9s foi possivel calcular o valor
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da concentracdo de inibicdo média. Foi obtido um valor de ICso de 0,2nM para o
peptideo A9s nessa linhagem celular (Figura 7).

A curva de regressédo nao linear foi obtida a fim de determinar os padrdes de
adesdo celular da B16F10 dependentes de integrinas na presenca de peptideo A9s.
Deste modo foi subtraido a média de adesdo celular de 28% determinado como
resultado da interacdo ndo dependente de integrinas (EDTA - controle negativo) para
com a linhagem B16F10 (Figura 6). A vista disso foi observado que o percentual de
inibicdo da adesédo celular dependente de cations bivalentes alcangcou em torno de

98% na concentracédo de 500nM.

Adesao celular (%)
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Figura 7: 1Cso de B16F10 com peptideo A9s. Curva de resposta dose-dependente referente
ao tratamento de células B16F10, com peptideo A9s no teste de adeséo celular. O valor de
ICso foi obtido com o programa GraphPad Prism5 a partir do calculo de regresséo nao linear.
Cada valor representa a média + desvio padréo de trés experimentos diferentes que foram
realizados em octoplicata. O ***p <0,001 em relag&o ao controle.

5.4 Avaliacéao do crescimento celular da linhagem B16F10 frente ao tratamento

com peptideo A9s

Para o ensaio de crescimento celular foram utilizadas duas concentragdes do
peptideo A9s, o valor mais proximo na porcentagem de inibicdo maxima (100nM) e o
mais proximo do valor de ICso (0,1nM). Os resultados foram obtidos a partir de trés
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condicBes experimentais: (i) a condicdo controle, linhagem B16F10 sem adicdo de
peptideo A9s aderida a fibronectina; (i) a condicdo de tratamento 1, onde foi
adicionado o peptideo A9s (0,1nM e 100nM) no tempo zero; e (iii) a condicdo de
tratamento 2, onde foi adicionado o peptideo (0,1nM e 100nM) tempo zero e
novamente nos tempos de 24h e 48h.

O tratamento realizado com 0,1nM de A9s mostrou uma reducdo de 52% do
crescimento celular de B16F10 a partir de 24h, para as duas condi¢des de tratamento
gquando comparado ao controle. A partir de 30h, observou-se uma diferenca
significativa na reducdo do crescimento celular de B16F10 sob a condicdo de
tratamento com re-adicdo do peptideo A9s em 24h, alcancando uma reducao de 55%
do crescimento celular (Figura 8A). Nos tempos de 48h e 72h ndo houve diferenca
estatistica entre o controle e a condicao de tratamento 1. Contudo no tratamento 2,
onde foi adicionado mais peptideo A9s a cada 24h, significativamente manteve a
capacidade de diminuicdo do crescimento celular de 40% ao se comparar com 0O
controle e a condigao de tratamento 1 (Figura 8A).

O tratamento efetuado com 100nM de A9s exibiu redugdo do crescimento
celular a partir de 12h onde foi observado uma diminuicdo de 44% no numero de
células em ambas as condi¢cfes de tratamento quando comparadas ao controle. Isto
possivelmente ocorreu devido a acao do peptideo A9s na inibicdo da adeséo celular
nessa concentragéo ter sido maior do que na concentragao de 0,1nM (Figura 8B). Em
24h e 30h ocorreu uma reducdo do crescimento celular em torno de 53% no
tratamento 1, enquanto no tempo de 48h e 72h, o tratamento ndo conferiu mais efeito
inibitério. Na condicdo de tratamento 2, houve uma reducao de 54% do crescimento
celular em 24h, e a adicao de mais peptideo A9s possibilitou uma taxa de reducéo de
73% do crescimento das células se mantendo constante até 72h (Figura 8B).

Vale ressaltar que no tempo de 72h as células B16F10 do controle iniciaram o
processo de diminuicdo do crescimento celular por atingirem a fase de declinio.

Estes resultados estédo diretamente relacionados com a acéo do peptideo A9s
na inibicho da adesdo celular na linhagem B16F10 com a matriz extracelular

fibronectina (Figura 7).
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Figura 8: Crescimento celular de B16F10 aderida a fibronectina sob tratamento com
diferentes concentrac6es do peptideo A9s durante 72h. Foram realizadas duas condi¢des de
tratamento com A9s e comparado ao controle (B16F10 sem A9s). A- Crescimento celular de
B16F10 na condic&o controle (i) e em condi¢cfes de tratamento com A9s a 0,1nM apenas no
tempo de Oh (ii) e também com re-adicao de A9s a 0,1nM a cada 24h (iii); B- Crescimento
celular de B16F10 na condicao controle (i) e em condi¢cbes de tratamento com A9s a 100nM
apenas no tempo de Oh (ii) e também com re-adigdo de A9s a 100nM a cada 24h (iii). Cada
valor representa a média + desvio padrdo de dois experimentos que foram realizados em
sextuplicata. O ** p<0,01 e ***p<0,001 é em relacdo ao controle.
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5.5 Viabilidade de B16F10 ap0s o tratamento com A9s

A partir do ensaio colorimétrico utilizando o MTT, foi testada a viabilidade
mitocondrial da cultura celular de B16F10 para avaliacdo da toxicidade do peptideo
A9s. ApGs 72 horas, foi observado que as células retornaram normalmente seu padréo
de crescimento sem apresentar toxicidade celular aparente (Figura 9).

Na condicdo de tratamento das células B16F10 onde foi adicionado mais
peptideo A9s a cada 24 horas observou-se diferenca estatistica significativa na
porcentagem de mitocéndrias viaveis. A re-adicdo de A9s reduziu em até 62% a
viabilidade celular de B16F10 na concentracdo de 0,1nM (Figura 9). Porém, este valor
de reducédo pode estar associado ao fato de que o crescimento celular é inibido em

maior porcentagem ao adicionarmos mais peptideo a cada 24h.
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Figura 9: Viabilidade celular de B16F10 aderida a fibronectina sobre tratamento com
diferentes concentracdes de A9s. Foram realizadas duas condi¢ces de tratamentos. (i) O
peptideo A9s foi adicionado somente no tempo de Oh. (ii) O peptideo foi re-adicionado a cada
24h nas diferentes concentracdes de A9s. O ensaio foi realizado até 72h e a viabilidade celular
foi mensurada na absorbéncia de 570nm. Cada valor representa a média + desvio padréo de
dois experimentos que foram realizados em sextuplicata. O ***p<0,001 é em relacdo a
condig&o de tratamento (i).

5.6 Efeito da interacdo de A9s na proliferacdo e migracao celular da linhagem
B16F10 em fibronectina

O ensaio de proliferacdo e migracéo celular foi realizado com base no ensaio
de cicatrizacéo celular, que mede a adesao, proliferacdo e migracao de células em

uma lesdo feita na monocamada celular.
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Inicialmente, no ensaio de proliferacdo celular foi adicionado 0,1nM de A9s as
células B16F10 aderidas a fibronectina e obtivemos uma taxa de reducéo de até 35%
da proliferacao celular no tempo de 6h. A partir de 12h, a porcentagem de inibicdo da
proliferacdo celular diminuiu e em 24h n&o houve diferenca estatistica quando
comparado ao controle (Figura 10).

Na concentracdo de 100nM foi observado 37% de inibicdo da proliferacéao
celular em 12h. Somente no tempo de 24h ndo houve diferenca significativa na
diminuicdo da proliferagéo celular em relagdo ao controle, mas, nos demais tempos
verificados, o tratamento com peptideo inibiu mais de 30% da proliferacdo celular
guando comparado ao controle (Figura 10).

A analise do teste de migracdo celular mostrou uma maior e significativa
capacidade de inibicdo de A9s sobre as células B16F10 quando comparado ao teste
de proliferacao celular. O retardo da migracdo celular ocorreu nos tempos de 6 até
48h, quando a linhagem B16F10 foi tratada com o peptideo A9s na concentracdo de
100nM inibindo até 55% da migracéo celular (Figura 11). Em uma concentracdo menor
e mais proxima do ICso (0,1nM) a capacidade de inibicdo da migracéo celular foi de
56% em 6h, porém, a partir de 24h a porcentagem de inibicdo reduziu em menos de
20%.

Os resultados obtidos neste ensaio com maior reducédo da migracao celular na
concentracdo de 100nM condiz com os resultados observados no teste de adeséo
celular, onde nessa concentracao ocorreu a inibicdo de 70% da adeséo celular.

As curvas foram calculadas a partir da obtencéo de fotos de diferentes pontos
da lesdo na monocamada nos diferentes tempos. Nas imagens (Figura 12) foi possivel
observar que no processo de proliferacdo (Figura 12-1) ndo houve uma diferenca de
fechamento da monocamada muito significativa entre o controle e os tratamentos
(0,1nM e 100nM), apenas no tempo de 48h € possivel observar que ao se adicionar
0,1nM de A9s a leséo n&o fechou completamente (Figura 12-1-B).

No processo de migracdo das células, no controle, a lesdo da monocamada
celular foi quase totalmente cicatrizada em 24h (Figura 12-11-A), enquanto as células
B16F10 tratadas com 0,1nM e 100nM de A9s somente iniciaram a cicatrizacdo da
leséo no tempo de 30h e 48h (Figura 12-11-B e 12-11-C). Além disso, as células B16F10
tratadas com A9s permaneceram com sua conformacéo celular saudavel e morfologia

semelhante as células do controle durante todo o periodo de experimentacéo, o que
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estd em concordancia com os resultados obtidos no teste de viabilidade celular (Figura
9).
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Figura 10: Teste de proliferagcéo celular com quantificacdo do numero de células B16F10 que
proliferaram para o interior da lesdo na monocamada. O ensaio foi efetuado nos intervalos de
tempos de 0, 6, 12, 24, 30 e 48h, frente a diferentes concentracdes do peptideo A9s. Cada
valor representa a média + desvio padrao de dois experimentos que foram realizados em
sextuplicata. O * p<0,05 e ** p<0,01 é em relacéo ao controle.
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Figura 11: Teste de migracdo celular com quantificacdo do nimero de células B16F10 que
migraram para o interior da lesdo na monocamada. O ensaio foi efetuado nos intervalos de
tempos de 0, 6, 12, 24, 30 e 48h, acrescido da utilizacdo de Mitomicina C a fim de inibir a
proliferac&o celular. Cada valor representa a média + desvio padrao de dois experimentos que
foram realizados em sextuplicata. O ** p<0,01 e ***p<0,001 é em relacao ao controle.
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Figura 12: Imagens obtidas nos testes de proliferacdo e migracdo celular de B16F10 tratadas
com A9s através de microscopia de contraste de fase com um aumento de 5x. Para melhor
visualizacdo da lesdo as imagens foram tratadas no software image J. | — Proliferacdo da
linhagem B16F10 na matriz de fibronectina em diferentes tempos. Il — Migracdo da linhagem
B16F10 na matriz de fibronectina em diferentes tempos e tratada por 10 minutos com
mitomicina C para inibir a proliferacdo celular. A- Controle (B16F10 aderida na matriz
extracelular); B- Tratamento 1 (B16F10 aderida a matriz extracelular com adigdo de A9s na
concentracao de 0,1Nm). C- Tratamento 2 (B16F10 aderida a matriz extracelular com adi¢éo
de A9s na concentracéo de 100nM).
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6 DISCUSSAO

6.1 Acdo do peptideo A9s no modelo experimental da linhagem B16F10 na

inibicdo dos processos relacionados a cascata metastéatica

O panorama atual do tratamento do cancer é caracterizado pela existéncia de
terapias de custo elevado e indice de sucesso relativamente reduzido. Ha diversos
farmacos disponiveis para tratamento do cancer, mas nenhum deles tém se mostrado
capaz de erradicar as células cancerigenas sem afetar os tecidos normais (HORTA et
al., 2007). Uma das abordagens alternativas que tem sido estudada é a possivel
utilizacao de diversos peptideos antagonistas de integrinas.

No presente trabalho demonstramos a capacidade de um novo peptideo ciclico,
A9s, desenhado para interagir com a subunidade 1 de integrinas, em inibir processos
celulares in vitro que estéo diretamente relacionados com o sucesso da disseminagao
de células tumorais para 6rgaos distantes. Obtendo resultados positivos para a
modulacao negativa da adesao, migracéao e proliferacédo celular em B16F10, linhagem
metastatica, ainda foi possivel descobrir o tempo de a¢éo do peptideo.

O teste de adeséao celular mostrou que as células do tipo B16F10 possuem alta
afinidade para proteinas da matriz extracelular do tipo fibronectina. Isso ocorre pois,
as integrinas a5p1, a4B1, a9p1, aVR3, aVR1 e aVP6 sao as principais integrinas de
ligacdo com a fibronectina (SRICHAI; ZENT, 2010) e ja foi demonstrado alta
expressao de 1, a4 e aV na linhagem B16F10, por meio da técnica de citometria de
fluxo com a utilizac&o de anticorpos anti-integrinas (DAl et al., 2012; QIAN et al., 2005).
Sendo assim, podemos atribuir essa forte adeséo e intera¢do das células B16F10 a
fibronectina por meio dessas integrinas.

Utilizando a fibronectina como matriz extracelular padrédo para todos os
experimentos, foi possivel analisar a capacidade de inibicdo especifica do peptideo
A9s sobre a interacdo da linhagem B16F10 com esta matriz, ligando-se fortemente a
membrana celular, principalmente através da interacdo com a subunidade 1 de
integrinas. Como o peptideo foi desenhado para interagir especificamente com a
subunidade (1, podemos inferir que nossos resultados mostraram uma forte
modulacdo na interacdo célula-matriz extracelular por meio dessa especificidade do

peptideo A9s.
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O peptideo ciclico A9s se mostrou capaz de inibir, de forma dose-dependente,
a adesdo das células B16F10 em concentracdes extremamente baixas, atuando
satisfatoriamente em concentragfes na escala de puM até pM, inibindo em até 98% a
interacao ibnica entre integrina e MEC. A ruptura dessa interacdo é possivel uma vez
gue o peptideo desenhado in silico é capaz de interagir diretamente na regiao MIDAS
gue se localiza na interface da subunidade af8 das integrinas (CORONADO, 2008).

Ao serem tratadas com o peptideo A9s, na maior concentracdo de inibicdo da
adesao celular (100nM) em 24h, foi possivel observar uma reducao de mais de 50%,
tanto do crescimento quando da migracao celular do melanoma murino. Contudo, a
proliferacéo dessas células apresentou uma reducao de apenas 37%, mostrando que
0 peptideo impede a interacao entre B16F10-MEC mas, uma vez aderidas, as células
ndo tém sua proliferacédo celular em continua reducao.

Ao se adicionar mais peptideo A9s a cada 24h nos testes de crescimento a
acao do peptideo foi potencializada, alcancando taxa de inibicdo do crescimento das
células em 73%. Concomitantemente, no ensaio de MTT houve uma diminuicdo da
densidade o6ptica, chegando a inibir em até 62% a viabilidade celular, o que pode ndo
indicar um processo de anoikis, mas pode estar diretamente relacionado com a
inibicdo da adeséao e do crescimento da linhagem B16F10 em fibronectina.

Para confirmar se o peptideo ndo esta afetando a viabilidade celular e
desencadeando o processo de anoikis, é necessario estudo mais aprofundado afim
de checar a cascata de sinalizacdo e a expressao das integrinas, possibilitando
analisar se o peptideo age apenas modulando a interacdo entre integrina-ligante ou
se este é responsavel também por modificar processos de sinalizacao.

Vale salientar que, em estudo anterior (FERRAZ, 2015), o peptideo A9s néo se
mostrou téxico a linhagens de células normais (J774A1 — macrofago murino).

A adesdo celular mediada por integrinas desencadeia uma variedade de
eventos de transducao de sinal, e estes servem para mediar diversos processos como
a proliferacéo, cicatrizagédo, invasao e migracao celular (HYNES, 2002; SCHMIDT;
FRIEDL, 2010). Por interferir na adesdo das células B16F10, o peptideo A9s
consequentemente modulou negativamente o crescimento e a migragdo celular.
Nestes ensaios, os resultados confirmaram que o tempo de acdo do peptideo ocorre
dentro das primeiras 24h de tratamento, apos esse periodo o peptideo provavelmente

é degradado intra ou extracelularmente, sendo metabolizado pelas células.
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6.2 Peptideo A9s como antagonista de integrina

Outros antagonistas especificos para diferentes integrinas possuem
capacidade de inibicdo nos processos celulares, como os analisados no presente
estudo. Um exemplo é o 1a-RGD, o qual inibe os processos de adesdo (50%), de
migracdo (12h; 40-50%) e proliferacdo (72h; 20-30%) em células de glioblastoma
(RUSSO et al., 2013); porém o mesmo foi utilizado em concentragdes de 20uM, que
é 20 vezes maior que a concentracdo maxima utilizada no presente estudo e 200.000
vezes maior do que o ICsp do peptideo A9s.

A descricdo mais bem-sucedida de antagonistas de integrinas € o do peptideo
ciclico cilengitide, desenhado para interagir com as integrinas aV33 e allb3. Este
peptideo, também foi utilizado no estudo de glioblastoma, estd em fase Ill de testes e
possui uma capacidade maxima inibitoria de adesao e proliferacdo celular de apenas
40%, com valor de ICso de 79nM (LOGES et al., 2007; REARDON; CHERESH, 2011).
Embora apresente valores modestos de atividade antitumoral, este peptideo esta
sendo utilizado em conjunto com a radioterapia para inibir a proliferagdo do tumor
(STUPP et al., 2014). No entanto, o estudo de Reynolds et al., 2009, tem suscitado
preocupacdo sobre o uso de cilengitide em glioblastoma, pois em determinadas
condicBes experimentais e em concentracdes nM este peptideo pode promover a
angiogénese ao invés de inibi-la.

Ha atualmente poucas evidéncias de que o 1a-RGD e o cilengitide sejam
eficazes nos tratamentos de outros tipos de cancer, visto que normalmente o estudo
destes antagonistas ocorre através de interacbes com integrinas especificas,
encontradas em glioblastoma.

A baixa eficiéncia em inibir a adeséo celular também foi observada quando
testados os peptideos c(RGDyK), que atua em aVB3 e possui um ICso 134nM
(GARANGER; BOTURYN; DUMY, 2007) e com o RGD-4C especifico para aVp3 e
aVp5 com um ICso de 10nM (CAIl; CHEN, 2006) para a adeséo celular. Isso mostra
gue ainda se faz necessario encontrar peptideos com melhores valores de inibicéo de
adesao celular em concentragbes mais baixas.

O relato atual mais promissor é o do peptideo PHSCNK, gue se encontra em
fase clinica Il de testes, tendo como alvo a integrina aV5 e exibindo 1Cso de 1,76uM

em ceélulas de melanoma da linhagem B16F10. Os testes foram feitos utilizando um
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sistema de drug delivery para diminuir a toxicidade celular, permitindo a obtencéo de
resultados melhores e mais eficientes (DAl et al., 2012).

O peptideo A9s em estudo se mostrou mais eficaz do que outros peptideos
descritos na literatura quanto & inibicdo da adesdo, migracao e do crescimento celular
de B16F10. Este também mostrou forte acdo de inibicdo da adesao celular em outras
linhagens celulares (ANEXO).

O efeito modulador do peptideo ciclico também ocorreu em linhagens celulares
humanas, possuindo um ICso de 96nM para a inibicdo da adeséo das células da
linhagem de cancer de mama (MDA-MB 231) (Figura 13- Anexo). E ICso de apenas
55pM para a linhagem PC3 de cancer de prostata (Figura 14-Anexo). Esses
resultados demonstram a especificidade do peptideo em modular a interacdo da
matriz extracelular com a subunidade (31 de integrinas, presente na maioria dos
canceres capazes de sofrer metastase (GUO; GIANCOTTI, 2004).

A partir dos resultados obtidos neste trabalho mostrou-se que o peptideo em
estudo possui diversas caracteristicas que tornam o seu uso mais eficiente e
vantajoso, como facil diluicdo, tamanho pequeno e formato ciclico (em loop), que
confere uma estrutura rigida ao peptideo.

Deste modo, inferimos que o peptideo A9s tem potencial como agente

terapéutico, podendo atuar em diferentes fases da cascata metastatica.
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7 CONCLUSOES

vi.

Vii.

viii.

As células de melanoma murino da linhagem B16F10 mostraram uma forte

adesao a matriz de fibronectina e fraca adeséo a laminina e colageno;

O peptideo ciclico A9s testado se mostrou capaz de inibir a adesao celular da
linhagem B16F10 em baixas concentracdes, apresentando um ICso de 200pM,
sendo ~400 vezes menor do que o apresentado pelo peptideo ciclico
cilengitide;

O EDTA, devido a sua propriedade de quelante de cations bivalentes foi capaz
de reduzir a adesado celular em 70%, sugerindo que 70% das interagbes de
adesao realizadas pelas células B16F10 ocorrem por meio de integrinas e 30%

por outras moléculas adesivas;

Tendo em vista a capacidade de inibicdo da adeséo célula mediada apenas por
integrinas, o A9s foi capaz de modular negativamente 98% desta interacao;

O peptideo A9s foi capaz de modular o crescimento da linhagem de melanoma
em estudo, reduzindo mais de 50% do crescimento celular nas concentracfes
de 0,1nM a 100nM;

Ao se adicionar mais peptideo a cada 24 horas, o efeito de inibicdo se manteve

e potencializou, diminuindo o crescimento celular em até 73%;

O peptideo ndo se mostrou téxico as células B16F10, porém ao ser adicionado

a cada 24 horas pode ter ocorrido o estimulo ao processo de anoikis;

Ao inibir a adeséo celular o peptideo A9s também se mostrou capaz de inibir a
migracao das ceélulas B16F10, porém, néo foi efetivo em coibir o processo de

proliferagao celular.
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ANEXO

Ic50 MDA-MB 231 com peptideo A9s
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Figura 13: Grafico da resposta dose-dependente do tratamento de células da linhagem MDA-
MB 231 de céncer de mama, tratadas com A9s. O valor de ICs (96nM) foi obtido com o
programa GraphPad Prism5 a partir de um célculo de regressdo néo linear. Cada valor
representa a média + desvio padrdo de trés experimentos diferentes que foram realizados em
octoplicata. O ***p <0,001 em relacdo ao controle.
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Figura 14: Grafico da resposta dose-dependente do tratamento de células da linhagem MDA-
MB 231 de cancer de mama, tratadas com A9s. O valor de ICsy (55pM) foi obtido com o
programa GraphPad Prism5 a partir de um calculo de regressdo néo linear. Cada valor
representa a média + desvio padrdo de trés experimentos diferentes que foram realizados em
octoplicata. O **p<0,01 e ***p <0,001 em relacao ao controle.



