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RESUMO

MORAES, N. F. O C-terminal da proteina S1I00A9 murina modula os eventos envolvidos
na angiogénese e na progressao tumoral em modelos in vitro. [The C-terminus of the
murine protein S100A9 modulates the events involved in angiogenesis and tumor progression
using in vitro models.]. 2015. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

As proteinas S100A8/A9 sdo expressas em diferentes tipos celulares e quando sozinhas ou
complexadas e em baixas concentracdes, promoveram proliferacdo, migracdo celular e
formacgdo de estruturas capilares. Por outro lado, quando em altas concentracdes, esse
complexo inibe o crescimento de diversos tipos de células tumorais murinas e humanas.
Ainda, tanto a proteina S100A9 humana, quanto um peptideo sintético idéntico a por¢éo C-
terminal da proteina S100A9 murina (pS100A9m) possuem efeitos antinociceptivo e
imunorregulatorio. Apesar dessas evidencias, até 0 momento ndo foi investigado o efeito do
pS100A9m sobre a angiogénese e a tumorigénese. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
investigar, in vitro, o efeito do pS100A9m sobre os eventos fundamentais envolvidos com a
angiogénese e o desenvolvimento tumoral. Para tanto, a fim de avaliar o efeito do pS100A9m
sobre a angiogénese foi utilizada a linhagem de células endoteliais timicas murinas (tEnd.1)
nos ensaios de proliferacdo, migracdo da célula endotelial em meio de cultura, avaliada nos
modelos de wound healing e transwell ou migracdo em meio condicionado, obtido de células
tumorais LLC WRC256, avaliada no modelo de transwell, ensaio de adesdo (aos
componentes de matriz, tais como o colageno tipo I, fibronectina e laminina) e formacéo de
tubos em matrigel tridimensional (3D). Para os estudos sobre o efeito do pS100A9m sobre as
células tumorais, foi utilizada a linhagem de células LLC WRC256 para realizacdo dos
ensaios funcionais de proliferacdo, migracdo (wound healing) e adeséo (sobre 0s componentes
da matriz extracelular). Os resultados obtidos demonstraram que o pS100A9m inibe a
proliferacdo, migracdo, adesdo sobre os componentes de matriz e, consequentemente, a
formagdo de estruturas capilares em matriz 3D. Em relagdo as células tumorais LLC
WRC256, foi observada, novamente, a acdo inibitéria do pS100A9m sobre 0s eventos de
proliferacdo e migracdo. Em relacdo a adesdo, o peptideo aumentou a capacidade de adeséo
das células tumorais sobre o colageno tipo | e fibronectina, porém inibiu a adesdo dessas
células sobre laminina. Em concluséo, os dados aqui obtidos demonstram que o pS100A9m
inibe in vitro os eventos fundamentais envolvidos com a angiogénese e com a progressao

tumoral. Desta forma, o peptideo da porcdo C-terminal da proteina S100A9 pode ser



considerado uma nova ferramenta para 0 estudo da angiogénese e tumorigénese, além

apresentar potencial para uma possivel aplicagdo terapéutica nesses processos.

Palavras-chave: pS100A9m. S100A9. Inibicdo. Angiogénese. Tumorigénese.



ABSTRACT

MORAES, N. F. The C-terminus of the murine protein SI00A9 modulates the events
involved in angiogenesis and tumor progression using in vitro models. [O C-terminal da
proteina S100A9 murina modula os eventos envolvidos na angiogénese e na progressdo
tumoral em modelos in vitro]. 2015. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

The S100A8/A9 proteins are expressed in different cell types and alone or when complexed,
and at low concentrations promoted proliferation, cell migration and formation of capillary
structures. On the other hand, at higher concentrations, this compound inhibits the growth of
many types of murine and human tumor cells. Moreover, both human S100A9 protein and a
synthetic peptide identical to the C-terminal portion of murine S1I00A9 (mS100A9p) present
antinociceptive and immunomodulatory effects. Despite these evidences, the effect of
mS100A9p on angiogenesis and tumorigenesis has not been investigated. Therefore, the aim
of this study was to investigate the in vitro effect of mS100A9p on crucial events involved in
angiogenesis and tumor development. For this, in order to evaluate the effect of mS100A9p
on angiogenesis was used the murine endothelial cell line derived from thymus hemangioma
(tEnd.1) for proliferation assays, endothelial cell migration in the presence of culture medium
(scratch wound healing and chemotaxis assays) or in conditioned medium prevenient from
LLC WRC256 tumor cells (chemotaxis assays), adhesion assay (on extracellular matrix
components, such as type | collagen, fibronectin and laminin) and tube like-structure
formation in 3D matrix. For the analyzes of the effect of mS100A9p on tumor cells, the cell
line LLC WRC256 was used to perform functional assays such as proliferation, migration
(scratch wound healing model) and adhesion (on components of the extracellular matrix). The
results showed that the mS100A9p inhibits the proliferation, migration and adhesion of
endothelial cells to the matrix components and consequently the formation of capillary
structures in 3D matrix. Regarding LLC WRC256 tumor cells, it was observed again the
inhibitory action of the mS100A9p on proliferation and migration events. In relation to
cellular adhesion, this peptide increased this parameter of tumor cells on type I collagen and
fibronectin. However mS100A9p inhibited the adhesion of these cells on laminin. In
conclusion, the data obtained show that the mS100A9p inhibits in vitro crucial events
involved in angiogenesis and tumor progression. Thus, the C-terminal portion of murine

S100A9 protein may be considered as a new tool for the study of tumorigenesis and



angiogenesis besides presenting potential to a possible therapeutic application in these

processes.

Keywords: mS100A9p. S100A9. Inhibition. Angiogenesis. Tumorigenesis.
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1 INTRODUCAO

Neoplasia é o nome dado a uma massa celular em crescimento (ROBBINS; COTRAN,
2005). Considerando que durante a carcinogénese uma unica célula que sofreu mutagdes e se
diferenciou passa a proliferar de forma acelerada, dando inicio a uma massa celular em
crescimento, assim, o cancer, ou tumor, é considerado um neoplasma (ROBBINS; COTRAN,
2005; KASHIDA; KUDO, 2006). E interessante ressaltar que cancer é um termo genérico
dado a mais de 150 doencas distintas que compartilham duas caracteristicas especificas:
crescimento celular descontrolado e habilidade de danificar tecidos normais (GHAVAMI et
al., 2009). Um tumor surge a partir de uma unica célula que deixa de responder aos fatores de
regulacdo de divisdo celular. A partir dai, as células que surgem sdo clones da primeira
(RAJESH et al., 2015). Essa transformacéo em celulas tumorais ocorre por meio de trés fases:
a) iniciagdo, b) promogdo e c) progressdo. A iniciagdo acontece em tecidos normais que
sofrem alteracbes genéticas ao serem expostos a agentes carcinogénicos ou mutagénicos.
Durante a promocdo do tumor, as células iniciadoras sdo diferenciadas em células
neoplésicas. E, na ultima fase, hd uma evolucdo das células neoplasicas para um grau mais
avancado de malignidade (ROBBINS; COTRAN, 2005; RAJESH et al., 2015).

1.1 PROGRESSAO TUMORAL E ANGIOGENESE

O desenvolvimento do cancer depende da sobrevida, crescimento e proliferacdo da
célula tumoral, considerando que a expansdo do tumor para os tecidos adjacentes depende,
primeiramente, da migracdo celular (RIDLEY, 2004). Ainda, a expansdo tumoral s6 é
possivel por conta da formacdo de novos vasos sanguineos, para que as celulas tumorais
possam obter a quantidade necessaria de nutrientes para se proliferarem. O nome dado a essa
formacdo de novos vasos é angiogénese, processo que envolve o crescimento de novos vasos
e migracdo e maturacdo celular (HANNUN, 1993). A angiogénese pode ocorrer tanto em
processos fisioldgicos, como o desenvolvimento vascular embrionario, mas também é
essencial para a progressdo de diversas doencas que dependem diretamente da
neovascularizagdo, tais como retinopatias diabéticas, artrite reumatoide e crescimento tumoral
(FOLKMAN, 1995). Dessa forma, sem a angiogénese o tumor ficaria restrito a um tamanho

de aproximadamente 0,2mm (YOON et al., 2003). Cabe destacar que a angiogénese em
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tumores é difusa, com vasos tortuosos e dilatados além de, normalmente, possuirem suas
paredes formadas por uma mescla de células endoteliais e tumorais, 0 que as deixam mais
permeavel a passagem de diferentes substancias (CARMELIET; JAIN, 2000).

A neovascularizacdo tumoral pode ocorrer via trés processos: a) novos vasos que
brotam da superficie de vasos pré-existentes; b) invaginacgdo, a partir de grandes vasos ou; ¢) a
partir de célula endotelial derivada de célula-tronco (CAO, 2005). Esses brotamentos crescem
e migram através do tecido conjuntivo em direcdo a célula tumoral. Os vasos organizam-se
em uma rede de capilares e adquirem suas caracteristicas estruturais e funcionais (CUENOD
et al., 2006). Além das células tumorais, os fatores angiogénicos podem ser provenientes de
celulas endoteliais, sanguineas ou, ainda, da matriz extracelular, sendo que sua influéncia
pode variar dependendo do tipo de tumor e de onde ele estd alocado (CARMELIET; JAIN,
2000).

A formacgdo de novos vasos capilares por estruturas vasculares preexistentes é de
importancia fundamental em metéstases tumorais (FOLKMAN, 2007). A metastase é uma das
principais causas de morte por cancer, sendo que as células tumorais devem seguir uma série
de passos para que ela ocorra.

Ainda, com relacdo a neovascularizagdo, a hipoxia tecidual causada pelo crescimento
exacerbado da massa tumoral € um dos fatores que estimulam o recrutamento de células
endoteliais, uma vez que, quando as células tumorais se proliferam, ha supresséo de inibidores
para angiogénese e um aumento da expressdao de fatores angiogénicos, tais como: fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF),
fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
metaloproteinases de matriz (MMPs) (CAO, 2005; DASS; TRAN; CHOONG, 2007; EELEN
et al., 2015). Esses fatores podem também ser liberados pela prépria célula tumoral e sdo
essenciais para a adesdo, proliferagdo, migracdo e morfogénese das células endoteliais, ou
seja, a magnitude e qualidade da resposta angiogénica sdo determinadas pela soma de fatores
pré e anti-angiogénicos (CUENOD et al., 2006; WEIS; CHERESH, 2011; EELEN et al.,
2015). Portanto, as MMPs tém sido apontadas como o principal grupo de enzimas
proteoliticas responsaveis ndo s6 pela metastase, como também, pela invasdo tumoral e
angiogénese (YOON et al., 2003).

Assim, a angiogénese é mediada por interagfes entre células endoteliais e fatores
presentes no microambiente extracelular, o qual é capaz de recrutar e ativar células
quiescentes presentes nesse microambiente. Inicialmente, o tumor cresce em area avascular,

aumentando a necessidade por nutrientes e fornecimento de oxigénio a partir do sangue,
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levando a transcricdo do gene VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), um
importante fator angiogénico (CARMELIET; JAIN, 2000). A interagédo entre o VEGF e seu
receptor (VEGFR) resulta na migracao e proliferacdo de células precursoras das endoteliais
derivadas da medula, que irdo se diferenciar em celulas endoteliais vasculares (CEVS)
(CALFA et al., 2006). No tumor, as CEVs proliferam de 50 a 100 vezes mais rapidas do que
as células normais, sendo uma CEV capaz de manter mais de cem células tumorais (DASS;
TRAN; CHOONG, 2007). Portanto, a destruicdo de um unico vaso sanguineo pode erradicar
um consideravel nimero de células tumorais (DASS; TRAN; CHOONG, 2007).

As proteinas de matriz extracelular desempenham um papel crucial na organizagdo e
comportamento da célula endotelial durante o processo de angiogénese. A célula endotelial
expressa em sua membrana moléculas de adesdo do tipo integrina (ICAM-1, VCAM-1 E
PECAM) e selectinas (selectina P e selectina E), bem como receptores para proteinas de
matriz extracelular, como fibronectina, laminina, trombospondina, colagenos I, I1, 11l IV e V,
elastina, heparan sulfato, condroitim sulfato, entre outros (JAFFE, 1987). As proteinas
colageno tipo IV e laminina sdo as proteinas predominantes da membrana basal celular, a qual
promove suporte estrutural para as células endoteliais e separa os vasos das células
perivasculares. Ja, a fibronectina é responsavel pela permeabilidade vascular (CAMPBELL et
al., 2010,). Mudangas na composicdo de matriz extracelular que circundam as células
endoteliais coincidem com o comportamento proliferativo dessas células (FORM; PRATT;
MADRI, 1986). A matriz extracelular é capaz de interagir com a superficie basal da camada
achatada de células da superficie de vasos sanguineos por meio de ligac6es com integrinas, as
quais sdo expressas em maior quantidade na angiogénese tumoral (MONTESANO; ORCI;
VASSALLI, 1983; CAMPBELL et al.,, 2010). Essas interacdes sdo determinadas por
propriedades quimicas, fisicas e mecanicas da matriz extracelular (FRANCIS; URIEL;
BREY, 2008).

Como destacado anteriormente, a hipdxia € um dos fatores preponderantes para o
desenvolvimento de novos vasos durante o processo tumoral. Essa hipdxia estd associada ao
aumento da invasividade, metastase e resisténcia das células tumorais a radioterapia e
quimioterapia. Em situacbes de hipoxia tumoral, diversos marcadores enddgenos sao
liberados, dentre eles, estd o transportador de glicose 1 (GLUT-1), um gene relacionado a
agressividade tumoral, expresso a fim de acelerar a entrada de glicose em respiragdo
anaerdbica, para compensar a falta de oxigénio e prevenir a morte celular (FRAGA et al.,
2015). Entretanto, existem outras formas de atrair células endoteliais para a formacdo de

novos vasos sanguineos, dado o fato que apenas uma célula ou um pequeno aglomerado de
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células tumorais podem secretar fatores angiogénicos (MEIERJOHANN, 2015). Espécies
reativas de oxigénio (ROS) sdo exemplos de substancias que possuem essa capacidade. Tem
sido demonstrado que ROS produzido dentro do tumor induz a secrecdo de fatores pro-
angiogeénicos. Dentro do ambiente tumoral, os ROS podem ser produzidos por diferentes vias,
como a NADPH oxidase induzida pela secrecdo de VEGFA ou angiopoietina-1
(MEIERJOHANN, 2015).

Outro fator importante na formacdo de novos vasos, ndo é dependente da hipdxia
tumoral, € a secrecdo de MMPs de matriz extracelular por meio da mobilizacdo ou ativacédo de
fatores pro-angiogénicos, como fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) ou fator de crescimento transformador B (TGF-f)
(OVERALL; LOPEZ-OTIN, 2002, para revisio). As metaloproteinases sdo também
responsaveis pela degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular, contribuindo para a
formagéo do microambiente tumoral. Essas substancias sdo importantes por modularem e co-
localizarem a ligacdo de receptores célula-célula e célula-matriz extracelular (YOON et al.,
2003; YADAYV et al., 2014). Ao remodelar a matriz extracelular, as metaloproteinases
permitem a migracdo de células endoteliais, sendo também importantes na promoc¢do do
crescimento celular, morfogénese e estabilizacdo de novos vasos sanguineos juntamente com
a matriz extracelular (SOTTILE, 2004; YADAYV et al., 2014). As metaloproteinases mais
abundantes durante a neovascularizacdo relacionada ao desenvolvimento tumoral sdo as
MMP-2 e MMP-9, as quais estimulam a producéo de fatores de crescimento (CAMPBELL et
al., 2010).

1.2 MIGRACAO CELULAR — ASPECTOS BASICOS

Todos os organismos multicelulares possuem a migracdo celular como processo
bioldgico fundamental, sendo que a migragdo é essencial para eventos como reparo tecidual e
sobrevivéncia imunoldgica (LAMMERMANN et al., 2008). A migracdo da maioria das
células consiste em quatro eventos sequenciais basicos, que ocorrem de maneira ciclica: 1)
protrusdo da parte dianteira do corpo celular, 2) adesdo a matriz extracelular, 3) deslocamento
do corpo celular, e 4) retracdo da parte traseira (RIDLEY et al., 2003; BLANCHOIN et al.,
2014). Todos estes eventos dependem das modificagOes do citoesqueleto de actina e tubulina

(HORWITZ; WEBB, 2003). Os filamentos de actina séo polimeros polares que possuem duas
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terminacgBes, uma mais dindmica que é capaz de se polimerizar 10 vezes mais rapido que a
outra terminacdo e é capaz de se dobrar, enquanto a outra terminacdo, mais rigida, é
responsavel pela ancoragem da célula a matriz extracelular (BLANCHOIN et al., 2014).
Durante a migracdo, ocorre a polimerizacdo da actina na parte dianteira da célula (leading
edge), voltada para a diregdo de migracdo, formando um processo denominado lamelipodio.
Dessa regido, devido a polimerizagdo de actina, podem ser projetados prolongamentos mais
finos e longos com carater exploratorio, denominados filopddios. Essas duas estruturas
(lamelipddios e filopddios) formam adesbes nascentes com a matriz extracelular, sendo estas
estruturas pequenas e puntiformes, que possuem receptores de adesdo a matriz (integrinas) e
moléculas sinalizadoras - Figura 1 (BLANCHOIN et al., 2014). Portanto, cabe ressaltar que a
matriz extracelular é responsavel por direcionar o movimento celular por meio de sinais

fisicos e quimicos durante a migracao.

Figura 1 - Organizagdo da Actina

Cortex
crosslinked networks

Stress fibers
antiparallel contractile structures

Lamellipodium Filopodium
branched and crosslinked parallel bundles
networks

Fonte: Blanchoin et al. In: Physiol Rev 94: 235-263, 2014

Legenda: Na parte anterior da célula, redes reticuladas e ramificadas em uma lamina bidimensional compdem o
lamelipddio, principal mecanismo de movimentacéo das células, uma vez que essas redes empurram a
membrana celular contra o lamelipodio (iii). Feixes alinhados subjacentes denominados filopddios séo
as estruturas digitiformes na parte da frente da célula, importantes para a resposta direcional da célula
(iv).Uma fina camada de actina, chamada de cortex celular, cobre a membrana plasmatica na parte
posterior e nas laterais da célula, importante para a manutencao da forma e alteragdo do citoesqueleto
da célula (i). No resto da célula, contém uma rede tridimensional de filamentos reticulados intercalada
com feixes contrateis, incluindo stress fibers que ligam o citoesqueleto da célula a matriz extracelular,
por meio de ades6es focais locais (ii).
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A medida que a célula avanca, algumas dessas adesdes se desfazem enquanto outras
amadurecem, tornando-se complexos focais e posteriormente adesdes ou contatos focais, que
ancoram feixes de filamentos de actina e miosina Il (fibras de estresse) e servem como pontos
de ancoragem durante a migracdo (BLANCHOIN et al., 2014).

Ap06s 0 amadurecimento das adesdes junto ao substrato a célula desloca seu corpo para
frente e a parte traseira é tracionada pelos feixes contrateis formados por fibras de actina e
miosina Il inseridos nas adesdes. A atividade de miosina Il é regulada pela fosforilagdo da
cadeia leve de miosina (MLC), que é positivamente regulada pela quinase de cadeia leve de
miosina (MLCK) e por proteinas da familia Rho das guanosinas trifofatases (GTPases),
dentre estas, a Rho quinase ROCK é negativamente regulada pela fosfatase da cadeia leve,
gue também é um substrato de ROCK (RIENTO; RIDLEY, 2003 ). A fosforilacdo de MLC
ativa a miosina, resultando no aumento da contratilidade e transmissdo de tensdo para os sitios
de adesdo. O ciclo termina com a liberacdo das adesdes que foram utilizadas na parte traseira
da célula, podendo estas entrar em uso novamente. A familia de GTPase Rho possui mais de
20 membros e é bastante conservada, possuindo as RhoA, Racl e Cdc42 como melhor
caracterizadas e mais amplamente distribuidas (NOBES; HALL, 1999; SANDER,;
COLLARD, 1999; MARINKOVIC et al., 2015). Estas proteinas ciclam entre um estado
inativo (ligadas a GDP) e um estado ativo (ligadas a GTP). Quando ativadas, exercem seus
efeitos por meio de uma vasta quantidade de proteinas efetoras que regulam diversas funcées
celulares como migracdo, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, etc. ROCK é uma das
proteinas efetoras reguladas por RhoA. Na migracdo celular, cada etapa é regulada por
GTPases especificas. A proteina Racl estd principalmente envolvida na formacdo de
lamelipddios e adesbes imaturas, Cdc42 na formacdo de filopodios e Rho (isoformas A, B e
C) na formacao das fibras de estresse e na maturagéo de adesdes (Ridley e Hall, 1992; Ridley
et al., 1992). O balanco reciproco entre Racl e RhoA determina a morfologia celular e o
comportamento migratério (HERBRAND; AHMADIAN, 2006; MARINKOVIC et al., 2015).

No que diz respeito as células endoteliais, ao atingirem o tecido lesionado e serem
ativadas, essas células precisam aderir ao tecido para proliferarem e formar os vasos. Sendo
assim, as integrinas sdo as primeiras moléculas de adesdo a matriz que integram vias de sinais
intracelulares e a matriz extracelular. Cada integrina € um heterodimero formado por
subunidades a e B que se combinam para ligar as proteinas da matriz extracelular. Essa
ligagdo é primordial para que haja a ativacdo de citocinas e receptores para fatores de

crescimento. A sinalizacdo feita por essas ligacdes s@o determinantes para que a célula possa
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se perceber em um microambiente apropriado, além de afetar sua sobrevivéncia e migracao
(WEIS; CHERESH, 2011). A combinacdo das cadeias o e [ confere aos receptores
especificidade de ligacdo. Frequentemente os receptores de diversas proteinas da matriz
extracelular possuem a subunidade B; ou PB3. Receptores que reconhecem fibronectina e
proteinas similares (fibrinogénio e vitronectina, por exemplo) possuem as subunidades o, ds
e oy, ja 0s receptores de coldgeno contem as subunidades a; ou a, (HYNES, 1999, 2003).

Situacdes como cicatrizacdo, infarto do miocardio, vasculogénese tumoral e hipoxia
local séo os principais estimulos para a migracdo de células endoteliais progenitoras na vida
adulta. Em situagbes de hipoxia nos tecidos isquémicos, o VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular) é produzido, o que promove a proliferacdo e diferenciacdo de células
endoteliais progenitoras (SHWEIKI et al., 1992; PEICHEYV et al., 2000). Além de fatores de
crescimento como VEGF, outras citocinas como o fator-1 derivado de células estromais
(SDF-1) sdo produzidas em situacdes de hipdxia que, por apresentarem propriedades
quimiotéticas, possibilitam as células endoteliais progenitoras de migrar e entrar nesses
tecidos prejudicados (PEPLOW, 2014). A estimulacdo por fatores de crescimento depende da
adesdo da célula ao substrato presente na matriz extracelular, processo modulado por
integrinas especificas importantes para a adesdo de diversos tipos celulares presentes na
angiogénese (WEIS; CHERESH, 2011).

No que diz respeito a célula tumoral, o perfil celular de alta proliferacdo e fendtipo
maligno do tumor estdo associados a transicdo epitélio-mesénquima, ou seja, perda de
marcadores epiteliais e ganho de marcadores mesenquimais, acarretando o aumento da
capacidade migratéria e invasiva (YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007; SILVA et
al., 2014). Para que a metastase seja possivel, a célula tumoral deve invadir a matriz
extracelular, aderir a parede vascular, migrar pelo endotélio e invadir os tecidos. Neste
sentido, é proposto que algumas moléculas de adesdo entre as células tumorais e endoteliais
ou plaquetas poderiam facilitar esses processos (YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE,
2007).

Células tumorais que possuem um perfil metastatico apresentam perda da aderéncia
celular, resultando em diminuicdo da expressdo das moléculas de adesdo e aumento da
atividade de MMPs, as quais sao responsaveis por degradar a matriz extracelular por meio de
mecanismo dependente de zinco (KONDO et al., 2007). O ambiente tumoral normalmente
apresenta uma expressao e atividade elevadas de MMP-2, sendo que essa metaloproteinase
estd diretamente relacionada a invasdo e metéstase tumoral (PELLIKAINEN et al., 2004;
TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005 ).
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Durante a migracdo tumoral a GTPase RhoA promove protrusdes na membrana de
células tumorais invasivas ricas em actina, chamadas invadopddias, por mecanismos que
envolvem tanto a dindmica da actina, quanto a liberacdo de MMPs (WU et al., 2014).
Mudangas no citoesqueleto promovem alteracfes na morfologia das células, regulando a
migragéo e a invasdo tumoral.

A metéstase tumoral é responsavel por 90% das mortes por cancer. Existem dois tipos
de metastase: 1) apenas uma célula que invade outros tecidos e 2) aglomerados de células que
vao colonizar um novo microambiente. Essa distingdo de mecanismo invasivo depende do
tipo tumoral. O sitio tumoral metastatico é formado a partir de células que se desprenderam
do tumor primério e atingiram vasos sanguineos ou linfaticos para encontrar novos locais no
corpo e estabelecer o tumor secundario (YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007).
Como assinalado anteriormente, durante a metastase, as células tumorais perdem
temporariamente as moléculas de aderéncia, como a E-caderina, ao tumor primario, pois essas
moléculas serdo novamente expressas para que as células possam aderir e se proliferar em um
novo sitio colonizado. Para que seja possivel o extravasamento da célula tumoral, moléculas
de adesdo sdo expressas tanto para a mobilidade celular, quando para a passagem pelo
endotélio vascular. Além disso, fatores angiogénicos como o VEGF sdo fundamentais para
aumentar a permeabilidade do endotélio e assim, facilitar o processo de extravasamento
celular (YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007).

1.3 MODELOS IN VITRO PARA O ESTUDO DOS EVENTOS CELULARES

Ao estabelecer um modelo in vitro para estudos dos eventos celulares, séo
imprescindiveis os cuidados com a observagdo, mensuracédo e a manipulacdo das células para
que esse sistema in vitro seja biomimeético, ou seja, reproduza o comportamento celular
observado no ambiente in situ. Os estudos de migracdo celular e invaséo sdo amplamente
realizados em modelos de matriz extracelular (MEC) de colageno (WOLF et al., 2009, para
revisao). No colageno se obtém uma estrutura de substrato fibrilar que favorece a adeséo, bem
como, apresenta-se como barreira para a movimentacdo celular similar aos tecidos
intersticiais ricos em coldgeno obtidos in vivo. Portanto, estes modelos sdo adequados e
amplamente utilizados para examinar aspectos distintos do movimento celular em um

ambiente similar ao tecido, considerando sua geometria, fonte e variagdo em suas
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propriedades estruturais basicas. Os monémeros de coldgeno podem ser obtidos de diferentes
espécies, tais como roedores e bovinos. Neste sentido, estudos sobre o comportamento celular
vém sendo analisado em matriz de colageno extraido de cauda de rato (EHRMANN; GEY,
1956; ELSDALE; BARD, 1972) reconstituido bi ou tridimensionalmente (NTAY1 et al.,
2001; WOLF et al., 2003; ALEXANDER et al., 2008; WOLF, et al., 2009).

Considerando que a matriz extracelular esta presente no microambiente em que as
células endoteliais e tumorais se encontram, diversos estudos in vitro utilizam componentes
da matriz para mimetizar a migracdo e adesdo de células tanto endoteliais, quanto tumorais
em substratos como colageno, fibronectina e laminina (LEAVESLEY et al., 1992;
LEAVESLEY et al., 1993).

O estudo com células endoteliais pode ser feito, por exemplo, por meio do cultivo das
células em monocamada, utilizando-se células endoteliais originarias de diversos tecidos,
como veia de corddo umbilical humano (HUVEC), aorta bovina e veia safena humana
(MORGAN, 1996). Tambeém, podem ser utilizadas linhagens celulares que possuem maior
capacidade de proliferacdo e que sdo capazes de manter um fendtipo préximo ao das células
originais por um ndmero maior de passagens, 0 que viabiliza a realizacdo de varios
experimentos (HULL, 1953), além de serem responsivas a substancias enddgenas, tais como
hormdnio do crescimento, levando a alteracdo da migracédo e proliferacdo em ensaios in vitro
(RAMOS, 2008).

Outra forma de avaliar a funcdo de células endoteliais € por meio do sistema de
transwell. Esse sistema ¢ utilizado para mimetizar in vitro a migragdo celular que ocorre em
um organismo, uma vez que sao colocados quimioatratantes na parte inferior do sistema que
irdo interagir com as cé€lulas endoteliais colocadas no compartimento superior, permitindo que
as células migrem pelos poros presentes na membrana em direcdo a esse gradiente
(CORNING, 2010). Os quimioatrantes podem ser meio de cultura, fatores de crescimento,
quimiocinas, sobrenadante de células tumorais ou as proprias células tumorais (GARRIDO et
al., 1995; SHIH et al., 2012).

Para o estudo do desenvolvimento tumoral, avaliado em modelos in vitro, ensaios de
migracdo e invasividade sdo amplamente utilizados. Para tanto, sdo realizados ensaios
bidimensionais como o wound healing ou ensaios tridimensionais como a migragdo por
transwell sensibilizada com colageno ou Matrigel. A caracterizagdo do pertfil celular tumoral ¢
de suma importancia, uma vez que esse ¢ um fator chave para determinar a sobrevida clinica

do paciente (KOVAFKOVA et al., 2014).
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Assim, empregando modelos in vitro que reproduzem os eventos relacionados a
angiogénese e tumorigénese, é possivel a caracterizagdo de substancias com acles
antiangiogénicas e antitumorais como alvos farmacoldgicos de grande interesse no controle

do desenvolvimento do cancer.

1.4 CARCINOMA WALKER 256 E CULTURA DE CELULAS LLC WRC256

Em 1928, o Dr. George Walker, de Baltimore, observou uma massa tecidual no
abddémen de uma rata albina prenhe. Ao analisar a massa tumoral, o Dr. Walker a identificou
como sendo uma neoplasia espontanea de ratos originaria do tecido mamario (EARLE, 1935).
Ainda, este pesquisador demonstrou que a mesma era dividida em duas porcfes, uma
hemorragica e necrdtica e a outra firme e granular, classificando a massa tecidual como
carcinoma, o qual foi denominado carcinoma Walker 256 (EARLE, 1935). O proprio Dr.
Walker iniciou a manutencdo do tumor, implantando-o em mamas de ratas e, desde entdo, o
tumor tem sido mantido por transplantes sucessivos ou em culturas de células in vitro. Dando
continuidade aos estudos iniciados por Walker, Earle (1935) demonstrou que esse carcinoma
era constituido por trés zonas distintas, uma cépsula periférica constituida de fibras de
colageno e altamente vascularizada, em seguida, estdo as células tumorais em crescimento e,
ao centro, uma grande area necrotica. Esse tumor possui a eficacia de quase 100%, por ser
bastante agressivo (EARLE, 1935).

O tumor de Walker 256 é capaz de desenvolver-se na forma sélida ou ascitica e possui
capacidade de disseminacdo, tanto por via linfatica como hematogénica, dependendo da via
de inoculacdo (CARR et al., 1980; MATTOS et al., 1980). Desta forma, o tumor pode se
desenvolver em regides distintas, como o cérebro (MORIOKA et al., 1992), tecido
subcutaneo (MARIA et al., 1994), muscular (SOARES et al., 1994), cavidade peritoneal
(ROSA et al., 1993), entre outras. As células deste tumor assemelham-se a leucdcitos, fato
este caracterizado com marcadores imuno-histoquimicos de macréfagos (SIMPKINS et al.,
1991) e comportam-se biologicamente como um linfoma/leucemia-simile (SOARES, 1989).

Esse tipo tumoral pode ser tambem mantido em cultura celular, uma vez que células
da porgdo em crescimento do tumor quando colocadas em recipientes proprios para cultura
apresentam caracteristicas similares as células obtidas diretamente do tumor (EARLE, 1935)

Para estabelecer qual meio de cultura ideal para manter as células provenientes do tumor
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Walker 256, Earle (1935) testou salina, soro de rato, caldo de embrido de galinha, clara de
ovo e soro de cavalo, sendo este mais eficaz em manter as células por um periodo mais longo.
Ainda, este pesquisador descreveu que, apés 133 dias em cultura, as células apresentavam
uma arquitetura e organizacédo tecidual tipicas e similares aquelas do tumor encontrado pela

primeira vez. Assim, foi estabelecida uma nova linhagem celular denominada LLC WRC256.

1.5 ACAO DAS PROTEINAS S100A8/S100A9 NA PROGRESSAO TUMORAL

As proteinas S100A8 e S100A9 fazem parte de uma familia de proteinas classificadas
como S100, assim denominadas por serem sollUveis em 100% de sulfato de amoénia
(ZIMMER, et al., 1995). S8o proteinas acidicas, de baixo peso molecular e uma das suas
principais caracteristicas é a presenca de dois sitios ligantes de calcio (KLIGMAN; HILT,
1988; ZIMMER et al., 1995; SCHAFER; HEINZMAN, 1996). A func¢do das proteinas S100 é
tecido-especifica e sua acdo tem sido sugerida na regulacdo homeostatica de célcio
intracelular. Estas proteinas tém mostrado fungdes importantes em processos intracelulares,
incluindo progressdo do ciclo celular, regulacdo de eventos de fosforilagdo, interacédo
membrana-citoesqueleto, transducdo de sinal e metabolismo energético (ZIMMER et al.,
1995; DONATO, 2001).

No que se refere a estrutura protéica, foi demonstrado que a S100A8 e a S100A9
possuem sitios de ligacdo para célcio e zinco (STEINBAKK et al., 1990; SOHNLE;
COLLINS-LECH; WIESSNER, 1991), sendo que as duas subunidades podem ser
encontradas na forma de complexo denominado de calprotectina. Ainda, estudos mostraram
homologia de 60-80% entre S100A8/9 humana, de rato e camundongo (EDGEWORTH et al.,
1991).

A expressao da S100A8/A9 é restrita a estagios especificos de diferenciacdo mieldide,
uma vez que essas proteinas sdo expressas por neutréfilos e mondcitos circulantes, mas
ausentes em linfdcitos e macréfagos teciduais (LAGASSE; CLERC, 1988; ZWADLO et al.,
1988; SRIKRISHNA, 2012). Adicionalmente, Yen et al. (1997) relataram também a
expressdo do complexo S100A8/A9 murino por células endoteliais, sendo a expressdo da
S100A9 observada ap0ds estimulacdo dessas células com LPS, IL-1 e TNF-a. Os neutrofilos e
0s mondcitos possuem em seu citoplasma altas concentracBes das proteinas S100A8 e A9,

chegando a proporc6es de 45% das proteinas totais para os neutrofilos e 1% para mondcitos
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(EDGEWORTH; FREEMONT; HOGG, 1989). A calprotecnina se liga a receptores como
Toll-like 4 (TLR4), RAGE e indutor de metaloproteinase de matriz extracelular em suas
células alvo (SHIRLEY et al., 2014). Diversos tipos tumorais e melandcitos normais
expressam os receptores TLR4, indicando assim que as proteinas S100A8/A9 agem sobre a
regulacéo dessas células (SHIRLEY et al., 2014; EHRCHEN et al., 2009).

A secrecdo da S100A8/A9 foi demonstrada por Rammes et al. (1997), os quais
descreveram que estas proteinas sdo secretadas por mondcitos apos ativacdo da PKC por uma
via dependente de microtubulos intactos. Essas proteinas interagem com o citoesqueleto
através de um mecanismo dependente de calcio, promovendo polimerizacdo da tubulina e
microtubulos (EHRCHEN et al., 2009). Camundongos que ndo possuem 0 complexo
S100A8/A9 funcional mostram diminuicdo da migracdo de granuldcitos, bem como no
processo de regeneracao apos injuria (EHRCHEN et al., 2009).

Altos niveis de calprotectina foram detectados no soro de pacientes com artrite
reumatoide, sarcoidose e fibrose cistica, sugerindo que estas proteinas sdo secretadas em
diferentes condicGes patoldgicas (KERKHOFF; KLEMPT; SORG, 1998). Considerando que
altas concentracfes do complexo S100A8/A9 sdo encontradas no fluido sinovial, fezes, urina
e soro/plasma sanguineo durante processo inflamatério, sua utilizacdo vem sendo amplamente
empregada como marcador laboratorial clinico de inflamagdo, uma vez que indica a ativacdo
de fagdcitos de forma mais sensivel que a proteina C reativa e a creatinina sérica
(FREEMONT; HOGG; EDGEWORTH, 1989; FOELL et al., 2004).

Dentre suas atividades bioldgicas, tem sido demonstrado que o complexo inibe o
crescimento de células da medula, agindo como um fator regulador negativo do crescimento
de células tumorais (YUI; MIKAMI; YAMAZAKI, 1995b). O complexo S100A8/A9 tem
sido constantemente associado a malignidade, uma vez que vinte e um genes da familia S100
estdo agrupados a regido 1921, a qual é frequentemente removida, translocada ou duplicada
em diferentes neoplasias (HEINZMAN; FRITZ; SCHAFER, 2002). Em adicdo, este
complexo protéico induz apoptose de alguns tipos de células tumorais tanto humanas, como
murinas, sendo este efeito inibido pela presenca de zinco (YUI; YAMAZAKI;, MIKAMI,
1995a; YUI et al., 2002; EHRCHEN et al., 2009). Em estudo realizado por Ghavami et al.
(2008a) com diferentes tipos de células tumorais demonstrou-se que a morte celular
desencadeada pelas proteinas S1I00A8/A9 é mediada por membros da familia Bcl-2 que faz
parte da via de morte celular mitocondrial.

Recentemente foi demonstrado, in vitro, que uma linhagem de célula de carcinoma

humana (KB), que ndo expressa as proteinas S100A8 e S100A9, apos serem transfectadas
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com essas proteinas apresentaram uma reducdo da metaloporteinase 2 (MMP-2), causando
assim reducdo da invasdo e migracdo celular, parametros importantes na metastase tumoral.
Por outro lado, quando a expressdo endogena da S100A8/A9 foi silenciada em células
tumorais TR146, um carcinoma bucal, houve maior atividade da MMP-2, resultando no
aumento da invasdo e migracdo celular, mostrando que a calprotectina € importante na
regulacdo do processo de metéstase (SILVA et al., 2014).

Com relacdo ainda a atividade inibitéria das proteinas S100A8/A9 sobre a progressao
tumoral, ensaios realizados in vitro demonstraram que o complexo S100A8/A9, em altas
concentragdes 20-250pg/ml (aproximadamente 1-10uM), inibe o crescimento de diferentes
tipos de células tumorais de camundongos e humanas, além de promover a citotoxicidade e
apoptose destas células. O complexo S100A8/A9 induz apoptose de células tumorais por meio
de dois mecanismos distintos. Um deles esta associado ao zinco proveniente das células-alvo
dos fagdcitos ativados e outro acontece por meio da ligacdo célula-célula, possivelmente via
ativacgdo por ligacédo a receptores (GHAVAMI et al., 2008b; GHAVAMI et al., 2009).

A atividade apoptotica da S100A8/A9 contra células tumorais, juntamente com as
demonstracdes de células positivas para essas duas proteinas, macrofagos e leucocitos
polimorfonucleares, se acumulam ao longo da margem invasiva de carcinomas, e que
fagdcitos ativados liberam especificamente S100A8/A9, indicam que os polimorfonucleares
séo potenciais mediadores de efeitos antitumorais e desempenham um papel importante na
resposta antitumoral (GHAVAMI et al., 2009).

Adicionalmente, a metastase mediada por Id1 (inibidor de ligante de DNA 1,
responsavel por regulacdo da expressdo génica) para o pulméo de camundongos, em modelo
de inducdo de cancer de mama, é inibida pela proteina SI00A9. Ainda, a proteina S100A9 foi
responsavel por induzir diminuicdo do fendtipo migratorio e invasivo de células tumorais
MCEF-7, avaliado em ensaio de migracdo pelo sistema de transwell e ensaio de invasdo in
vitro (GUMIREDDY et al., 2014). Interessantemente, foi também observado que a proteina
S100A9 é expressa em maior quantidade em células tumorais ndo invasivas. Corroborando
essa informacdo, demonstrou-se em diversas linhagens celulares e amostras de células
priméarias de cancer de mama provenientes de pacientes, por RT-PCR, que as células que
possuem perfil migratorio expressam menos S100A9 do que as células que ndo promovem
metastase (GUMIREDDY et al., 2014).

Com base nas consideracdes descritas acima, as proteinas S100A8/A9 podem ser um
alvo importante na terapia imune de células malignas, ja que: 1) SI00A8/A9 é um agente

natural do organismo e provavelmente ndo ird acarretar uma resposta imune sobre essas
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proteinas; 2) com base nas proteinas SI00A8/A9, pequenas moléculas analogas poderiam ser
desenvolvidas, as quais poderiam ter a mesma atividade anticancer e com maior propriedade
farmacocinética e estabilidade; 3) o conhecimento da via de morte celular induzida pelas
proteinas da familia S100 pode fornecer novos alvos para terapias cancer-especificas que sao
mais efetivas e desencadeiam menos efeitos colaterais; e 4) a terapia baseada nas proteinas
S100A8/A9 ndo é genotdxica, assim poderia prevenir o risco de desenvolvimento de tumor
secundario por sobrevivéncia celular (GHAVAMI et al., 2009).

Em contrapartida aos efeitos descritos acima, as proteinas S100A8/A9, em baixas
concentragbes (<20pg/mL), promovem proliferacdo de células tumorais e de células
endoteliais por meio de diferentes mecanismos (LI et al., 2012; SRIKRISHNA, 2012). Assim,
100pg/mL e 1ng/mL de S100A8 e S100A9, respectivamente, promovem a migracdo celular
de carcinoma de pulméo e de células B16 em melanoma em camaras Boyden. Além disso, foi
demonstrado que o tratamento de B6F10 em melanoma com essas duas proteinas a 0,2 e
1pg/mL estimula a expressdo de metaloproteinases de matriz associadas com metéstase
tumoral e promove migracdo quimiotatica de células via RAGE-dependente (SRIKRISHNA,
2012). Mais recentemente, experimentos utilizando proteinas recombinantes S100A8 e
S100A9 humanas, nas concentragdes de 100pg/mL e 1ng/mL respectivamente, mostraram que
essas proteinas induzem um aumento da proliferacdo, migracdo celular pelo sistema de
transwell e invasdo de melandcitos e células de melanoma via receptor RAGE (SHIRLEY et
al., 2014). Ainda, S100A8/A9 aumentam a migracdo de células de cancer retal, de célon e
pancreatico a uma concentracdo menor do que 2ug/mL (SRIKRISHNA, 2012). A expressao
intracelular de S100A8 e S100A9 por tumores €, possivelmente, um fator que contribui para a
invasdo tumoral (SRIKRISHNA, 2012). Em estudo que sugeriu o complexo S100A8/S100A9
como um possivel marcador para invasao celular de cancer de mama humano mediado por H-
Ras (oncogene da familia Ras), foi demonstrado que as proteinas S100A8/A9 convertem a
célula tumoral em um fendtipo migratorio, aumentando a expressao de metaloproteinases de
matriz (MONN et al., 2008).

Em adicdo aos efeitos pro-tumorais das S100A8/S100A9, foi demonstrado que essas
proteinas sdo capazes de interferir com a angiogénese, fator determinante para a progressao
tumoral. Assim, em um estudo realizado com linhagem de célula endotelial vascular de
corddo umbilical humano (HUVEC) foi demonstrado que estas duas proteinas sozinhas ou em
combinacdo, em baixas concentragdes, promoveram proliferacdo, migragédo celular e
formagéo de estruturas tubo-like em Matrigel (LI et al., 2012). Ainda, quando combinadas, as

proteinas S100A8 e S100A9 promovem efeito aditivo, sugerindo que as duas proteinas agem
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sinergicamente. Esses dados sugerem que as proteinas S100A8/A9, as quais podem ser
provenientes tanto de células do infiltrado inflamatdrio, quanto de células tumorais,
desempenham papel importante na inter-relacdo entre inflamagdo, angiogénese e
tumorigénese (LI et al., 2012).

Desta forma, a literatura demonstra um efeito dual das proteinas S100A8/S100A9
sobre a progressao tumoral, em que s&o observadas atividades pr6 ou antitumoral das mesmas.
As discrepancias demonstradas para o efeito do complexo podem ser devido tanto as suas
concentracdes extracelulares, quanto as diferentes vias de sinalizacdo envolvidas nestes
efeitos. Neste sentido, as proteinas S100A8/A9 podem induzir apoptose de células tumorais,
como células de adenocarcinoma gastrico humano e células de adenocarcinoma mamario
humano MCF-7 via independente de receptor RAGE. Por outro lado, ao se ligar
especificamente a RAGE, essas proteinas induzem aumento da proliferacdo de alguns tipos
tumorais através das vias de sinalizacdo intracelular MAPK e NF-kB (GHAVAMI et al.,
2009; SRIKRISHNA, 2012).

1.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO PEPTIDEO DO C-TERMINAL DA PROTEINA
S100A9 MURINA (pS100A9m)

Em estudo realizado pelo nosso grupo com a proteina S100A9 isolada, foi
demonstrado que essa proteina induz efeito antinociceptivo em animais submetidos ao teste
das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos, um modelo de dor
inflamatdria (GIORGI et al., 1998). Ainda, considerando que a proteina S100A9 é expressa
por neutréfilos, foi avaliada a possivel correlacdo entre a antinocicepgéo e o perfil migratorio
dessas células para o foco inflamatorio em modelo de peritonite induzida por diferentes
agentes irritantes. Desta forma, foi demonstrado que durante a peritonite induzida pelo
glicogénio, carragenina ou zimosan existe uma correlagdo entre a migragdo neutrofilica e a
antinocicepgéo detectada em camundongos, avaliada no modelo de contor¢es abdominais,
sugerindo que o efeito antinociceptivo observado € decorrente possivelmente da acdo da
proteina S100A9 secretada pelos neutrofilos presentes na cavidade peritoneal dos animais
(GIORGI et al., 1998; PAGANO, 2001; PAGANO et al., 2002; PAGANO; MARIANO;
GIORGI, 2006).
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Com base nas observacGes sobre o efeito antinociceptivo da proteina S100A9, foi
sintetizado um peptideo idéntico a regido C-terminal da proteina S100A9 murina
(pS100A9m), considerando-se a sequéncia de aminoacidos descrita por Raftery et al. (1996).
Esse peptideo € composto por 19 aminoacidos correspondentes as posi¢cbes H92-G110 da
regido C-terminal da S100A09.

Assim, a fim de caracterizar se este peptideo tinha atividade antinociceptiva similar a
observada com a proteina inteira, foram realizados experimentos utilizando modelos distintos
de hiperalgesia inflamatoria, em que foi verificado que 0 pS100A9m induz antinocicepg¢do no
modelo de hiperalgesia mecénica induzido por pressdo na pata de rato, bem como, no teste
das contorcOes abodominais e de hiperalgesia térmica em camundongos (DALE et al., 2006).
Este efeito foi observado quando o peptideo foi administrado em diferentes concentragdes por
via intraperitoneal ou por via oral, demonstrando que o C-terminal da proteina S100A9
murina inibe a dor inflamatoria (DALE et al., 2006; DALE et al., 2009). Ainda, o pS100A9m,
em diferentes concentra¢des, foi capaz de inibir a dor neuropética experimental em modelo de
constricdo do nervo ciatico em ratos avaliados pelo teste de pressdo da pata e pelos filamentos
de von Frey, demonstrando que esse peptideo é capaz de inibir tanto a dor aguda quanto
cronica (PACOLLA et al., 2008).

No que diz respeito a funcdo celular, foi observado que o pS100A9m inibe o
espraiamento e a fagocitose por células peritoneais aderentes de camundongos, estimuladas
ou ndo com agonistas de PAR1 e PAR2, sugerindo um papel modulatorio deste peptideo
sobre a resposta inflamatéria (PAGANO et al., 2005, 2009). Além disso, sabendo que as
células peritoneais aderentes sdo constituidas por macréfagos e células B-1, foi demonstrado
que o pS100A9m ndo possui efeito direto sobre macré6fagos, mas apenas sobre células B-1, as
quais modulam a funcionalidade de macroéfagos via interleucina 10 (IL-10) (PAGANO et al.,
2014).

Apesar dos trabalhos realizados pelo nosso grupo, enfocando a atividade inibitéoria do
pS100A9m sobre a nocicepcédo e sobre algumas funcdes de células inflamatorias, ndo foram
realizados até o momento estudos a respeito do efeito do pS100A9m sobre a progressdo
tumoral e a angiogénese, fatores cruciais relacionados a neoplasias e que sdo modulados pela
proteina S100A9. Ainda, ndo se conhece a importancia da atividade da por¢do C-terminal da
proteina S100A9 sobre a fisiopatologia da inter-relacéo entre a inflamacao, a tumorigénese e a

angiogénese.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de a literatura demonstrar que a proteina S100A9 tem a capacidade de
influenciar a resposta inflamatdria, a progressdo tumoral e a angiogénese, até 0 momento ndo
foi investigada a atividade do peptideo do C-terminal da proteina S100A9 murina
(pS100A9m) sobre o crescimento de células tumorais e a angiogénese, fator preponderante
para a progressao e metastase tumoral. Ainda, uma vez que trabalhos realizados pelo nosso
grupo demonstraram que o C-terminal da proteina S100A9 murina inibe a nocicepcdo e
algumas funcbes de células inflamatorias, estudos sdo necessérios para compreender se 0
pS100A9m também interfere, in vitro, com a fisiopatologia da tumorigénese e da

angiogénese.
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3 OBJETIVOS

Com base nas consideracfes descritas acima, bem como nos resultados obtidos pelo

nosso grupo que demonstram atividade inibitdria do peptideo do C-terminal da S100A9 sobre

alguns parametros relacionados ao processo inflamatério, o presente projeto visa estabelecer a

possivel atividade modulatéria in vitro deste peptideo sobre eventos envolvidos tanto na

progressdo tumoral quanto na angiogénese.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o efeito do pS100A9m sobre:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

a proliferacdo de células endoteliais timicas (tEnd.1);

a adesdo das células tEnd.1 a diferentes componentes da matriz extracelular;

a migracdo das células tEnd.1, pelo método do Wound healing;

a migracdo das células tEnd.1, por meio do sistema de transwell,

a formacéo de tubos em Matrigel, em ensaio 3D utilizando células tEnd.1;

a proliferacdo de células tumorais da linhagem LLC Walker 256 (LLC WRC256);
a adesdo das células LLC WRC256 a diferentes componentes da matriz
extracelular;

a migracdo das células LLC WRC256, pelo método do Wound healing.
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4 METODOLOGIA

4.1 SINTESE DO PEPTIDEO CORRESPONDENTE AO C-TERMINAL DA
PROTEINA S100A9 MURINA:

O peptideo, contendo 19 aminoéacidos (His-Glu-Lys-Leu-His-Glu-Asn-Asn-Pro-Arg-
Gly-His-Gly-His-Ser-His-Gly-Lys-Gly; H*-G''%), com sequéncia idéntica & porcdo C-terminal
da proteina ligante de calcio SI00A9 murina (pS100A9m), foi sintetizado em fase sélida pela
técnica FMOC. A caracterizacdo e purificacdo desses peptideos foram realizadas por HPLC e a
massa determinada por espectroscopia do tipo MALDI-TOF. A sintese foi realizada no
Laboratorio de Protedmica Funcional do Instituto Butantan pelo Dr. Robson Lopes de Melo. O
peptideo foi diluido em HCI 0,01N, na concentracdo de 1mg/mL, e mantidos em freezer -20° C

até o momento do uso.

4.2 LINHAGENS CELULARES

4.2.1 Célula endotelial timica tEnd.1

Para realizacdo dos estudos de proliferacdo, migracéo pelos métodos de wound healing
e transwell, adesdo celular e ensaio de formacédo de tubos foi utilizada a linhagem de células
endoteliais timicas (tEnd.1), derivada de endotelioma de timo de camundongo C57BL/6.
Essas celulas foram estabelecidas como endotelial por Williams, Courtneidge e Wagner
(1988), e tém sido utilizadas em diferentes trabalhos como modelo experimental in vitro
(BORASCHI et al., 1991; MENDES-DA-CRUZ et al., 2008; RAMOS, 2008; KATO et al.,
2013). Estas células foram fornecidas pela Dra. Ana Maria Moura, do Laboratorio de
Imunopatologia do Instituto Butantan.
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4.2.2 Células tumorais LLC Walker 256

Foram utilizadas células LLC WRC256, linhagem correspondente ao tumor Walker
256 (HULL, 1953), nos ensaios de proliferacdo, migracdo pelo método do wound healing,
adesdo celular e obtencdo do sobrenadante empregado no ensaio de migragdo pelo sistema
transwell. Estas células foram adquiridas pela Dra. Sandra Sampaio Vessoni, do Laboratorio
de Fisiopatologia do Instituto Butantan [Células LLC WRC256 — Sigma-Aldrich® 87061101].

4.2.3 Cultivo de células tEnd.1 e LLC WRC256

Amostras de células tEnd.1 e LLC WRC256 sdo mantidas em nitrogénio liquido ou em
freezer -80°C. Para restabelecimento as condic6es de cultura, as células foram descongeladas e
transferidas para garrafas de 75cm?® préprias para cultivo, com meio de cultura RPMI 1640
[Gibco®, Grand Island, N, EUA], contendo soro fetal bovino (SFB) a 10% e L-glutamina a
1%, e acondicionadas em estufa a 37°C e 5% de CO, por, em média, 48 horas. Apos estarem
em estado de semiconfluéncia (80%), foram submetidas ao tratamento com tripsina/EDTA
[Invitrogen®] e, posteriormente, utilizadas de acordo com os protocolos experimentais
descritos abaixo. Para a realizacdo do ensaio de transwell, foi utilizado o meio condicionado
obtido de células LLC WRC256 mantidas em cultura por, em média, 48 horas (GARRIDO et
al., 1995; SAHA et al., 2010). Esse meio foi congelado em freezer -20°C até o momento da

realizacdo do experimento.

4.3 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para avaliar o efeito do pS100A9m sobre a proliferacdo de células tEnd.1 e LLC
WRC256, 5,0x10* células/poco, em placas de 6 pocos, foram aderidas por 1 hora. Em seguida
as culturas foram incubadas na presenca de diferentes concentracdes do peptideo (para tEnd.1:
0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4uM/pocgo e para LLC WRC256: 1,17; 2,35 ou 4,7uM/pocgo) ou

apenas com meio de cultura (controle), por mais 1 hora. Apds o tratamento, 0s pogos foram
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lavados e acrescidos com RPMI 10% de soro fetal bovino (SFB) por 24 horas. Apds esse
periodo de incubacdo, as células foram desaderidas com tripsina/EDTA e transferidas para
microtubos, centrifugadas, coradas com azul de Tripan e contadas em Camara de Neubauer
(HOTCHKISS et al., 2002; KATO et al., 2013). A viabilidade celular foi determinada pelo

método de exclusdo com Azul de Tripan.

4.4 ENSAIO DE ADESAO CELULAR

Placas contendo 96 pocos foram sensibilizadas com diferentes componentes de matriz
extracelular (colageno tipo I, de cauda de rato-10pg/poco [Gibco®], laminina-10ug/poco
[Sigma®] e fibronectina-3ug/poco [Gibco®]), em PBS por 16 horas a 4°C. As placas foram
incubadas com 1% de BSA em PBS, a 37°C por 1 hora para bloguear sitios inespecificos de
ligagdo. As células tEnd.1 ou LLC WRC256 (1,0x10°/poco) pré-tratadas com o pS100A9m
por 1 hora a 37°C foram adicionadas as placas e posteriormente incubadas a 37°C por mais 1
hora. As células que ndo aderiram foram removidas dos pocos por meio de duas lavagens
consecutivas com PBS. As células aderidas foram incubadas com 30uL de MTT (5mg/mL),
dissolvido em PBS, por 3 horas e, em seguida, foram adicionados 100ul de SDS 10%,
dissolvido em PBS (contendo 0,01M de HCI). As placas foram mantidas na estufa a 37°C por
18 horas. Apds esse periodo, foi realizada a leitura espectrofotométrica a 595nm em leitor de
ELISA [Multiskan EX, Labsystem] (LEAVESLEY et al., 1992). Os resultados estio
expressos em numero de células aderidas, calculado por meio de curvas padréo constituidas,
partindo-se das suspensdes de células nas concentragcfes de 10° células/mL, utilizando niimero
de células correspondentes a 65, 50, 35, 20, 10, 5 e 2,5 yL dessa suspensdo, incluidas na
mesma placa teste, imediatamente antes da adi¢do de MTT.

Para as células endoteliais timicas, o peptideo da S100A9m foi usado nas
concentragdes de 0,585; 1,17; 2,35; 4,7M/pogo para 0s ensaios com o colageno tipo | e com
a fibronectina e na concentracdo de 2,35uM/poco para a laminina. Ja para as células tumorais,
0 pS100A9m foi utilizado nas concentragcdes de 0,2925; 0,585; 1,17; 2,35; 4,7; 9,4 e
18,8uM/poco para os ensaios com o0 colageno tipo | e com a laminina e nas concentragdes de

1,17; 2,35 e 4,7uM/pogo para a fibronectina.
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4.5 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR PELO METODO DO WOUND HEALING

O ensaio wound healing é usado para avaliar 0 movimento de células no campo vazio
criado por uma interrup¢do na monocamada de cultura de células (DENKER e BARBER,
2002). Para tanto, foram plaqueadas 1x10° células endoteliais timicas tEnd.1 ou células
tumorais LLC WRC256 na presenca de meio RPMI 10% por 2 horas em placa de 24 pocos
contendo laminulas de vidro pré-sensibilizadas com colageno tipo | em PBS por 1 hora a
37°C. Apdbs a aderéncia, o meio foi retirado e na monocamada de células foram feitas
interrupgdes, com uma ponteira de 200ul estéril, com o objetivo de criar uma area livre de
células. Em seguida, as células foram incubadas na presenca ou auséncia do pS100A9m em
diferentes concentracdes (para tend.1l: 0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4uM/poco e para LLC
WRC256: 1,17; 2,35 ou 4,7uM/pogo), por 1 hora. Entdo, o meio de cultura foi substituido por
RPMI 1% de soro fetal bovino. Essa concentracdo de soro fetal bovino impede que as células
se proliferem, porém preserva a viabilidade celular. As placas deixadas em estufa 37°C e 5%
CO;, por, aproximadamente, 24 horas. Apds esse periodo, as células foram coradas pelo
método de Rosenfeld (1947) e utilizando microscopio de luz (Olympus BX 510) foram
fotografados cinco campos aleatdrios por laminula e as células migradas contadas (LIANG;
PARK; GUAN, 2007; KROENING; GOPPELT-STRUEBE, 2010; van der MEER et al.,
2010; KATO et al., 2013).

4.6 ENSAIO DE MIGRACAO DE CELULAS tEnd.1 PELO SISTEMA TRANSWELL

A migracdo de células endoteliais tEnd.1 foi avaliada pelo sistema de transwell,
empregando membranas de policarbonato com 6,5mm de didmetro, e poros de 8,0um
[Costar®]. Essas membranas foram colocadas em pocos contendo 1ml de meio de cultura 10%
de soro fetal bovino por 15 minutos em estufa de CO,, para hidratar os poros e facilitar a
migracdo celular. Para este experimento, foram utilizadas 5x10* células tEnd.1 por poco, as
quais foram incubadas ou ndo com 0 pS100A9m na concentragéo de 2,35puM/pocgo por 1 hora.
Para a realizacdo do ensaio, em uma placa contendo 24 pogos foram adicionados 600pl/poco
de meio RPMI 10% ou 600ul/poco de meio condicionado obtido da cultura de células

tumorais LLC WRC256. Posteriormente, sobre o meio, foi colocado o transwell, e, em
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sequida, sobre a face superior foram colocados 200ul de meio RPMI 2% (para formar um
gradiente de concentracdo), contendo 5x10* células tEnd.1, tratadas ou ndo com o pS100A9
como descrito acima. O tempo de migracao foi de 5 horas em estufa com 5% de CO,, a 37°C
(van der MEER et al., 2010; SAHA et al., 2010; KATO et al., 2013; WANG et al., 2014).
Apos este periodo, o transwell foi retirado do poco, as células migradas foram coradas pelo
método de Rosenfeld (1947) e, com o auxilio de um bisturi, as membranas foram retiradas,
colocadas em uma lamina, cobertas com uma laminula de vidro e vedadas com esmalte. Em
seguida, utilizando microscopio de luz (Nikon Eclipse 80i) foram fotografados seis campos
aleatorios por membrana e as células migradas contadas utilizando o software ImageJ®. Os
resultados estdo expressos como a média do nimero de células migradas obtidas dos seis

campos quantificados de um total de cinco membranas por tratamento.

4.7 ENSAIO DE FORMACAO DE TUBOS COM CELULAS tEnd.1

Placas de 96 pocos foram polimerizadas com 60ul de Matrigel por 30min, em seguida,
2,5x10* células tEnd.1 foram incubadas por até 6h em dois protocolos distintos. Em um dos
protocolos, as células foram pré-tratadas ou ndo por 1h com o pS100A9m (2,35 ou
4,7uM/poco) em RPMI a 2% de soro fetal bovino. Em seguida, as células foram centrifugadas
por 20seg e ressupensas apenas em RPMI a 2% de SFB para retirar o tratamento e
adicionadas a placa. Em outro experimento, 0 pS100A9m permaneceu por todo o periodo da
formagéo dos tubos. As formacdes tubulares foram fotografados em 4 campos distintos por
poco em microscopia de luz (Nikon Eclipse TS100) e contadas (ARNAOUTOVA,
KLEINMAN, 2010; DECICCO-SKINNER et al., 2013; WANG et al., 2013).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média + e.p.m. (erro padrdo da média) e analisados
estatisticamente por ANOVA e teste de Tukey-Kramer (INSTAT — GraphPad Software),
comparando-se 0s valores obtidos entre os grupos. Os graficos foram confeccionados
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utilizando o programa GraphPad Prism vs 5.01. As diferengas foram consideradas
significativas para o nivel de p<0,05 (5%).
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5 RESULTADOS

Experimentos utilizando células endoteliais timicas tEnd.1:

5.1 MORFOLOGIA DAS CELULAS tEnd.1 EM CULTURA

A figura 2A demonstra a cultura de células endoteliais da linhagem tEnd.1, apds 24
horas de cultura. ApoOs este periodo de cultivo, as células apresentaram a morfologia
caracteristica deste tipo celular, mantendo-se em monocamada, com aderéncias célula-célula e
projecbes da lamelipddia e filopddia tipicas de uma célula endotelial. A figura 2B é
representativa do tratamento das células endoteliais com o pS100A9m, por 1 hora, em que é
observada diminuicdo do contato célula-célula e das protrus@es citoplasmaticas apds 24 horas
em cultura.

A viabilidade celular, tanto do controle, quanto das células incubadas em diferentes
concentracdes do peptideo (avaliada pelo teste de exclusdo por azul de Tripan 1%) sempre foi
acima de 98% (dados nao mostrados).

Figura 2 - Células endoteliais da linhagem tEnd.1 em cultura

EANCAST

Fonte: MORAES, N. F., 2013.

Legenda: Fotomicrografia de células endoteliais timicas (tEnd.1) coradas pelo método de Rosenfeld. Figura
2A) grupo controle e 2B) ap0s o pré-tratamento com pS100A9m (9,4uM, por 1 hora). O registro
fotografico foi realizado por camera digital Leica DFC 420 acoplada ao microscopio Olympus BX 51,
utilizando o software Image-Pro Plus 5.1.
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5.2 EFEITO DO pS100A9m SOBRE A PROLIFERACAO DE CELULAS tEnd.1

Quando as ceélulas tEnd.1 foram incubadas com o peptideo da S100A9m, as
concentracdes de 0,585; 1,17; 2,35; 4,7uM/poco inibiram significativamente a proliferagdo
celular, quando comparadas ao grupo controle, tratado apenas com meio de cultura (Figura
3). As porcentagens de inibicdo foram 51%, 36%, 56% e 43%, respectivamente. A
concentracdo de 9,4uM nao interferiu com a proliferacdo das células tEnd.1. Apesar de a
concentracdo de 2,35uM do peptideo ter acarretado em um efeito inibitério mais acentuado,
nédo foi observada diferenca estatisticamente significativa na inibicdo entre as concentragdes

utilizadas. (Figura 3).

Figura 3 - Efeito do pS100A9m sobre a proliferacdo de células endoteliais tEnd.1
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Notas: As células endoteliais timicas (5,0x10*/poco) foram plaqueadas em placas de 6 pogos e incubadas com
diferentes concentraces do peptideo (0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4uM/pogo) ou apenas com meio de
cultura por 24 horas, a 37°C em estufa de CO2. Apo6s esse periodo, as células foram tripsinizadas e
transferidas para microtubos, coradas com Azul de Tripan e contadas em Camara de Neubauer. Foram
analisadas 3 amostras por concentragdo. Os resultados sdo representativos de 2 ensaios distintos.
*p<0,05 em relagcdo ao grupo controle.
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5.3 EFEITO DO pS100A9m SOBRE A ADESAO DE CELULAS ENDOTELIAIS
TIMICAS (tEnd.1) EM DIFERENTES LIGANTES DA MATRIZ
EXTRACELULAR

A fim de investigar se 0 pS100A9m tem capacidade de interferir com a adesédo da
célula endotelial em diferentes ligantes naturais, foram utilizadas as concentracGes de 0,585;
1,17; 2,35; 4,7uM/poco do peptideo para a adesdo ao colageno tipo | e a fribronectina. Para a
laminina, foi utilizada apenas a concentracéo de 2,35 uM/pogo do pS100A9m.

Conforme demonstrado nas figuras 4, 5 e 6, as células endoteliais foram responsivas
aos diferentes componentes de matriz, quando comparado ao grupo controle (negativo),
composto por pogos sensibilizados com BSA 1%.

Em relacdo a adesdo das células endoteliais ao colageno tipo I (10pug/mL), foi
demonstrado que apenas as concentragdes de 2,35 e 4,7uM/poco do pS100A9m inibiram
significativamente essa funcdo, sendo suas porcentagens de inibicdo 36% e 54%,
respectivamente, quando comparada ao grupo controle (Figura 4). A concentracdo de
4,7uM/pogo, a qual foi estatisticamente diferente da concentragédo de 2,35uM/poco, foi a mais
efetiva em inibir a adesdo das tEnd.1 a esse componente de matriz extracelular.

Figura 4 - Efeito do pS100A9m sobre a adesdo de células endoteliais tEnd.1 ao Colageno tipo |
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Notas: Células endoteliais timicas (1,0x10°) foram previamente incubadas, por 1h, com o pS100A9m nas
concentragdes 0,585; 1,17; 2,35; 4,7uM/poco ou apenas meio de cultura, foram adicionadas a placas de
96 pocos pré-sensibilizadas com colageno tipo | (componente de matriz extracelular-10ug/pogo) ou
com BSA 1% por mais 1h. As células aderidas foram incubadas com MTT por 3 horas e, apds esse
periodo, com SDS por 18 horas. Em seguida, foi feita a leitura espectrofotométrica a 595nm em leitor
de ELISA (Multiskan EX, Labsystem). ** p<0,01 em relacdo ao grupo controle. #p<0,01 por
comparagdo com as demais concentragdes do pS100A9m.
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Ja, em relagdo a adesdo a fibronectina (3ug/mL), 0 peptideo inibiu a adesdo das células
endoteliais nas concentragdoes de 0,585uM/poco (46%), 1,17uM/poco (65%), 2,35uM/pogo
(74%) ou 4,7uM/poco (65%), em relagdo ao grupo controle (Figura 5). Entretanto, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa do efeito inibitdrio entre as concentracdes utilizadas.

Figura 5 - Efeito do pS100A9m sobre a adesdo de células endoteliais tEnd.1 a Fibronectina
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Notas: Células endoteliais timicas (1,0x10°) foram previamente incubadas, por 1h, com o pS100A9m nas
concentragdes 0,585; 1,17; 2,35; 4,7uM/poco ou apenas meio de cultura, foram adicionadas a placas de
96 pocos pré-sensibilizadas com fibronectina (componente de matriz extracelular-3ug/pogo) ou com
BSA 1% por mais 1h. As células aderidas foram incubadas com MTT por 3 horas e, apds esse periodo,
com SDS por 18 horas. Em seguida, foi feita a leitura espectrofotométrica a 595nm em leitor de ELISA

(Multiskan EX, Labsystem). ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle.
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Outro componente de matriz extracelular avaliado foi a laminina (10pug/mL). Para a
realizacdo deste ensaio foi utilizada a concentracdo de 2,35uM, que apesar de ndo ser
significativamente diferente das outras concentracGes utilizadas, tende a uma atividade mais
efetiva no ensaio de proliferacdo e adesdo a fibronectina. A figura 6 demonstra que a
concentracdo de 2,35uM/po¢o do pS100A9m também inibiu a adesdo das células endoteliais

em 22%, quando comparado ao grupo controle.

Figura 6 - Efeito do pS100A9m sobre a adesdo de células endoteliais tEnd.1 a Laminina
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Notas: Células endoteliais timicas (1,0x10°) foram previamente incubadas, por 1h, com o pS100A9m na
concentracdo de 2,35uM/pog¢o ou apenas meio de cultura, foram adicionadas a placas de 96 pogos pré-
sensibilizadas com laminina (componente de matriz extracelular-10ug/pogo) ou com BSA 1% por mais
1h. As células aderidas foram incubadas com MTT por 3 horas e, apds esse periodo, com SDS por 18
horas. Em seguida, foi feita a leitura espectrofotométrica a 595nm em leitor de ELISA (Multiskan EX,

Labsystem). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.4 EFEITO DO pS100A9m NA MIGRACAO DE CELULAS ENDOTELIAIS tEnd.1

5.4.1 Migracao pelo método do Wound healing

Neste ensaio, 0 wound healing foi utilizado para avaliar o0 movimento das células
endoteliais no campo vazio criado por uma interrupcdo na monocamada celular.

Conforme demonstrado na figura 7A, foi observada acdo inibitéria do pS100A9m
sobre a migragdo das células endoteliais nas concentragbes de 0,585uM/poco (25%);
1,17uM/poco (23%); 2,35uM/poco (37%); 4,7uM/poco (21%) ou 9,4uM/poco (28%), quando
comparado com o controle. A concentracdo de 2,35uM/poco induziu efeito inibitorio
estatisticamente diferente das outras concentra¢des do pS100A9m avaliadas.

As figuras 7B, 7C e 7D sdo fotomicrografias representativas das culturas celulares
utilizadas para avaliar a migracdo de células tEnd.1 pelo método do wound healing. A figura
7B corresponde ao tempo 0, periodo em que a monocamada foi interrompida. A figura 7C
corresponde ao grupo controle, células incubadas apenas com meio de cultura, em que foi
observada a migracdo das células endoteliais timicas para o campo vazio 24 horas ap6s a
interrupcdo da monocamada. A figura 7D representa o grupo tratado com o peptideo da
S100A9m por 1 hora ap06s a interrupcdo da monocamada. Apos 24 horas deste procedimento,
foi observada uma inibicdo da migracdo das células endoteliais para o campo vazio, em

comparagdo com grupo controle (representado na Figura 7C).
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Figura 7 - Efeito do pS100A9m sobre a migracéo de células endoteliais tEnd.1 pelo método do Wound healing
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Notas: Células endoteliais timicas (1,0x10° por pogo) foram plaqueadas em placas de 24 pocos contendo
laminulas de vidro pré-sensibilizadas com colageno tipo I, por 1 hora, em seguida foram feitas
interrupgdes na monocamada de células com uma ponteira de 200ul e incubadas, por 1 hora, com
diferentes concentracdes do peptideo (0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4uM/pogo) ou apenas com meio de
cultura. As células foram entdo incubadas por 24 horas com RPMI 1% de soro fetal bovino, a 37°C em
estufa de CO,. Apds esse periodo, as células foram coradas e laminas montadas com Entellan®. Foram
contados 5 campos aleatérios em 6 amostras por concentracao.

Fonte: MORAES, N. F., 2013.

Legenda: Figura 7A) Os resultados sdo representativos de 2 ensaios distintos. ***p<0,001 em relacéo ao grupo
controle. #p<0,05em relagdo as demais concentragdes do pS100A9m. O efeito do peptideo sobre a
migracdo das células tEnd.1 avaliado pelo método do wound healing estd representado em: 7B)
monocamada interrompida no tempo 0; 7C) apds 24 horas de incubacdo com meio de cultura
(controle) e 7D) ap6s o pré-tratamento com pS100A9m (2,35uM, por 1 hora). Fotomicrografias
obtidas nos tempos 0 hora e 24 horas no aumento de 5x. O registro fotografico foi realizado por
camera digital Leica DFC 420 acoplada ao microscépio Olympus BX 51, utilizando o software
Image-Pro Plus 5.1.
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5.4.2 Efeito do pS100A9m sobre a migragdo de células endoteliais tEnd.1 pelo sistema

transwell

Células tEnd.1 foram tratadas por uma hora com o pS100A9m na concentracdo de
2,35uM, antes de serem adicionadas ao sistema de transwell e o tempo de migragao utilizado
nos ensaios foi de 5 horas, tanto para o meio RPMI 10%, quanto para o meio condicionado
obtido das células LLC WRC256.

Os dados obtidos demonstraram que quando as células tEnd.1 foram tratadas com o
pS100A9m, a migracao celular foi inibida frente aos dois meios de cultura utilizados (Figura
8). A porcentagem de inibicdo induzida pelo pS100A9m frente ao meio RPMI 10% foi de
26% quando comparado ao grupo controle, tratado apenas com meio de cultura a 2% (Figura
8). Em adi¢do, apos o tratamento com o pS100A9m, foi detectada inibigdo significativa (37%)
da migracao celular das tEnd.1 para o meio condicionado de células LLC WRC256 (Figura
8). Ainda, o meio condicionado de células LLC WRC256 induziu uma migragdo
significativamente maior das células tEnd.1 (34%) quando comparado ao grupo em que as
tEnd.1 estavam na presenga de meio RPMI 10%, demonstrando que as células tumorais
liberam fatores quimioatratantes para as cé¢lulas endoteliais (Figura 8).

As figuras 9 e 10 sdo fotomicrografias representativas desse ensaio. A figura 9 representa e
ensaio de migragdo das células tEnd.1 para o meio RPMI 10% em que é observado que além
da migracdo ser inibida, houve também diminuicdo das projecGes da lamelipodia e filopodia e
ligacao célula-célula, como observado nas figuras 9D, 9E e 9F, em comparagdo com o grupo
controle, células tratadas apenas com meio de cultura a 2% (Figuras 9A, 9B e 9C). Com
relagdo ao experimento realizado com o meio condicionado obtido das células tumorais LLC
WRC256 (Figura 10), foi observado que as células tEnd.1 também migraram em direcao ao
meio condicionado e, semelhante ao obtido com o meio RPMI 10%, e que o pS100A9m
também inibiu a migracdo e ligacdo célula-célula das tEnd.1 (Figuras 10D, 10E e 10F), em
relacdo ao grupo controle, células tratadas apenas com meio de cultura a 2% (Figuras 10A,

10B e 10C).



Resultados | 50

Figura 8 - Efeito do pS100A9m sobre a migracdo de células endoteliais tEnd.1 pelo sistema do transwell
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Notas: Em uma placa de 24 pocos, foram adicionados 600upl de meio RPMI 10% ou 600ul de meio
condicionado de células tumorais LLC WRC256. Em seguida, no compartimento superior do transwell
foi adicionado 5x10* células tEnd.1 por pogo incubadas ou ndo com o pS100A9m, na concentracéo de
2,35uM/poco, por 1 hora. O tempo de migracéo foi de 5 horas em estufa com 5% de CO,, a 37°C. Apos
este periodo, o transwell foi retirado do poco, as celulas migradas foram coradas pelo método de
Rosenfeld e, com o auxilio de um bisturi, as membranas foram retiradas, colocadas em uma lamina,
cobertas com uma laminula de vidro e vedadas com esmalte. Em seguida, foram fotografados seis
campos aleatorios por membrana e as células migradas contadas utilizando o software ImagelJ®. Esse
resultado é representativo de dois ensaios distintos. **p<0,01 em relagdo ao grupo controle com meio
RPMI 10%; ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle com meio RPMI 10% e #p<0,001 em relacdo ao
grupo controle com meio condicionado de células LLC WRC256.



Resultados | 51

Ensaio de migracdo de células tEnd.1 em sistema transwell
com meio RPMI 10%

Figura 9 - Ensaio de migragédo celular pelo sistema de transwell com células tEnd.1 e meio RPMI

Fonte: MORAES, N. F., 2015.

Notas: Em uma placa de 24 pocgos, foram adicionados 600l de meio RPMI 10%. Em seguida, no
compartimento superior do transwell foi adicionado 5x10* células tEnd.1 por pogo incubadas ou ndo
com o pS100A9m, na concentracdo de 2,35uM/pogo, por 1 hora. O tempo de migracdo foi de 5 horas
em estufa com 5% de CO,, a 37°C. Apbs este periodo, o transwell foi retirado do pogo, as células
migradas foram coradas pelo método de Rosenfeld e, com o auxilio de um bisturi, as membranas foram
retiradas, colocadas em uma l&mina, cobertas com uma laminula de vidro e vedadas com esmalte.
Foram fotografados seis campos aleatorios por membrana e as células migradas contadas utilizando o
software ImageJ®.

Legenda: Figura 9A) fotomicrografia representativa do grupo controle, tEnd.1 incubadas apenas com meio
RPMI 2%, no aumento de 10x.; 9B) fotomicrografia representativa do grupo controle no aumento de
20x.; 9C) fotomicrografia representativa do grupo controle no aumento de 40x.; 9D) fotomicrografia
representativa das células tEnd.1 tratadas com o pS100A9m na concentragdo de 2,35uM por 1 hora,
no aumento de 10x; 9E) fotomicrografia representativa das células tEnd.1 tratadas com o pS100A9m
no aumento de 20x e 9F) fotomicrografia representativa das células tEnd.1 tratadas com o0 pS100A9m
no aumento de 40x. O registro fotografico foi realizado por camera digital DXM21 200C acoplada ao
microscopio Nikon Eclipse 80i, utilizando o software Nikon ACT-10.
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Ensaio de migracdo de células tEnd.1 em sistema transwell
com meio condicionado de células LLC WRC256

Figura 10 - Ensaio de migragdo celular pelo sistema de transwell com células tEnd.1 e meio condicionado de

células LLC WRC256

Fonte: MORAES, N. F., 2015.

Notas: Em uma placa de 24 pocos foram adicionados 600l de meio condicionado de células tumorais LLC
WRC256. Em seguida, no compartimento superior do transwell foi adicionado 5x10* células tEnd.1 por
poco incubadas ou ndo com o pS100A9m, na concentracdo de 2,35uM/poco, por 1 hora. O tempo de
migracéo foi de 5 horas em estufa com 5% de CO,, a 37°C. Apos este periodo, o transwell foi retirado
do poco, as células migradas foram coradas pelo método de Rosenfeld e, com o auxilio de um bisturi, as
membranas foram retiradas, colocadas em uma I&mina, cobertas com uma laminula de vidro e vedadas
com esmalte. Foram fotografados seis campos aleatdrios por membrana e as células migradas contadas
utilizando o software ImageJ®.

Legenda: Figura 10A) fotomicrografia representativa do grupo controle, tEnd.1 incubadas apenas com meio
RPMI 2%, no aumento de 10x.; 10B) fotomicrografia representativa do grupo controle no aumento de
20x.; 10C) fotomicrografia representativa do grupo controle no aumento de 40x.; 10D)
fotomicrografia representativa das células tEnd.1 tratadas com o pS100A9m na concentragdo de
2,35uM por 1 hora, no aumento de 10x; 10E) fotomicrografia representativa das células tEnd.1
tratadas com o pS100A9m no aumento de 20x e 10F) fotomicrografia representativa das células
tEnd.1 tratadas com o pS100A9m no aumento de 40x. Para a captura das imagens, foi utilizado o
software Nikon ACT-10 for DXM1 200C acoplado ao microscépio Nikon Eclipse 80i.
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5.5 EFEITO DO pS100A9m SOBRE A DE FORMACAO DE TUBOS COM CELULAS
ENDOTELIAIS tEnd.1

O pré-tratamento das células endoteliais timicas com o pS100A9m, nas concentragdes
de 2,35 ou 4,7uM/pogo, inibiu a formagdo de tubos observada em ensaio 3D em Matrigel,
quando comparado com o grupo controle, células tEnd.1, tratadas apenas com meio de cultura
(Figura 11A). Resultado similar foi obtido quando o peptideo foi incubado concomitante as
células tEnd.1 durante todo o periodo de formagdo de tubos em Matrigel (Figura 11B).
Contudo, a concentragdo de 4,7uM/pogo induziu um efeito mais pronunciado quando deixada
por todo o periodo de tratamento, quando comparado com o grupo em que as células
endoteliais tEnd.1 foram pré-tratadas por 1 hora com o pS100A9m na mesma concentragao,
demonstrando que o peptideo, quando utilizado em maior concentragdo por um tempo mais
prolongado, tem uma acao inibitoria mais eficaz sobre a formagao de tubos.

As figuras 11C e 11D sdo fotomicrografias representativas dos vasos formados em
estrutura 3D. A figura 11C representa o grupo controle, tratado apenas com meio de cultura,
em que ¢ observado um grande niimero de formagdes tubulares. A figura 11D representa o
grupo em que as tEnd.1 foram pré-tratadas com o pS100A9m (2,35uM/poco), demonstrando

reducao das estruturas tubulares.
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Figura 11 - Efeito do pS100A9m sobre a formacéo de tubos pelas células endoteliais tEnd.1
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Fonte: MORAES, N. F., 2014.

Legenda: Figura 11A) Células endoteliais timicas (2,5x10%) foram pré-tratadas por 1 hora com o pS100A9m
nas concentragdes de 2,35 ou 4,7uM/poco. Em seguida, as tEnd.1 foram adicionadas ao Matrigel para
a formacdo de tubos por um periodo de no maximo 6hs. Figura 11B) representam os dados obtidos
quando o pS100A9m foi incubado concomitante as tEnd.1 durante todo o periodo de formacdo de
tubos. ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle. Figura 11C) fotomicrografia representativa das
formagGes tubulares do grupo controle. Figura 11D) fotomicrografia obtida de vasos formados em
estrutura 3D de células endoteliais timicas pré-tratadas com 2,35uM/pogo do pS100A9m. Foram
fotografados 4 campos distintos por pogo em microscopia de luz e as formacdes de tubo foram
contadas manualmente. O registro fotografico foi realizado por camera digital DS-Fi2 acoplada ao
microscopio Nikon Eclipse TS100, utilizando o software Nis-Elements D (FAPESP 00/11624-5).
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Experimentos utilizando células tumorais LLC WRC256:

5.6 MORFOLOGIA DAS CELULAS LLC WRC256 EM CULTURA

A figura 12A demonstra a cultura de células tumorais da linhagem LLC Walker 256
apos 24 horas de cultura, em que se observa a morfologia caracteristica deste tipo celular.
Segundo Hull (1953), as células LLC WRC256, quando estabelecidas em cultura, possuem
uma morfologia semelhante a célula endotelial. Conforme demonstrado na figura 12A, as
células LLC WRC256 se mantiveram com aderéncias célula-célula com projecGes da
lamelipddia (projecdo do citoesqueleto na parte dianteira da célula, importante para a
migracdo da célula) e filopddia (projecdo do citoesqueleto na parte posterior da célula,
responsavel pelo controle do desprendimento do corpo celular, durante a migracao), tipicas de
célula tumoral com morfologia tipo epitelial. A figura 12B é representativa do tratamento das
células tumorais LLC WRC256 com o pS100A9m, em que é observada diminuicdo do
contato célula-célula, acompanhada das projec6es do citoesqueleto tipo filopddia.

A viabilidade celular, tanto do controle, quanto das células incubadas com diferentes
concentracdes do peptideo (avaliada pelo teste de exclusdo por azul de Tripan 1%) sempre foi

acima de 98% (dados ndo mostrados).

Figura 12 - Células tumorais da linhagem LLC Walker 256 em cultura
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Legenda: Fotomicrografia de células tumorais LLC WRC256 coradas pelo método de Rosenfeld. Figura 12A)
grupo controle e 12B) representativa do pré-tratamento com pS100A9m (1,17uM, por 1 hora).
Aumento de 40X. O registro fotogréafico foi realizado por camera digital Leica DFC 420 acoplada ao
microscopio Olympus BX 51, utilizando o software Image-Pro Plus 5.1.
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5.7 EFEITO DO pS100A9m SOBRE A PROLIFERACAO DE CELULAS TUMORAIS
LLC WRC256

A fim de avaliar o efeito do pS100A9m sobre a proliferacdo das LLC WCR256, foram
utilizadas as trés principais concentracdes que apresentaram melhor atividade inibitoria nos
ensaios realizados com a linhagem de células endoteliais tEnd.1. Sendo assim, quando as
células LLC WRC256 foram incubadas com as concentracdes de 1,17; 2,35 ou 4,7uM/pogo
do pS100A9m, foi observado que todas as concentragdes utilizadas inibiram
significativamente a proliferacdo dessas células em relagdo ao grupo controle, tratado apenas
com meio de cultura (Figura 13). As porcentagens de inibi¢ao foram de 27,5%, 34% e 33%,

respectivamente. A inibi¢cdo da proliferacdo ndo foi decorrente da perda de viabilidade celular.

Figura 13 - Efeito do pS100A9m sobre a proliferacdo celular de células LLC WRC256
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Notas: Foram plagueadas 5,0x10* células LLC WRC256 por pogo em placas de 6 pocos e incubadas com
diferentes concentracdes do peptideo (1,17; 2,35 ou 4,7uM/poco) ou apenas com meio de cultura por 24
horas, a 37°C em estufa de CO,. Apds esse periodo, as células foram tripsinizadas e transferidas para
microtubos, coradas com Azul de Tripan e contadas em Cémara de Neubauer. Foram analisadas 3
amostras por concentracdo. Os resultados sdo representativos de 2 ensaios distintos. ***p<0,001 em
relacdo ao grupo controle.
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5.8 EFEITO DO pS100A9m SOBRE A ADESAO DE CELULAS TUMORAIS LLC
WRC256 EM DIFERENTES LIGANTES DA MATRIZ EXTRACELULAR

A fim de investigar se o pS100A9m tem capacidade de interferir com a adesdo da
célula tumoral LLC WRC256 a diferentes ligantes naturais da matriz extracelular, essas
células foram incubadas com as concentracdes de 0,2925; 0,585; 1,17; 2,35; 4,7, 9.4;
18,8uM/poco do peptideo para o ensaio de adesdo ao colageno tipo I e a laminina. Essas
concentragdes foram escolhidas para verificar se existe um efeito concentragdo-dependente,
bem como detectar em qual concentragdo o efeito inibitdrio ndo € mais observado. Uma vez
gue ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes do peptideo utilizadas sobre os
outros componentes de matriz extracelular, para o estudo de adesdo com a fibronectina foram
utilizadas apenas as concentragdes de 1,17; 2,35 ¢ 4,7uM/pogo do pS100A9m.

Conforme demonstrado nas figuras 14, 15 e 16, as células tumorais foram responsivas
aos diferentes componentes de matriz extracelular, quando comparado ao grupo controle
(negativo), composto por pogos sensibilizados com BSA 1%.

Em relacdo a adesao das LLC WRC256 ao colageno tipo 1 (10ug/mL), foi
demonstrado que apenas a concentracao de 0,2925uM/pogo do pS100A9m nao interferiu com
a adesdo celular. As demais concentragdes aumentaram significativamente a adesividade
dessas células, sendo as porcentagens de aumento de 46%; 41%; 41%; 46%; 63% e 48% para
as concentracdes de 0,585; 1,17; 2,35; 4,7; 9,4 e 18,8uM/pogo do peptideo, respectivamente,
quando comparada ao grupo controle, tratado apenas com meio de cultura. Entretanto, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa desse aumento entre as concentragdes do
pS100A9m utilizadas (Figura 14).

Ainda, quando o peptideo foi avaliado no ensaio de adesdo das células tEnd.1 sobre a
fibronectina (3ug/mL), também foi observado aumento da adesividade dessas células a este
componente de matriz, nas propor¢oes de 102%, 95% e 140% para as concentracfes de 1,17,
2,35 e 4,7uM/pogo do peptideo, respectivamente, quando comparado com o grupo controle,
tratado apenas com meio de cultura. O maior efeito foi observado com a concentragdo de
4, 7uM/poco do peptideo, contudo ela ndo foi significativamente diferente das outras
concentragdes avaliadas (Figura 15).

Contudo, diferente do que foi observado com o colageno tipo | e a fibronectina, os
resultados obtidos com a laminina (10pg/mL) demonstraram que o peptideo inibiu a adeséo
das células endoteliais nas concentragdes de 0,2925uM/pogo (42%), 0,585uM/pogo (42%),
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1,17uM/pogo  (49%), 2,35uM/poco (55%), 4,7uM/pogo (78%), 9,4uM/poco (65%) e
18,8uM/pogo (58%), em relacdo ao grupo controle, tratado apenas com meio de cultura.
Apesar da concentragao de 4,7uM/pogo do peptideo induzir efeito inibitdrio mais expressivo,

ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as concentragdes utilizadas (Figura 16).

Figura 14 - Efeito do pS100A9m sobre a adesao de células LLC WRC256 ao Colageno tipo |
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Notas: Células LLC WRC256 (1,0x10° por pogo) previamente incubadas, por 1h, com o pS100A9m nas
concentracdes 0,2925; 0,585; 1,17; 2,35; 4,7; 9,4; 18,8uM/poco ou apenas meio de cultura, foram
adicionadas a placas de 96 pocos pré-sensibilizadas com coldgeno tipo | (componente de matriz
extracelular-10pg/po¢o) ou com BSA 1% por mais 1h. As células aderidas foram incubadas com MTT
por 3 horas e, apds esse periodo, com SDS por 18 horas. Em seguida, foi feita a leitura
espectrofotométrica a 595nm em leitor de ELISA (Multiskan EX, Labsystem). ***p<0,001 em relacdo

ao grupo controle.

Figura 15 - Efeito do pS100A9m sobre a adeséo de células LLC WRC256 a Fibronectina
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Notas: Células LLC WRC256 (1,0x10° por poco) previamente incubadas, por 1h, com o pS100A9m nas
concentragdes 1,17; 2,35; 4,7uM/pogo ou apenas meio de cultura, foram adicionadas a placas de 96
pogos pré-sensibilizadas com fibronectina (componente de matriz extracelular-3pg/pogo) ou com BSA
1% por mais 1h. As células aderidas foram incubadas com MTT por 3 horas e, apds esse periodo, com
SDS por 18 horas. Em seguida, foi feita a leitura espectrofotométrica a 595nm em leitor de ELISA



Resultados | 59

(Multiskan EX, Labsystem). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle; ***p<0,001 em relagdo ao grupo
controle.

Figura 16 - Efeito do pS100A9m sobre a adeséo de células LLC WRC256 a Laminina
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Notas: Células LLC WRC256 (1,0x10° por pogo) previamente incubadas, por 1h, com o pS100A9m nas
concentragdes 0,2925; 0,585; 1,17; 2,35; 4,7; 9,4; 18,8uM/pogo ou apenas meio de cultura, foram
adicionadas a placas de 96 pogos pré-sensibilizadas com laminina (componente de matriz extracelular-
10pg/pogo) ou com BSA 1% por mais 1h. As células aderidas foram incubadas com MTT por 3 horas e,
apos esse periodo, com SDS por 18 horas. Em seguida, foi feita a leitura espectrofotométrica a 595nm
em leitor de ELISA (Multiskan EX, Labsystem). *p<0.05 em relagdo ao grupo controle; **p<0,01 em
relag@o ao grupo controle; e ***p<0,001 em relag@o ao grupo controle.
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5.9 EFEITO DO pS100A9m NA MIGRACAO DE CELULAS TUMORAIS LLC
WRC256 PELO METODO DO WOUND HEALING

Neste ensaio, 0 wound healing foi utilizado para avaliar o movimento das células LLC
WRC256, tratadas ou ndo com diferentes concentracdes do pS100A9m, no campo vazio
criado por uma interrupcdo na monocamada celular.

Conforme demonstrado na figura 17A, foi observada que o pS100A9m tem acao
inibitéria sobre a migracdo das células LLC WRC256, nas trés concentragdes utilizadas,
qguando comparado com o controle, tratado apenas com meio de cultura. As porcentagens de
inibicdo foram de 46% (1,17uM); 68% (2,35uM) e 56% (4,7uM).

As figuras 17B, 17C e 17D sdo fotomicrografias representativas das culturas celulares
utilizadas para avaliar a migracao das células LLC WRC256 pelo método do wound healing.
A figura 17B corresponde ao tempo 0, periodo em que a monocamada foi interrompida. A
figura 17C corresponde ao grupo controle, células incubadas apenas com meio de cultura, em
que foi observada a migracdo das células tumorais para 0 campo vazio 24 horas apds a
interrupcdo da monocamada. A figura 17D representa o grupo tratado com o peptideo da
S100A9m por 1 hora apds a interrup¢do da monocamada.
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Figura 17 - Efeito do pS100A9m sobre a migracgdo de células LLC WRC256 pelo método do Wound healing
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Fonte: MORAES, N. F., 2014.

Notas: Foram plaqueadas 1,0x10° células LLC WRC256 por poco em placas de 24 pocos contendo laminulas
de vidro pré-sensibilizadas com col&geno tipo I, por 2 horas, em seguida foram feitas interrupgdes na
monocamada de células com uma ponteira de 200ul e incubadas, por 1 hora, com diferentes
concentragdes do peptideo (1,17; 2,35 ou 4,7uM/pogo) ou apenas com meio de cultura. As células
foram entdo incubadas por 24 horas com RPMI 2% de soro fetal bovino, a 37°C em estufa de CO,.
Apbs esse periodo, as células foram coradas e laminas montadas com Entellan®. Foram contados 5
campos aleatorios em 15 amostras por concentragao.

Legenda: Figura 17A) Os resultados séo representativos de 2 ensaios distintos. ***p<0,001 em rela¢do ao
grupo controle. O efeito do peptideo sobre a migracdo da LLC WRC256 avaliado pelo método do
wound healing esta representado em: 17B) monocamada interrompida no tempo 0; 17C) ap6s 24
horas de incubacdo com meio de cultura (controle) e 17D) ap6s o pré-tratamento com pS100A9m
(2,35uM, por 1 hora). Fotomicrografias obtidas nos tempos 0 hora e 24 horas no aumento de 5x. O
registro fotografico foi realizado por camera digital Leica DFC 420 acoplada ao microscopio Olympus
BX 51, utilizando o software Image-Pro Plus 5.1.
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6 DISCUSSAO:

Conforme mencionado na Introdu¢do, a progressdo tumoral depende da sobrevida,
crescimento, proliferacdo e migracéo da célula tumoral para os tecidos adjacentes (RIDLEY,
2004). Ainda, a expansdo tumoral s6 é possivel por conta da angiogénese para que as células
tumorais possam obter a quantidade necessaria de nutrientes, oxigénio e fatores de
crescimento fundamentais para a sobrevida das células tumorais (BAZAA et al., 2010).

As proteinas SI00A8/A9 tém sido apontadas pela literatura como capazes de modular
a angiogénese. Nesse sentido, foi demonstrado que essas proteinas, quando sozinhas ou
complexadas e em baixas concentracdes, promoveram proliferacdo, migracdo celular e
formacéo de estruturas tubo-like em Matrigel de HUVEC (LI et al., 2012). Em contrapartida,
qguando em altas concentracOes, esse complexo inibe o crescimento de diversos tipos de
celulas tumorais de camundongo e humana (GHAVAMI et al., 2009).

Em adicdo, em estudos realizados pelo nosso grupo, foi demonstrado que tanto a
proteina S100A9 humana quanto um peptideo sintético idéntico a porcdo C-terminal da
proteina S100A9 murina (pS100A9m) possuem efeitos antinociceptivo e imunorregulatorio
(GIORGI et al., 1998; PAGANO et al., 2005; 2009; 2014; DALE et al., 2006; PACOLLA et
al., 2008). Entretanto, até 0 momento ndo havia sido estudado o efeito do pS100A9m sobre a
angiogénese e a tumorigénese.

Assim, no presente estudo foi investigado, in vitro, o efeito do pS100A9m sobre os
eventos fundamentais envolvidos com a angiogénese e o desenvolvimento tumoral.

Primeiramente, foi avaliado o efeito do pS100A9m sobre a funcdo de células
endoteliais. Para tanto, foi utilizada a linhagem das células endoteliais timicas (tEnd.1),
derivadas de endotelioma de timo de camundongo C57BL/6. O primeiro ensaio funcional
realizado foi o de proliferacdo, determinado por contagem total de células apos tripsinizacao,
em microscopia de luz, conforme descrito por Hotchkiss et al. (2002). Os resultados
demonstraram que o pS100A9m inibiu a proliferacdo dessas células, em todas as
concentracBes avaliadas, em magnitude similar. E importante ressaltar que esta atividade
inibitdria ndo foi decorrente da perda de viabilidade, avaliada pelo teste de excluséo por azul
de tripan, em todos os ensaios realizados (dados ndo mostrados).

Adicionalmente, conforme representado nas fotomicrografias, as células tEnd.1
apresentaram em cultura o comportamento peculiar descrito para esta célula, apresentando-se

em monocamada, com aderéncias célula-célula e projecGes da lamelipddia e filopddia tipicas
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de uma célula endotelial (BUSSOLINO et al., 1991). Entretanto, quando tratadas por 1 hora
na presenca do pS100A9m e mantidas por 24 horas em cultura, as células tEnd.1
apresentaram significativa diminuicdo de interacdes célula-célula, projecdes da lamelipddia e
filopddia, quando comparadas as células controles, incubadas apenas na presenca de meio de
cultura.

O efeito inibitorio acarretado pelas diferentes concentra¢es do pS100A9m difere ao
efeito observado em outros estudos utilizando a proteina SI00A9 (LI et al., 2012), em que €
demonstrado que a proteina S100A9, quando adicionada as células HUVEC promove
proliferacdo dessas células em concentracbes menores do que 10ug/poco. Diferentemente
desse estudo, as concentracdes aqui empregadas sdo superiores a 10ug/pogo (0,585; 1,17;
2,35; 4,7 e 9,4uM, que correspondem a 12; 24; 49; 99 e 119ug, respectivamente). Ainda, é
importante ressaltar que no presente trabalho foi avaliada a atividade de um peptideo que
corresponde a uma pequena porcdo da sequéncia da S100A9. Em adicdo, é importante
salientar que a linhagem tEnd.1 apresenta alta capacidade proliferativa, caracteristica de
células endoteliais associadas ao processo angiogénico tumoral, diferentemente daquele tipo
celular empregado por Li et al. (2012). Desta forma, estas discrepancias poderiam esclarecer,
pelo menos em parte, a diferenca entre os resultados aqui apresentados e aqueles encontrados
na literatura.

A interacdo de células endoteliais com seu microambiente, particularmente com os
componentes da MEC, é fundamental para o processo de angiogénese (INGBER, 1992).
Eventos tais como a proliferacdo celular é dependente, em parte, do grau de adesdo entre
célula e proteinas da MEC (KALLURI, 2003). Neste sentido, as integrinas desempenham
importante participagdo na interagdo entre o ligante e proteinas de matriz, uma vez que séo
moléculas-chave no processo de adesdo da célula, tanto as proteinas de superficie da MEC,
quanto aos receptores de sinalizagdo, influenciando a proliferagédo celular, migracédo e
sobrevida da célula (TUCKER, 2002). Dentre essas moléculas, o colageno, fibronectina e
laminina estdo envolvidos com a sobrevivéncia de células endoteliais, mediando os eventos de
adeséo, proliferacdo, migracao e, consequentemente, formacao de tubos (SOTTILE, 2004).

Em continuidade ao estudo da agdo do pS100A9m sobre eventos envolvidos com a
angiogénese, foi avaliado o efeito do pS100A9m sobre a adeséo das células endoteliais a
diferentes componentes da MEC, sendo eles: colageno tipo I, fibronectina e laminina. Os
dados obtidos evidenciaram que as células endoteliais tEnd.1 apresentaram excelente
adesividade aos componentes de MEC utilizados. O peptideo foi capaz de inibir

significativamente a adesdo das celulas endoteliais ao colageno tipo | nas concentracOes de
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2,35 e 4,7uM/poco, quando comparado aos seus respectivos controles. Quanto a fibronectina,
0 pS100A9m inibiu a adesdo das tEnd.1 em todas as concentracdes utilizadas, na mesma
intensidade. Baseados nestes resultados, foi avaliada a acdo do pS100A9m, na concentracédo
de 2,35uM/poco sobre a adesdo das celulas tEnd.1 a laminina. Novamente, foi observado
significativo efeito inibitério do peptideo. E importante salientar que, durante a angiogénese,
componentes da membrana basal, tais como colégeno tipo 1V, em conjunto com a laminina, a
principal proteina adesiva da membrana basal, estabilizam os novos vasos formados. Ja, 0s
componentes intersticiais, especialmente o colageno fibrilar (tipo 1), promovem rapido e
invasivo crescimento da célula endotelial (NISHIUCHI et al., 2006; FRANCIS; URIEL;
BREY, 2008). A fibronectina, também uma das principais proteinas da MEC (FRANCIS;
URIEL; BREY, 2008), desempenha importante funcdo na sinalizacdo da cascata da
angiogénese, regulando a sobrevida, diferenciacdo e proliferacdo das células, eventos esses
que se encontram intensificados dentro e em torno de tumores sélidos (FRANCIS; URIEL;
BREY, 2008). Portanto, os dados aqui apresentados evidenciam que o pS100A9m inibe,
também, este evento crucial para a angiogénese.

Outro evento envolvido na angiogénese ¢ a migragdo celular. Para que haja o
crescimento da massa tumoral e metastase, células endoteliais e neoplésicas necessitam
migrar e invadir tecidos adjacentes (HOOD; CHERESH, 2002). A mobilidade celular depende
de a célula identificar, fixar-se e ocorrer uma mudanga conformacional em seu citoesqueleto
em resposta a componentes especificos da MEC (LEAVESLEY et al., 1993).

Assim, em continuidade a avaliagdo do efeito do pS100A9m sobre os eventos
envolvidos na angiogénese, in vitro, foram realizados dois ensaios distintos e complementares
de migracdo celular: o método do wound healing, utilizado para avaliar o movimento celular
no campo vazio e o sistema do transwell, que possibilita avaliar a migragdo direcional das
células endoteliais, por diferenca de gradiente de concentracdo de diferentes quimioatratantes
(CORNING, 2010). Os resultados evidenciaram a acao inibitoria do pS100A9m, em todas as
concentracdes utilizadas, sobre a migracdo pelo método do wound healing. Ainda, a
concentracdo que apresentou, percentualmente, a atividade inibitéria mais pronunciada foi a
de 2,35uM/poco.

No ensaio de migracdo, utilizando o sistema de transwell, foi avaliada a agdo do
pS100A9m sobre a migragdo das células tEnd.1, em resposta ao estimulo tumoral, utilizando
para isso, o meio condicionado de células de carcinoma mamario da linhagem LLC WRC256.
Como controle desse ensaio, utilizou-se o meio de cultura RPMI a uma concentragao de 10%

de SFB, correspondente ao meio de cultura de cultivo das células tumorais LLC WRC256. Os
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resultados demonstraram que o meio condicionado foi capaz de induzir migracao
significativamente maior quando comparado apenas ao meio de cultura com 10% de SFB.
Quando as células tEnd.1 foram tratadas previamente com o pS100A9, foi observado, mais
uma vez, o efeito inibitério deste peptideo sobre a migragdo, sendo este efeito mais acentuado
frente a0 meio condicionado proveniente das células LLC WRC256. Estudos sobre a
caracterizagcdo dos mediadores secretados pelas células tumorais LLC WRC256 sdo escassos.
Entretanto, a literatura demonstra que células de diferentes tumores mamarios secretam
quimiocinas com potencial angiogénico (SINGH; SADANANDAM; SINGH, 2007; SINGH
et al., 2013). Portanto, ¢ plausivel supor que no meio condicionado obtido de cultura de
células LLC WRC256 sao liberadas citocinas e quimiocinas que participam tanto de
processos inflamatodrios, quanto tumorais, como por exemplo, CXCL8, CXCL12, IL-6, TGF-
B, COX-2, ROS ¢ TNF-a (SCHETTER; HEEGAARD; HARRIS, 2010, para revisao).
Considerando ainda o potencial inflamatério destes mediadores, podemos postular que a
atividade anti-inflamatdria descrita para o pS1I00A9m (PAGANO et al., 2005, 2009, 2014)
pode contribuir, pelo menos em parte, com esta a¢ao inibitoria observada frente ao estimulo
tumoral.

Finalmente, para investigar a importancia do efeito inibitério do peptideo sobre os
eventos de adesdo, proliferacio e migracdo foi avaliada a agdo do pS100A9m sobre a
formacgao de estruturas tipo capilar em matriz tridimensional, ou seja, sistema biomimético ao
in vivo. Para este ensaio foi utilizado o Matrigel, uma membrana basal reconstituida, que pode
propiciar condicBes similares ao observado em microambiente tumoral, uma vez que €
proveniente do sarcoma de murinos. Em adig@o, esta matriz permite rapida formagao das
estruturas tubulares em sistema 3D, as quais sao facilmente quantificaveis (ARNAOUTOVA
et al., 2009; BAZZA et al., 2010). Os resultados mostraram que tanto o pré-tratamento (por 1
hora), quanto o tratamento concomitante das células endoteliais com o pS100A9m,
acarretaram significativa diminuicao das estruturas tubulares formadas. Ainda, a concentragao
de 4,7uM/poco induziu efeito inibitdrio mais pronunciado quando o peptideo permaneceu por
todo periodo do ensaio, quando comparado as células endoteliais previamente tratadas com o
pS100A9m, na mesma concentra¢do, demonstrando que o peptideo, quando utilizado em
maior concentragdo e por tempo mais prolongado, apresenta acao inibitdria mais eficaz sobre
a formacao de tubos. Os dados obtidos no ensaio de formagdo de tubos confirmam que o
pS100A9m ¢ capaz de interferir com a neovascularizagao.

Em conjunto, os resultados apresentados com as células endoteliais timicas tEnd.1

mostraram que o peptideo da porcao C-terminal da proteina S100A9 murina, nas
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concentragdes aqui utilizadas, inibem, in vitro, os eventos envolvidos com a angiogénese e,
consequentemente, um possivel fator modulatério do crescimento tumoral.

Em continuidade aos objetivos propostos, foi avaliada a atividade do pS100A9m sobre
a funcdo de células tumorais. Para tanto, foram utilizadas células tumorais de carcinoma
Walker 256 de mama de rata (LLC WRC256) (EARLE, 1935). Com esta linhagem foram
realizados os ensaios de proliferacdo, adesédo e migragdo, estabelecidos no estudo sobre a
angiogénese. Ainda, o peptideo foi incubado nas concentracfes que apresentaram maior acao
inibitdria sobre as funcdes das células endoteliais.

O crescimento tumoral depende da sobrevida e proliferacdo das células para que
ocorra a migragéo e, consequente, expansdo do tumor para os tecidos adjacentes (RIDLEY et
al., 2003). Essas etapas levam ao rearranjo do citoesqueleto, com alteracfes na morfologia
celular, regulando a migracéo e a invaséao da célula tumoral.

Assim, inicialmente foram realizados os ensaios de proliferacdo. Os resultados
demonstraram que o pS100A9m, em todas as concentracOes testadas, inibiu a capacidade
proliferativa das células tumorais LLC WRC256. Ainda, as fotomicrografias apresentadas
mostraram que o peptideo inibiu as projecdes de lamelipodia e filopddia do citoesqueleto e,
consequentemente o contato célula-célula. Novamente, este efeito inibitério ndo foi
decorrente da perda da viabilidade celular (dados ndo mostrados).

Como ressaltado anteriormente, as células tumorais se ligam a MEC por meio de
receptores como as integrinas, que sdo capazes de regular a motilidade da lamelipodia e
filopodia. Portanto, para avaliar a atividade do pS100A9m sobre a adesdo das células tumorais
da linhagem LLC WRC256, foram utilizados os diferentes componentes da matriz
extracelular: colageno tipo I, fibronectina e laminina.

Os dados obtidos demonstraram que o pS100A9m aumentou a aderéncia das células
tumorais ao col&geno tipo | e fibronectina, em todas as concentra¢des avaliadas. Entretanto, as
mesmas concentragcdes do peptideo induziram significativa agdo inibitoria da adesdo das
células tumorais a laminina. Outros estudos demonstraram que algumas substancias podem
inibir a proliferagdo e migracdo de células tumorais, e, simultaneamente induzir aumento da
adesdo dessas células a componentes da MEC, tais como fibronectina, vitronectina e
colagenos tipo I e IV (REN; ZHANG, 2011). Estas a¢Oes distintas dependem do tipo de
integrina e de componentes da MEC envolvidos nessas interacbes (ENGBRING;
KLEINMAN, 2003). Portanto, é importante considerar que o aumento da adesdo das células
LLC WRC256 a fibronectina e ao colageno pode ser decorrente da ativacdo da sinalizacdo de

integrinas ligantes desses componentes de matriz. Estudos sobre a expressao da integrina a3
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(VARNER; CHERESH, 1996), principal ligante das células tumorais mamarias a estes
componentes, bem como a expressdo de asf1, principal integrina ligante de laminina (CHEN
et al., 2014), poderiam contribuir para a compreensdo da seletividade da agéo inibitoria do
pS100A9m sobre a célula tumoral.

E interessante ressaltar que, a laminina, principal proteina adesiva da membrana basal
que constitui a primeira e maior barreira encontrada pelas células tumorais durante a invaséo,
é essencial na estabilizacdo dos novos vasos formados (NISHIUCHI et al., 2006). Portanto,
esta proteina tem sido associada a um fendtipo maligno mais agressivo das células tumorais,
levando ao aumento da proliferacdo de células tumorais tipo epitelial, sendo que esse efeito
depende especificamente da ligacdo entre o receptor integrina e a cadeia da laminina, a qual
esse receptor se liga (ENGBRING; KLEINMAN, 2003). Baseados nesses fatos, podemos
sugerir que o pS100A9m interfere com a ligacdo de células tumorais ao ligante mais crucial
para a invasao e migracao dessas células.

De fato, 0 ensaio de migracdo, avaliado pelo método do wound healing, demonstrou
gue o pS100A9m, em todas as concentracBes utilizadas, inibiu significativamente a
capacidade migratéria das células tumorais, sendo que a concentracdo de 2,35uM/poco
apresentou, novamente, efeito mais pronunciado.

Em estudo in vitro, realizado com células de carcinoma cervical, foi demonstrado que
o complexo S100A8/A9 inibe a migracdo dessas células em ensaio de wound healing (QIN et
al., 2010), corroborando os resultados aqui apresentados. Em adicdo, Qin e colaboradores
(2010) demonstraram que apds o tratamento das células tumorais com a calprotectina, foi
detectada uma diminuicdo na metaloproteinase-2 (MMP-2), importante para a degradagédo da
MEC, migracdo e invasividade das células tumorais. Sendo assim, é plausivel especular que o
pS100A9m pode exercer algum efeito sobre a expressdo de MMPs. Ainda, podemos sugerir a
porcdo C-terminal da proteina SLT00A9 murina pode ser crucial na interacdo da célula tumoral
com a MEC, durante a migracdo celular. As acOes do pS100A9m sobre mecanismos
moleculares, bem como sobre mediadores envolvidos com as fungdes celulares aqui avaliadas
serdo investigadas brevemente.

Em conjunto, os dados obtidos in vitro demostraram, pela primeira vez, que o
pS100A9m inibe, diretamente, a adesdo, proliferacdo e migracdo tanto de célula endotelial,
quanto de celula tumoral, evidenciando o potencial antiangiogénico e antitumoral deste

peptideo.
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Esses achados nos levam as seguintes questdes: 1) essas a¢Oes inibitorias poderiam ser
observadas in vivo e de maneira sinérgica? 2) e poderiam ser acompanhadas pela atividade
imunomodulatoria descrita para pS100A9m (PAGANO et al., 2005, 2009, 2014)?

Sem duvida, os dados obtidos durante o desenvolvimento do presente projeto abrem
novas perspectivas investigativas, o que pode favorecer tanto a caracterizacdo dos
mecanismos envolvidos nas atividades do peptideo, como pode evidenciar sua importancia
como uma nova ferramenta para o estudo da angiogénese e progressdao tumoral, aléem de

apresentar potencial para uma possivel aplicacdo terapéutica nestes processos.
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7 RESUMO DOS RESULTADOS:

A avaliacdo do efeito do peptideo do C-terminal da S100A9 murina sobre os
parametros envolvidos com a angiogénese e com a progressédo tumoral demonstra que o
pS100A9m:

1) inibe a proliferacéo de células endoteliais timicas (tEnd.1);

2) inibe a adesdo das células tEnd.1 a diferentes componentes da matriz extracelular

(colégeno tipo I, fibronectina e laminina);

3) inibe a migragdo das células tEnd.1 pelo método do wound healing;

4) inibe a migracao das células tEnd.1por meio do sistema de transwell;

5) inibe a formacdo de tubos em Matrigel em ensaio 3D utilizando células tEnd.1;

6) inibe a proliferacdo de células tumorais da linhagem LLC Walker 256 (LLC

WRC256);

7) aumenta a adesdo das células LLC WRC256 aos componentes da matriz

extracelular colageno tipo | e a fibronectina;

8) inibe a adesdo das células LLC WRC256 ao componentes da matriz extracelular

laminina; e

9) inibe a migracdo das células LLC WRC256 pelo método do wound healing.
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8 CONCLUSOES:

Os dados aqui demonstrados permitem concluir que o pS100A9m inibe, in vitro,
eventos envolvidos na angiogénese e progressdo tumoral, evidenciando o potencial

antiangiogénico e antitumoral deste peptideo.
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