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RESUMO 

 

As integrinas são proteínas de membrana essenciais para a adesão, invasão e 

migração celular. Subunidades de integrina tais como α4, α5, α6, αV, β1 e β3 são 

moléculas de adesão cruciais no processo de metástase e a capacidade de bloquear 

estas proteínas surge como uma abordagem alternativa para o tratamento de tumores 

metastáticos. Com base no loop interativo do domínio desintegrina-like da ADAM9 foi 

desenvolvido in silico o peptídeo cíclico A9s capaz de interagir especificamente com 

a região MIDAS das integrinas, interrompendo a comunicação entre célula-matriz 

extracelular. Para avaliar o efeito inibitório do peptídeo A9s na adesão, migração e 

proliferação celular foi utilizada a linhagem de melanoma murino que é altamente 

metastática B16F10. Inicialmente foi realizado teste de adesão para esta linhagem em 

diferentes matrizes e em comparação com a fibronectina (controle), as células B16F10 

mostraram uma adesão inferior em laminina (26%) e em colágeno (35%). Em ensaios 

de adesão, o peptídeo A9s foi capaz de inibir 68% da adesão celular da B16F10 a 

fibronectina na concentração 1µM, exibindo IC50 em torno de 200pM. Nos testes de 

crescimento celular o peptídeo A9s nas concentrações de 0,1nM e 100nM inibiu em 

até 55% o crescimento das células B16F10 entre 24 e 72h. Ao se adicionar mais 

peptídeo (100nM) no tempo de 24h e 48h a inibição do crescimento celular alcançou 

78%. Os testes de cicatrização mostraram 35% de inibição da proliferação celular em 

B16F10 tratada com 100nM de A9s em 6h e 12h. Paralelamente, nos testes de 

migração celular, o peptídeo A9s mostrou uma capacidade de inibir mais de 50% da 

migração das células B16F10 a partir de 6h de tratamento na concentração de 100nM. 

Além disso, o peptídeo A9s exibiu baixa toxicidade nos ensaios de MTT. Todos os 

resultados obtidos corroboram que o peptídeo A9s é capaz de interferir na adesão e 

migração das células B16F10, tendo a qualidade de um antagonista de integrina em 

baixas concentrações (nM), sem toxicidade celular aparente. Estes resultados 

sugerem uma possível função anti-metastática para este peptídeo cíclico específico. 

 

Palavras-chave: Integrinas, Peptídeo cíclico, Metástase, B16F10  



 

 

ABSTRACT 

 
Integrins are membrane proteins crucial for cell adhesion, invasion and migration. 

Integrin subunits such as α4, α5, α6, αV, β1 and β3 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 

IC50 ≈ 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 INTRODUÇÃO 

1.1 O câncer  

Câncer é o termo utilizado para designar um grupo de mais de 200 tipos de 

doenças que tem em comum o crescimento desordenado de células com potencial 

invasivo (INCA, 2015).  

Os tipos de câncer se classificam em alguns grupos principais de acordo com o 

tecido que acometem. Os carcinomas, são tumores malignos que se originam nas 

células epiteliais ou glandulares. Os sarcomas são tumores malignos dos tecidos 

moles que podem se originar em ossos, cartilagens, gordura, músculo, vasos 

sanguíneos, tecido conjuntivo ou de suporte. As leucemias são caracterizadas pelo 

acúmulo de células anormais na medula óssea, tecido onde as células do sangue são 

produzidas. Os linfomas, tumores malignos do sistema linfático podem atingir todas 

as glândulas linfáticas, apenas um linfonodo ou se espalhar por todo o corpo 

(ONCOGUIA, 2015a). 

As células cancerígenas possuem algumas capacidades biológicas em comum 

que são adquiridas durante o desenvolvimento de tumores, e podem ser divididas em 

capacidades intrínsecas e extrínsecas às células tumorais. 

As capacidades intrínsecas incluem sustentar a sinalização para a proliferação 

celular, a perda da capacidade de supressão do crescimento das células, aumentar a 

resistência à morte celular, permitir a imortalidade do processo de replicação, induzir 

angiogênese, invasão celular e metástase (HANAHAN; WEINBERG; FRANCISCO, 

2000), destacam-se ainda alterações metabólicas adaptativas e instabilidade 

genômica (HANAHAN; WEINBERG, 2011).  

As capacidades extrínsecas às células tumorais são aquelas dependentes da 

interação da célula tumoral com elementos extracelulares ou outras células. Estas 

capacidades incluem a indução persistente da angiogênese, modificação do 

microambiente tumoral, evasão da resposta imune, modulação da resposta 

inflamatória e de reparo tecidual, como também, a associação de células do 

microambiente tumoral nos processos de invasão e metástase (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

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

aproximadamente 600 mil novos casos de câncer no período de 2016-2017, o que 
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evidencia a magnitude da incidência do câncer no país. O câncer de pele é o mais 

incidente na população brasileira, seguido pelos cânceres de próstata, mama 

feminina, intestino, pulmão, estômago e colo do útero.  

1.2 O câncer de pele do tipo melanoma 

O câncer de pele se apresenta sob três principais formas: melanoma, 

carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular (ou epidermoide). Os carcinomas 

basocelular e epidermoide são também conhecidos como câncer de pele não 

melanoma, tipo mais comum de câncer de pele e mais frequente na população de 

pele clara (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010). 

Os cânceres de pele do tipo não melanoma possuem elevada taxa de cura 

quando tratados precocemente. De acordo com dados da American Melanoma 

Foundation (2013), 73% das mortes ocasionadas por câncer de pele são do tipo 

melanoma, mostrando que embora seja o menos comum é o mais letal. 

O melanoma se origina de mutações em melanócitos, que são as células da 

camada basal da epiderme (TAKANO; LIMA, 2010). Sua principal função é a produção 

de pigmentos, chamados de melanina, as quais formam grânulos 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 lesão 

que ao longo do tempo aumenta progressivamente de tamanho em extensão, 

apresentando características de fácil reconhecimento denominado ABCDE do 

melanoma, como:  Assimetria, Bordas irregulares, Coloração variada, Diâmetro 

superior a 6 milímetros e Evolução para diferentes estágios (ABCDE do melanoma - 

ABBASI et al., 2004). 

Devido à alta capacidade de invasão e metástase, a detecção precoce é 

essencial para o tratamento desse tipo de câncer. Melanomas primários são curáveis 

na maioria dos casos, mas o tratamento da doença em estágio avançado com 

evolução para diferentes sítios tem uma probabilidade de apenas 6% de cura (BALCH 

et al., 2004; BARTH; WANEK; MORTON, 1995). 

Atualmente, as primeiras abordagens terapêuticas para o melanoma em 

diferentes estágios são a radioterapia, quimioterapia e a cirurgia (BRAUD et al., 2003). 

Em estágios mais avançados do melanoma o tratamento também pode ser feito com 

o auxílio de fármacos 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 metastática. E possuem ampla 

capacidade de gerar metástase tendo o pulmão como principal foco. Esta linhagem 

celular é uma das mais bem estudadas e utilizadas para estabelecimento de modelos 

experimentais de tumor metastático (FIDLER, 1975; QIAN; VAUX; WEISSMAN, 

1994).  

1.3 Metástase 

O câncer pode se espalhar a partir do local onde começou, sítio primário, para 

locais distantes formando colônias secundárias em um processo conhecido como 

metástase (QIAN et al., 2005). Quando células cancerosas se desprendem do tumor, 

elas podem disseminar para outras partes do corpo através da corrente sanguínea, 

alcançando órgãos distantes, ou do sistema linfático, acabando nos gânglios linfáticos 

(ONCOGUIA, 2015b).  

A metástase é a principal causa de morte em pessoas com câncer (YILMAZ; 

CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007) e uma vez que a metástase esteja estabelecida, 

as opções de tratamentos utilizadas frequentemente não fornecem respostas duráveis 

(MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016). 

Sabe-se que os carcinomas se desenvolvem a partir de tecidos epiteliais 

progredindo em diferentes níveis patológicos de malignidade, o que reflete na 

capacidade de invasão das células cancerígenas aos tecidos secundários. Isso ocorre 

pois as células associadas ao câncer tipicamente desenvolvem alterações em seu 

formato, assim como ocorre no seu processo de adesão à outras células e à matriz 

extracelular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).  

Para que as células cancerígenas possam alcançar diferentes locais do corpo, 

várias alterações são necessárias. 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 interação mediada por integrinas presentes na membrana 

plasmática celular (KIM; YE; GINSBERG, 2011), com proteínas da matriz extracelular 

(MEC) (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Deste modo, as células invadem os vasos 

(sanguíneos ou linfáticos) e uma vez no interior destes vão circular para outro órgão 

ou linfonodo onde estas devem ter a capacidade de extravasar para estes tecidos, 

proliferando e criando novas colônias (FIDLER, 2003). Esses assentamentos 
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distantes de tumores de células metastáticas são a causa de mais de 90% de mortes 

por câncer em humanos (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). 

1.4 Cascata metastática 

Em acordância com o estudo de Chambers; Groom; MacDonald (2002), das 

centenas de células de melanoma que se desprendem do tumor e entram em 

circulação, 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 secundários. 

A cascata metastática, que segue uma lesão primária, epitelial e neoplásica, 

compreende as seguintes fases: 1. Formação do nicho pré-metastático; 2. Transição 

epitélio-mesenquimal (EMT); 3. Dissociação de células tumorais a partir do tumor 

primário; 4. Invasão do tecido vizinho; 5. Migração para vasos sanguíneos e linfáticos 

pré-existentes e recém-formados; 6. Transporte através destes vasos; 7. 

Extravasamento através dos vasos; 8. Estabelecimento das células disseminadas em 

um local secundário e 9. Crescimento de micrometástases e macrometástases 

(tumores secundários) (Figura 1) (GEIGER; PEEPER, 2009). 

 

 
 

Figura 1: Representação esquemática da cascata metastática clássica. Imagem adaptada de 
Geiger, 2009. 

1.4.1 Nicho pré-metastático 

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

comportamento. O nicho é este microambiente especializado, que suporta a 
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manutenção das células e regula a proliferação celular (PSAILA; LYDEN, 2009). Este 

microambiente compreende as células estromais de suporte (não malignas), fatores 

solúveis, redes vasculares, nutrientes, componentes metabólicos e a estrutura da 

matriz extracelular (LU; WEAVER; WERB, 2012; PSAILA; LYDEN, 2009). 

Em 1889, Stephan Paget descreveu a propensão de vários tipos de câncer em 

formar metástases em órgãos secundários específicos, teoria conhecida como 

“semente e solo”. Sabendo que a semente de cada planta germina e se desenvolve 

em um solo específico, por analogia Paget concluiu que os diferentes tipos de células 

cancerígenas (sementes) teriam uma afinidade com o ambiente de certos órgãos 

(solo), obtendo sucesso no processo de disseminação e proliferação celular apenas 

no sítio que fosse propício (PAGET, 1889; FIDLER, 2003). 

Sabe-se que alguns tipos de câncer de fato apresentam um padrão de 

metástase específico, cânceres de mama frequentemente fazem metástase para o 

osso, fígado, cérebro e pulmão; enquanto o câncer de próstata se dissemina 

preferencialmente para o osso e o melanoma para o pulmão (CHAMBERS; GROOM; 

MACDONALD, 2002; VANHARANTA; MASSAGUÉ, 2013). 

Para que ocorra a adesão celular e o extravasamento para estes órgãos 

específicos há a formação de um “nicho pré-metastático”. Ao longo do tempo, 

surgiram evidências de que os fatores de crescimento secretados pelo tumor primário 

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 macrófagos, agrupam-se no "nicho pré-metastático", 

criando um ambiente propício à adesão e invasão de células tumorais (KAPLAN et al., 

2005; LU; WEAVER; WERB, 2012). 

É importante salientar que o estabelecimento de “nichos pré-metastáticos” se 

correlaciona diretamente com alterações intrínsecas das células tumorais e do 

microambiente, que ocorrem antes da disseminação das células cancerígenas 

(ECCLES; WELCH, 2007). 

1.4.2 Transição epitélio-mesenquimal 

Para se dissociar do tumor primário e disseminar-se para outros órgãos, as 

células cancerígenas que se tornam metastáticas, inicialmente perdem a capacidade 

de aderência a células tumorais vizinhas e adquirem capacidade migratória e invasiva. 
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Estudos recentes têm apontado que as células de carcinoma podem sofrer uma 

transição epitélio-mesenquimal (EMT), que é um processo no qual uma célula epitelial 

sofre alteração fenotípica, podendo ser reversível. Na EMT as células perdem a 

capacidade de adesão intercelular e polarização epitelial e adquirem motilidade, 

invasividade e resistência, caracterizando um fenótipo de célula mesenquimal 

(THIERY et al., 2009; MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016). 

A EMT é um evento central em múltiplos processos celulares, fisiológicos e 

patológicos, ocorrendo na gastrulação, cicatrização, organogênese e mais 

recentemente está associada com a capacidade da célula tumoral em adquirir 

potencial invasivo (THIERY et al., 2009). 

As células que se tornam invasoras apresentam diversas características, como 

a expressão de enzimas de degradação da matriz, por exemplo as metaloproteinases 

de matriz (MMP’s) 2, 3 e 9. Em adição, ocorre o aumento da motilidade, da adesão à 

fibronectina, da expressão de integrinas e também uma maior resistência a apoptose 

(LEE et al., 2006; YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007).  

Além dessas características adquiridas pelas células, foi mostrado que durante 

o processo de EMT fatores de transcrição celulares podem reprimir diretamente a 

expressão do gene da E-caderina, um supressor chave de motilidade e invasividade 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011; PEINADO; PORTILLO; CANO, 2004). No entanto, as 

células cancerígenas também podem migrar e invadir na ausência de EMT e usando 

um amplo acervo de moléculas (WICKI et al., 2006).  

1.4.3 Dissociação das células malignas do tumor primário 

Após a aquisição de um fenótipo mesenquimal e a perda da adesão célula-

célula, as células cancerígenas podem deixar o tumor primário como células únicas 

(sozinhas) ou em grupos (coletivas/clusters) (MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016; 

YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007). Em modelos experimentais, os clusters 

de células tumorais circulantes estabelecem metástases mais eficientemente do que 

células isoladas (ACETO et al., 2014).  

Uma característica da invasão coletiva é a manutenção da adesão célula-célula 

entre as células invasoras por meio da expressão contínua de moléculas de adesão 

celular. Um conjunto de células extremamente móveis permanecem na parte frontal 

do cluster de invasão, fornecendo tração migratória e, através das junções célula-

célula, carregam as células da parte traseira (CHAFFER; WEINBERG, 2011).  
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A migração coletiva é observada em cânceres do tipo epiteliais invasivos, tais 

como o carcinoma epidermoide oral, melanoma, carcinoma mamário, carcinoma de 

cólon e em rabdomiossarcomas (FRIEDL; HEGERFELDT; TUSCH, 2004).  

Estudos mostraram que estas células podem alterar o seu padrão de invasão, 

dependendo do ambiente tumoral e da pressão exercida pelos fármacos 

anticancerígenos (HEGERFELDT et al., 2002). Por esta razão são atribuídas às 

células tumorais a propriedade de relativa plasticidade (YILMAZ; CHRISTOFORI; 

LEHEMBRE, 2007). 

As células que se desprenderam sozinhas ou em clusters inicialmente terão um 

fenótipo dito polarizado, por possuírem a parte frontal celular distinta. Esta forma 

polarizada ocorre por causa da distribuição assimétrica de moléculas da superfície 

celular, o que permite que a célula percorra na direção da migração (HOOD; 

CHERESH, 2002). Receptores para moléculas quimiotáticas, integrinas e proteínas 

co-receptoras do citoesqueleto que interagem com integrinas, se localizam nessa 

região dianteira da célula, sinalizando e formando novos contatos adesivos com a 

MEC durante o deslocamento celular (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010). 

Algumas integrinas específicas podem ser fortemente expressas na região 

frontal do cluster para possibilitar a invasão, por exemplo, em células de melanoma 

as subunidades de integrinas αV, α4, β3, β1 aumentam sua expressão (JIAO et al., 

2012; QIAN et al., 2005). Também há uma expressão elevada de MMPs especificas 

para a remodelação da MEC nestas células (NABESHIMA; INOUE; SHIMAO, 2000). 

Deste modo, as células que assumem um fenótipo mais invasivo e migratório 

podem modular sua capacidade adesiva e as atividades de sinalização intracelular 

alterando sua expressão de integrina e de afinidade com a MEC. 

1.4.4 Membrana basal e matriz extracelular 

O desprendimento do tumor primário proporciona mais eventos de invasão e 

migração à estas células desagregadas, através da membrana basal (MB) epitelial, 

da MEC, e em seguida da MB endotelial (GANGULY et al., 2013).  

A membrana basal é uma rede especializada de macromoléculas da MEC, que 

tem a função de envolver células epiteliais, endoteliais, musculares, adiposas e 

nervosas (ROWE; WEISS, 2008), atuando como uma barreira inicial. 

Durante a metástase, as células tumorais se associam inicialmente a MB e a 

MEC através de interações principalmente com moléculas de adesão da família das 



19 

 

 

integrinas e subsequentemente estas barreiras são atravessadas pelo auxílio de 

enzimas proteolíticas, que possibilitam a invasão e o acesso das células tumorais aos 

vasos (BROOKS et al., 2010). 

As células cancerígenas produzem, liberam e ativam vários tipos diferentes de 

proteases que clivam moléculas da MEC. A degradação enzimática requer a 

expressão de proteases que sejam específicas àquele local da MEC e a expressão 

simultânea de inibidores de protease para prevenir a degradação excessiva. As MMP-

2 e MMP-9, por exemplo, possuem maior atividade enzimática sobre o colágeno do 

tipo IV, o principal constituinte da MB (BAUVOIS, 2012; EGEBLAD; WERB, 2002). 

Além de promover a adesão da célula com a MB e MEC, as integrinas também 

estão envolvidas na regulação da atividade de enzimas proteolíticas que degradam a 

MB. Foi demonstrado que a integrina αVβ3, durante a invasão, atua não somente 

como um receptor de adesão e migração, mas também na ativação de proteases 

necessárias para a degradação (HOOD; CHERESH, 2002). 

Estudos de Hornebeck et al., (2002) mostraram que a interação da MMP-2 com 

a integrina αVβ3 e αVβ5 contribui na degradação das proteínas da MEC e 

consequente invasão das células de melanoma in vivo. Enquanto que a MMP-9 

interage com a αVβ3 promovendo a migração de células do câncer de mama. 

A ruptura da organização ou integridade da MB e da MEC é um importante 

marcador da transição do fenótipo das células de um tumor para um carcinoma 

invasivo. 

1.4.5 Migração e Invasão 

Os processos decorrentes da formação da EMT até a degradação da MEC 

fazem parte e contribuem para a migração e invasão das células metastáticas. Uma 

vez que estas células atravessam a MB é necessário que migrem eficientemente 

através da MEC, remodelando as proteínas e realizando interações de adesão com 

essas proteínas, mediada pelas integrinas.  

Após migrarem até o local de adesão celular nos vasos as células tumorais 

aderem a MEC endotelial através das integrinas ativadas, que modulam a sinalização 

de quinases de adesão focal (FAK), tirosina quinase (SRC) e proteases, facilitando a 

invasão (GEIGER; PEEPER, 2009). 
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1.4.6 Transporte através dos vasos  

Após intravasar de forma bem-sucedido nos vasos, as células cancerígenas 

precisam sobreviver na circulação sanguínea ou linfática, disseminar-se por todo o 

corpo, reconhecer órgãos-alvo específicos e extravasar em um novo ambiente onde 

possam colonizar e crescer como tumores secundários.  

As células tumorais que se encontram em circulação (CTC) vão enfrentar 

diversos obstáculos antes de tornar-se clinicamente relevantes, ou seja, causar lesões 

no órgão hospedeiro (MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016). 

As CTC são aprisionadas em capilares antes de adentrar o tecido secundário, 

o que é considerado o principal mecanismo para detecção de células cancerígenas 

metastáticas (ACETO et al., 2014).  

Os tumores podem desprender milhões de células na circulação 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 cenários é indiscutível que CTC encontradas no sangue de 

pacientes excede em muito o número de lesões metastáticas evidentes que se 

desenvolvem (GEIGER; PEEPER, 2009).   

O reduzido número de células tumorais que são bem-sucedidas em sobreviver 

ao transporte nos vasos, sugere que a metástase e colonização secundária é um 

processo muito ineficiente, no qual a maioria das células morre e apenas a minoria 

sobrevivente formam macrometástases (MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016). 

A maior dificuldade encontrada pelas células cancerígenas ao adentrar os 

vasos é de se adaptar para sobreviver na ausência de adesão a MEC, onde as 

integrinas tem um notório papel no controle do crescimento e sobrevivência celular 

em condições independentes de ancoragem (SEGUIN et al., 2014).  

A subunidade β1 de integrina promove o crescimento em células tumorais de 

próstata e de mama por ativação de vias de sinalização celular internas (SCHOOLEY 

et al., 2012), enquanto que a subunidade β3 aumenta a independência da ancoragem 

e a metástase em linfonodos nos modelos de tumores pancreáticos 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 específicas formarem 

aglomerados, clusters, na superfície celular em resposta a fatores de crescimento ou 

oncogênes, conduzindo a sinalização downstream (SEGUIN et al., 2014, 2015; SHIN 

et al., 2013). 

1.4.7 Anoikis 

Em circunstâncias normais, as células epiteliais sofrem apoptose quando a 

adesão ao substrato correto é interrompida (PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI, 2013). 

Uma forma especializada de apoptose - anoikis - ocorre quando as células perdem as 

suas interações célula-célula e célula-matriz ou se o substrato adesivo é inadequado 

(FRISCH; FRANCIS, 1994; FRISCH; SCREATON, 2001).  

Este processo é um mecanismo gerado para proteger os organismos 

multicelulares de células que possam vir a se estabelecer em uma localização 

anatômica incorreta, de forma a garantir a homeostase do tecido. As células 

metastáticas, portanto, devem ser resistentes ao processo de anoikis para sobreviver 

durante a disseminação e colonização de locais secundários (ECCLES; WELCH, 

2007; GUADAMILLAS; CEREZO; DEL POZO, 2011). 

Deste modo, após as células tumorais perderem o contato com a MB, 

necessitam transpor outra barreira contra a metástase, o processo de anoikis. Este 

processo pode ocorrer em várias etapas da cascata metastática, tais como: durante a 

invasão tecidual, o transporte através de vasos sanguíneos ou linfáticos e após 

extravasamento em outros tecidos (TADDEI et al., 2012).    

A supressão do processo anoikis, portanto é um requisito para que as células 

tumorais tenham êxito no processo de metástase (CHIARUGI; GIANNONI, 2008; 

GEIGER; PEEPER, 2009). 

O principal receptor de superfície celular para “sentir” a adesão à MEC e, 

portanto, fornecer à célula informações sobre o seu entorno são as integrinas (KIM; 

TURNBULL; GUIMOND, 2011). Logo, a perda da interação da célula com a MEC 

através das integrinas está intimamente relacionada ao processo de anoikis. 

Diversas integrinas como a α3β1, α5β1, α6β1, α6β4, αVβ3 e αVβ5, têm um 

papel importante na promoção da sobrevivência celular e da resistência ao anoikis 

(BISSELL; RADISKY, 2001). Fatores como: o tipo de célula, a composição da MEC, 

a origem do tecido, o estado de diferenciação ou o estado de transformação 
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neoplásica determinarão quais integrinas são cruciais na transdução dos sinais pró-

sobrevivência e anti-apoptótico (KIM et al., 2012; NAGAPRASHANTHA et al., 2011). 

1.4.8 Extravasamento para o sítio secundário 

Antes de estabelecer a metástase, as células cancerígenas precisam 

extravasar da corrente sanguínea para o tecido específico. Para isso, as células 

aderem ao endotélio vascular, migram através das células endoteliais e invadem o 

tecido circundante (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010). 

A propensão para o extravasamento em locais específicos está associada ao 

acúmulo de proteínas da MEC no interior de um nicho metastático particular (SEGUIN 

et al., 2015). Estudos mostram que há um aumento principalmente na deposição de 

fibronectina neste nicho (KAPLAN et al., 2005). À vista disto relata-se que os 

mecanismos para o extravasamento das células tumorais dos vasos para os órgãos 

são semelhantes aos que contribuem para a invasão. 

Para o processo de extravasamento tanto a motilidade das células quanto a 

permeabilidade ao endotélio são importantes e dependem intimamente das integrinas 

(WANG et al., 2004). A interação de α4β1 com a MEC contribui para a passagem de 

células de melanoma do vaso para o pulmão (SCHLESINGER; BENDAS, 2015); 

enquanto que as integrinas αVβ3, α2β1 e α4β1 desempenham papéis chave na 

metástase óssea (ESPOSITO; KANG, 2014).  

Células cancerígenas que sobrevivem após o extravasamento em órgãos 

distantes, conhecidas como células tumorais disseminadas, podem permanecer 

presentes na medula óssea de pessoas com câncer por anos, contudo apenas metade 

desses pacientes desenvolvem metástase evidente (BRAUN et al., 2005; GEIGER; 

PEEPER, 2009). Por isso, muitas pessoas que se recuperam do câncer não 

experimentam recaída ou a mesma só ocorre após um longo período de latência.  

1.4.9 Estabelecimento da colônia secundária 

As células cancerígenas vivenciam uma experiência de atrito extensivo ao 

tentar infiltrar órgãos distantes. Foi demonstrado que a grande maioria de células de 

melanoma injetadas na veia da cauda de camundongos falham em formar 

micrometástases no fígado e apenas 0,02% formam macrometástases (CAMERON et 

al., 2000). Similarmente, a maioria das células de câncer de mama que alcançam o 
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pulmão iniciam o processo de apoptose (MALANCHI et al., 2012). Por conseguinte 

evidencia-se a dificuldade das células tumorais que se disseminam em formar tumores 

secundários (VANHARANTA; MASSAGUÉ, 2013). 

Para que o tumor secundário seja estabelecido as células devem extravasar para 

o local pré-estabelecido e de afinidade àquelas células e onde haja um nicho pré-

metastático favorável. Ao adentrar neste ambiente a célula precisa se adaptar ao novo 

local, reconhecendo e aderindo à MEC circundante, para então proliferar e formar 

micrometástases. À medida que a massa tumoral aumenta, eleva-se a necessidade 

de formação de novos vasos sanguíneos, processo chamado de angiogênese, 

possibilitando a formação de macrometástases, que são os tumores secundários 

propriamente ditos. 

Essa etapa final é considerada uma das mais ineficazes na cascata 

metastática, devido à morte ou a dormência das células tumorais (AGUIRRE-GHISO, 

2007). 

1.4.10 Resistência a terapias  

Apesar dos avanços no tratamento do câncer, muitas terapias são limitadas 

pelo desenvolvimento de resistência das células cancerígenas, o que resulta de uma 

variedade de fatores, incluindo alterações no alvo dos fármacos, ativação de vias de 

pró-sobrevivência e indução ineficaz de apoptose (ZAHREDDINE; BORDEN, 2013). 

A resistência pode ocorrer por diferentes motivos como: resistência derivada de 

fatores genéticos ou ambientais, resistência adquirida devido a respostas adaptativas, 

alterações de vias de sinalização alternativas e seleção de subpopulações resistentes 

(SEGUIN et al., 2015). 

A resistência aos fármacos pode surgir pelo processo de adesão celular, que 

promove a ativação de pró-sobrevivência e anti-apoptose. Este mecanismo de evasão 

à ação dos fármacos pode selecionar células que expressam integrinas específicas 

ou células capazes de induzir a expressão de genes de integrinas (SEGUIN et al., 

2015). 

Alguns tratamentos utilizados demonstraram causar resistência em células 

cancerígenas, como exemplo, a integrina β1 tem sido implicada como fator de 

resistência à radioterapia no câncer de cabeça e pescoço (EKE et al., 2012). 

Medicamentos utilizados no tratamento de certos tipos de câncer como o lapatinib e 
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trastuzumabe  exibiram o desenvolvimento de resistência em câncer de mama 

(HUANG et al., 2011) e o erlotinibe resistência em câncer de pulmão. 

A maioria dos tratamentos objetivam em interromper a proliferação celular e 

mais recentemente, novas terapias visam interferir nas diferentes etapas da cascata 

metastática. 

1.5 O papel da matriz extracelular 

A matriz extracelular compõe o conteúdo extracelular dos tecidos e nela e sobre 

ela, se encontram as células. A MEC atua como uma “cola biológica” que é constituída 

por uma malha de fibras proteicas e polissacarídeos em uma combinação que confere 

aos tecidos resistência. A matriz extracelular tem função estrutural e também diversas 

funções relacionadas ao comportamento celular, como por exemplo promover a 

adesão e estimular a migração celular (ALBERTS et al., 2010).  

Dentre os constituintes da MEC temos vários tipos de macromoléculas, tais 

como: cadeias de polissacarídeos, proteoglicanas e glicosaminoglicanas; proteínas 

fibrosas como colágeno e elastina, ambas com função estrutural, e as glicoproteínas 

adesivas como a laminina, colágeno e fibronectina (KARP, 2013). Estas 

macromoléculas da matriz são sintetizadas e secretadas pelas células no espaço 

intercelular, formando uma estrutura organizada (SRICHAI; ZENT, 2010). 

A matriz preenche a maioria dos espaços intercelulares tendo um papel 

importante no desenvolvimento dos órgãos e tecidos. A adesão celular à matriz ocorre 

durante muitos eventos fisiológicos importantes, incluindo o crescimento celular, 

devido a alterações na organização e na integridade da matriz. 

Quando a MEC é proteoliticamente degradada ou deformada por forças 

mecânicas, as células sofrem alterações que influenciam na remodelação desta 

durante eventos fisiológicos e patológicos. As integrinas são uma família de 

receptores de superfície celular que detectam estas alterações e desencadeiam uma 

gama de respostas celulares possibilitando uma ligação física entre o interior e o 

exterior de uma célula, a fim de permitir a integração bidirecional de sinais para 

controlar a adesão, migração, proliferação, sobrevivência e diferenciação celular 

(SEGUIN et al., 2015). 

As proteínas adesivas da matriz, embora estruturalmente diferentes, requerem 

sequências de reconhecimento semelhantes para se ligarem às integrinas. Estas 

proteínas possuem em comum um resíduo de ácido aspártico ou ácido glutâmico 
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exposto. O local de ligação mais frequente às integrinas é a sequência arginina-

glicina-ácido aspártico (arg-gly-asp - RGD), também conhecida como sítio universal 

de reconhecimento celular (ARNAOUT; GOODMAN; XIONG, 2002; XIA; SPRINGER, 

2014).  

Várias proteínas adesivas, como laminina, fibronectina, vitronectina, 

fibrinogênio e colágeno contém a sequência RGD e podem ter sua interação 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). 

À medida que as células cancerígenas se tornam metastáticas e as células 

endoteliais se tornam angiogênicas, há o desenvolvimento da afinidade e avidez 

alteradas para com a MEC. Algumas destas alterações advém de mudanças na 

expressão de integrinas e a alteração no repertório de integrinas pode correlacionar-

se com mudanças na migração celular (HOOD; CHERESH, 2002; HUTTENLOCHER; 

HORWITZ, 2011).  

Como a MEC atua como uma malha de adesão e de interações celulares, essa 

também possui papel importante em diversos processos da cascata metastática, 

como a formação do nicho pré-metastático. A degradação dessa matriz vai consistir 

também nos eventos chaves de migração e invasão celular (LARSEN et al., 2006). 

1.6 Integrinas  

As integrinas são uma família de proteínas integrais de membrana pertencentes 

ao grupo das moléculas de adesão celular (CAM) e estão presentes nas superfícies 

de praticamente todos os tipos de células de vertebrados (KARP, 2013).  

Sua estrutura molecular é heterodimérica composta de duas cadeias de 

polipeptídeos, uma cadeia α (120 a 180 kDa) e uma β (~90 kDa), as quais estão 

ligadas não covalentemente (NERMUT et al., 1988; SILVA et al., 2007). 

Existem 18 subunidades α e 8 subunidades β conhecidas, as quais combinadas 

formam pelo menos 24 heterodímeros distintos de integrinas (HYNES, 2002) (Figura 

2). A formação de diversos heterodímeros permite diferentes especificidades de 

ligação (FRELINGER et al., 1990). 
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Figura 2: Possíveis heterodímeros de integrinas formados pela interação de diferentes 

subunidades (αβ). Imagem adaptada de BARCZYK; CARRACEDO; GULLBERG, (2010). 

 

As subunidades α e β estão arranjadas de modo a formar um grande domínio 

extracelular que se liga com a MEC, um domínio transmembrana e uma pequena 

cauda C-terminal com domínio citoplasmático, que liga a integrina ao citoesqueleto de 

actina (HYNES, 2002) (Figura 3A).  

Na região N-terminal das integrinas estão os domínios da porção da cabeça 

globular, que representa o local extracelular de ligação exclusiva para ligantes. Na 

subunidade α encontramos o domínio β-propeller, e na subunidade β está presente o 

domínio βA, que se ligam e formam o local de interação específico para ligantes 

(XIONG, 2001) (Figura 3D). 

Este local de interação contém a região MIDAS (Metal Ion-Dependent Adhesion 

Site), um sítio de adesão dependente de íon metálico. O MIDAS se liga a cátions de 

metais bivalentes (Ca2+ ou Mg2+) e desempenha um papel importante no local de 

ligação com a proteína. Adjacente a ele encontramos um outro sítio o ADMIDAS 

(Adjacent MIDAS) e adicionalmente, um outro sítio de coordenação é criado próximo 

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 sítio de ligação específico por meio da região 

MIDAS, a conformação da integrina é 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 são conhecidas por apresentarem especificidade de ligação 

com os componentes da MEC, o que é determinado pelo domínio extracelular de 

integrina que reconhece o ligante da matriz. Os principais receptores do colágeno são 

as integrinas α1β1 e α2β1 (WHITE et al., 2004), os de laminina são α3β1 e α6β1; para 

fibronectina citamos α4β1 e α5β1 (GIANCOTTI, 2000); e temos as integrinas αIIbβ3 e 

αVβ3 como receptores de proteínas com a sequência RGD, que reconhecerm 

principalmente o fibrinogênio, fibronectina, vitronectina, plasminogênio, colágeno, 

fator de von Willebrand, entre outras (KASIRER-FRIEDE; KAHN; SHATTIL, 2007). 

Receptores de superfície celular que compõem o grupo das CAM também são 

reconhecidos pelas integrinas por meio das interações célula-célula, como a ICAM-1 

(αLβ2, αMβ2) ou VCAM-1 (α4β1) (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011).  

As integrinas são também responsáveis pela sinalização entre as células e o meio 

ambiente por meio de uma transdução de sinais. Esta transferência de sinal atua em 

ambas as direções, onde a "sinalização de fora para dentro" pode controlar o 

comportamento, a proliferação, o crescimento e a migração celular (GONG et al., 

2010). Enquanto a "sinalização de dentro para fora" é importante em situações 

fisiológicas, como a inflamação (RATNIKOV; PARTRIDGE; GINSBERG, 2005), 

podendo influenciar a mobilidade, o crescimento e até a sobrevivência celular 

(ALBERTS; BRUCE; BRAY; DENNIS; LEWIS, 2010). 

Os processos de sinalização ativam cascatas de sinalização que alteram a 

conformação das integrinas de um estado de ligação passiva (fraco) para um estado 

ativo (adesivo) alterando a interação destes receptores com o ambiente extracelular 

(KUPHAL; BAUER; BOSSERHOFF, 2005). 

Deste modo, as integrinas participam do processo de migração celular em 

muitos contextos. Estes incluem o trafego de leucócitos na vigilância imunológica, os 

movimentos que medeiam a regeneração e reparação dos tecidos e a migração 

durante a morfogênese embrionária. Muitas doenças humanas, incluindo câncer e 

distúrbios de imunodeficiência hereditária, têm sido associadas a alteração na adesão 

e migração celular pelas integrinas (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011). 
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Figura 3: Estrutura das integrinas e local de adesão. A- Integrina αVβ3 ativada com seus 

domínios extracelular, transmembrana e citoplasmático, a estrela indica o local de adesão; αV 

em azul e β3 em vermelho. B- Amplificação do local de adesão 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 domínios constituintes, 

destacando o ligante interagindo com o MIDAS da porção βA da subunidade β (adaptado de 

ARNAOUT; GOODMAN; XIONG, 2007; XIONG et al., 2009; ZHU; ZHU; SPRINGER, 2013). 
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1.6.1 Integrinas e o câncer 

As etapas da cascata metastática retratam a complexidade dos eventos de 

ligação a integrinas, que podem regular como e para onde as células tumorais 

circulantes se direcionam para formar novas colônias. 

Para a regulação de diversos processos fisiológicos, como o desenvolvimento 

embrionário, a hemostasia, processos imunológicos, mecanismos de defesa não 

imunes e processos relacionado com a oncogênese (HYNES, 1987) a expressão 

coordenada de integrinas é necessária. 

As integrinas estão fortemente presentes na superficie de células tumorais e tem 

impacto importante na sobrevivência destas células em locais específicos, 

promovendo um fenótipo metastático e invasivo para as células cancerígenas 

(SEGUIN et al., 2014). 

Dentre os diferentes heterodímeros de integrinas, as integrinas αVβ3, αVβ5, α5β1, 

α6β4, α4β1 αVβ6 são as mais expressas e estudadas em diferentes células tumorais, 

estando correlacionadas com a progressão da doença (DESGROSELLIER; 

CHERESH, 2010). 

As integrinas são essenciais para a migração e invasão de células neoplásicas, 

não somente por mediar diretamente a adesão à MEC, mas também por regular as 

vias de sinalização intracelular que controlam a organização do citoesqueleto, a 

geração de “força” para a migração e a sobrevivência (MILLARD; ODDE; NEAMATI, 

2011). A integrina αVβ3, por exemplo, está envolvida na migração de células 

neoplásicas de mama, próstata e melanomas invasivos (HORTA et al., 2007).  

A habilidade de bloquear a capacidade invasiva e migratória de células 

tumorais oferece uma nova abordagem no tratamento de pacientes com câncer, 

embora a metástase seja um processo complexo (HOOD; CHERESH, 2002).  

1.6.2 Antagonistas de integrinas 

Com avanços nos estudos sobre o papel das integrinas na malignidade de 

tumores, em processos autoimunes e na inflamação, estas proteínas se tornaram 

alvos terapêuticos, o que possibilitou a produção de diversos fármacos direcionados 

à expressão de genes ou vias de sinalização de integrinas, diretamente ou 

indiretamente. 
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Dentre os testes clínicos realizados e em andamento, há 72 ensaios que 

relatam fármacos testados como ativos, 46 foram descontinuados e 140 sem 

desenvolvimento relatado (no limbo) (GOODMAN; PICARD, 2012). Diversas 

abordagens são utilizadas para inibir a ação de integrinas, desde o uso de anticorpos 

monoclonais, peptídeos antagonistas, peptídeos cíclicos que mimetizam a matriz e 

antagonistas derivados de venenos de serpentes (KUPHAL; BAUER; BOSSERHOFF, 

2005). 

Até o presente momento, a maioria dos esforços tem se concentrado em cinco 

integrinas como alvo específico, αIIbβ3, α4β1 αVβ3, αLβ2 e α5β1, produzindo cinco 

fármacos registrados como aprovados, abciximabe, tirofibana, intrifiban que agem em 

αIIbβ3, efalizumabe para αLβ2 e natalizumabe α4β1 (GOODMAN; PICARD, 2012). 

Em fase de estudos podemos citar  o anticorpo inibidor etaracizumab (ou 

LM609 – em estudo), CNTO 95 (Bristol-Myers Squibb) e o peptídeo cilengitide (Merck 

KGaA) que reconhecem as integrinas αV, bloqueando a atividade contra αVβ3 e αVβ5; 

enquanto os inibidores volociximab (PDL BioPharma e Biogen Idec) e ATN-161 tem 

como alvo a subunidade β1, particularmente a integrina α5β1 (DESGROSELLIER; 

CHERESH, 2010). 

A descoberta de diversos receptores de proteínas relacionados a tumores e de 

nova terapias, como a utilização de peptídeos, promoveu um aumento de pesquisas 

relacionadas a fármacos anticancerígenos que sejam mais efetivos e seletivos 

(THUNDIMADATHIL, 2012). 

Assim, ao longo dos anos, peptídeos apresentam-se como promissores 

agentes terapêuticos no tratamento de câncer, diabetes e doenças cardiovasculares, 

com diferentes formas de utilização. Peptídeos possuem muitas vantagens para uso 

em terapias, tais como tamanho pequeno, facilidade de síntese e de modificação 

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 é o caso de peptídeo cíclico mais bem-sucedido se encontrando 

em fase III de testes clínicos  (STUPP et al., 2014). Tem como alvo principal a inibição 

de receptores de integrinas do tipo αVβ3 e αVβ5, tendo a capacidade de inibir a 

adesão celular e induzir a apoptose após 72 horas. É 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 obtenção de peptídeos cíclicos trouxe grandes contribuições para a 

observação da seletividade dos antagonistas de integrinas. A forma cíclica é uma das 

formas de conferir restrições conformacionais e, se a estrutura formada for 

semelhante à conformação bioativa (capaz de interagir com o receptor), ocorre 

aumento da afinidade e da seletividade (HORTA et al., 2007). 

1.6.3 Peptídeo cíclico A9s em estudo como modelo de antagonista de 

integrina  

Um tipo conhecido de inibidores naturais de integrinas são as desintegrinas de 

veneno de serpente (PFAFF et al., 1994), capazes de inibir a interação das integrinas 

com os seus ligantes específicos (THANGAM et al., 2012), como a desintegrina 

bothrostatina do veneno de jararaca que é um potente inibidor de agregação 

plaquetária (FERNANDEZ et al., 2005).  

As desintegrinas apresentam homologia com proteínas encontradas em tecidos 

de mamíferos, conhecidas como ADAMs (proteína desintegrina e metaloprotease) 

(STONE; KROEGER; SANG, 1999). 

As ADAMs são uma família de proteínas amplamente expressas em diferentes 

tecidos e tipos de células. Os membros desta família contém um domínio de 

metaloprotease amino-terminal seguido de um domínio desintegrina-like, uma região 

rica em cisteína e um domínio transmembrana. O domínio desintegrina-like contém 

um loop interativo semelhante ao das desintegrinas solúveis, que possuem alta 

afinidade no reconhecimento de ligantes do tipo integrinas, desfazendo a adesão 

(NATH et al., 1999; SEALS; COURTNEIDGE, 2003). Os membros da família ADAM 

são capazes de interagir com diversas integrinas como: α4β1, α5β1, α6β1, α9β1, αVβ3 

e αVβ6 (HUMPHRIES; BYRON; HUMPHRIES, 2006). 

Em pesquisas anteriores do nosso grupo de pesquisa (CORONADO, 2008) 

foram desenvolvidos in silico peptídeos cíclicos capazes de interagir in vitro e in vivo 

com integrinas conhecidamente associadas a processos de adesão e movimentação 

celular. 

O desenvolvimento do peptídeo foi baseado no loop interativo do domínio 

desintegrina-like da ADAM9, resultado do crosslink de cisteínas. Este modelo foi 

submetido a estudos computacionais e selecionado como bom antagonista de 
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integrinas, sendo sintetizados com 15 aminoácidos e 98% de pureza pela Genscript 

(www.genscript.com). 

O inibidor peptídico desenhado possui especificidade de ligação às integrinas, 

e por consequência foi capaz de se ligar e interferir na comunicação entre as células 

e a matriz extracelular (FERRAZ, 2015; artigo em publicação). Deste modo, o estudo 

do peptídeo cíclico A9s em bases celulares metastáticas, pode proporcionar o 

conhecimento sobre a possível utilização deste peptídeo como ferramenta terapêutica 

alvo nos processos da cascata metastática. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Melanoma metastático é o câncer de pele menos comum embora tenha a maior 

taxa de mortalidade dentre os cânceres de pele, uma vez que dissemina-se 

rapidamente e facilmente para outras partes do corpo, através do processo de 

metástase. Existem diversas terapias para os diferentes tipos de câncer, como 

quimioterapia, radioterapia e alguns medicamentos (NATIONAL CANCER 

INSTITUTE, 2010). Porém, muitos pacientes não exibem boa resposta ao tratamento.  

A célula metastática dissemina-se somente após a adesão, migração e invasão 

em outros tecidos, processos estes mediados principalmente por integrinas. Torna-se 

evidente a importância, no contexto das células cancerígenas altamente metastáticas, 

de tentar impedir esta sequência de eventos por meio da interferência na comunicação 

entre as células e a matriz extracelular. 

Como a metástase é a principal causa de morte em pacientes com câncer, há 

recentemente uma procura por terapias que interfiram nas diferentes fases da 

metástase (GEIGER; PEEPER, 2009; STEEG, 2006). No entanto, surge a seguinte 

pergunta: devemos concentrar nossos esforços para combater os tumores primários? 

Uma vez diagnosticada a metástase, porque prevenir a invasão e o extravasamento, 

não seria demasiadamente tardia a terapia nesta fase?  

No entanto, uma vez que a célula cancerígena forma metástases ocorre uma 

sequência de vários ciclos de disseminação e retomada ao sítio de origem, para que 

as células tumorais consigam propagar. Também é conhecido que células tumorais 

disseminadas e micrometástases foram encontradas em estado de dormência por um 

período prolongado de tempo (LUZZI et al., 1998), sendo, portanto, comum o retorno 

do desenvolvimento do câncer em pacientes “curados”. Nestas situações é preciso 

um período de pelo menos 10 anos em observação (CHAMBERS; GROOM; 

MACDONALD, 2002). Desse modo, o direcionamento destas células e a prevenção 

da disseminação pode ser uma abordagem eficaz para terapias anti-metastáticas 

(GEIGER; PEEPER, 2009). 

O potencial do uso de peptídios no tratamento do câncer é notável, possuindo uma 

variedade de estratégias para tratar a progressão, crescimento do tumor e a 

propagação da doença. Além disso, os peptídeos 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 peptídeos que tenham como alvo diretamente as células cancerígenas 

sem afetar as células normais (terapia-alvo) vem evoluindo como uma estratégia 

alternativa à quimioterapia convencional (THUNDIMADATHIL, 2012). Porém, ainda 

existem poucos resultados positivos no uso de peptídeos em testes clínicos, se 

fazendo necessário aprofundar o estudo e pesquisas nessa área. 

 Inibidores de integrinas podem afetar a angiogênese e também suprimir a 

migração celular e invasão de células cancerígenas. Esses inibidores representam um 

meio alternativo para o direcionamento de tumores resistentes a fármacos, onde não 

houve resposta efetiva à quimioterapia convencional. 

 Com o intuito de coibir processos cancerígenos, foi realizado o desenvolvimento 

in silico do peptídeo cíclico A9s que apresenta alta especificidade e uma cadeia lateral 

capaz de interagir com o magnésio das integrinas (CORONADO, 2008). Estudou-se 

então se esse peptídeo seria capaz de interferir na comunicação entre célula e matriz, 

modulando negativamente a adesão celular e agindo como uma possível terapia para 

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

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a capacidade inibitória do peptídeo cíclico A9s na atividade de adesão, 

proliferação e migração celular da linhagem de melanoma murino B16F10 in vitro. 

3.2 Objetivos específicos  

• Identificar o padrão de adesão da linhagem B16F10 em diferentes proteínas da 

matriz; 

• Testar a capacidade de inibição da adesão celular da linhagem B16F10 e 

determinar a concentração de peptídeo A9s que causa 50% de inibição desta 

adesão (IC50); 

• Avaliar a inibição do crescimento celular da linhagem B16F10 frente ao 

tratamento com o peptídeo A9s; 

• Avaliar a toxicidade celular do peptídeo A9s na linhagem B16F10 em diferentes 

concentrações e condições experimentais; 

• Analisar a capacidade do peptídeo A9s em coibir os processos de proliferação 

e migração celular de B16F10. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Manutenção da cultura celular 

Para o presente trabalho foram utilizadas células da linhagem B16F10 de 

melanoma murino, que possui alta atividade metastática. A linhagem foi cedida pelo 

professor Dr. Milton M. Kanashiro, do Laboratório de Biologia do Reconhecer da 

UENF. 

As células foram cultivadas em garrafas plásticas estéreis médias de fundo 

chato com 25cm² (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 37ºC e 5% de CO2. A 

renovação 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 solução estoque de 2,5% de Tripsina, 0,1% 

de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) (2,6mM) e PBS (tampão fosfato-salino), 

em uma proporção em ml de 1:2:7. 

Para o início de cada experimento as células foram ressuspendidas, 

centrifugadas e a contagem foi realizada na câmara de Neubauer. Utilizando o cálculo 

abaixo: 

 

𝑵º𝒅𝒆 𝒄é𝒍 =
𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒄é𝒍

𝒒𝒖𝒂𝒅𝒓𝒂𝒏𝒕𝒆𝒔
𝒙 𝒇𝒂𝒕𝒐𝒓 𝒅𝒆 𝒅𝒊𝒍𝒖𝒊çã𝒐 𝒙 𝒂𝒖𝒎𝒆𝒏𝒕𝒐 𝒏𝒆𝒖𝒃𝒂𝒖𝒆𝒓 

 

4.2 Obtenção do peptídeo cíclico A9s 

O peptídeo A9s foi previamente desenhado in silico pelo professor Dr. Jorge 

Hernandez do Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos da UENF 

e posteriormente sintetizado (GeneScript, USA) com 15 aminoácidos e 98% de 

pureza, sendo fornecido em uma concentração inicial de 1mM. A partir dessa 

concentração foram feitas diluições em PBS estéril. 

A estrutura específica do peptídeo cíclico A9s e sua ação em outras bases 

celulares se encontra e processo de patenteamento. 
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Figura 4: Estrutura do peptídeo cíclico A9s.  

 

4.3 Teste de adesão celular em diferentes proteínas da matriz extracelular 

Inicialmente foi realizado um teste de adesão celular da linhagem B16F10 

frente a diferentes tipos de matrizes extracelulares. Sendo utilizadas três diferentes 

proteínas: a fibronectina (Sigma – Aldrich), a laminina (Sigma – Aldrich) e o colágeno. 

Placas de 96 poços com fundo chato (TPP) foram incubadas overnight a 4ºC 

com 100µL de matriz diluída em PBS estéril e com pH entre 5 e 6 em uma 

concentração de 5µg/mL.  

Quando a cultura celular da linhagem B16F10 formou uma monocamada, as 

células foram tripsinizadas, contadas em câmara de Neubauer, e plaqueadas 1x105 

de células por poço sobre os diferentes tipos de matrizes pré-incubadas. As células 

foram então colocadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 por 2 horas. Para cada modelo 

experimental foram feitas repetições em octoplicata. 

Após 2 horas, as células não aderidas foram removidas através da lavagem 

com PBS (100µl – 2 vezes). A seguir, as células aderidas foram fixadas por 30 minutos 

com glutaraldeído a 5% e posteriormente foram feitas duas lavagens com 100µL de 

PBS a fim de remover o excesso do fixador. Então adicionou-se às células fixadas, 

100µL de cristal violeta (Vetec) a 0,1% por 45 minutos. Posteriormente, cada poço foi 

lavado três vezes com 400µL de PBS. O corante foi então eluído com 100µL de ácido 
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acético a 10% e incubado a temperatura ambiente por 5 min. A absorbância foi medida 

a 570nm em um leitor de microplaca (Gene5 Microplate Data Collection and Analisys). 

4.4 Teste de inibição da adesão celular e obtenção do IC50 

Neste teste foram utilizadas placas de 96 poços incubadas overnight com 

fibronectina (5µg/mL). Após esse período foram adicionadas 1x105 de células B16F10 

por poço. Em conjunto às células plaqueadas foi adicionado o peptídeo cíclico em 

estudo A9s.  

Para obter o valor de IC50 referente a ação inibitória do processo de adesão 

celular utilizamos diferentes concentrações 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 concentração de 50µM. Por atuar 

como um quelante de íons, o EDTA interfere na adesão dependente de íons. 

Após 2 horas, o EDTA foi adicionado ao controle negativo e mantido por dois 

minutos. O experimento prosseguiu com o procedimento de fixação, coloração, 

eluição e posterior leitura por absorbância similar ao ensaio de adesão celular. 

Para aquisição da curva de IC50 foi feita a média dos valores de adesão obtidos 

no controle negativo, e este valor foi subtraído dos valores obtidos para as demais 

concentrações. 

Para o controle as células B16F10 foram incubadas em poços previamente 

recobertos por fibronectina e sem a adição do peptídeo cíclico A9s. 

4.5 Teste de crescimento celular  

O ensaio de crescimento celular foi feito de forma semelhante ao teste de 

adesão celular. Primeiramente, a placa de 96 poços foi incubada por duas horas em 

temperatura ambiente com fibronectina (5µg/mL), a placa foi então lavada com PBS, 

e células B16F10 foram plaqueadas juntamente com o peptídeo A9s. A concentração 

de peptídeo utilizada foi escolhida de acordo com o valor máximo de inibição e o valor 

de IC50 obtidos no teste de adesão celular (0,1nM e 100nM).  

No tempo de 0 horas foram adicionadas 1 x105 de células da linhagem B16F10 

e nos tempos de 6, 12, 24, 30, 48 e 72 horas as células foram fixadas, coradas e 

eluídas para posterior avaliação da absorbância a 570nm. 
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Também foi realizada a adição de mais peptídeo A9s a cada 24 horas, para isto 

o líquido foi aspirado delicadamente de cada poço, para não desprender as células 

aderidas, e em seguida foi adicionado meio de cultivo novo (DMEM-F12 suplementado 

com 10% de SFB e 0,1% de antibiótico) e o peptídeo A9s nas diferentes 

concentrações.  

Logo, para esse experimento tivemos três condições experimentais, a primeira 

condição foi o controle onde as células foram adicionadas aos poços com PBS e sem 

peptídeo; a segunda condição foi o primeiro tratamento, onde foi adicionado o 

peptídeo A9s juntamente com as células B16F10 no tempo de 0h nas concentrações 

de 0,1nM e 100nM; a terceira condição foi o segundo tratamento que além de 

adicionar peptídeo (0,1nM e 100nM) no tempo de 0h, este foi re-adicionado nos 

tempos de 24 e 48h. Para as três condições as células foram incubadas em poços 

recobertos com fibronectina e os ensaios duraram 72h. 

4.6 Teste de viabilidade celular (método do MTT) 

Para estimar a toxicidade do peptídeo 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 mitocôndrias viáveis) em 

converter o sal tetrazólio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio ou 

MTT) hidrossolúvel e de cor amarela em cristais de formazan, de cor púrpura.  

As células foram plaqueadas, em placas de 96 poços (1x105 células por poço) 

juntamente com o peptídeo A9s nas diferentes concentrações (0,01 a 1000nM) por 72 

horas. Também foi realizado o experimento adicionando mais peptídeo A9s a cada 24 

horas (0,01 a 1000nM). 

Após o tempo de incubação foi adicionado 20µL de MTT (Sigma, 5mg/mL), em 

um volume de 200 µL. As placas foram então mantidas em estufa por quatro horas, 

protegidas da luz. Após esse período, foram retirados 110µL do sobrenadante de cada 

poço e depois adicionados 130µL de isopropanol contendo 0,04% de HCl, para a 

completa dissolução dos cristais de formazan formados. A placa foi então centrifugada 

em centrífuga de placa (SORVALL®, modelo RT-7) a 1500 RPM por 5 minutos a 20ºC. 

Posteriormente 80µL do sobrenadante foi retirado e transferido para outra placa de 96 

poços, a qual foi realizada a leitura da absorbância (Gene5 Microplate Data Collection 

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

em octoplicatas. 

4.7 Teste de proliferação e migração celular 

Os testes de proliferação e migração celular foram fundamentados no teste de 

wound healing e no protocolo da Chen (2013) com algumas modificações. Para este 

ensaio 1,5x105 células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 poços, 

previamente incubadas overnight com fibronectina (5µg/mL). Após 24 horas de 

crescimento, estas células atingiram 70-80% de confluência formando uma 

monocamada. Posteriormente, com auxílio de uma ponteira (200µL) foi realizado um 

corte nesta monocamada através do centro do poço. A linha do corte (risco) foi 

efetuada em toda a superfície do poço, no eixo axial com a ponta sempre 

perpendicular ao fundo. Os poços foram então lavados cuidadosamente duas vezes 

com meio de cultivo puro para remover as células em suspensão. Foi então adicionado 

meio DMEM-F12 com 5% de SFB juntamente com o peptídeo A9s em diferentes 

concentrações (0,1nM e 100nM).  

Nos tempos 0, 6, 12, 24, 30 e 48 horas essa placa foi visualizada em 

microscópio óptico invertido, em um aumento de 5x utilizando o programa AxionVision 

4.8 (Zeiss) foram fotografados três pontos diferentes do corte a fim de observar se 

ocorreu proliferação e migração celular para o interior deste. A contabilização das 

células foI feita utilizando o software ImageJ. 

Para o ensaio de migração celular foi necessário subtrair o componente de 

proliferação celular, para isto em outra placa experimental foi adicionada Mitomicina 

C (Sigma – Aldrich) em uma concentração de 5µg/mL em um tempo de 10-20 minutos 

antes da raspagem da monocamada. Esta substância inibe a síntese de DNA e 

replicação celular, possibilitando analisar apenas a migração das células para o corte. 

4.8 Análises estatísticas 

Os resultados obtidos foram analisados por meio de ANOVA (análise de 

variância) 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 confiança. Para 

o teste de proliferação e migração celular também foi utilizado o software ImageJ. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Interação 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 adesão 

celular. Os resultados mostraram que a adesão celular da B16F10 foi de apenas 26% 

à laminina e 35% de adesão ao colágeno (Figura 5) quando comparado a fibronectina 

(100%). Devido à alta afinidade desta linhagem com a matriz extracelular fibronectina, 

esta foi utilizada em todos os experimentos posteriores. 

 

 

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

5.2 Ação do peptídeo A9s na adesão celular da linhagem B16F10 

Para avaliar a ação do peptídeo A9s na adesão celular da B16F10 à matriz 

extracelular de fibronectina, utilizamos o peptídeo cíclico A9s em diferentes 

concentrações. Foi possível perceber uma inibição dose-dependente da adesão 

celular, sendo a maior taxa de inibição da adesão celular de 68% quando adicionado 

o peptídeo A9s em uma concentração de 1000nM. Em concentrações menores de 
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A9s também foi observado uma diminuição significativa da adesão celular, como em 

1nM onde a taxa de inibição foi de 56%. 

Ao adicionar o EDTA no controle negativo, 72% das células B16F10 perderam 

a interação com a matriz extracelular de fibronectina, isso ocorre devido o EDTA 

também demonstrar interações dependentes de íons bivalentes, assim como as 

interações das integrinas. Desse modo, os 28% de adesão celular observados foram 

mediados por interações com outras moléculas de adesão. Os resultados mostraram 

que as integrinas foram responsáveis por aproximadamente 70% das interações da 

linhagem B16F10 com as moléculas da matriz extracelular de fibronectina. 

 

 
 

Figura 6: Ação inibitória do peptídeo A9s na adesão celular da linhagem B16F10 ao substrato 
fibronectina. Ensaio de adesão celular utilizando o peptídeo A9s em concentrações dose-
dependentes. Cada valor representa a média ± desvio padrão de três experimentos diferentes 
que foram realizados em octoplicata. O ***p <0,001 em relação ao controle. 
 

5.3 Obtenção da concentração de inibição média (50%) do peptídeo A9s na 

adesão celular a B16F10 (IC50) 

Ao analisar o percentual de adesão celular da linhagem B16F10 quando 

tratados com diferentes concentrações do peptídeo A9s foi possível calcular o valor 
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da concentração de inibição média. Foi obtido um valor de IC50 de 0,2nM para o 

peptídeo A9s nessa linhagem celular (Figura 7).  

A curva de regressão não linear foi obtida a fim de determinar os padrões de 

adesão celular da B16F10 dependentes de integrinas na presença de peptídeo A9s. 

Deste modo foi subtraído a média de adesão celular de 28% determinado como 

resultado da interação não dependente de integrinas (EDTA - controle negativo) para 

com a linhagem B16F10 (Figura 6). A vista disso foi observado que o percentual de 

inibição da adesão celular dependente de cátions bivalentes alcançou em torno de 

98% na concentração de 500nM. 

 

 
 

Figura 7: IC50 de B16F10 com peptídeo A9s. Curva de resposta dose-dependente referente 
ao tratamento de células B16F10, com peptídeo A9s no teste de adesão celular. O valor de 
IC50 foi obtido com o programa GraphPad Prism5 a partir do cálculo de regressão não linear.  
Cada valor representa a média ± desvio padrão de três experimentos diferentes que foram 
realizados em octoplicata. O ***p <0,001 em relação ao controle. 
 

5.4 Avaliação do crescimento celular da linhagem B16F10 frente ao tratamento 

com peptídeo A9s 

Para o ensaio de crescimento celular foram utilizadas duas concentrações do 

peptídeo A9s, o valor mais próximo na porcentagem de inibição máxima (100nM) e o 

mais próximo do valor de IC50 (0,1nM). Os resultados foram obtidos a partir de três 
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condições experimentais: (i) a condição controle, linhagem B16F10 sem adição de 

peptídeo A9s aderida à fibronectina; (ii) a condição de tratamento 1, onde foi 

adicionado o peptídeo A9s (0,1nM e 100nM) no tempo zero; e (iii) a condição de 

tratamento 2, onde foi adicionado o peptídeo (0,1nM e 100nM) tempo zero e 

novamente nos tempos de 24h e 48h. 

O tratamento realizado com 0,1nM de A9s mostrou uma redução de 52% do 

crescimento celular de B16F10 a partir de 24h, para as duas condições de tratamento 

quando comparado ao controle. A partir de 30h, observou-se uma diferença 

significativa na redução do crescimento celular de B16F10 sob a condição de 

tratamento com re-adição do peptídeo A9s em 24h, alcançando uma redução de 55% 

do crescimento celular (Figura 8A). Nos tempos de 48h e 72h não houve diferença 

estatística entre o controle e a condição de tratamento 1. Contudo no tratamento 2, 

onde foi adicionado mais peptídeo A9s a cada 24h, significativamente manteve a 

capacidade de diminuição do crescimento celular de 40% ao se comparar com o 

controle e a condição de tratamento 1 (Figura 8A).  

O tratamento efetuado com 100nM de A9s exibiu redução do crescimento 

celular a partir de 12h onde foi observado uma diminuição de 44% no número de 

células em ambas as condições de tratamento quando comparadas ao controle. Isto 

possivelmente ocorreu devido a ação do peptídeo A9s na inibição da adesão celular 

nessa concentração ter sido maior do que na concentração de 0,1nM (Figura 8B). Em 

24h e 30h ocorreu uma redução do crescimento celular em torno de 53% no 

tratamento 1, enquanto no tempo de 48h e 72h, o tratamento não conferiu mais efeito 

inibitório. Na condição de tratamento 2, houve uma redução de 54% do crescimento 

celular em 24h, e a adição de mais peptídeo A9s possibilitou uma taxa de redução 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 diminuição do crescimento celular por atingirem a fase de declínio.  

Estes resultados estão diretamente relacionados com a ação do peptídeo A9s 

na inibição da adesão 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 concentrações do peptídeo A9s durante 72h. Foram realizadas duas condições de 
tratamento com A9s e comparado ao controle (B16F10 sem A9s). A- Crescimento celular de 
B16F10 na condição controle (i) e em condições de tratamento com A9s a 0,1nM apenas no 
tempo de 0h (ii) e também com re-adição de A9s a 0,1nM a cada 24h (iii); B- Crescimento 
celular de B16F10 na condição controle (i) e em condições de tratamento com A9s a 100nM 
apenas no tempo de 0h (ii) e também com re-adição de A9s a 100nM a cada 24h (iii). Cada 
valor representa a média ± desvio padrão de dois experimentos que foram realizados em 
sextuplicata. O ** p<0,01 e ***p<0,001 é em relação ao controle. 
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5.5 Viabilidade de B16F10 após o tratamento com A9s 

A partir do ensaio colorimétrico utilizando o MTT, foi testada a viabilidade 

mitocondrial da cultura celular de B16F10 para avaliação da toxicidade do peptídeo 

A9s. Após 72 horas, foi observado que as células retornaram normalmente seu padrão 

de crescimento sem apresentar toxicidade celular aparente (Figura 9).  

Na condição de tratamento das células B16F10 onde foi adicionado mais 

peptídeo A9s a cada 24 horas observou-se diferença estatística significativa na 

porcentagem de mitocôndrias viáveis. A re-adição de A9s reduziu em até 62% a 

viabilidade celular de B16F10 na concentração de 0,1nM (Figura 9). Porém, este valor 

de redução pode estar associado ao fato de que o crescimento celular é inibido em 

maior porcentagem ao adicionarmos mais peptídeo a cada 24h. 

 
Figura 9: Viabilidade celular de B16F10 aderida a fibronectina sobre tratamento com 
diferentes concentrações de A9s. Foram realizadas duas condições de tratamentos. (i) O 
peptídeo A9s foi adicionado somente no tempo de 0h. (ii) O peptídeo foi re-adicionado a cada 
24h nas diferentes concentrações de A9s. O ensaio foi realizado até 72h e a viabilidade celular 
foi mensurada na absorbância de 570nm. Cada valor representa a média ± desvio padrão de 
dois experimentos que foram realizados em sextuplicata. O ***p<0,001 é em relação a 
condição de tratamento (i). 

5.6 Efeito da interação de A9s na proliferação e migração celular da linhagem 

B16F10 em fibronectina 

O ensaio de proliferação e migração celular foi realizado com base no ensaio 

de cicatrização celular, que mede a adesão, proliferação e migração de células em 

uma lesão feita na monocamada celular. 
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Inicialmente, no ensaio de proliferação celular foi adicionado 0,1nM de A9s às 

células B16F10 aderidas à fibronectina e obtivemos uma taxa de redução de até 35% 

da proliferação celular no tempo de 6h. A partir de 12h, a porcentagem de inibição da 

proliferação celular diminuiu e em 24h não houve diferença estatística quando 

comparado ao controle (Figura 10).  

Na concentração de 100nM foi observado 37% de inibição da proliferação 

celular em 12h. Somente no tempo de 24h não houve diferença significativa na 

diminuição da proliferação celular em relação ao controle, mas, nos demais tempos 

verificados, o tratamento com peptídeo inibiu mais de 30% da proliferação celular 

quando comparado ao controle (Figura 10). 

A análise do teste de migração celular mostrou uma maior e significativa 

capacidade de inibição de A9s sobre as células B16F10 quando comparado ao teste 

de proliferação celular. O retardo da migração celular ocorreu nos tempos de 6 até 

48h, quando a linhagem B16F10 foi tratada com o peptídeo A9s na concentração de 

100nM inibindo até 55% da migração celular (Figura 11). Em uma concentração menor 

e mais próxima do IC50 (0,1nM) a capacidade de inibição da migração celular foi de 

56% em 6h, porém, a partir de 24h a porcentagem de inibição reduziu em menos de 

20%.  

Os resultados obtidos neste ensaio com maior redução da migração celular na 

concentração de 100nM condiz com os resultados observados no teste de adesão 

celular, onde nessa concentração ocorreu a inibição de 70% da adesão celular.  

As curvas foram calculadas a partir da obtenção de fotos de diferentes pontos 

da lesão na monocamada nos diferentes tempos. Nas imagens (Figura 12) foi possível 

observar que no processo de proliferação (Figura 12-I) não houve uma diferença de 

fechamento da monocamada muito significativa entre o controle e os tratamentos 

(0,1nM e 100nM), apenas no tempo de 48h é possível observar que ao se adicionar 

0,1nM de A9s a lesão não fechou completamente (Figura 12-I-B).  

No processo de migração das células, no controle, a lesão da monocamada 

celular foi quase totalmente cicatrizada em 24h (Figura 12-II-A), enquanto as células 

B16F10 tratadas com 0,1nM e 100nM de A9s somente iniciaram a cicatrização da 

lesão no tempo de 30h e 48h (Figura 12-II-B e 12-II-C). Além disso, as células B16F10 

tratadas com A9s permaneceram com sua conformação celular saudável e morfologia 

semelhante às células do controle durante todo o período de experimentação, o que 
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está em concordância com os resultados obtidos no teste de viabilidade celular (Figura 

9). 

 
 

Figura 10:  Teste de proliferação celular com quantificação do número de células B16F10 que 
proliferaram para o interior da lesão na monocamada. O ensaio foi efetuado nos intervalos de 
tempos de 0, 6, 12, 24, 30 e 48h, frente a diferentes concentrações do peptídeo A9s. Cada 
valor representa a média ± desvio padrão de dois experimentos que foram realizados em 
sextuplicata. O * p<0,05 e ** p<0,01 é em relação ao controle. 

 

 
 

Figura 11:  Teste de migração celular com quantificação do número de células B16F10 que 
migraram para o interior da lesão na monocamada. O ensaio foi efetuado nos intervalos de 
tempos de 0, 6, 12, 24, 30 e 48h, acrescido da utilização de Mitomicina C a fim de inibir a 
proliferação celular. Cada valor representa a média ± desvio padrão de dois experimentos que 
foram realizados em sextuplicata. O ** p<0,01 e ***p<0,001 é em relação ao controle. 
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Figura 12:  Imagens obtidas nos testes de proliferação e migração celular de B16F10 tratadas 
com A9s através de microscopia de contraste de fase com um aumento de 5x. Para melhor 
visualização da lesão as imagens foram tratadas no software image J. I – Proliferação da 
linhagem B16F10 na matriz de fibronectina em diferentes tempos. II – Migração da linhagem 
B16F10 na matriz de fibronectina em diferentes tempos e tratada por 10 minutos com 
mitomicina C para inibir a proliferação celular. A- Controle (B16F10 aderida na matriz 
extracelular); B- Tratamento 1 (B16F10 aderida a matriz extracelular com adição de A9s na 
concentração de 0,1Nm). C- Tratamento 2 (B16F10 aderida a matriz extracelular com adição 
de A9s na concentração de 100nM). 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Ação do peptídeo A9s no modelo experimental da linhagem B16F10 na 

inibição dos processos relacionados a cascata metastática 

O panorama atual do tratamento do câncer é caracterizado pela existência de 

terapias de custo elevado e índice de sucesso relativamente reduzido. Há diversos 

fármacos disponíveis para tratamento do câncer, mas nenhum deles têm se mostrado 

capaz de erradicar as células cancerígenas sem afetar os tecidos normais (HORTA et 

al., 2007). Uma das abordagens alternativas que tem sido estudada é a possível 

utilização de diversos peptídeos antagonistas de integrinas. 

No presente trabalho demonstramos a capacidade de um novo peptídeo cíclico, 

A9s, desenhado para interagir com a subunidade β1 de integrinas, em inibir processos 

celulares in vitro que estão diretamente relacionados com o sucesso da disseminação 

de células tumorais para órgãos distantes. Obtendo resultados positivos para a 

modulação negativa da adesão, migração e proliferação celular em B16F10, linhagem 

metastática, ainda foi possível descobrir o tempo de ação do peptídeo. 

O teste de adesão celular mostrou que as células do tipo B16F10 possuem alta 

afinidade para proteínas da matriz extracelular do tipo fibronectina. Isso ocorre pois, 

as integrinas α5β1, α4β1, α9β1, αVβ3, αVβ1 e αVβ6 são as principais integrinas de 

ligação com a fibronectina (SRICHAI; ZENT, 2010) e já foi demonstrado alta 

expressão de β1, α4 e αV na linhagem B16F10, por meio da técnica de citometria de 

fluxo com a utilização de anticorpos anti-integrinas (DAI et al., 2012; QIAN et al., 2005). 

Sendo assim, podemos atribuir essa forte adesão e interação das células B16F10 à 

fibronectina por meio dessas integrinas. 

Utilizando a fibronectina como matriz extracelular padrão para todos os 

experimentos, foi possível analisar a capacidade de inibição específica do peptídeo 

A9s sobre a interação da linhagem B16F10 com esta matriz, ligando-se fortemente a 

membrana celular, principalmente através da interação com a subunidade β1 de 

integrinas. Como o peptídeo foi desenhado para interagir especificamente com a 

subunidade β1, podemos inferir que nossos resultados mostraram uma forte 

modulação na interação célula-matriz extracelular por meio dessa especificidade do 

peptídeo A9s. 
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O peptídeo cíclico A9s se mostrou capaz de inibir, de forma dose-dependente, 

a adesão das células B16F10 em concentrações extremamente baixas, atuando 

satisfatoriamente em concentrações na escala de µM até pM, inibindo em até 98% a 

interação iônica entre integrina e MEC. A ruptura dessa interação é possível uma vez 

que o peptídeo desenhado in silico é capaz de interagir diretamente na região MIDAS 

que se localiza na interface da subunidade αβ das integrinas (CORONADO, 2008). 

Ao serem tratadas com o peptídeo A9s, na maior concentração de inibição da 

adesão celular (100nM) em 24h, foi possível observar uma redução de mais de 50%, 

tanto do crescimento quando da migração celular do melanoma murino. Contudo, a 

proliferação dessas células apresentou uma redução de apenas 37%, mostrando que 

o peptídeo impede a interação entre B16F10-MEC mas, uma vez aderidas, as células 

não têm sua proliferação celular em contínua redução. 

Ao se adicionar mais peptídeo A9s a cada 24h nos testes de crescimento a 

ação do peptídeo foi potencializada, alcançando taxa de inibição do crescimento das 

células em 73%. Concomitantemente, no ensaio de MTT houve uma diminuição da 

densidade óptica, chegando a inibir em até 62% a viabilidade celular, o que pode não 

indicar um processo de anoikis, mas pode estar diretamente relacionado com a 

inibição da adesão e do crescimento da linhagem B16F10 em fibronectina.  

Para confirmar se o peptídeo não está afetando a viabilidade celular e 

desencadeando o processo de anoikis, é necessário estudo mais aprofundado afim 

de checar a cascata de sinalização e a expressão das integrinas, possibilitando 

analisar se o peptídeo age apenas modulando a interação entre integrina-ligante ou 

se este é responsável também por modificar processos de sinalização. 

Vale salientar que, em estudo anterior (FERRAZ, 2015), o peptídeo A9s não se 

mostrou tóxico à linhagens de células normais (J774A1 – macrófago murino). 

A adesão celular mediada por integrinas desencadeia uma variedade de 

eventos de transdução de sinal, e estes servem para mediar diversos processos como 

a proliferação, cicatrização, invasão e migração celular (HYNES, 2002; SCHMIDT; 

FRIEDL, 2010). Por interferir na adesão das células B16F10, o peptídeo A9s 

consequentemente modulou negativamente o crescimento e a migração celular. 

Nestes ensaios, os resultados confirmaram que o tempo de ação do peptídeo ocorre 

dentro das primeiras 24h de tratamento, após esse período o peptídeo provavelmente 

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

Outros antagonistas específicos para diferentes integrinas possuem 

capacidade de inibição nos processos celulares, como os analisados no presente 

estudo. Um exemplo é o 1a-RGD, o qual inibe os processos de adesão (50%), de 

migração (12h; 40-50%) e proliferação (72h; 20-30%) em células de glioblastoma 

(RUSSO et al., 2013); porém o mesmo foi utilizado em concentrações de 20uM, que 

é 20 vezes maior que a concentração máxima utilizada no presente estudo e 200.000 

vezes maior do que o IC50 do peptídeo A9s.  

A descrição mais bem-sucedida de antagonistas de integrinas é o do peptídeo 

cíclico cilengitide, desenhado para interagir com as integrinas αVβ3 e αIIbβ3. Este 

peptídeo, também foi utilizado no estudo de glioblastoma, está em fase III de testes e 

possui uma capacidade máxima inibitória de adesão e proliferação celular de apenas 

40%, com valor de IC50 de 79nM (LOGES et al., 2007; REARDON; CHERESH, 2011). 

Embora apresente valores modestos de atividade antitumoral, este peptídeo está 

sendo utilizado em conjunto com a radioterapia para inibir a proliferação do tumor 

(STUPP et al., 2014). No entanto, o estudo de Reynolds et al., 2009, tem suscitado 

preocupação sobre o uso de cilengitide em glioblastoma, pois em determinadas 

condições experimentais e em concentrações nM este peptídeo pode promover a 

angiogênese ao invés de inibi-la. 

Há atualmente poucas evidências de que o 1a-RGD e o cilengitide sejam 

eficazes nos tratamentos de outros tipos de câncer, visto que normalmente o estudo 

destes antagonistas ocorre através de interações com integrinas específicas, 

encontradas em glioblastoma.  

A baixa eficiência em inibir a adesão celular também foi observada quando 

testados os peptídeos c(RGDyK), que atua em αVβ3 e possui um IC50 134nM  

(GARANGER; BOTURYN; DUMY, 2007) e com o RGD-4C específico para αVβ3 e 

αVβ5 com um IC50 de 10nM (CAI; CHEN, 2006) para a adesão celular. Isso mostra 

que ainda se faz necessário encontrar peptídeos com melhores valores de inibição de 

adesão celular em concentrações mais baixas. 

O relato atual mais promissor é o do peptídeo PHSCNK, que se encontra em 

fase clínica II de testes, tendo como alvo a integrina αVβ5 e exibindo IC50 de 1,76uM 

em células 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 obtenção de 

resultados melhores e mais eficientes (DAI et al., 2012). 

O peptídeo A9s em estudo se mostrou mais eficaz do que outros peptídeos 

descritos na literatura quanto à inibição da adesão, migração e do crescimento celular 

de B16F10. Este também mostrou forte ação de inibição da adesão celular em outras 

linhagens celulares (ANEXO). 

O efeito modulador do peptídeo cíclico também ocorreu em linhagens celulares 

humanas, possuindo um IC50 de 96nM para a inibição da adesão das células da 

linhagem de câncer de mama (MDA-MB 231) (Figura 13- Anexo). E IC50 de apenas 

55pM para a linhagem PC3 de câncer de próstata (Figura 14-Anexo). Esses 

resultados demonstram a especificidade do peptídeo em modular a interação da 

matriz extracelular com a subunidade β1 de integrinas, presente na maioria dos 

cânceres capazes de sofrer metástase (GUO; GIANCOTTI, 2004). 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho mostrou-se que o peptídeo em 

estudo possui diversas características que tornam o seu uso mais eficiente e 

vantajoso, como fácil diluição, tamanho pequeno e formato cíclico (em loop), que 

confere uma estrutura rígida ao peptídeo.  

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

terapêutico, podendo atuar em diferentes fases da cascata metastática. 
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7 CONCLUSÕES 

i. As células de melanoma murino da linhagem B16F10 mostraram uma forte 

adesão à matriz de fibronectina e fraca adesão à laminina e colágeno; 

 

ii. O peptídeo cíclico A9s testado se mostrou capaz de inibir a adesão celular da 

linhagem B16F10 em baixas concentrações, apresentando um IC50 de 200pM, 

sendo ~400 vezes menor do que o apresentado pelo peptídeo cíclico 

cilengitide; 

 

iii. O EDTA, devido à sua propriedade de quelante de cátions bivalentes foi capaz 

de reduzir a adesão celular em 70%, sugerindo que 70% das interações de 

adesão realizadas pelas células B16F10 ocorrem por meio de integrinas e 30% 

por outras moléculas adesivas; 

 

iv. Tendo em vista a capacidade de inibição da adesão célula mediada apenas por 

integrinas, o A9s foi capaz de modular negativamente 98% desta interação; 

 

v. O peptídeo A9s foi capaz de modular o crescimento da linhagem de melanoma 

em estudo, reduzindo mais de 50% do crescimento celular nas concentrações 

de 0,1nM a 100nM; 

 

vi. Ao se adicionar mais peptídeo a cada 24 horas, o efeito de inibição se manteve 

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

 

vii. O peptídeo não se mostrou tóxico às células B16F10, porém ao ser adicionado 

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

 

viii. Ao inibir a adesão celular o peptídeo A9s também se mostrou capaz de inibir a 

migração das células B16F10, porém, não foi efetivo em coibir o processo de 

proliferação celular. 
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 ANEXO 

 
Figura 13: Gráfico da resposta dose-dependente do tratamento de células da linhagem MDA-
MB 231 de câncer de mama, tratadas com A9s. O valor de IC50 (96nM) foi obtido com o 
programa GraphPad Prism5 a partir de um cálculo de regressão não linear.  Cada valor 
representa a média ± desvio padrão de três experimentos diferentes que foram realizados em 
octoplicata. O ***p <0,001 em relação ao controle. 
 

 

 

Figura 14: Gráfico da resposta dose-dependente do tratamento de células da linhagem MDA-
MB 231 de câncer de mama, tratadas com A9s. O valor de IC50 (55pM) foi obtido com o 
programa GraphPad Prism5 a partir de um cálculo de regressão não linear.  Cada valor 
representa a média ± desvio padrão de três experimentos diferentes que foram realizados em 
octoplicata. O **p<0,01 e ***p <0,001 em relação ao controle. 


