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RESUMO

SIQUEIRA, A. S. Peptideo C16, derivado da laminina, regula invasao, dindmica
de formacéo e atividade de invadopddios em linhagens celulares de carcinoma
epidermoide e fibrossarcoma. 2014. 123 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e
Tecidual) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo,
2014.

A laminina, glicoproteina encontrada na lamina basal, contém peptideos bioativos
que podem ser liberados por protedlise induzida por neoplasias malignas e que séo
capazes de regular a progressao tumoral. Células neoplasicas que invadem tecidos
circunjacentes dependem de invadopddios (protrusdes ricas em actina que possuem
atividade de protedlise pericelular) para degradar a matriz extracelular. Em nosso
laboratorio, estudamos os efeitos de peptideos bioativos da laminina em biologia
tumoral. Neste trabalho, verificamos se o peptideo C16 (KAFDITYVRLKF, cadeia y1)
seria capaz de estimular invasao e atividade de invadopédios em linhagens celulares
de carcinoma epidermoide (CAL27) e fibrossarcoma (HT1080). Ensaios de invasdo
demonstraram que C16 promoveu aumento na taxa de invasdo em ambas as
linhagens celulares, comparado ao peptideo controle “scrambled” C16SX. Esse
peptideo também estimulou atividade de invadopddios em células CAL27 e HT1080,
como mostrado em ensaios de degradacdo de substrato fluorescente. Utilizando
microscopia confocal em “time-lapse”, exploramos a dinamica de formacdo de
invadopaddios induzida por C16. Observamos que o peptideo promoveu aumento na
digestéo de substrato associada a invadopédios em funcéo do tempo. C16 também
estimulou fosforilacdo de cortactina e aumento dos niveis de MT1-MMP, moléculas
reconhecidas como marcadores de invadopédios. A seguir, buscamos por vias de
sinalizacao relacionadas aos efeitos de C16 em células tumorais, e demonstramos
gue o peptideo estimula a fosforilacdo de Src e ERK 1/2. Além disso, inibicdo da via
de sinalizacdo ERK promove reducdo nos processos de invasao e atividade de
invadopddios relacionados a C16. Adicionalmente, tentamos elucidar como o
peptideo C16 poderia interagir com células tumorais. Células CAL27 foram tratadas
com peptideos conjugados com rodamina, seguido de andlise em microscopio
confocal. O peptideo fluorescente foi encontrando decorando a membrana celular, o
gue sugere uma possivel interacdo com receptores. Por tal motivo, analisamos
possiveis receptores e observamos que diminuicdo dos niveis de integrina 1 reduz
a atividade de invadopddios em células CAL27 tratadas com C16. Nossos dados
demonstraram que peptideo C16, derivado da laminina, regula invaséo e atividade
de invadopodios em células de carcinoma epiderméide e fibrossarcoma,
provavelmente por meio das vias de sinalizagdo Src e ERK e do receptor integrina

B1.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide. Fibrossarcoma. Processos Neoplasicos.
Matriz extracelular. Peptideos. Integrinas.



ABSTRACT

SIQUEIRA, A.S. Laminin-derived peptide C16 regulates invasion and
invadopodia activity/dynamics in squamous cell carcinoma and fibrosarcoma
cell lines. 2014. 123 p. PhD Thesis (Cell and Tissue Biology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2014.

Laminin, a basement membrane glycoprotein, harbors bioactive peptides that may be
released upon tumor-induced proteolysis, thus influencing tumor invasiveness.
Neoplastic cells that invade surrounding tissues rely on invadopodia (actin-rich
protrusions associated with pericellular proteolysis) to degrade extracellular matrix.
Our Laboratory has been studying laminin-derived peptides effects in tumor biology.
Here we addressed whether peptide C16 (KAFDITYVRLKF, gamma 1 chain) would
stimulate invasion and invadopodia activity/dynamics in cell lines from squamous cell
carcinoma (CAL27) and fibrosarcoma (HT1080). Invasion assays demonstrated that
C16 increased invasion rate in both cell lines compared to scrambled control peptide
(C16SX). This peptide also stimulated CAL27 and HT1080 invadopodia activity, as
shown by fluorescent substrate degradation assay. Through time-lapse confocal
microscopy, we explored C16-induced invadopodia dynamics, and observed that the
peptide promoted an increase in invadopodia-related substrate digestion overtime.
C16 also stimulated cortactin phosphorylation and MT1-MMP levels in our tumor cell
lines. Next, we addressed signaling pathways related to C16 effects in tumor cells,
and observed that the peptide stimulated phosphorylation of Src and ERK 1/2.
Furthermore, ERK 1/2 signaling cascade inhibition also decreased peptide-induced
invasion and invadopodia activity/dynamics. We then addressed how C16 would
interact with tumor cells. CAL27 cells were treated with rhodamine-conjugated
peptides, followed by confocal microscopy analysis. Fluorescent C16 was found
decorating cell membrane, suggesting a possible interaction with receptors.
Therefore, we looked into putative receptors and observed that knockdown of 1
integrin reduced invadopodia activity/dynamics of Cl6-treated CAL27 cells. We
propose that C16 regulates invasion and invadopodia activity/dynamics of squamous
carcinoma and fibrosarcoma cells, probably through Src and ERK 1/2 signaling
pathways and B1 integrin.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Fibrosarcoma. Neoplastic Processes.
Extracellular matrix. Peptides. Integrins.
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1 INTRODUCAO

Durante a progressdo tumoral e metastase, células tumorais separam-se do
tumor primario e migram através do tecido conjuntivo e vasos sanguineos
(CHAMBERS; GROOM; MACDONALD, 2002; CHIANG; MASSAGUE, 2008;
SIBONY-BENYAMINI; GIL-HENN, 2012). Esses eventos envolvem interagbes de
células neopldsicas com a matriz extracelular (MEC), uma complexa rede
tridimensional de macromoléculas que constituem arcabouco soélido e funcionam
como fonte de instrucdo para as células (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010;
HYNES, 2009; LU; WEAVER; WERB, 2012; TANZER, 2006). Nos epitélios, as
células formam uma camada fina e flexivel de MEC altamente especializada, a
lamina basal. Esta estrutura € composta principalmente por lamininas, colageno tipo
IV, nidogénio, e proteoglicanas do tipo heparan sulfato (YURCHENCO, 2011;
YURCHENCO; AMENTA; PATTON, 2004).

Protedlise da MEC e da lamina basal esta relacionada a capacidade invasiva
de neoplasias malignas como o carcinoma epidermdide, que representa cerca de
90% dos tumores que afetam a cavidade oral e esta associado a metastases
precoces para linfonodos regionais (DE CAMARGO CANCELA et al., 2010; JEMAL
et al.,, 2011; JOHNSON et al., 2005). A incidéncia de carcinoma epiderméide é
particularmente alta em paises em desenvolvimento, onde a falta de politicas de
prevencdo e acesso a profissionais de saude levam a um diagnéstico tardio e, dessa
forma, a uma diminuicdo da taxa de sobrevida dos pacientes (DE CAMARGO
CANCELA et al., 2010; JADHAV; GUPTA, 2013; LUBEK; CLAYMAN, 2012).

Enzimas proteoliticas como as metaloproteinases de matriz (MMPSs) possuem
papel fundamental na disseminacédo de células neoplasicas e promovem a ruptura
barreira mecéanica representada pela MEC e l|amina basal, favorecendo
disseminacdo de células tumorais para tecidos circunjacentes (BJORKLUND;
KOIVUNEN, 2005; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; OVERALL; BLOBEL,
2007; ROWE; WEISS, 2008, 2009). As MMPs podem ainda promover a exposi¢ao e
liberacdo de dominios proteicos capazes de estimular atividades bioldgicas distintas
da proteina intacta (FAISAL KHAN et al., 2002; HYNES, 2009). Esses dominios,
conhecidos como fragmentos e peptideos bioativos, podem ser encontrados na
maioria das molécula que compdem a matriz extracelular (MAQUART et al., 2004;
MOTT; WERB, 2004; SCHENK; QUARANTA, 2003).
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A laminina, glicoproteina heterotrimérica da lamina basal associada a adeséo
celular, diferenciagdo e proliferacdo (AUMAILLEY, 2013; COLOGNATO;
YURCHENCO, 2000; DURBEEJ, 2010; GIVANT-HORWITZ; DAVIDSON; REICH,
2005), possui diferentes peptideos bioativos que podem influenciar o comportamento
tumoral (FREITAS; JAEGER, 2002; FREITAS et al., 2004; FREITAS et al., 2007,
GAMA-DE-SOUZA et al., 2008; KIKKAWA et al., 2013; KURATOMI et al., 2002;
NAKAI et al., 1992; NASCIMENTO et al., 2011; PATTARAMALAI; SKUBITZ, 1994;
SIQUEIRA et al., 2010; SKUBITZ et al., 1990; SONG et al., 1997; SWEENEY et al.,
1991; YAMAMURA et al., 1993). Entre estes peptideos, C16 (localizado no bracgo
curto da cadeia y1) esta envolvido em migracdo, angiogénese, atividade de protease
e metastase em diversos sistemas (KURATOMI et al., 2002; NOMIZU et al., 1997,
PONCE; NOMIZU; KLEINMAN, 2001). Essas evidéncias sugerem que C16 pode
possuir um importante papel na invasao tumoral e metastase.

Umas das primeiras etapas do processo de invasdo de células tumorais € a
extensdo de invadopddios, protrusdes “finger-like” da membrana celular ricas em
actina. Essas protrusdes possuem atividade proteolitica intrinseca, e projetam-se
verticalmente da porcéo ventral da membrana de células neoplasicas em direcdo ao
substrato (BUCCIONE; ORTH; MCNIVEN, 2004; LINDER, 2007; MURPHY;
COURTNEIDGE, 2011; WEAVER, 2006, 2008b). Os invadopddios sdo dotados de
numerosos nucleos de actina e exibem ainda moléculas adesivas, proteoliticas e
envolvidas com sinalizacdo celular. Dentre essas moléculas, cortactina e MT1-MMP
parecem ter papel fundamental na formacéo e atividade dos invadopdodios (ARTYM
et al., 2006; BUCCIONE; ORTH; MCNIVEN, 2004; CLARK; WEAVER, 2008; CLARK
et al.,, 2007; MURPHY; COURTNEIDGE, 2011; WEAVER, 2008a). A cortactina
regula a polimerizacédo e reorganizacdo do citoesqueleto de actina, enquanto MT1-
MMP promove degradacdo da MEC (ARTYM et al.,, 2006; BARBOLINA; STACK,
2008; MURPHY; COURTNEIDGE, 2011; OSER et al., 2009; WEAVER, 2008a).

Em trabalho prévio realizado em nosso laboratério, jA demonstramos que
peptideos derivados da laminina sdo capazes de influenciar a atividade de
invadopodios em linhagem celular derivada de carcinoma adendide cistico (CAC2)
(NASCIMENTO et al., 2011). No entanto, os efeitos de peptideos da laminina na
dindmica de formacédo de invadopodios em células de carcinoma epidermoide ainda

nao foram analisados.
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Neste trabalho, buscamos elucidar o papel do peptideo C16, derivado da
cadeia y1 da laminina, nos processos de invasdo e atividade de invadopodios em
linhagem celular derivada de carcinoma epiderméide oral humano (células CAL27).
A atividade de invadopddios foi analisada utilizando-se ensaio onde células séo
cultivadas sobre substrato de gelatina fluorescente e tratadas pelos peptideos de
interesse. Dinamica de formacéo dos invadopdédios relacionada a C16 foi analisada
por meio de microscopia confocal em “time-lapse”, em células transfectadas com
cortactina-GFP. Por razdes comparativas, também investigamos os efeitos de C16
em linhagem celular derivada de fibrossarcoma humano (células HT1080). O
fibrossarcoma é caracterizado pela proliferacdo de fibroblastos imaturos e bastante
conhecido por seu fendétipo agressivo e secre¢cdo elevada de proteases (BAHRAMI;
FOLPE, 2010; BIFULCO et al.,, 2008; COLLINI et al.,, 2009; GOROVETZ et al.,
2008).

Além disso, investigamos ainda alguns mecanismos relacionados aos efeitos
de C16 em células de carcinoma epiderméide e fibrossarcoma, estudando a
coparticipacdo entre receptores de matriz extracelular e vias sinalizagdo nos

processos biolégicos mediados por este peptideo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Na revisao de literatura, abordaremos o0s seguintes temas relacionados a esta
tese: 1) Conceitos sobre matriz extracelular e lamina basal, destacando a laminina e
suas atividades bioldgicas; 2) Peptideos bioativos derivados da laminina, com
enfoque ao peptideo C16; 3) Carcinoma epidermdide e fibrossarcoma, neoplasias
malignas que deram origem as linhagens celulares utilizadas neste estudo; e 4)

Invadopddios, estruturas relacionadas a invasao celular.

2.1 Matriz Extracelular e LAmina Basal

O microambiente tumoral representa um nicho complexo onde células
neoplasicas e nao neoplasicas, fatores solaveis, moléculas de sinalizacdo e
componentes da matriz extracelular (MEC) cooperativamente interagem e modulam
eventos celulares relacionados a progressao tumoral (CATALANO et al., 2013;
ROWE; WEISS, 2009).

Durante o processo de invasdo, as células neoplasicas entram em intimo
contato com a matriz extracelular, uma rede tridimensional de macromoléculas
formada por polimeros fibrosos bem organizados, representados por varias
isoformas de colageno e por elastina. Estes polimeros estdo embebidos em uma
mistura amorfa e altamente hidratada de proteoglicanos e glicosaminoglicanos,
chamada de substancia fundamental (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010; LI,
FAN; HOUGHTON, 2007; LU; WEAVER; WERB, 2012; MILES; SIKES, 2014,
TANZER, 2006). As proporcdes entre componentes fibrosos e néo fibrosos, didametro
das fibras e organizacdo de elementos ndo fibrosos ditam as propriedades
bioquimicas e biomecénicas da matriz extracelular de determinado tecido. As
proteinas da MEC séo grandes e multifuncionais, e possuem dominios que conferem
vérias fun¢des a uma mesma macromolécula (LU; WEAVER; WERB, 2012; OZBEK
et al., 2010).

A MEC nao funciona meramente como suporte estrutural para as ceélulas, e
pode influenciar o comportamento celular afetando crescimento, diferenciagéo,
motilidade e viabilidade (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010; HYNES, 2009; LU;
WEAVER; WERB, 2012; TANZER, 2006). Moléculas da MEC podem atuar como
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reservatério de substéncias secretadas pelas células, incluindo fatores de
crescimento, citocinas e metaloproteinases da matriz (MMPs). A disponibilidade
dessas substancias para as células pode ser regulada por meio de rearranjos da
matriz, como 0s que ocorrem, por exemplo, durante os processos de cicatrizacao e
de invasdo de tumores malignos (MILES; SIKES, 2014). Além do mais, existem vias
de comunicacdo bem desenvolvidas entre as superficies celulares e a MEC, o que
permite as células perceber o ambiente no qual estdo inseridas (TANZER, 2006).
Nesse processo, as células dependem principalmente de integrinas, um grupo de
receptores que modulam sua adesédo a substratos (BERRIER; YAMADA, 2007;
HARBURGER; CALDERWOOD, 2009; MISSAN; DIPERSIO, 2013; XIONG;
BALCIOGLU; DANEN, 2013).

As integrinas fazem parte de uma familia de receptores transmembrana
envolvidos em interacbes célula-célula e célula-matriz, tanto em processos
fisiolégicos quanto patologicos (HYNES, 1987, 1992; WOLFENSON; LAVELIN;
GEIGER, 2013). Séao dlicoproteinas heterodiméricas formadas por duas
subunidades, o e B, que dependem de cétions bivalentes (como Ca* e Mg*") para
estabelecer ligacdes com outras moléculas (HARBURGER; CALDERWOOD, 2009;
HYNES, 1987; MISSAN; DIPERSIO, 2013). Existem oito diferentes subunidades
de integrina, que podem se combinar de maneira limitada a dezoito subunidades «,
dando origem a 24 heterodimeros que se ligam a varias moléculas da MEC com
diferentes afinidades (HYNES et al., 2002; LUO; CARMAN; SPRINGER, 2007).

As integrinas possuem um extenso dominio extracelular, um segmento
transmembrana hidrofébico, e um dominio citoplasmatico formado por cerca de 50
aminoacidos (HYNES et al., 2002; MISSAN; DIPERSIO, 2013). Os dominios
citoplasmaticos (em especial da subunidade B) ligam-se a proteinas estruturais do
citoesqueleto (como talina, vinculina e paxilina), e também interagem com moléculas
relacionadas a vias de sinalizacdo. Consequentemente, as integrinas conseguem
estabelecer uma conexao transmembrana fisica entre a MEC e o citoesqueleto e,
mesmo sem apresentar atividade enzimatica intrinseca, sdo capazes de transmitir
sinais através da membrana plasmatica (DELON; BROWN, 2007). Neste contexto, a
tirosina quinase FAK €& uma importante efetora da sinalizagdo mediada por
integrinas, e sua ativacao representa o processo enzimatico inicial em diversas vias

de sinalizacdo relacionadas a estes receptores (MISSAN; DIPERSIO, 2013).
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Adicionalmente, as integrinas podem informar as células a respeito das propriedades
quimicas e mecanicas da MEC, modulando processos celulares por meio da
chamada sinalizagdo “de fora para dentro” (“outside-in signaling”). Pode ocorrer
também transdugao de sinais “de dentro para fora” (“inside-out signaling”), na qual
eventos intracelulares levam a mudangas conformacionais que modificam a
afinidade da integrina a seus ligantes extracelulares (AVIZIENYTE; FRAME, 2005;
HARBURGER; CALDERWOOD, 2009; WOLFENSON; LAVELIN; GEIGER, 2013).

As integrinas interagem com baixa afinidade a seus ligantes, o que favorece a
formacao de ligagBes simultaneas, porém fracas, a varias moléculas da MEC. Isto
permite que as células explorem o ambiente sem perder sua ligacdo a matriz
(HYNES et al., 2002). Ao interagir com macromoléculas da MEC, integrinas podem
formar agrupamentos (“clusters”) que concentram componentes intracelulares
envolvidos em processos de sinalizagcédo celular, podendo afetar expressédo génica,
polaridade e forma celulares, bem como motilidade, proliferacdo, diferenciacéo e
sobrevivéncia (BERRIER; YAMADA, 2007; HYNES et al., 2002; KRAMER; SHEN;
ZHOU, 2005; MISSAN; DIPERSIO, 2013; SCANLON et al., 2013; WOLFENSON;
LAVELIN; GEIGER, 2013). Pelo fato de as integrinas estabelecerem ligagfes das
células com a MEC e estruturas vasculares, elas sdo imperativas na invasao e
disseminacédo de células tumorais e em seu extravasamento para vasos sanguineos
(MILES; SIKES, 2014).

Estruturalmente, a matriz extracelular pode ser dividida em lamina basal e
matriz intersticial. A matriz intersticial é sintetizada principalmente por fibroblastos, e
€ rica em colageno fibrilar, proteoglicanos e glicoproteinas (como tenascina C e
fibronectina). Por tal motivo, é altamente hidratada e carregada, e confere aos
tecidos a propriedade de resisténcia a tracdo. A lamina basal, por sua vez,
representa uma camada fina, flexivel e altamente especializada de MEC, mais
compacta e menos porosa, com composi¢cdo macromolecular distinta (CANDIELLO
et al.,, 2007; FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010; LU; WEAVER; WERB, 2012;
TANZER, 2006; YURCHENCO, 2011).

A lamina basal possui cerca de 100-300 nm de espessura e atua como uma
espécie de arcabouco adesivo, contribuindo para ancoragem de camadas celulares
e manuten¢ao da arquitetura tecidual (HALFTER et al., 2013; YURCHENCO, 2011,
YURCHENCO; AMENTA; PATTON, 2004). Além de situar-se na interface entre

células epiteliais e tecido conjuntivo, a lamina basal também pode ser observada
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recobrindo células endoteliais e mesoteliais, células musculares, células de Schwann
e adipécitos (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003; CANDIELLO et al., 2007; KALLURI,
2003; ROWE; WEISS, 2008; YURCHENCO, 2011).

A lamina basal esta relacionada as funcdes de suporte, ancoragem de células
e compartimentalizacdo de tecidos, bem como determina a polaridade celular. Nos
glomérulos renais e alvéolos pulmonares, esta estrutura atua como uma espécie de
filtro altamente seletivo para sais e pequenas moléculas. Participa ainda de
processos de adesdo, migracdo, crescimento e diferenciacdo celulares, sendo
essencial para a formacdo e manutencdo de tecidos tanto nos estagios iniciais de
desenvolvimento quanto na fase adulta (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003;
CANDIELLO et al.,, 2007; COLOGNATO; YURCHENCO, 2000; HALFTER et al.,
2013; SUZUKI; YOKOYAMA; NOMIZU, 2005). Além disso, a lamina basal
representa uma extensdo da membrana plasmética, funcionando como interface
interativa entre as células e o microambiente no qual estao inseridas (YURCHENCO,
2011).

A lamina basal pode conter mais de 50 componentes distintos, sendo formada
predominantemente por: 1) colageno tipo IV, um polimero nao fibrilar; 2) laminina,
uma glicoproteina adesiva; 3) um ou dois tipos de nidogénio (entactina); e 4)
perlecan e/ou agrina, proteoglicanos do tipo heparan sulfato. Pequenas quantidades
de outros proteoglicanos e glicoproteinas também podem ser encontradas
(CANDIELLO et al.,, 2007; COLOGNATO; YURCHENCO, 2000; HALFTER et al.,
2013; ROWE; WEISS, 2008; SASAKI; FASSLER; HOHENESTER, 2004;
YURCHENCO, 2011). Estudos de reconstrucdo demonstram que a organizagédo da
lamina basal inicia-se a partir da ligacdo da laminina a superficies celulares
competentes, por meio de glicolipideos sulfatados, distroglican, integrinas e heparan
sulfato. A ancoragem de laminina a superficie celular permite entdo o acumulo de
nidogénio, colageno 1V, perlecan e agrina (LI et al.,, 2005; MCKEE; CAPIZZI,
YURCHENCO, 2009).

Por meio de microscopia eletrdnica convencional, observou-se que a lamina
basal consiste em uma lamina elétron-densa (lamina densa) separada da membrana
plasmatica por uma lamina elétron-lucida (lamina lacida). No entanto, estudos
utilizando técnicas de congelamento rapido demonstraram que a lamina basal na
verdade pode apresentar-se como uma estrutura homogénea (MIOSGE, 2001;

YURCHENCO, 2011). Nao existem diferencas de arquitetura significativas entre



26

laminas basais de varios 6rgdos e tecidos. No entanto, sua composicdo pode
apresentar variacoes, ja que diferentes isoformas de colageno IV e de laminina séo
sintetizadas em diferentes tecidos (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003;
COLOGNATO; YURCHENCO, 2000; DURBEEJ, 2010).

Devido ao fato de a lamina basal apresentar poros de aproximadamente 50
nm, somente pequenas moléculas conseguem se difundir passivamente através
desta estrutura (ROWE; WEISS, 2008). Assim sendo, a lamina basal serve como
barreira para grandes solutos e é impenetravel para a maioria das células no tecido
adulto normal, exceto durante processos inflamatorios (TANZER, 2006). Por isso, ela
representa o primeiro obstaculo a ser atravessado por células neoplasicas durante a
invasdo tumoral (KIKKAWA et al., 2013; ROWE; WEISS, 2008, 2009). Para que
possam ultrapassar a lamina basal e migrar para o estroma circundante, células
neoplasicas sofrem mudancas em sua morfologia, comportamento, e relacdo com a
MEC (MILES; SIKES, 2014; TANZER, 2006). Neste sentido, sdo capazes néo so6 de
promover a ruptura da lamina basal e abrir caminho para sua migracdo, mas
também de modificar a composicdo da matriz, alterando o nivel de expressdo ou
promovendo a degradacdo de diferentes moléculas. Estes eventos sdo em grande
parte mediados por enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases de matriz
(MMPs) (MOTT; WERB, 2004; ROWE; WEISS, 2009; SCHENK; QUARANTA, 2003;
STERNLICHT; WERB, 2001).

As MMPs fazem parte de uma familia que contém mais de 25 endopeptidases
dependentes de zinco, capazes de degradar macromoléculas presentes nao sé na
MEC, mas também na superficie celular. Em relacéo a sua estrutura geral, as MMPs
possuem trés dominios: o pré-peptideo, o dominio catalitico, e 0 dominio C-terminal
hemopexina (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; OVERALL; BLOBEL, 2007).
As MMPs séo inicialmente expressas em estado enzimaticamente inativo, devido a
interacdo de um residuo de cisteina do pr6-dominio com ion zinco do dominio
catalitico. Estas enzimas tornam-se ativas quando ocorre remoc¢ao proteolitica do
pro-dominio ou modificacdo quimica do residuo de cisteina (PAGE-MCCAW,
EWALD; WERB, 2007; STERNLICHT; WERB, 2001). Simplificadamente, as MMPs
podem ser dividas em duas subclasses: MMPs soluveis, e MMPs ancoradas a
membrana (MT-MMP, do inglés "membrane-type matrix metalloproteases") (PAGE-
MCCAW; EWALD; WERB, 2007; ROWE; WEISS, 2009).
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As MMPs estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos e patoldgicos,
incluindo remodelacdo tecidual e desenvolvimento embrionario, regulacdo de
eventos inflamatérios, e progressdo do cancer (EGEBLAD; WERB, 2002;
KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007). Ja
que estdo relacionadas a protedlise, estas enzimas podem criar espacos para
migragao, regular a arquitetura celular (por meio de efeitos na matriz e nas jungoes
intercelulares), bem como ativar, desativar ou modificar moléculas de sinalizacédo
(PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007; SHARMA et al., 2013).

A superexpressao de diversas MMPs parece estar fortemente relacionada a
invasividade tumoral (EGEBLAD; WERB, 2002; KESSENBROCK; PLAKS; WERB,
2010). Tentativas iniciais de identificar quais MMPs seriam responsaveis por
intermediar a invasado de células neoplasicas revelaram que as enzimas secretadas,
como as MMPs -2 e -9, eram as principais envolvidas neste processo (ROWE;
WEISS, 2008; STERNLICHT; WERB, 2001). No entanto, este conceito tem se
modificado nos ultimos anos, jA que as MMPs -2 e -9 parecem nao conferir as
células tumorais a habilidade direta de degradar ou migrar através da lamina basal
(HOTARY et al., 2006; ROWE; WEISS, 2008).

Atualmente, acredita-se que as MT-MMPs (em especial a MT1-MMP)
assumem um importante papel nos processos de transmigracdo da lamina basal e
trafego da célula tumoral através dos tecidos circunjacentes. Um aspecto chave na
invasdo mediada por MT-MMPs é a habilidade de concentrar atividade proteolitica
na regido da superficie celular. Ja foi demonstrado que formas solUveis (nédo
ancoradas a membrana) de MT-MMPs, mesmo quando ativadas, ndo estdo
relacionadas a transmigracdo da lamina basal e invasdo da matriz intersticial
(HOTARY et al., 2006; LARSEN et al., 2006; ROWE; WEISS, 2008). A MT1-MMP
esta envolvida principalmente na degradacdo de moléculas de colageno e na
ativacdo de pro-MMP-2 (BARBOLINA; STACK, 2008; D'ORTHO et al., 1997;
LARSEN et al., 2006; OHUCHI et al., 1997), mas alguns trabalhos jA demonstraram
gue esta enzima pode também clivar glicoproteinas adesivas, como a laminina
(BAIR et al., 2005; KOSHIKAWA et al., 2004; OHUCHI et al., 1997). Diferentemente
das vias de secrecdo constitutivas que controlam a exportacdo de moléculas,
vesiculas secretorias contendo MT1-MMP ativa sdo levadas até a membrana
plasméatica nas regides de contato da célula com a MEC, especialmente em locais
onde se formam invadopddios (BRAVO-CORDERO et al., 2007).
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Na lamina basal, a acdo de MMPs pode gerar descontinuidades ou a perda
de estrutura, favorecendo a formagdo de “canais” para a migracao celular e
facilitando assim o processo de invasdao (ALEXANDROVA, 2008; SHARMA et al.,
2013; ZIOBER; FALLS; ZIOBER, 2006). No entanto, as MMPs possuem um papel
muito mais complexo que o de simplesmente abrir caminhos na matriz. Essas
enzimas regulam o acesso a fatores de crescimento, e estimulam angiogénese e
reorganizacdo do citoesqueleto. As MMPs também podem promover profundas
modificacbes das moléculas da MEC, expondo epitopos cripticos e gerando
produtos de degradacdo bioativos, que agem como ligantes sollUveis capazes de
modificar o gendtipo e o fendtipo celulares (HYNES, 2009; KIKKAWA et al., 2013;
OVERALL; BLOBEL, 2007; PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007). Estas
modificagcdes, mesmo que restritas a somente algumas moléculas, podem resultar
em alteracdes complexas de vias regulatorias celulares (ALEXANDROVA, 2008).

Mecanismos regulatérios asseguram que a dinamica da MEC, avaliada a
partir da producdo, degradacéo, contracdo e remodelacdo de seus componentes,
mantenha-se normal durante o desenvolvimento e funcdo de um é6rgédo (LARSEN et
al., 2006; PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007). Perturbacédo desses mecanismos
de controle promove a desregulacdo e desorganizagcédo da MEC, podendo levar a um
comportamento celular anormal e finalmente a perda da homeostase e funcao de
determinado 6rgdo (LARSEN et al., 2006; LU; WEAVER; WERB, 2012; MILES,;
SIKES, 2014). Ja4 que controlam a disponibilidade de fatores de crescimento e
regulam, juntamente com integrinas e enzimas proteoliticas, diversas vias de
sinalizacdo celular, os constituintes da MEC e da lamina basal desempenham
importantes papéis na progressdo de tumores malignos e formacdo de metastase
(MILES; SIKES, 2014; PAGE-MCCAW,; EWALD; WERB, 2007; SCHENK;
QUARANTA, 2003). Moléculas da matriz implicadas no desenvolvimento do
carcinoma epidermodide incluem colageno, fibronectina, tenascina e laminina
(ZIOBER; SILVERMAN; KRAMER, 2001).

Em nosso laboratério, estudamos o papel da laminina no comportamento
biolégico de tumores (CAPUANO; JAEGER, 2004; FREITAS; JAEGER, 2002;
FREITAS et al., 2004; FREITAS et al., 2007; GAMA-DE-SOUZA et al., 2008;
MORAIS FREITAS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2010).
Por tal motivo, abordaremos a seguir alguns aspectos relevantes sobre estrutura e

funcdes dessa molécula.
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2.2 Laminina

A laminina € a principal glicoproteina adesiva que compde a lamina basal, e
exerce tanto atividades estruturais quanto biolégicas (DURBEEJ, 2010; MARTIN;
TIMPL, 1987; SASAKI; FASSLER; HOHENESTER, 2004). Essa molécula foi
identificada em 1979, apds ser isolada e purificada a partir de uma neoplasia de
camundongo dotada de grande quantidade de lamina basal, o tumor Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) (TIMPL et al., 1979). A laminina é extremamente importante
para a organizacdo da lamina basal. Ja foi demonstrado que camundongos que néo
expressam esta glicoproteina morrem logo apos implantacdo do embrido, enquanto
gue na auséncia de moléculas como perlecan, colageno IV ou nidogénio, esta etapa
ocorre normalmente (SASAKI; FASSLER; HOHENESTER, 2004).

A laminina é uma proteina heterotrimérica composta tipicamente por uma
cadeia a de 400 KDa, uma cadeia e uma cadeia y, ambas com 200 KDa. A unido
das cadeias a, p e y leva a formacdo de um trimero cruciforme composto por trés
bracos curtos e um braco longo. O braco longo é formado pelo entrelacamento de
porcBes de cada uma das trés cadeias, gerando uma estrutura em o hélice. Os
bracos curtos, por sua vez, participam da montagem da lamina basal por meio da
interacdo com outros componentes desta estrutura (AUMAILLEY, 2013; DURBEEJ,
2010). Fotomicrografias eletrbnicas revelaram que a laminina possui segmentos
semelhantes a espetos e também dominios globulares (AUMAILLEY, 2013;
MARTIN; TIMPL, 1987; MINER; YURCHENCO, 2004).

A familia das lamininas apresenta isoformas resultantes da combinacao de
diferentes cadeias o, B ey. As subunidades o sdo responsaveis pela adesédo a
superficie celular e interacdo com receptores. Ja as subunidades B e y possuem
papel principalmente estrutural, mas também podem mediar a ligacdo da laminina a
receptores (YURCHENCO, 2011). As cadeias da laminina apresentam distribuicéo
tecidual especifica, suscetivel a alteracbes mediadas por processos de
desenvolvimento e patoldgicos (AUMAILLEY, 2013; DURBEEJ, 2010). Até o
momento, foram identificados cinco genes distintos para a cadeia o, quatro para a
cadeia B, e trés para a cadeia y (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003; COLOGNATO;
YURCHENCO, 2000; DURBEEJ, 2010; MINER; YURCHENCO, 2004). A uniédo
destas diferentes cadeias poderia resultar em 45 possiveis combinagfes

heterotriméricas, sem considerar variantes de splicing. Entretanto, o nimero real de
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combinacdes é bem inferior, devido a restricbes de unido entre algumas cadeias
(COLOGNATO; YURCHENCO, 2000; MACDONALD et al., 2010).

Atualmente, a familia das lamininas é constituida por 16 isoformas em
vertebrados. Cada uma delas apresenta diferencas em sua organizacao e interacéo
com receptores, permitindo variagdes na estrutura final, sinalizagéo e estabilidade da
lamina basal (YURCHENCO, 2011). Essas isoformas séo classificadas utilizando-se
uma numeragdo composta que representa as cadeias pelas quais sdo formadas
(o, B, y). Deste modo, a laminina-111 (antiga laminina-1), por exemplo, é assim
chamada por ser composta pelas cadeias al, Bl e yl. A laminina-332 (antiga
laminina-5), por sua vez, recebe este nome ser formada pelas cadeias o3, 3 e y2
(AUMAILLEY et al., 2005). As demais isoformas da laminina sdo as seguintes: 121,
211, 213, 221, 311, 312, 321, 411,421, 422, 423, 511, 521 e 523 (AUMAILLEY et al.,
2005; MACDONALD et al., 2010).

As isoformas de laminina sdo sintetizadas por praticamente todas as células
epiteliais, além de células musculares lisas, de tecido 6sseo, de musculo cardiaco,
nervosas, endoteliais e da medula Ossea. Apds a sintese, estas moléculas
depositam-se principalmente, mas nao exclusivamente, na lamina basal (BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003). As lamininas possuem distribuicdo tecidual distinta. As
isoformas 511 e 521, por exemplo, sdo ubiquamente expressas nos diversos tecidos
do organismo. J4 as isoforma 421 e 411 s&do encontradas na lamina basal que
recobre as células endoteliais (DURBEEJ, 2010; YOUSIF; DI RUSSO; SOROKIN,
2013). Devido a sua localizacao tecidual especifica e a sua diversidade estrutural, a
laminina é capaz de modular, em grande parte, funcdes fisiolégicas especificas a
cada uma das diversas laminas basais encontradas no organismo (AUMAILLEY,
2013; AUMAILLEY; SMYTH, 1998).

A laminina é reconhecida como uma molécula de adeséo celular, e liga-se a
diversos componentes da MEC. Uma das suas mais importantes fungdes € interagir
com receptores ancorados ha membrana plasmatica de células adjacentes a lamina
basal. Estes receptores ligam as matrizes de laminina a vias de sinalizagao
intracelular e modulam os efeitos bioldgicos dessa molécula. As integrinas séo os
principais receptores celulares para lamininas, e pelo menos oito isoformas de
integrinas (al1pl, a2B2, a3p1,a6B1, a6p4, a7pl, a9p1, avp3) podem se ligar a esta
glicoproteina (AUMAILLEY, 2013; DURBEEJ, 2010; YURCHENCO, 2011). As
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atividades bioldgicas promovidas pela laminina incluem ades&o celular, migracao,
proliferacéo, crescimento de neuritos e secrecdo de protease (AUMAILLEY, 2013;
BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003; COLOGNATO; YURCHENCO, 2000;
YURCHENCO, 2011). Algumas dessas atividades ja foram correlacionadas a
importantes eventos da progressao de neoplasias malignas em estudos in vitro e in
Vivo.

Adesdo de células neoplasicas a laminina foi a primeira atividade biologica
demonstrada para essa proteina na progressao tumoral. A laminina também possui
efeito quimiotatico quando em solugdo, 0 que pode explicar sua habilidade em
estimular movimentos celulares relacionados aos processos de invasdo e metastase
(MALINDA; KLEINMAN, 1996; MARTIN; TIMPL, 1987). Esta molécula é ainda capaz
de induzir fenétipo maligno. Ja foi observado que células cultivadas sobre laminina
formam mais tumores in vivo do que células ndo aderentes ou células aderentes a
fibronectina (TERRANOVA et al., 1984). Ainda, células tumorais co-injetadas com
laminina em ratos atimicos promovem aumento da formacdo de colénias
metastaticas pulmonares nesses animais (IWAMOTO et al., 1987).

A laminina, assim como outras moléculas da matriz extracelular, é capaz de
regular atividades biolégicas e funcionar como uma constante fonte de instrugcfes
para as células. Essas instru¢cdes nao sdo estéticas, e aparecem de acordo com a
necessidades de determinado tecido (DAVIS et al., 2000; SCHENK; QUARANTA,
2003; TRAN; LAMB; DENG, 2005). Disseccédo bioquimica revelou que algumas das
funcBes da laminina estdo relacionadas a dominios especificos, demonstrando que
diferentes partes desta molécula podem exercer efeitos diferentes nas células
(FAISAL KHAN et al., 2002). Adicionalmente, estudos evidenciaram que pequenas
sequéncias de aminoacidos derivadas da laminina sdo capazes de estimular funcdes
biol6gicas. Essas sequéncias sdo conhecidas como peptideos bioativos e algumas
das funcdes que exercem nao sdo iguais as da laminina em sua forma intacta
(DAVIS et al., 2000; HANDSLEY; EDWARDS, 2005; SCHENK; QUARANTA, 2003).

Deste modo, os efeitos da laminina ndo podem ser relacionados apenas a
proteina como um todo, ja que ela possui em sua estrutura diversos sitios ativos.
Esses sitios podem ser encontrados em varios componentes da MEC, e geralmente
nao estao expostos na superficie da molécula, permanecendo escondidos dentro de
sua estrutura intacta. Por tal motivo, sdo denominados matricriptinas ou sitios
matricripticos (MAQUART et al., 2004; SCHENK; QUARANTA, 2003; TRAN; LAMB;
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DENG, 2005). Mecanismos que controlam a exposicdo de sitios matricripticos
representam uma etapa relevante na regulacdo de eventos biolégicos pela MEC, e
envolvem modificacdo estrutural ou conformacional de moléculas. Dentre estes
mecanismos, podemos citar: 1) degradacdo enzimatica por acdo proteolitica; 2)
ligacdo heterotipica a outras moléculas, levando a mudanca conformacional; 3)
multimerizacdo (organizagcdo de moléculas em arranjo); (4) forcas mecénicas
mediadas por células; e 5) denaturacéo (DAVIS et al., 2000; MAQUART et al., 2004;
SCHENK; QUARANTA, 2003).

A hipdtese mais aceita para explicar a existéncia de sitios matricripticos € a
de que eles fazem parte de uma estratégia evolutiva para controlar diferentes
atividades celulares. Dessa forma, determinadas instruces podem permanecer
escondidas na molécula intacta até serem requeridas, ou até que uma determinada
enzima proteolitica seja ativada. Portanto, ndo se faz necessario a producdo de
inibidores ou bloqueio de uma atividade que nao tenha sido requisitada em
determinado momento (MAQUART et al., 2004; SCHENK; QUARANTA, 2003).

2.2.1 Peptideos Bioativos da Laminina

As vérias atividades bioldgicas estimuladas pela laminina, tanto em células
normais quanto neoplasicas, despertaram o interesse em estudar seus diferentes
sitios ativos. Assim sendo, fragmentos proteoliticos e peptideos sintéticos
correspondentes a varios dominios estruturais da laminina tém sido usados para
localizar e analisar tais atividades, com o objetivo de demonstrar que a laminina é
uma proteina multifuncional dotada de diversos dominios biologicamente relevantes
(KIKKAWA et al., 2013; YAMADA; KLEINMAN, 1992).

De maneira geral, para pesquisar dominios ativos em moléculas de laminina,
foram realizadas varreduras sistematicas de sequéncias, com posterior sintese de
peptideos que possuiam entre 6 e 12 aminoacidos e que estavam sobrepostos as
sequencias vizinhas em cerca de 4 aminoacidos. Por meio desta abordagem,
aproximadamente 673 peptideos sintéticos foram produzidos somente para a
laminina-111. Levando em consideracdo que a adeséo celular é a principal funcéo
relacionada as lamininas, os peptideos, depois de sintetizados, foram testados
quanto a sua capacidade de mediar adesdo (NOMIZU et al., 1995; NOMIZU et al.,
1998; NOMIZU et al.,, 2000; NOMIZU et al., 1997; NOMIZU et al.,, 2001).
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Posteriormente, por meio de experimentos adicionais, peptideos da laminina foram
caracterizados como moduladores da progresséo de tumores malignos (KIKKAWA et
al., 2013).

YIGSR foi um dos primeiros peptideos descritos para a laminina. Ele é
derivado da cadeia B1 e possui diversas atividades relacionadas a inibicdo da
progressao tumoral (GRAF et al., 1987; IWAMOTO et al., 1987; YAMAMURA et al.,
1993). In vivo, este peptideo bloqueia a formacédo de metastases pulmonares e nos
0Ss0s, bem como inibe a angiogénese em diversos ensaios (FRIDMAN et al., 1990;
GRANT et al., 1989; NAKAI et al., 1992). YIGSR conjugado a lipossomos tem sido
utiizado para administracdo direcional de drogas quimioterapicas (DUBEY;
SINGODIA; VYAS, 2010), e também como radiofarmaco para a localizacdo de
tumores (HU et al., 2005).

O peptideo SIKVAV, por sua vez, esta localizado no braco longo da cadeia
al, logo acima do dominio globular (TASHIRO et al., 1989). Esse peptideo estimula
atividades como adesdo, migracédo, crescimento tumoral, angiogénese, secrecao de
MMPs e inducdo de metastase experimental (GRANT et al., 1992; KANEMOTO et
al., 1990; NOMIZU et al., 1992; SWEENEY et al., 1991; TASHIRO et al., 1989).
Trabalhos de nosso grupo demonstraram que SIKVAV induz secrecdo de MMPs em
células derivadas de carcinoma adendide cistico (FREITAS et al., 2004; FREITAS et
al., 2007). Esse peptideo também tem sido utilizado em trabalhos que envolvem
engenharia de biomateriais para regeneracdo tecidual no sistema nervoso central
(ITOH et al., 2003).

As funcgdes relacionadas a sequéncia bioativa AG73 (RKRLQVQLSIRT), do
dominio LG4 da cadeia a1l da lamina, tem sido estudadas em uma grande variedade
de linhagens celulares tumorais. Este peptideo foi primeiramente identificado devido
a sua habilidade em promover adesao celular das linhagens tumorais HT1080
(fiborossarcoma), B16F10 (melanoma) e SW480 (adenocarcinoma de coélon)
(NOMIZU et al., 1995). In vitro, AG73 estimula a adeséao celular, migragéo, invaséo e
secrecdo de MMPs em células de melanoma (ENGBRING et al., 2008), bem como
angiogénese (MOCHIZUKI et al., 2007). In vivo, este peptideo promove crescimento
tumoral e surgimento de metastases em pulmao e figado (KIM et al., 1998; SONG et
al., 1997). Trabalhos de nosso grupo demonstraram que AG73 estimula atividades

biol6gicas relacionadas a progressdo tumoral, como invasdo e secrecdo de
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proteases, em linhagens celulares derivadas de neoplasias de glandula salivar
(GAMA-DE-SOUZA et al., 2008), e de carcinoma epiderméide oral (SIQUEIRA et al.,
2010).

Quando foi identificado como sequéncia ativa, o0 peptideo C16
(KAFDITYVRLKF), presente no primeiro dominio globular da cadeia yl, mostrou
forte atividade adesiva (NOMIZU et al., 1997). As integrinas avp3 e a5B1 ja foram
identificadas como receptores para este peptideo, por meio de cromatrografia de
afinidade e ensaios de adesdo com anticorpos de blogueio (PONCE; NOMIZU;
KLEINMAN, 2001). Pelo fato de ndo apresentar uma sequéncia RGD (ligante usual
das integrinas citadas acima), acredita-se que C16 possa estimular vias de
sinalizacao distintas das ativadas por fibronectina e outras moléculas contendo este
dominio (KIKKAWA et al., 2013).

Jéa foi demonstrado que C16 estimula o crescimento de neuritos, diferenciacédo
de hepatocitos, diminuicdo na formacdo e diferenciagcdo de acinos, secrecdo de
MMPs e formacao de metastases pulmonares de células de melanoma (KIKKAWA et
al., 2011; KURATOMI et al., 2002; NOMIZU et al., 1997; PONCE; KLEINMAN, 2003;
PONCE et al.,, 1999; PONCE; NOMIZU; KLEINMAN, 2001). Além do mais, C16 é
capaz de prevenir infiltracdo leucocitaria e inflamacdo em modelos de
encefalomielite alérgica (FANG et al., 2013), induzir migracdo extravascular de
células de melanoma (LUGASSY et al, 2007), bem como estimular a
hiperpolarizacdo de membranas em linhagem celular hibrida de neuroblastoma e
glioblastoma (KOWTHA et al.,, 1998). Sua notavel atividade pré-angiogénica
(PONCE et al., 2003; PONCE; KLEINMAN, 2003; PONCE; NOMIZU; KLEINMAN,
2001) estimulou a conjugacéo deste peptideo a implantes poliméricos utilizados em
regeneracao tecidual, com resultados satisfatorios (OTAGIRI et al., 2013).

Outros peptideos da laminina ja foram descritos na literatura, e estédo
relacionados a migracdo de neutrofilos (HARVATH et al., 1994), cicatrizacao
(MALINDA et al., 2008), e a outras atividades biolégicas em células normais e

tumorais.

2.3 Carcinoma Epidermodide

O céncer de cavidade oral é considerado um problema de saude publica em

todo o mundo. Para o ano de 2008, foram estimados cerca de 263.000 novos casos
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e 128.000 mortes relacionadas a este tipo de cancer (JEMAL et al., 2011). Os paises
em desenvolvimento sdo os que apresentam maior incidéncia de neoplasias
malignas orais (DE CAMARGO CANCELA et al., 2010). No Brasil, a cavidade oral é
0 sétimo local mais acometido por tumores, com estimativa de 15.290 novos casos
para o ano de 2014. As regides Sudeste e Nordeste concentram o maior niumero de
casos (INCA, 2014).

Cerca de 90% dos tumores malignos da cavidade oral e orofaringe sao
representados pelo carcinoma epidermoéide, também denominado carcinoma de
células escamosas. Esse tumor desenvolve-se a partir de alteracbes malignas do
epitélio que reveste as superficies da cavidade oral e demais vias aerodigestivas
superiores (ARGIRIS et al., 2008; JOHNSON et al., 2005; LEEMANS; BRAAKHUIS;
BRAKENHOFF, 2011; LUBEK; CLAYMAN, 2012; MAYNE; MORSE; WINN, 2006;
WILSON et al., 1999).

Os principais fatores etioldgicos relacionados ao carcinoma epidermoide oral
incluem o fumo, consumo de bebidas alcodlicas e uso de produtos derivados do
tabaco (“tabaco sem fumaca”), sendo que o fumo e 4alcool possuem efeitos
sinérgicos (HASHIBE et al.,, 2009; JEMAL et al., 2011; LEEMANS; BRAAKHUIS;
BRAKENHOFF, 2011; MAYNE; MORSE; WINN, 2006). Habitos de dieta, infeccdo
por papiloma virus humano (HPV), fatores genéticos, e saude oral precéria séo
também considerados fatores de risco para esta neoplasia maligna (DE CAMARGO
CANCELA et al., 2010; GUHA et al., 2007; MAYNE; MORSE; WINN, 2006). A idade
média relacionada ao diagndstico do carcinoma epiderméide é de 60 anos (ARGIRIS
et al., 2008; MAJCHRZAK et al., 2014; NEVILLE; DAY, 2002). Nos ultimos anos, no
entanto, surgiram algumas mudancas demograficas em relacdo a incidéncia deste
tumor, representadas pelo aumento do numero de casos entre individuos com
menos de 45 anos e sem histérico de consumo de alcool ou tabaco (CURADO;
BOYLE, 2013; CURADO; HASHIBE, 2009; MAJCHRZAK et al., 2014).

O carcinoma epiderméide invasivo pode ser precedido por lesbes pré-
malignas orais. Essas lesdes geralmente se apresentam sob a forma de placas
brancas ou vermelhas, conhecidas respectivamente como leucoplasia e eritroplasia
(ARGIRIS et al., 2008; LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011; WOOLGAR,;
TRIANTAFYLLOU, 2011). A medida que o carcinoma desenvolve-se, surgem
ulceragdes superficiais da mucosa que néo cicatrizam. Com o crescimento da leséo,

pode haver a formacdo de uma massa exofitica com superficie papilar elevada, ou
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de lesdo endofitica com superficie ulcerada e bordas elevadas. Os sitios da
cavidade oral acometidos pelo carcinoma epidermoide incluem a lingua, assoalho de
boca, mucosa jugal, gengiva e palato duro. Tumores podem também ser
encontrados no palato mole e orofaringe (JOHNSON et al., 2005; NEVILLE; DAY,
2002).

A propagacéo local do carcinoma epidermdide esta relacionada a anatomia
da regido acometida, e pode atingir mdsculos e 0ssos, bem como vasos sanguineos
e linfaticos (JOHNSON et al., 2005). Metastases para linfonodos cervicais
constituem o fator prognéstico mais importante em casos de carcinoma epidermadide
da regido de cabeca e pescoco (FAN et al.,, 2011; LUBEK; CLAYMAN, 2012).
Metastases a distancia, quando ocorrem, costumam atingir os pulmdes, linfonodos
do mediastino, figado e ossos (ARGIRIS et al., 2008).

Tumores da cavidade oral e orofaringe em estégios iniciais sdo tratados com
cirurgia ou radioterapia. Ja neoplasias em estagios avancados requerem tratamento
multimodal, que normalmente incluem quimioterapia (ARGIRIS et al., 2008;
LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011; LUBEK; CLAYMAN, 2012). Mesmo
com os avangos nos métodos de diagndstico e tratamento, a taxa de sobrevida de
pacientes com carcinoma epidermdide oral em cinco anos € considerada baixa,
entre 50 e 60% dos casos (DE CAMARGO CANCELA et al.,, 2010; JADHAYV,
GUPTA, 2013; LUBEK; CLAYMAN, 2012). Isto ocorre porque a maioria dos casos s0
sdo diagnosticados quando a doenca ja estda em estagio avancado (JOHNSON et
al., 2005).

O carcinoma epidermadide resulta de um processo em que o epitélio normal
sofre modificacbes que levam a formacdo de atipias diversas, caracterizadas por
diferencas no tamanho das células, e por modesto aumento no numero de
queratinécitos. Esta atipia € considerada discreta quando as alteracBes estdo
limitadas a camada basal do epitélio, enquanto que atipias moderadas e severas
envolvem mudancas crescentes na morfologia celular e aumento de espessura do
epitélio (PEREIRA et al., 2007). Quando as alteracdes celulares envolvem todas as
camadas do epitélio sem, no entanto, invadir o tecido conjuntivo, a leséo é
classificada como carcinoma in situ. O carcinoma epidermdide propriamente dito
esta relacionado a ruptura da lamina basal. Este evento define a progressdo de
carcinoma in situ para carcinoma invasivo, e envolve uma série de processos
biol6gicos bem ordenados (KRAMER; SHEN; ZHOU, 2005).
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Em seu estégio inicial, o carcinoma epidermdide invasivo é caracterizado pela
presenca de pequenas cole¢cdes de queratindcitos atipicos na lamina propria
(WOOLGAR; TRIANTAFYLLOU, 2009, 2011). Com o passar do tempo, estas células
atipicas podem permanecer isoladas ou formar ninhos, cordées ou massas maiores
que crescem na lamina prépria, sem ligacdo com o epitélio de superficie. Essas
células apresentam citoplasma eosinofilico abundante, ndcleos grandes e
hipercromaticos, bem como possuem graus variados de pleomorfismo celular e
nuclear. Adicionalmente, o quadro histologico tumoral apresenta diferentes graus de
queratinizagdo individual, com formacgdo de pérolas cOrneas, e ainda mitoses tipicas
e atipicas. Células neoplésicas invasoras podem ainda estender-se para o tecido
adiposo subjacente, musculo ou 0sso. Intensa resposta inflamatoria ao epitélio
invasor, assim como areas focais de necrose também sédo observadas (FAN et al.,
2011; LARSEN et al., 2009; PEREIRA et al., 2007; WOOLGAR; TRIANTAFYLLOU,
2011).

Apesar da forte correlacdo entre o carcinoma epidermoide e determinados
fatores etiol6gicos, os mecanismos bioldgicos relacionados a iniciacdo e progressao
desse tumor ainda ndo foram totalmente esclarecidos (LEEMANS; BRAAKHUIS;
BRAKENHOFF, 2011; MEHROTRA; YADAYV, 2006). Algumas evidéncias sugerem
que alteracdes observadas no carcinoma epidermoéide estdo relacionadas ao
acumulo de modificacbes genéticas que levam a mudancas na morfologia e
comportamento celulares. Estas alteracbes sdo mediadas principalmente pela
ativacao de proto-oncogenes e inativagao de genes supressores de tumor (ARGIRIS
et al., 2008; NIELSEN et al., 2008).

Nos ultimos anos, porém, verificou-se que fatores de crescimento, moléculas
de adesdo celular, atividade imunoldgica, e regulacdo homeostéatica de células
normais também podem influenciar a progressdo do carcinoma epiderméide
(NIELSEN et al., 2008). Por tal motivo, é cada vez mais aceita a ideia de que o
microambiente relacionado a esta neoplasia envolve interagcdes das células
neoplasicas com o estroma circundante e tecido normal. Desse modo, o crescimento
e a progressao para carcinoma invasivo envolvem interacdes das ceélulas tumorais
com ceélulas de outros tecidos e com a matriz extracelular (MEHROTRA; YADAYV,
2006).

Atualmente, acredita-se que a formacdo de estroma de suporte e

reorganizacao estrutural da MEC e da lamina basal sdo pré-requisitos para 0s
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processos de invasdo e metastase em carcinoma epidermoide oral (NIELSEN et al.,
2008; SHARMA et al., 2013). J4 foi observado que a lamina basal pode sofrer
mudancas quantitativas e qualitativas durante a progressdo deste tumor. Estudos
gue analisaram a expressdo de laminina demonstraram que a lamina basal
associada ao carcinoma epidermoide apresenta areas de espessamento focal, que
podem indicar aumento na sintese da laminina. Além disso, a lamina basal
associada a esta neoplasia maligna apresentar descontinuidades em algumas
regides, evento que pode representar a ruptura desta estrutura nas zonas de
invasdo (KOSMEHL et al., 1999; SOUZA et al., 2007; WILSON et al., 1999). Perda
de continuidade da lamina basal em carcinomas epidermoides pouco diferenciados é
mais significativa se comparada a lesbes bem diferenciadas, sugerindo maior
atividade de degradacéo proteolitica da lamina basal (SHRUTHY et al., 2013).

Componentes resultantes da degradacéo da lamina basal podem influenciar a
atividade invasiva do carcinoma epidermodide (SHARMA et al., 2013), e a laminina
parece ter papel fundamental neste processo. Através dos receptores de 32/67 kDa,
células de carcinoma epidermdide sdo capazes de aderir a laminina encontrada na
lamina basal. Esta adesdo promove estabilizacdo das células neoplésicas, e é
seguida pela secrecéo localizada de enzimas proteoliticas. Este evento causa entao
a degradacdo da prépria laminina e de outras moléculas da lamina basal (SOUZA et
al., 2007; WILSON et al., 1999). Uma evidéncia para a associacao entre protedlise
da laminina e tumores malignos foi demonstrada por Kuratomi et al. (2008), que
relatou a presenca de fragmentos da cadeia y2 da laminina em exames sorolégicos
de pacientes com carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco.

Jéa foi observado que peptideos da laminina podem modular o comportamento
do carcinoma epidermoide oral. Linhagens celulares derivadas deste tumor séo
capazes de aderir aos fragmentos E3 e E8 da laminina, bem como ao peptideo GD-2
(derivado da cadeia al) (PATTARAMALAI; SKUBITZ, 1994; PATTARAMALAI;
SKUBITZ; SKUBITZ, 1996). Mais recentemente, trabalho realizado em nosso
laboratorio demonstrou que o peptideo AG73 estimula migracédo, invasao e secrecao
de proteases em linhagem celular derivada de carcinoma epidermaoide (SIQUEIRA et
al., 2010).

A cadeia y1 da laminina, onde se localiza o peptideo C16, esta expressa na

lamina basal de tecidos adultos normais, bem como na lamina basal associada a
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displasia e ao carcinoma epiderméide. A expressdo desta cadeia também foi
observada ao redor das ilhas e cordBes de queratinécitos modificados em amostras
de carcinoma epidermoide invasivo (KOSMEHL et al., 1999).

Células de carcinoma epidermoide possuem algumas integrinas que servem
de receptores para a laminina, como a2p1, a3p1, a6pl e 64 (KRAMER; SHEN;
ZHOU, 2005). Dentre estas, a subunidade Bl da integrina esta relacionada ao
aumento da invasdo em células de carcinoma epidermoide (KOONTONGKAEW et
al., 2011). O padrdo de expressdao da integrina Bl sofre alteracbes durante a
progressao deste tumor. No epitélio oral normal e em casos de atipias epiteliais
brandas, apenas células da camada basal sdo imunopositivas para esta molécula.
Ja quando se observam atipias moderadas, a integrina 1 passa a localizar-se na
regido da membrana basolateral das células basais, e também em algumas células
da camada espinhosa. No carcinoma in situ, por sua vez, integrina 1 esta expressa
em toda a espessura do epitélio, e apds progressao para carcinoma invasivo passa
a localizar-se somente na periferia das frentes de invasdo (AHSAN et al., 2011). A
expressao localizada de integrinas nestes focos de invaséo parece estar relacionada
ao perfil agressivo das células neoplasicas e ao prognostico do carcinoma
epiderméide oral (SHARMA et al., 2013).

Andlise utilizando bloqueio com anticorpos anti-integrina mostraram que
células de carcinoma epidermoide usam integrina o631 para aderir e migrar sobre a
laminina-111 e que, diferentemente dessas células, queratinécitos normais
expressam niveis baixos da subunidade B1 de integrina. Esse estudo ainda sugere
gue migracdo de células derivadas de carcinoma sobre laminina, mediada pela
integrina a6B1, constitui um importante processo durante invasdo e metastase
(ZHANG et al., 1996).

2.4 Fibrossarcoma

O fibrossarcoma faz parte de um grupo de sarcomas de tecidos moles que
contém células fusiformes com diferenciacao fibroblastica (COLLINI et al., 2009). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o fibrossarcoma € um tumor

maligno composto por fibroblastos e por quantidade variavel de colageno que, em
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casos classicos, apresenta aspecto histopatolégico semelhante a espinha de peixe
(FICHER; VAN DEN BERG; MOLENAAR, 2002).

No inicio do século XX, o fibrossarcoma era considerado o tipo mais comum
de tumor maligno de tecidos moles em adultos, representando cerca de 66% de
todos os sarcomas. No entanto, com o advento e aplicacdo de técnicas de
imunohistoquimica e diagnéstico molecular, e com a identificacdo de entidades
clinicopatologicas distintas, varias das lesdes primeiramente classificadas como
fiborossarcomas foram reclassificadas como lipossarcomas, rabdomiosarcomas,
fioromatose, entre outros (BAHRAMI; FOLPE, 2010; FOLPE, 2014). Deste modo, o
fibrossarcoma passou a ser considerado como diagnéstico de excluséo relacionado
a outros tumores mesenquimais formados por células fusiformes (DE BREE et al.,
2010; FOLPE, 2014; HANSEN et al., 2006). Assim sendo, a incidéncia de
fibrossarcoma caiu drasticamente nos ultimos anos, sendo representada por apenas
1 a 5% dos sarcomas provenientes de tecidos moles (BAHRAMI; FOLPE, 2010;
FICHER; VAN DEN BERG; MOLENAAR, 2002; WIBMER et al., 2010).

O fibrossarcoma é classificado em tipos adulto e infantil, que representam
entidades patoldgicas distintas (FICHER; VAN DEN BERG; MOLENAAR, 2002;
FOLPE, 2014). Como a linhagem celular de fibrossarcoma (HT1080) utilizada neste
estudo é derivada de um tumor de adulto, daremos énfase a este tipo de
fibrossarcoma. O fibrossarcoma do adulto surge entre a quarta e a sexta décadas de
vida, sendo os tecidos moles profundos das extremidades (principalmente coxas e
antebracos), tronco, cabeca e pesco¢o 0s sitios mais acometidos (BAHRAMI,
FOLPE, 2010; HANSEN et al., 2006; WIBMER et al., 2010). Nao existem fatores
predisponentes bem estabelecidos para o surgimento do fibrossarcoma, apesar de ja
ter sido observado que algumas lesdes tendem a se formar em sitios previamente
irradiados. Clinicamente, o fibrossarcoma adulto apresenta-se como uma massa
tumoral que pode ou ndo estar associada a dor (FICHER; VAN DEN BERG,;
MOLENAAR, 2002).

Os fibrossarcomas sao resistentes a quimioterapia, metastatizam para
pulmdes e ossos (especialmente para o esqueleto axial), e raramente se propagam
para linfonodos. Metastases ocorrem em 9% a 63% dos casos, e a taxa de
sobrevida em cinco anos varia de 39% a 54%. Fatores que predispbem a um
prognostico desfavoravel em casos de fibrossarcoma incluem presenca de grande

numero de células, associada a altas taxas de mitose e necrose e minima
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quantidade de coldgeno (COLLINI et al., 2009; FICHER; VAN DEN BERG;
MOLENAAR, 2002; SCOTT et al., 1989).

Histopatologicamente, o fibrossarcoma € composto por células fusiformes
com grau moderado de pleomorfismo. As células neoplasicas formam longos
fasciculos dispostos em padrdo que lembra espinha de peixe, e apresentam nucleos
conicos e fortemente corados, bem como nucléolo proeminente e citoplasma
escasso. Certa quantidade de colageno é observada no estroma, variando desde
uma rede intercelular delicada a presenca de zonas com esclerose semelhante a
queloide. Mais de 80% dos fibrossarcomas de adulto apresentam alto grau de
malignidade (graus 2 ou 3), e formam lesdes bastante agressivas (BAHRAMI;
FOLPE, 2010; FOLPE, 2014).

No fibrossarcoma, células neoplasicas podem alterar a composicdo e
organizacdo da MEC para facilitar seu crescimento, sobrevivéncia e invasdo. Ja foi
observado que células derivadas de fibrossarcoma sintetizam grandes quantidades
de componentes da MEC, incluindo hialuronan, proteoglicanos, colagenos,
fibronectina e laminina (NIKITOVIC et al., 2013). Além disso, a inibicdo do receptor
de 32/67 kDa da laminina e de integrina a6p1 diminuem as interagdes das células
HT1080 com a laminina, reduzindo também a capacidade invasiva dessa linhagem
celular (KIELOSTO et al., 2009; ZUBER et al., 2008).

Células HT1080 representam um modelo celular bastante utilizado para
ensaios relacionados a secrecdo de MMPs, invasdo e metastase (BALDASSARRE
et al.,, 2012; HANYU et al., 2009; ZUBER et al., 2008). Por tal motivo, resolvemos
também analisar a influéncia do peptideo C16 no comportamento invasivo dessa
linhagem celular. A adesividade de diversas sequéncias e peptideos da laminina foi
extensamente testada em células HT1080 (HOZUMI et al., 2010; NOMIZU et al.,
2000; NOMIZU et al., 1997; URUSHIBATA et al., 2009; YOSHIDA et al., 1999).
Adicionalmente, trabalhos demonstraram que o peptideo YIGSR é capaz de inibir
crescimento tumoral e metastase experimental na linhagem HT1080, provavelmente
devido a inducao de apoptose nessas células (IWAMOTO; FUJITA; SUGIOKA, 1992;
IWAMOTO et al., 1996; KIM et al., 1994).
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2.5 Invadopodios

Durante o processo de invasdo e metastase, células neoplasicas dissociam-
se da massa tumoral primaria e rompem a lamina basal para invadir localmente o
estroma e tecidos adjacentes. Estas células, a seguir, podem degradar a lamina
basal endotelial, ultrapassar a parede dos vasos e entrar na corrente sanguinea.
Acredita-se que células tumorais invasivas consigam penetrar estas barreiras devido
a sua capacidade de formar invadopédios (CHIANG; MASSAGUE, 2008; SIBONY-
BENYAMINI; GIL-HENN, 2012).

Os invadopddios sdo protrusdes celulares ricas em actina, que exercem
protedlise localizada da matriz em pontos de contato da célula com substrato
(SIBONY-BENYAMINI; GIL-HENN, 2012; STYLLI; KAYE; LOCK, 2008). Estas
estruturas representam sitios para os quais sao convergidas diversas atividades
celulares, incluindo adesdo, modificacbes do citoesqueleto, atividade proteolitica,
trafego de membrana e ativacdo de vias de sinalizacdo (SIBONY-BENYAMINI; GIL-
HENN, 2012; WEAVER, 2006, 2008b).

Os invadopddios encontrados em células tumorais sdo bastante semelhantes
aos podossomos, protrusdes de membrana presentes em células normais dotadas
de alta capacidade migratoria. Tanto podossomos quanto invadopddios séao
projecOes especializadas ricas em F-actina que se formam na membrana ventral das
células e estdo em intimo contato com a MEC (BUCCIONE; CALDIERI; AYALA,
2009; GIMONA et al.,, 2008; MURPHY; COURTNEIDGE, 2011; STYLLI; KAYE;
LOCK, 2008).

Os podossomos inicialmente foram caracterizados como estruturas adesivas,
formadas por filamentos de actina e dotadas de habilidade de degradacéo. Estes
elementos foram a principio observados em fibroblastos transformados com virus do
sarcoma de Rous (RSV) cultivados sobre substrato fluorescente (CHEN et al., 1985;
TARONE et al., 1985). No fim da década de 1980, os podossomos foram também
visualizados em células ndo transformadas (ZAMBONIN-ZALLONE et al., 1988).
Posteriormente, em linhagens celulares tumorais, estruturas similares com
habilidade de degradac&o da matriz pericelular foram descritas, e entdo chamadas
de invadopddios (“pés invasivos”) para enfatizar sua natureza protrusiva (CHEN,
1989).
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Podossomos e invadopddios sao estruturas puntiformes ricas em F-actina que
possuem proteinas reguladoras de actina, proteinas de adesédo focal, e moléculas
sinalizadoras (quinases, proteinas adaptadoras e integrinas) (BUCCIONE;
CALDIERI; AYALA, 2009; BUCCIONE; ORTH; MCNIVEN, 2004; GIMONA et al.,
2008; WEAVER, 2006). A proteolise da MEC representa uma atividade intrinseca
tanto de podossomos quanto de invadopddios (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011,
SIBONY-BENYAMINI; GIL-HENN, 2012), mas esta habilidade foi, por certo tempo,
considerada como caracteristica exclusiva dos invadopddios, sendo utilizada
inclusive como fator de distingdo entre essa estrutura e o podossomo (AYALA et al.,
2006). Deste modo, tanto podossomos quanto invadopddios permitem a célula
coordenar as atividades de degradacdo da MEC e motilidade celular, com o intuito
de facilitar a migracdo através dos tecidos (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011).
Alguns autores sugerem que o termo “invadossomo” seja usado para descrever
tanto podossomos quanto invadopddios, devido ao fato de ambos possuirem
organizacao estrutural, composicao e funcdo semelhantes (DESTAING et al., 2011;
LINDER, 2009).

Apesar das diversas similaridades entre podossomos e invadopddios,
diferencas morfolégicas e moleculares ja foram observadas. A primeira e mais
importante diferenca que define estas duas estruturas é o tipo de célula em que séo
encontradas: podossomos formam-se em células normais e dotadas de alta
motilidade, como mondcitos, macrofagos, células dendriticas e osteoclastos, assim
como células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos transformados. J&
os invadopodios sdo encontrados primariamente em células tumorais, incluindo
células de carcinoma mamario metastatico, de melanoma, e carcinoma epiderméide
de cabeca e pescoco (CHEN et al., 1985; GIMONA et al., 2008; MARCHISIO et al.,
1984; WEAVER, 2006, 2008b; ZAMBONIN-ZALLONE et al., 1988).

Uma segunda diferenca estad relacionada ao tamanho destas estruturas.
Podossomos séo relativamente pequenos (apresentando 1 um de diametro e 0.4 um
de extensdo), enquanto invadopédios sdo maiores (com até 8 um diametro e 5 um
de extenséo). Podossomos e invadopddios diferem ainda em sua dinamica, sendo
gue os invadopodios sdo mais estaveis e persistem por mais tempo. Como
consequéncia, o padrdo de degradacdo dos invadopodios é mais profundo e
localizado em comparacao ao dos podossomos, que é superficial e difuso (GIMONA
et al., 2008; LINDER, 2007; POLISHCHUK et al., 2000; WEAVER, 2008b).
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Os invadopddios e podossomos devem ser também diferenciados de outras
modificacbes da membrana plasmatica, como as adesbes focais (estruturas
associadas a adesdao a MEC). Estas trés estruturas possuem basicamente o0s
mesmos componentes, e acredita-se que exista uma relacdo reciproca entre
adesdes focais e invadopodios. Mudanca de um fendtipo celular quiescente para
migratorio é geralmente caracterizada pela dissolucdo de adesdes focais e formacgéo
de podossomos ou invadopodios nos sitios de contato com a MEC (BLOCK et al.,
2008; CHAN; CORTESIO; HUTTENLOCHER, 2009).

Estudos utilizando microscopia eletrdnica demonstraram que as areas de
contato de invadopddios com sitios de degradacdo da MEC séo representadas por
grandes projecdes da membrana celular (POLISHCHUK et al., 2000). Essas
projecBes possuem um nucleo rico em actina circundado por proteinas estruturais e
de adesao (LINDER, 2007). Um conjunto de proteinas ligantes e nucleadoras de
actina, ativadores de polimerizagcdo, quinases e pequenas GTPases regulam a
maquinaria de actina dos invadopddios (GIMONA et al., 2008). Moléculas chave
nesse processo incluem: 1) proteina 2B com dominios SH3 e PX, ou Tks 4 (do inglés
“Tyrosine kinase substrate with four SH3 domains”); 2) proteina 2A com dominios
SH3 e PX, ou Tks 5 (do inglés “Tyrosine kinase substrate with five SH3 domains”); 3)
cortactina e N-WASp (reguladores de actina); 4) Src (tirosina quinase); e 5) MT1-
MMP (BUCCIONE; CALDIERI; AYALA, 2009; CLARK et al., 2007; GIMONA et al.,
2008; STYLLI; KAYE; LOCK, 2008). Além dessas moléculas, a cooperacao entre
microtubulos e citoesqueleto de actina representa um evento importante na
formacao e funcao de invadopo6dios (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). Elongacéo
dessas estruturas em direcdo a lamina basal depende de uma rede de microtubulos
gue se forma em sua base, sugerindo que os microtubulos participam da distribuicéo
de proteinas para a regido dos invadopédios (SCHOUMACHER et al., 2010).

Estimulos que levam a formacdo de invadopddios podem ativar vias de
sinalizacdo relacionadas a fosforilacdo e/ou ativacdo de diversas proteinas. As
quinases da familia Src possuem papel importante na formacéo de invadopddios e
podossomos. Atividade elevada desta tirosina quinase parece ser essencial para a
organizacdo dos invadopodios tanto em células normais quanto transformadas
(KELLEY et al., 2010; TARONE et al., 1985). c-Src, um dos componentes da familia
das Src quinases, regula diferentes eventos relacionados a montagem dos

invadopadios, desde sua formacéo inicial até sua dissociagdo (DESTAING et al.,
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2008). Sabe-se que diversos substratos de Src (como cortactina, N-WASp,
dinamina, paxilina, p130Cas e caveolina) participam da formacéo de invadopddios,
embora a contribuicéo individual de cada molécula para a dindmica desta estrutura
ainda nado esteja bem estabelecida (DESTAING et al., 2011; KELLEY et al., 2010).
Dados sugerem que a fosforilagdo de cortactina e N-WASp mediada por Src € um
evento importante para a organizagao dos filamentos de actina durante a montagem
do invadopddio (PARK; SUETSUGU; TAKENAWA, 2005; TEHRANI et al., 2006).
Dois outros substratos de Src, Tks4 e Tks5, foram identificados como moléculas
organizadoras dos invadopodios, e sua fosforilagdo esta relacionada tanto a
formacao quanto a atividade de degradacdo destas estruturas (BUSCHMAN et al.,
2009; GIANNI et al., 2010; SEALS et al., 2005).

A ativacéo de Src pode ser controlada pela fosforilagdo do residuo de tirosina
416, pela desfosforilagdo do residuo de tirosina 527, ou por ligacdes de moléculas
aos seus dominios SH2 ou SH3 (BJORGE; JAKYMIW; FUJITA, 2000; MISSAN;
DIPERSIO, 2013). Integrinas podem induzir a ativacdo de Src diretamente, por meio
de interacdo com seus dominios citoplasméaticos (ARIAS-SALGADO et al., 2003), ou
estimulando a acdo de fosfatases como PTP1B e SHP2 (CORTESIO et al., 2008).
Além disso, a ligacdo de integrinas a moléculas da MEC pode promover o
recrutamento e autofosforilacdo da tirosina quinase FAK, que possui um dominio
com alta afinidade para Src. Subsequente fosforilacdo de FAK mediada por Src cria
sitios de ligacdo para outras proteinas de sinalizagdo, as quais comunicam O
complexo FAK-Src com moléculas efetoras, incluindo os componentes da familia das
MAP quinases (MAPK) (ASTIER et al.,, 1997; LARSEN et al.,, 2006; MITRA;
SCHLAEPFER, 2006).

As moléculas ERK 1/2 fazem parte da familia das MAP quinases, e sao 0s
altimos componentes de um modulo de sinalizacdo formado pela GTPase Ras e
pelas quinases Raf e MEK 1/2 (DESCHENES-SIMARD et al., 2014; ROSKOSKI,
2012; YOON; SEGER, 2006). Alguns trabalhos j& demonstraram que Src quinases
podem mediar a ativacdo de ERK 1/2 em células derivadas de melanoma e de
carcinoma de estdbmago, sugerindo que a sinalizacdo Src-ERK 1/2 seja importante
para a progresséo tumoral (MAAT et al., 2009; SHIN et al., 2002). As MAP quinases
estdo envolvidas especialmente na producdo de enzimas proteoliticas que podem
degradar a lamina basal. Em resposta a estimulos extracelulares, a proteina ERK

fosforilada pode se translocar do citoplasma para o nucleo e ativar alguns fatores de
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transcricdo (como AP-1) responsaveis por estimular a sintese de MMPs (KRUEGER
et al., 2001; REDDY; NABHA; ATANASKOVA, 2003). A fosforilagdo de ERK também
pode regular a invasividade tumoral pela ativacédo direta da maquinaria de motilidade
celular (LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996), e por meio da inibicdo de apoptose
(ERHARDT; SCHREMSER; COOPER, 1999).

A formacao dos invadopddios € dividida em trés etapas: iniciagdo, montagem
e maturacdo (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). Estudos recentes sugerem que a
formacdo de invadopddios € iniciada nas regides vizinhas as adesdes focais,
provavelmente em resposta a geracao de fosfatidilinositol-3-4-bifosfato (PI(3,4) P2),
gue recruta a proteina adaptadora Tks5 (ABRAM et al., 2003). Adicionalmente, a
agregacdo de cortactina a sitios de adesdo celular a MEC € um evento inicial
fundamental para a estruturacdo dos invadopddios (ARTYM et al., 2006). Tks 5 e
cortactina estdo colocalizadas em invadopddios, e acredita-se que essa molécula
adaptadora possa participar do recrutamento de cortactina para futuros sitios de
degradacéo da MEC (OSER et al., 2009).

Na fase de montagem dos invadopddios, a cortactina modula a acao de varias
proteinas reguladoras de actina (YAMAGUCHI et al., 2005). Neste contexto, a
cortactina tem papel fundamental na regulacéo da cofilina, molécula que participa da
despolimerizagdo da actina (SIBONY-BENYAMINI; GIL-HENN, 2012). A cortactina
liga-se a cofilina por meio de interacdo eletrostatica, inibindo sua atividade. Na
presenca de estimulos, a cortactina pode ser fosforilada por Src quinases em trés
diferentes residuos de tirosina (421, 466 e 482), processo que promove sua
dissociacdo da cofilina (MAGALHAES et al.,, 2011). Ap6s esta etapa, a cofilina
encontra-se livre para participar da despolimerizacéo e reorganizacao dos filamentos
de actina na regido precursora dos invadopodios (OSER et al., 2009). Subsequente
desfosforilacdo da cortactina bloqueia a cofilina e permite a estabilizacdo do
invadopddio, favorecendo sua atividade de degradacdo (OSER et al.,, 2009;
YAMAGUCHI et al., 2005). O processo de fosforilagdo da cortactina regula sua
interacdo ndo sé com a cofilina, mas também com N-WASp e Arp2/3 (OSER et al.,
2009; WEAVER, 2008a).

Ja foi observado que o carcinoma epidermdide oral apresenta niveis elevados
de cortactina em comparagdo ao epitélio normal, sendo que esta proteina esta
concentrada na frente de invasédo do tumor (SHARMA et al., 2013). Aumento dos

niveis de cortactina também esta relacionado ao aumento da expressao de MMP-9 e



47

MT1-MMP em células de carcinoma epidermdide da regido de cabeca e pescoco, e
a inibicdo dessa molécula reduz o crescimento tumoral (CLARK et al., 2009; CLARK;
WEAVER, 2008; CLARK et al., 2007).

Os invadopddios podem degradar a MEC modulando a liberacdo localizada e
ativacdo de proteases, as quais auxiliam as células a ultrapassar barreiras teciduais
(BUCCIONE; CALDIERI; AYALA, 2009; GIMONA et al., 2008; LINDER, 2007,
STYLLI; KAYE; LOCK, 2008; WEAVER, 2006). Existem trés classes de proteases
encontradas em invadopodios: 1) MMPs (como MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP) e
proteases da familia ADAMSs; 2) cisteina proteases (como a catepsina); e 3) serina
proteases (como UPAR) (LINDER, 2007; STYLLI; KAYE; LOCK, 2008).Cortactina
regula a secrecdo de MMPs nos invadopddios, exercendo um papel importante na
maturacdo dessas estruturas (BUSCHMAN et al., 2009; CLARK; WEAVER, 2008;
CLARK et al., 2007). O recrutamento da cortactina para futuros sitios de degradacéo
da MEC precede o trafego de proteases para esses locais (ARTYM et al., 2006;
CLARK et al., 2007).

MT1-MMP tem papel crucial nos processos de invasdo celular fisiolégica e
patologica (EGEBLAD; WERB, 2002; SEIKI, 2003), sendo considerada importante
promotora da atividade colagenolitica de células com fenétipo invasivo (SABEH et
al., 2009). O acumulo de MT1-MMP na regido dos invadopodios ocorre por meio de
um balanco entre processos de endocitose e exocitose, e envolve reciclagem
endocitica mediada por clatrina e cavéolas (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011), e
mobilizagdo da enzima a partir de depdsitos intracelulares (BRAVO-CORDERO et
al., 2007). A molécula adaptadora Tks4 estabiliza MT1-MMP nos invadopddios,
permitindo localizacdo focal desta molécula e subsequente degradacdo da MEC
(MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). Superexpressdao de MT1-MMP em células
neoplasicas promove tumorigénese, e sua inibicdo reduz crescimento e invasao
tumorais (HOTARY et al., 2003).

As integrinas, devido ao fato de interagirem com a MEC e transmitirem sinais
extracelulares para o citoplasma e vice-versa, encontram-se em posi¢ao favoravel
para modular a atividade dos invadopodios (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). A
subunidade PB1 da integrina é encontrada tanto em podossomos quanto
invadopodios (MUELLER; CHEN, 1991), e sua ativacdo induzida por anticorpos
promove aumento da degradacdo da MEC (NAKAHARA et al.,, 1998). Estudos

utilizando osteoclastos e fibroblastos transformados demonstraram que a auséncia
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de integrina B1 estd relacionada a reducdo na formagcdo de invadopddios
(DESTAING et al., 2010).

Estudos morfologicos de invadopddios em cultura bidimensional geralmente
envolvem o cultivo de células em laminulas cobertas com moléculas ou substratos
derivados da MEC, seguidos de marcagdo das células para actina e/ou com
anticorpos contra outras proteinas associadas. Nestas condi¢cdes, a formacédo de
invadopaodios é restrita a superficie ventral das células (MURPHY; COURTNEIDGE,
2011). Estudos de invadopodios em cultura 3D ainda séo escassos, mas protrusdes
contendo nucleos de actina e proteinas associadas a invadopoédios ja foram
observadas em células de melanoma, fibrossarcoma e tumores de mama humanos
crescidos em ambiente tridimensional (HOTARY et al., 2000; LI et al., 2010; TOLDE
et al., 2010).

Existem poucas evidéncias para a existéncia de invadopddios in vivo.
Estruturas em forma de roseta e ricas em Tks5 e cortactina ja foram identificadas em
células musculares lisas vasculares (QUINTAVALLE et al.,, 2010). Ademais,
protrusGes semelhantes a invadopdédios foram observadas em tumores de mama por
meio de imagem intravital utilizando microscopia multiféton (CONDEELIS; SEGALL,
2003). Varias proteinas associadas a invadopddios parecem ser extremamente
importantes para progressao tumoral em modelos animais, premissa que oferece
suporte para a presenca dessas estruturas in vivo (BLOUW et al., 2008; CLARK et
al., 2009; WEAVER, 2008a).

Os invadopddios sdo capazes de promover a protedlise de constituintes da
lamina basal, como as lamininas (KELLY et al., 1994). Consequentemente, estas
estruturas relacionadas as etapas iniciais da invasdo poderiam causar a exposicao e
liberacdo de peptideos bioativos da laminina. Dados de nosso laboratorio
demonstraram que os peptideos AG73 e C16 estimulam atividade de invadopddios
em linhagem celular de carcinoma adendide cistico, e que este evento é regulado
por meio de sinalizagdo mediada por integrina Bl e pela via de sinalizagdo ERK
(NASCIMENTO et al., 2011). No entanto, os efeitos de peptideos da laminina na
dindmica de formag&do de invadopodios em células de carcinoma epiderméide e

fibrossarcoma ainda n&o foram observados.
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3 PROPOSICAO

Neste trabalho, analisamos o papel do peptideo bioativo C16 (derivado da
cadeia y1 da laminina) nos processos de invaséo, dinamica de formacéo e atividade
de invadopddios em linhagens celulares derivadas de carcinoma epidermdide e
fibrossarcoma. Adicionalmente, buscamos elucidar vias de sinalizacao e receptores
de matriz extracelular envolvidos na transducéo de sinais gerados por este peptideo.
O estudo foi realizado nas seguintes etapas:

1) Efeito de C16 na atividade de invasédo e na dinamica de formacao de
invadopodios em células de carcinoma epidermdide oral (CAL27) e
fibrossarcoma (HT1080);

2) Analise dos mecanismos relacionados aos efeitos biologicos de C16,
envolvendo o estudo de moléculas associadas aos invadopdédios, bem
como de vias de sinalizacdo e receptores possivelmente ativados por

este peptideo.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse trabalho n&o envolveu manipulagédo direta nem de seres humanos e
nem de animais, e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP-ICB), parecer
n° 366/10, de 30 de marco de 2010.

4.1 Peptideos

Peptideo C16, derivado da cadeia y1 da laminina, foi sintetizado pela empresa
EZ Biolab (Westfield, IN, USA), possuindo grau de pureza de 98% (RP-HPLC) e
massa molecular confirmada por espectrometria de massa. Utilizamos também um
peptideo contendo os mesmos aminoacidos de C16 com sequéncia embaralhada
(peptideo “scrambled” — C16SX), que serviu como controle nos experimentos.

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos C16 e C16SX “scrambled”

estao listados na tabela abaixo:

Tabela 4.1: Sequéncia de aminoacidos dos peptideos C16 e C16SX.

Peptideo Sequéncia Sequéncia “scrambled”

C16 KAFDITYVRLKF FKLRVYTIDFAK

C16 e C16SX conjugados a rodamina (EZ Biolab) também foram utilizados
em experimentos para determinar a localizacdo celular dos peptideos, conforme

descrito a seguir.

4.2 Linhagens celulares

Linhagem celular derivada de carcinoma epiderméide de lingua (CAL27) foi
cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco - Life
Technologies, Grand Island, NY, USA). Ja células derivadas de fibrossarcoma
(HT1080) foram cultivadas em meio minimo essencial de Eagle (MEM, Sigma)

suplementado com 10% de SBF (Gibco). Células foram mantidas em frascos de 25
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cm? a 37 °C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Toda manipulagéo foi
realizada em capela de fluxo laminar. Crescimento das células foi monitorado
diariamente em microscopio invertido de contraste de fase, e meio de cultura foi
trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo com o metabolismo celular.

A linhagem CAL27 foi gentiimente cedida pela Profa. Elizabeth F. Martinez
(Faculdade de Odontologia Sao Leopoldo Mandic, Campinas, SP). Sua
caracterizacdo foi descrita anteriormente (GIOANNI et al.,, 1988). Ja a linhagem
HT1080 foi obtida no Banco de Células do Rio de Janeiro, e origina-se de um tumor
da regido do acetabulo (RASHEED et al., 1974).

4.3 Ensaio de Invasao

Para avaliar se C16 induz fenétipo invasivo em células CAL27 e HT1080, foi
utiizado um sistema de camaras bipartites de 10 pocos (Neuro Probe Inc.
Gaithersburg, MD, USA), separadas por membrana porosa de policarbonato
(didmetro dos poros = 8 um). Neste ensaio, a membrana de policarbonato foi coberta
com 5 yl de membrana basal reconstituida (Matrigel - Trevigen Inc, Gaithesburg,
MD, USA - 14 pg/ml). Os pocos da camara inferior foram preenchidos com peptideo
C16 (100 pg/ml) diluido em meio contendo 0,5% de SBF. Células ressuspendidas
em meio com 0,5% de SBF (15x10%/poco) foram cultivadas na porcédo superior da
camara sobre membrana coberta por Matrigel. Como controles, utilizamos peptideo
controle “scrambled” C16SX (100 pg/ml) diluido em meio contendo 0,5% de SBF.
Como controles ndo peptidicos, pocos da camara inferior foram preenchidos com
meio contendo 0,5% de SBF (controle negativo) ou 10% de SBF (controle positivo).
A céamara foi incubada por 40 horas a 37°C em estufa de CO, para que ocorresse
digestdo do Matrigel e invasdo das células da camara superior para a inferior. A
membrana foi entdo removida da camara e sua por¢cao superior, sobre a qual as
células foram plaqueadas, foi delicadamente raspada para remocao de restos de
Matrigel e de células que néo invadiram. Assim, restaram somente células da face
inferior da membrana. Essas células foram fixadas em paraformaldeido 4% e
coradas com violeta cristal. O nimero de células em cada poc¢o foi observado
atraveés da aquisicao de imagens utilizando camera digital acoplada ao microscoépio,
e gquantificado em pelo menos sete campos para cada grupo experimental. Os

ensaios de invasao foram realizados em triplicata.
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4.4 Caracterizacdo de invadopodios em células CAL27 e HT1080 tratadas por
peptideos da laminina

A utilizagdo de células crescidas sobre substrato fluorescente para estudar a
atividade funcional dos invadopddios permite a visualizacdo de areas de digestédo da
matriz, que aparecem como espacos escuros em fundo fluorescente (ARTYM et al.,
2006; BUCCIONE; ORTH; MCNIVEN, 2004; LINDER, 2007).

4.4.1 Preparacao de substratos de gelatina fluorescente

Substratos fluorescentes foram obtidos comercialmente (gelatina-FITC,
Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), ou preparados por meio de kits
para conjugacdo de reagentes fluorescentes a proteinas (Alexa Fluor Protein
Labeling Kit, Invitrogen). Dessa forma, gelatina foi conjugada a fluorocromo no
comprimento de onda vermelho (568 nm), seguindo instru¢cbes do fabricante.
Sucintamente, gelatina (2 mg/ml - Sigma) foi misturada a 1 M de bicarbonato de
sédio pH 8.3 e ao fluorocromo de interesse. O conjugado foi incubado por 1 hora a
temperatura ambiente, sob vigorosa agitacdo. Substrato conjugado ao fluorocromo
foi separado do corante ndo reativo em coluna com resina de purificagdo em gel.
Apbs amostra ter sido carregada na coluna, iluminacdo por luz UV mostrou duas
bandas fluorescentes. A primeira banda, na regido inferior, correspondia a gelatina
conjugada ao reagente fluorescente. A segunda banda, na regido superior,
representava o fluorocromo em excesso nao reativo. A primeira banda, de gelatina
conjugada ao fluorocromo, foi coletada em tubos de 2 ml, utilizando-se o tampé&o de
eluicdo do “kit” de conjugacéo.

Laminulas de vidro (18x18 mm) foram cobertas com gelatina fluorescente,
seguindo protocolo de Artym et al. (2006). Resumidamente, laminulas foram
incubadas com solucdo de poli-I-lisina (Sigma) por 20 minutos a temperatura
ambiente, lavadas em PBS e fixadas em glutaraldeido 0,5% por 15 minutos. Em
seguida, foram lavadas com PBS e invertidas sobre mistura de 8 partes de gelatina
0,2% (Sigma) e 1 parte de gelatina fluorescente por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds lavagem em PBS, laminulas contendo gelatina fluorescente foram
incubadas com borohidreto de sédio (5 mg/ml, Sigma) por 15 minutos, para remogao

de grupos reativos residuais presentes nos substratos.
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4.4.2 Ensaio de degradagéo de substrato fluorescente

Para avaliar a capacidade do peptideo C16 de estimular atividade de
invadopddios, células (2x10* - 10°) foram cultivadas sobre substrato de gelatina
fluorescente (FITC) em meio de cultivo contendo 0,5% de SBF, e mantidas em
estufa de CO, a 37 °C. Apods periodo de adesdo inicial (1-3 horas), essas células
foram tratadas pelo peptideo C16 (100 ug/ml) diluido em meio com 0,5% de SBF.
Células tratadas por peptideo “scrambled” C16SX (100 ug/ml) diluido em meio com
0,5% de SBF serviram como controle. Controles ndo peptidicos negativo (meio
contendo 0,5% de SBF) e positivo (meio com 10% de SBF), semelhantes aos
empregados nos ensaios de invasdo, também foram utilizados.

Apéds 16 horas de incubacédo, células foram fixadas em paraformaldeido 4%
diluido em PBS por 10 minutos, e permeabilizadas com Triton X-100 0,5% (Sigma)
em PBS por 5 minutos. Em seguida amostras foram incubadas com faloidina
conjugada ao fluorocromo Alexa 568 (Invitrogen - diluicdo 1:1000) diluido em PBS
por 1 hora, para evidenciagéo dos filamentos de actina (visando delinear o formato
das células e seus prolongamentos em direcdo a gelatina fluorescente). Montagem

das laminas foi realizada com ProLong Gold (Invitrogen).

4.4.3 Microscopia e Analise das Imagens

Amostras de células CAL27 e HT1080 cultivadas sobre substrato de gelatina
fluorescente e tratadas por peptideos da laminina foram examinadas em microscopio
de fluorescéncia Axiophot (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), utilizando objetiva
PlanApo 100x (abertura numérica = 1.4). Imagens das células e do substrato de
gelatina foram adquiridas com o auxilio de camera monocromatica CCD digital de
alta sensibilidade, especifica para amostras fluorescentes (CoolSNAP HQ2,
Photometrics Inc, Tucson, AZ, USA). Para observar a extensao de invadopddios em
direcdo ao substrato fluorescente, no minimo 10 sec¢Bes no eixo Z por campo da
amostra foram obtidas, utilizando um acessorio piezoelétrico (PIFOC, Physik
Instrumente, Germany) acoplado a objetiva. O microscopio e demais equipamentos
foram controlados em estacdo grafica com o software Metamorph Premier 7.6

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).
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Para cada amostra, foram adquiridas imagens de 15 células escolhidas
aleatoriamente. Os invadopddios foram caracterizados como protrusdes de actina
sobrepostas a areas de digestdo (espacos escuros) presentes no substrato de
gelatina fluorescente. A aquisicdo das imagens fluorescentes da actina (canal
vermelho) e da matriz de gelatina fluorescente (canal verde) foi realizada
separadamente, e a superposicdo dos canais de fluorescéncia foi feita
automaticamente pelo médulo “color combine” do software Metamorph.

MensuracOes das areas de digestdo encontradas no substrato fluorescente
foram realizadas para verificar se C16 induziu aumento da atividade de
invadopddios, comparado aos controles. Para calcular essas areas, utilizamos o
software de dominio publico ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Empregando o
recurso de segmentacdo da imagem (“threshold”), o canal verde (substrato
fluorescente) foi processado separadamente, de maneira a ressaltar apenas o0s
espacos escuros na matriz fluorescente. As areas de degradacdo foram medidas e
expressas em pum?, e os valores obtidos foram comparados graficamente.

Projecdes ortogonais, deconvolugdo tridimensional por algoritmo de
restauracdo, e renderizacdo volumétrica foram realizadas pelo software Volocity
(Improvision, Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA).

4.5 Estudo por microscopia confocal 4D da dinamica de formacdo de
invadopddios estimulada pelo peptideo C16

Para analise da dindmica de formacdo de invadopddios estimulada pelo
peptideo C16, células CAL27 e HT1080 foram cultivadas em placas de cultura de 35
mm até atingirem 50% de confluéncia. A seguir, meio de transfeccao (Opti-MEM,
Gibco), reagente de transfeccdo (Lipofectamina 2000, Invitrogen) e cDNA de
cortactina-GFP (300-500 ng), foram misturados e incubados em temperatura
ambiente por 30 minutos, de acordo com instrucdes do fabricante. Esta solucéo foi
adicionada as células tumorais, que foram assim mantidas por um periodo de 24-48
horas a 37 °C e 5% CO,. Posteriormente, células viaveis transfectadas com
cortactina-GFP foram cultivadas sobre substrato de gelatina conjugada ao
fluorocromo Alexa-568 (Invitrogen), e mantidas por 3-6 horas em meio com 10% de
SBF, a 37 °C. Em seguida, laminulas contendo células e gelatina foram montadas
sobre laminas de vidro utilizando adesivo dupla-face de vedacéo (Bioscience Tools,
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San Diego, CA, USA), e mantidas em meio sem vermelho fenol (Sigma) contendo
1% de Nu-Serum (BD Biosciences) mais os peptideos C16 ou C16SX (100 pg/ml).

Videos em “time-lapse” foram realizados em microscépio confocal e multiféton
Carl Zeiss LSM 780-NLO (CEFAP-ICB, USP), equipado com camara de incubacao
gue permitiu controle de temperatura, de pressdo de CO, e de umidade. O sistema
de aquisicdo das imagens permitiu a observacdo das amostras em trés dimensodes
espaciais (X, Y, Z) e na dimensédo temporal (T). Imagens das células e do substrato
de gelatina foram adquiridas em intervalos de 15 minutos, por aproximadamente 12
horas. A extensdo de projecdes de actina em direcdo ao substrato fluorescente foi
avaliada com a aquisicdo de pelo menos 10 sec¢des de cada amostra no eixo Z. O
microscépio e demais equipamentos foram controlados pelo software ZEN (Carl
Zeiss). Montagem dos videos de “time-lapse” e proje¢cdes ortogonais foram
realizadas utilizando o software Volocity (Improvision, Perkin Elmer).

Para cada grupo experimental, foram analisadas 5-10 células escolhidas
aleatoriamente. Mensuracdes das areas de digestdo foram realizadas conforme
descrito anteriormente para células fixadas. Os focos de digestdo medidos ao longo
do tempo foram expressos em relacédo a area de degradacéo inicial (arbitrariamente

definida como 1), e valores obtidos foram comparados graficamente.

4.6 Estudo de proteinas relacionadas a formacéo de invadopodios em células
CAL27 e HT1080 tratadas pelo peptideo C16

4.6.1 Imunofluorescéncia

Células CAL27 e HT1080 foram submetidas a ensaios de degradacdo de
substrato fluorescente e tratadas com os peptideos C16 e C16SX, conforme descrito
anteriormente. Apds 16 horas de incubacdo, células foram fixadas em
paraformaldeido 4% em PBS por 10 minutos e permeabilizadas com Triton X-100
0,5% (Sigma) em PBS por 5 minutos. Em seguida, foi realizado bloqueio de sitios
inespecificos com soro de cabra 10% (Kirkegaard & Perry Laboratories - KPL,
Gaithersburg, MD, USA) por 1 hora. As amostras foram entdo incubadas com
anticorpos contra MT1-MMP (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA - diluicdo 1:200),
e contra cortactina (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA - diluicdo
1:1000) ou cortactina — fosfo-Tir 466 (Signalway Antibody, College Park, MD, USA -
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diluicdo 1:200) por 1 hora a temperatura ambiente. Anticorpos primarios foram
revelados por anticorpos secundarios apropriados conjugados a fluorocromos (Alexa
Fluor, Invitrogen). Montagem das laminas foi realizada com ProLong Gold
(Invitrogen).

Neste estudo, utilizamos fluorocromos que permitiram clara distincdo e
contraste entre substrato e proteinas celulares estudadas. Células foram crescidas
sobre gelatina-FITC (verde), o anticorpo primario anti-MT1-MMP foi revelado por
anticorpo secundario conjugado a Alexa-633 (Invitrogen - "Far Red", "pseudo-
corado" em azul), e os anticorpos anti-cortactina/fosfo-cortactina foram revelados por
anticorpo secundario conjugado a Alexa-568 (Invitrogen - vermelho).

4.6.2 “Immunoblot”

‘Immunoblot” foi empregado para verificar se o peptideo C16 induz aumento
nos niveis de expressao/fosforilacdo de cortactina e na expressao de MT1-MMP em
células HT1080 e CAL27. Para estes experimentos, células foram cultivadas em
placas de 6 pocos em meio contendo 10% SBF. No dia seguinte, meio completo foi
substituido por meio sem soro, e células foram mantidas nestas condi¢cdes por 24
horas. A seguir, células foram incubadas na presenca de C16 ou C16SX (100 pg/ml)
diluidos em meio contendo 0,5% SBF em diferentes intervalos de tempo (16 e 40
horas). Amostras foram entéo lisadas em tampéao RIPA contendo 50 mM de Tris-HCI
(pH 7,5), 150 mM de NacCl, 1% de Triton X-100, 0,1% de dodecil sulfato de sédio
(SDS), 2 mM de EDTA, 1% deoxicolato de sdédio, e coquetel de inibidores de
protease e fosfatase (Sigma). Amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 15
minutos a 4 °C, e o sobrenadante recolhido. Quantificacdo de proteinas foi feita
utilizando-se o método BCA (Pierce-Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA).

Eletroforese foi realizada seguindo protocolo para SDS-PAGE. Amostras
foram ressuspendidas em tampédo de amostra (3% dodecil sulfato de sédio, 150 mM
Tris pH 6.8, 15% mercaptoetanol, 30% glicerol, 0,01% azul de bromofenol) e
carregadas em gel de 10% de poliacrilamida (1.5 M Tris-HCI, 10% SDS, 30% bis-
acrilamida, 10% persulfato de aménia e TEMED). Apdés eletroforese, proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham—-GE Healthcare,

Piscataway, NJ, USA), que posteriormente foram bloqueadas com 5% de BSA ou
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5% de leite desnatado diluido em 0.05% Tween-20 em TBS (TTBS). As membranas
foram ent&o incubadas com os anticorpos primarios contra cortactina (Santa Cruz -
diluicdo 1:1000), cortactina — fosfo-Tir 466 (Signalway Antibody - diluicdo 1:1000) e
MT1-MMP (Millipore, diluicdo 1:1000). Esses anticorpos primarios foram detectados
por anticorpos secundarios conjugado com peroxidase (Amersham-GE Healthcare).
Protocolo de quimioluminescéncia (ECL kit, Amersham-GE Healthcare) foi
empregado para revelar a reacao utilizando o sistema de aquisicdo MF-Chemibis 3.2
(DNR Bio-Image Systems, Jerusalém, ISR), ou filmes radiogréaficos. Posteriormente,
as membranas foram “stripped” com “Restore Western Blot Stripping Buffer” (Pierce-
Thermo Scientific) e submetidas a novas marcacdes. Para garantir que a mesma
guantidade de proteina foi carregada para todas as amostras, as membranas foram

“stripped” e remarcadas com anticorpo contra -actina (Sigma - diluicdo 1:2000).

4.7 Vias de sinalizacdo celular relacionadas aos efeitos do peptideo C16 em
células CAL27 e HT1080

4.7.1 “Immunoblot”

Para analisar se vias de sinalizacdo Src e ERK 1/2 estariam relacionadas aos
efeitos gerados pelo peptideo C16, células CAL27 e HT1080 (5X10% foram
cultivadas em placas de 6 pocos em meio contendo 10% SBF. No dia seguinte, meio
completo foi substituido por meio sem soro, e células foram mantidas nestas
condicBes por 24 horas. A seguir, amostras foram incubadas na presenca de C16 ou
C16SX (100 pg/ml) diluidos em meio com 0,5% SBF em diferentes intervalos de
tempo (2-20 minutos), e submetidas a experimentos de “immunoblot’, conforme
descrito anteriormente. Membranas foram incubadas com anticorpos primarios
contra Src (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA - diluicdo 1:1000), Src —
fosfo-Tir-416 (Cell Signaling - diluicdo 1:1000), ERK (Santa Cruz - diluicdo 1:1000) e
ERK — fosfo-Tir 204 (Santa Cruz - diluicdo 1:1000). A influéncia de C16 sobre as vias
de sinalizacéo foi analisada a partir da observacéo dos niveis de fosforilacdo de Src
(p-Src, Tir-416) e ERK (p-ERK, Tir-204), comparados a expressao de Src e ERK

totais. B-actina foi usada como controle interno.
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4.7.2 Inibicdo da via de sinalizagéo de ERK 1/2

Para confirmar os resultados obtidos nos experimentos de “immunoblot”, e
reiterar o envolvimento de ERK 1/2 nos processos de invasdo e de formagao de
invadopddios induzidos por C16, tratamos células CAL27 e HT1080 com inibidor
especifico de MEK, U0126 (Cell Signaling).

Células com atividade de ERK quinases inibida por U0126 foram submetidas
a ensaios de invasédo e de degradacdo de substratos de gelatina fluorescente. A
especificidade do inibidor foi avaliada por meio de “immunoblot”, conforme descrito
anteriormente. A eficacia da inibicdo mediada por U0126 foi analisada pela

diminuicao na expressao de p-ERK, quando comparado a expresséo de ERK total.

4.7.3 Ensaio de invasdo com células tratadas com inibidor U0126

Células CAL27 e HT1080 foram tripsinizadas como de costume, e mantidas
em suspensdo em meio com 0,5% de SBF contendo o inibidor de MEK U0126 (50
uM) por 30 minutos a 37 °C. A seguir, foi realizado ensaio de invasdo em sistema de
camaras bipartites (Neuro Probe). Pogcos da camara inferior foram preenchidos com
peptideo C16 (100 pug/ml) diluido em meio com 0,5% de SBF. Células mantidas em
meio contendo 0,5% de SBF e inibidor U0126 (15x10%poco) foram colocadas na
porcao superior da camara sobre membrana porosa coberta por Matrigel. A camara
foi entdo incubada por 40 horas a 37 °C em estufa de CO,. Os processos de fixacéo,
colorac@o e contagem das células foram 0os mesmos utilizados para os ensaios de
invasao.

Como controles neste experimento utilizamos: 1) células com atividade de
ERK quinases inibida e tratadas por peptideo controle "scrambled" (C16SX, 100
ug/ml); 2) células com atividade de ERK quinases ndo inibida (tratadas somente com
metanol, veiculo onde foi diluido o inibidor), e depois incubadas com C16 ou C16SX;
3) células tratadas com U0126 e incubadas com meio contendo 10% SBF; 4) células

tratadas com metanol e incubadas com meio contendo 10% SBF.
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4.7.4 Ensaio de degradacdo de substrato fluorescente com células tratadas com
inibidor U0126

Células CAL27 e HT1080 foram tripsinizadas como de costume, e mantidas
em suspensao em meio com 0,5% de SBF contendo inibidor de MEK U0126 (50 uM)
por 30 minutos a 37 °C. Apés este periodo, células foram cultivadas sobre substrato
de gelatina fluorescente e mantidas em incubadora de CO; a 37 °C por 1-3 horas.
Posteriormente, foi adicionado meio contendo 0,5% SBF, C16 (100 pg/ml) e U0126
(50 uM). Apds 16 horas de incubacdo, células foram fixadas em paraformaldeido 4%
e submetidas a marcacdo para actina. Analise das imagens e mensuracfes das
areas de degradacao do substrato fluorescente foram realizadas conforme descrito
previamente.

Como controles neste experimento utilizamos: 1) células com atividade de
ERK quinases inibida e tratadas por peptideo controle "scrambled" (C16SX, 100
ug/ml); 2) células com atividade de ERK quinases nao inibida (tratadas somente
com metanol) e depois incubadas com C16 ou C16SX; 3) células tratadas com
U0126 e incubadas com meio contendo 10% SBF; 4) células tratadas com metanol
e incubadas com meio contendo 10% SBF.

4.7.5 Estudo por microscopia confocal 4D da dinamica de formacdo de
invadopddios utilizando células tratadas com inibidor U0126

Células CAL27 e HT1080 com atividade de ERK inibida por U0126 também
foram submetidas a ensaios para analise da dindmica de formacédo de invadopddios
em funcdo do tempo (microscopia confocal “time-lapse”). Para realizar este
experimento, células viaveis previamente transfectadas com cDNA de cortactina-
GFP foram tripsinizadas e mantidas em suspensdo em meio com 0,5% de SBF
contendo inibidor de MEK U0126 (50 uM) por 30 minutos a 37 °C. Como controle,
utiizamos células incubadas com metanol. Estas células foram entdo cultivadas
sobre substrato de gelatina conjugada ao fluorocromo Alexa-568 (Invitrogen) por 3-6
horas em meio com 10% de SBF, a 37 °C. Em seguida, laminulas contendo células
e gelatina foram montadas sobre Iaminas de vidro utilizando adesivo dupla-face para

vedacao (Bioscience Tools), e mantidas em meio sem vermelho fenol (Sigma)
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contendo 1% de Nu-Serum (BD Biosciences), peptideo C16 (100 pug/ml), e U0126
(50 uM) ou metanol.

Videos em “time-lapse” foram realizados em microscépio LSM 780-NLO (Carl
Zeiss) conforme relatado anteriormente. Focos de digestdo medidos ao longo do
tempo foram expressos em relacdo a area de degradacdo inicial (arbitrariamente

definida como 1).

4.8 Determinacao da localizacéo celular do peptideo C16

Para determinar a localizacéo celular do peptideo C16, células CAL27 foram
cultivadas sobre laminulas de vidro por 24 horas. A seguir, estas células foram
incubadas com peptideos C16 ou C1l6SX conjugados a rodamina (100 pg/ml)
diluidos em meio contendo 0,5% de SBF por 1 hora. As amostras foram entédo
fixadas com paraformaldeido 4% por 15 minutos, e permeabilizadas com Triton X-
100 0,5% (Sigma) em PBS por 5 minutos. Para evidenciacdo de filamentos de
actina, células foram incubadas com faloidina conjugada ao fluorocromo Alexa 633
(Invitrogen — diluicdo 1:500) em PBS por 1 hora. Montagem das laminas foi realizada
com ProLong Gold (Invitrogen).

As amostras foram analisadas em microscépio de fluorescéncia confocal Carl
Zeiss LSM 510 (Department of Cancer Biology, Vanderbilt University Medical Center,
TN, EUA). Projecdes ortogonais foram realizadas pelo software Volocity

(Improvision, Perkin Elmer).

4.9 Co-participacdo entre receptores de proteinas da matriz extracelular e
peptideo C16

Para observar se a subunidade de integrina B1 estaria relacionada a atividade
funcional de invadopdédios, células tiveram esse receptor silenciado por plasmideo
contendo miRNAs e codificando GFP (BLOCK-IT Pol Il miR RNAi Expression Vector
with EmGFP, Invitrogen). A utilizagdo de vetores expressando miRNA e GFP
permitiu-nos observar ndo s6 as células que foram eficientemente transfectadas com
MiRNA, mas também o efeito do silenciamento da integrina 1 na atividade funcional

dos invadopddios.
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Com este intuito, células CAL27 foram cultivadas em placas de 6 pocos até
atingirem 50% de confluéncia. A seguir, meio de transfeccao (Optimen, Gibco),
reagente de transfeccdo (Lipofectamina 2000, Invitrogen) e plasmideos contendo
MIiRNAs para integrina 1 (BLOCK-IT, Invitrogen) foram misturados e incubados a
temperatura ambiente por 30 minutos, de acordo com instru¢ces do fabricante. Esta
solucéao foi adicionada as células CAL27, que foram assim mantidas por um periodo
de 48-72 horas a 37 °C.

4.9.1 Estudo por microscopia confocal 4D da dinamica de formacdo de
invadopadios utilizando células com expressao reduzida de integrina 51

Células CAL27 transfectadas com BLOCK-iT contendo miRNAs contra
integrina B1 foram cultivadas sobre substrato fluorescente conjugado a Alexa 568,
tratadas com o peptideo C16 (100 ug/ml) e submetidas a andlise da dinamica de
invadopaodios, utilizando microscopia confocal 4D, conforme descrito anteriormente.
Como controles, utilizamos células transfectadas com plasmideo controle (pcDNA
6.2™-GW/EmGFP-miR, contendo sequéncia “scrambled” de miRNA) e incubadas
com C16.

4.10 Anélise Estatistica

Dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados usando o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Teste t de
Student foi utilizado para avaliar diferencas entre dois grupos. Diferencas entre trés
ou mais grupos foram estimadas através de analise de variancia (ANOVA), seguido

por teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.
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5 RESULTADOS

5.1 Peptideo C16 influencia atividade invasiva de células de carcinoma
epidermoide e fibrossarcoma

Analisamos o processo de invasdo celular in vitro, utilizando sistema de
camaras bipartites separadas por membrana porosa coberta por Matrigel. Apos
periodo de 40 horas, observamos que o peptideo C16 estimulou aumento da taxa de
invasdo de células de carcinoma epidermdide (CAL27, Figura 1A) e fibrossarcoma
(HT1080, Figura 2A). Contagem do numero de células/poco demonstrou que o
indice de invasao da linhagem CAL27 foi quatro vezes maior em amostras tratadas
com C16, comparado ao do grupo controle C16SX (Figura 1A). JA em células
HT1080, esse indice de invasdo foi cinco vezes maior que o das amostras tratadas
com C16SX (Figura 2A). Observamos ainda que a taxa de invasdo de células
HT1080 incubadas com C16 foi cinco vezes maior comparada a das células CAL27.
Em relacdo aos controles ndo peptidicos, o indice de invaséo estimulado por C16 foi
maior que o observado nos grupos tratados com 0,5% SBF (controle negativo), em
ambas as linhagens (Figuras 1A e 2A, linhas horizontais pontilhadas).

Ensaios de invasao foram realizados pelo menos trés vezes, com resultados

semelhantes.

5.2 Peptideo C16 estimula atividade de invadopodios em células de
carcinoma epidermdide e fibrossarcoma

Tendo em vista que C16 estimulou aumento da taxa de invasdo em células
CAL27 e HT1080, avaliamos a seguir sua participacdo na atividade de invadopodios
nessas linhagens celulares, utilizando ensaios de degradacdo de substrato de
gelatina fluorescente (ARTYM et al., 2006). Nesse ensaio, a formacdo de
invadopaodios € representada pela presenca de pontos escuros (areas de digestao)
na matriz de gelatina fluorescente (Figuras 1C e 2C, setas brancas no painel
gelatina-FITC). Mensuracfes das areas de digestdo de amostras tratadas com C16
demonstraram que, em células CAL27, a atividade de invadopddios foi cerca de trés
vezes maior comparada ao controle C16SX (Figura 1B). J4 nas células HT1080,
essa atividade foi onze vezes maior que a observada no grupo tratado com C16SX

(Figura 2B). Em relacdo aos controles ndo peptidicos, a atividade de invadopodios
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induzida por C16 foi maior que a dos controles negativos nas duas linhagens
celulares (Figuras 1B e 2B, linhas horizontais pontilhadas). Neste ensaio,
observamos também que as células de fibrossarcoma estavam associadas a focos
de digestdo maiores e mais numerosos (Figura 2C, seta branca no painel gelatina-
FITC).

Exemplos de amostras tratadas com C16 sdao mostrados nas Figuras 1C e
2C. Em células cultivadas na presenca do peptideo, observamos pontos de
acumulos de actina (vermelho) colocalizados com areas de digestdo da gelatina
(Figuras 1C e 2C, setas brancas no painel sobreposicdo). Projecbes ortogonais
(Figuras 1C e 2C, XZ e YZ) exibem protrusdes de actina no interior de focos de
digestdo na matriz fluorescente (Figuras 1C e 2C, setas pretas em XZ e YZ). Células
CAL27 e HT1080 tratadas com peptideo controle C16SX apresentaram discretos
focos de digestao (Figuras 1D e 2D).

Com o intuito de melhor caracterizar e observar os invadopodios, foram
realizadas reconstru¢des volumétricas de imagens das células CAL27 e HT1080
tratadas com C16 (Figuras 1E e 2E). Por meio destas reconstrucdes, podemos
observar o substrato de gelatina fluorescente (verde) em 3 dimensodes, sobre o qual
a ceélula (actina - vermelho) foi cultivada (Figura 1E). Vemos ainda algumas
projecbes de actina penetrando a matriz de gelatina (Figuras 1E e 2E, setas
brancas).

Ensaios de degradacdo de substrato fluorescente foram realizados pelo

menos trés vezes, com resultados semelhantes.

5.3 Peptideo C16 regula a dindmica de formagao de invadopd6dios em células
de carcinoma epidermoide e fibrossarcoma

Para melhor compreender o processo de formacdo de invadopdédios em
células tumorais durante tratamento com C16, recorremos a experimentos que
envolvem a utilizagdo de microscopia fluorescente 4D (“time-lapse”). Deste modo,
amostras de células CAL27 e HT1080 foram observadas em 3 dimensfes espaciais
(X, Y, Z), durante um determinado intervalo de tempo (T). Nestes experimentos,
células transfectadas com cortactina-GFP foram cultivadas sobre substrato de
gelatina conjugada ao fluorocromo Alexa-568, tratadas com os peptideos de

interesse, e analisadas em microscopio confocal. Filmes em “time-lapse” das células
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transfectadas com cortactina-GFP foram adquiridos em intervalos de 15 minutos, por
cerca de 12 horas, e estdo disponiveis em CD que acompanha este trabalho
(arquivos tipo *.MOV — Quick Time). As legendas dos videos encontram-se ao final
da tese, na secao Apéndice.

Em células CAL27, o peptideo C16 induziu aumento na atividade de
invadopodios em fungcédo do tempo (Figura 3A e Filme S1). Mensuragdes dos focos
de digestdo da matriz de gelatina mostraram que areas de degradacéo tornaram-se
evidentes 6 horas apds o tratamento com C16. Apos 12 horas, a area de digestao
associada as células incubadas com este peptideo era cerca de dez vezes maior
que a area de degradacao inicial (Figura 3B). Nas amostras tratadas com C16SX,
nao notamos aumento expressivo das areas de degradacdo no decorrer do tempo
(Figura 3A e B, e Filme S2).

C16 também estimulou a atividade de invadopddios em funcdo do tempo em
células HT1080 (Figura 4A), que passaram a exibir aumento nas areas de digestao
cerca de 2 horas apés incubacdo com o peptideo (Figura 4A e B, e Filmes S3). Ao
final do experimento, notamos que a area de digestdo nas amostras tratadas com
C16 era oito vezes maior que a area inicial (Figura 4B). Nas amostras tratadas com
C16SX, ndo notamos aumento significativo das areas de degradacao (Figura 4A e B,
e Filme S4).

A dinamica de formacéo de invadopodios em linhagens tumorais tratadas com
C16 também foi observada em projecGes ortogonais XZ e YZ obtidas a partir dos
filmes em “time-lapse”. Nestas projecoes, € possivel notar a presenga de protrusdes
de cortactina que se estendem a partir da superficie ventral de células CAL27

(Figura 3C, setas brancas) e HT1080 (Figura 4C, setas brancas).

5.4 Peptideo C16 estimula fosforilacdo de cortactina e aumento dos niveis de
MT1-MMP em células tumorais

Sabe-se que a dinamica dos invadopddios esta diretamente relacionada a
modificacdes do citoesqueleto de actina, processo mediado por moléculas como
nucleadores e ligantes de actina, quinases e proteases (LINDER, 2007; MURPHY;
COURTNEIDGE, 2011). Diante desses dados, resolvemos analisar a distribuicao
celular e nivel de expressao de cortactina e MT1-MMP em células CAL27 e HT1080.

Levando em consideracdo que o estado de fosforilacdo da cortactina € importante
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para a iniciacdo e estabilizacdo dos invadopodios (OSER et al., 2009), também
investigamos os niveis de fosforilacdo dessa proteina nas duas linhagens celulares.

Amostras de células CAL27 e HT1080 tratadas com peptideos de interesse
foram submetidas a ensaio de degradacdo de substrato fluorescente, e entéo
duplamente marcadas para MT1-MMP e cortactina/p-cortactina (Tir-466). Expresséo
de cortactina foi visualizada como marcagdo citoplasmatica difusa em células
tratadas com C16 (Figuras 5A e 6A, painel cortactina). P-cortactina (Tir-466), por
outro lado, apresenta tendéncia a concentrar-se na porcdo ventral das células
(Figuras 5B e 6B, projecbes ortogonais XZ e YZ). Ja MT1-MMP encontra-se
amplamente distribuida em células CAL27 (Figura 5A e B, painel MT1-MMP) e
HT1080 (Figura 6A e B, painel MT1-MMP). Colocalizacdo de cortactina/p-cortactina
e MT1-MMP foi observada em focos de digestdo da matriz de gelatina (Figuras 5 e
6, setas pretas). Amostras tratadas com C16SX, apesar de exibirem menores areas
de degradacdo, ndo apresentaram diferencas na distribuicdo de cortactina e MT1-
MMP comparadas a C16 (dado nao ilustrado).

Resultados de “immunoblot” permitiram-nos avaliar melhor os niveis de
cortactina e MT1-MMP em células tumorais. Para este experimento, células foram
tratadas com peptideos de interesse em intervalos de tempo de 16 horas (duracdo
dos ensaios de degradacdo de substrato fluorescente) e 40 horas (duracdo dos
ensaios de invasdo). Observamos que o peptideo C16 estimulou aumento da taxa
de fosforilagdo da cortactina da linhagem CAL27 ap6s 16 horas de tratamento com o
peptideo. Nas amostras tratadas com C16SX, ndo observamos aumento no indice
de fosforilagdo dessa proteina em funcdo do tempo (Figura 5C, p-cortactina). Os
niveis de cortactina e MT1-MMP permaneceram praticamente inalterados ao longo
do tempo em amostras incubadas com C16, apesar de serem maiores que 0S
observados no grupo controle C16SX (Figura 5C, cortactina e MT1-MMP).

Ja nas células HT1080, C16 induz aumento da fosforilagdo de cortactina em
funcdo do tempo (Figura 6C, p-cortactina), especialmente apés 16 horas de
tratamento com C16. Esse padrdo ndo é observado em amostras tratadas com
C16SX. Niveis de cortactina ndo sofreram alteracbes no decorrer do tempo em
células cultivadas na presenca de C16, apesar de serem maiores que 0 do grupo
controle (Figura 6C, cortactina). O peptideo também estimulou aumento dos niveis
proteicos de MT1-MMP em células HT1080, em comparagdo ao grupo controle
C16SX (Figura 6C, MT1-MMP).
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5.5 Vias de sinalizacdo Src e ERK 1/2 podem estar relacionadas aos efeitos
induzidos por C16 em células tumorais

Apés verificarmos que C16 estimula tanto a formacéo de invadopdodios quanto
a expressdo de proteinas relacionadas a esta estrutura, estamos tentando
compreender 0s mecanismos envolvidos nesse processo.

Primeiramente, resolvemos verificar se o peptideo C16 seria capaz de
estimular a ativagdo da via de sinalizagdo relacionada a Src, avaliando os niveis de
fosforilacdo desta proteina. Resultados de “immunoblot” mostraram que C16
estimula a fosforilacdo de Src tanto em células CAL27 quanto em células HT1080.
Na linhagem CAL27 (Figura 7A), aumento na fosforilagdo de Src (Tir-416) é
observado cerca de 2 minutos ap6s o tratamento com C16. Ja células HT1080
(Figura 8A) exibem niveis elevados de fosforilagdo de Src 5 minutos ap0s tratamento
com peptideo. Taxas significativas de fosforilacdo de Src sdo mantidas por até 20
minutos em células tratadas com C16, o que ndo é observado em amostras tratadas
com C16SX (Figuras 7A e 8A). Nao foram observadas alteracdes significativas nos
niveis de fosforilacdo de Src em intervalos de tempo maiores (dado nao ilustrado).

A fosforilacdo de Src pode promover a ativacdo da via de sinalizacdo Ras-
Raf-MEK-ERK (LARSEN et al.,, 2006). Neste contexto, resolvemos investigar o
possivel papel das ERK quinases nos processos de invasdo e de formacao de
invadopddios em células CAL27 e HT1080.

Primeiramente, verificamos se C16 poderia induzir a fosforilacdo de ERK 1/2.
Resultados de “immunoblot” demonstraram que este peptideo promove aumento dos
niveis de fosforilacdo de ERK em ambas as linhagens tumorais. Nas células CAL27
(Figura 7B), aumento na fosforilacdo de ERK (Tir-204) pode ser observado cerca de
2 minutos apds células serem cultivadas na presenca de C16. Ja células HT1080
(Figura 8B) passaram a exibir niveis elevados de fosforilacdo de ERK 5 minutos
apos tratamento com peptideo. Taxas significativas de fosforilagcdo de ERK foram
mantidas por até 20 minutos em células tratadas com C16, evento que nao foi
observado em amostras incubadas com C16SX (Figuras 7B e 8B). Altos niveis de
fosforilagdo de ERK foram detectados por até 16 horas apés tratamento com C16
(dado nao ilustrado).

O préximo passo foi avaliar se os efeitos induzidos por C16 em ambas as

linhagens tumorais estavam relacionados a sinalizagdo mediada pela proteina ERK.



67

Deste modo, células CAL27 e HT1080 com atividade de ERK quinases reduzida pelo
inibidor U0126 e tratadas com C16 foram submetidas a ensaios de invasdo e de
degradacédo de substrato de gelatina fluorescente, conforme descrito anteriormente.

Resultados obtidos com células CAL27 e HT1080 demonstram que reducéo
da atividade de ERK por meio do inibidor U0126 promoveu diminuigdo tanto das
taxas de invaséo (Figuras 7C e 8C) quanto da atividade de invadopddios (Figuras 7D
e 8D) relacionadas ao peptideo C16. Nos ensaios de invasdo, notamos que o
namero de células CAL27 em amostras tratadas com C16 e U0126 é
aproximadamente trés vezes menor que o do grupo controle tratado com C16 e
metanol, veiculo onde o inibidor foi diluido (Figura 7C). Na linhagem HT1080, a taxa
de invasé&o em células cultivadas com C16 e U0126 foi cerca de cinco vezes menor
gue a do grupo controle (Figura 8C). Nao observamos diferencas significativas na
taxa de invasao entre as amostras tratadas com U0126 ou metanol e incubadas com
C16SX (Figuras 7C e 8C). Adicionalmente, amostras tratadas com metanol ou
U0126 e incubadas com 10% SBF exibiram taxa elevada de invasao (Figuras 7C e
8C). Estes resultados demonstram uma correlacdo direta entre C16 e a via de
sinalizacdo das ERK quinases no comportamento invasivo de células tumorais.
Eficacia da inibicdo da via ERK promovida por U0126 foi demonstrada por
“immunoblot” (Figuras 7C e 8C, quadro), onde notamos que células tratadas com o
inibidor apresentam diminuicdo consideravel da taxa de fosforilacdo de ERK (p-
ERK), em comparacédo a amostras tratadas com metanol (veiculo).

Ja nos ensaios de degradacdo de substrato fluorescente, células CAL27
(Figura 7D) e HT1080 (Figura 8D) tratadas com U0126 e incubadas com C16
apresentaram reducdo em sua capacidade de digerir a matriz de gelatina, em
comparacao as amostras tratadas com metanol e C16. Nao observamos diferencas
significativas na atividade de invadopodios em amostras tratadas com U0126 ou
metanol e incubadas com C16SX (Figuras 7D e 8D). Neste ensaio, também
observamos que grupos controle tratados com metanol ou U0126 e incubados com
10% SBF exibiram maior atividade de invadopddios que amostras tratadas com
U0126 e C16 (Figuras 7D e 8D).

O efeito da inibicdo de ERK na dinamica de formacéo de invadopddios ao
longo do tempo também foi analisado. Na linhagem CAL27, observamos que células

incubadas com C16 e metanol (veiculo) apresentam elevada atividade de
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invadopddios (Figura 7E, painel C16+metanol, e Filme S5). Células com reduzida
ativacdo da via ERK, por sua vez, estéo relacionadas a discretas areas de digestédo
da matriz de gelatina, mesmo na presenca de C16 (Figura 7E, painel C16+U0126, e
Filme S6). Mensuracdes dessas areas de digestdo mostram que a inibicdo de ERK
em células tratadas com C16 promove reducdo na atividade de invadopddios em
funcdo do tempo. Este fenbmeno ndo é observado nas amostras tratadas com C16 e
metanol (Figura 7E, grafico).

Em relacdo as células HT1080, também foi observado que o emprego do
inibidor U0126 promoveu reducdo na atividade de invadopddios em funcdo do
tempo, mesmo apods tratamento com C16 (Figura 8E, painel C16+U0126, e Filme
S8). Ja células incubadas com C16 e metanol estdo associadas a elevada atividade
de digestdo da matriz de gelatina (Figura 8E, painel Cl6+metanol, e Filme S7).
Mensuracdo das areas de degradacado (Figura 8E, gréafico) demonstra que inibicéo
de ERK em células tratadas com C16 causa a diminuicdo da formacdo de
invadopodios em funcdo do tempo, em comparacdo a amostras tratadas com C16 e

metanol.

5.6 Peptideo C16 decora a superficie de células CAL27

Com o intuito de melhor compreender as interacfes entre C16 e células
CAL27, decidimos avaliar a sua localizagcdo celular, utilizando peptideos
fluorescentes. Células CAL27 foram incubadas com C16 e C16SX conjugados com
rodamina, fixadas e depois marcadas para actina. Observou-se que C16 decora a
membrana das células CAL27 (Figura 9A, painel C16, projecGes ortogonais XZ e
YZ). J& o peptideo controle C16SX parece ndo aderir a superficie celular (Figura 9A,
painel C16SX). Este resultado refor¢ca a hipotese de que C16 pode interagir com

algum receptor de membrana celular.

5.7 Integrina Bl estéa relacionada a atividade de invadopddios induzida por
C16 em células CAL27

A subunidade B1 da integrina ja foi previamente reconhecida como receptor
para C16 (PONCE; NOMIZU; KLEINMAN, 2001). Deste modo, resolvemos analisar
0 papel desta integrina na atividade de invadopddios mediada por C16. Para tanto,
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células CAL27 foram transfectadas com plasmideo que codifica GFP e contém
MIiRNA para silenciar a expressdo de integrina 1 (BLOCK-iT Pol Il miR RNAI
Expression Vector with EmGFP, Invitrogen). Posteriormente, a dinamica de
formacéo de invadopodios nessas células foi analisada por meio de microscopia
confocal em “time-lapse”. Verificamos que células com niveis reduzidos de integrina
Bl e incubadas com C16 apresentaram diminui¢do da atividade de invadopddios, em
comparacdo a células transfectadas com plasmideo controle (pcDNA 6.2-
GW/EmGFPmMIR-neg control) e tratadas com o mesmo peptideo (Figura 9B, e Filmes
S9 e S10). Mensuracao das areas de digestdo mostraram que células CAL27 com
integrina B1 silenciada estavam associadas a areas de digestdo menores que as do

grupo controle nos intervalos de tempo analisados (Figura 9B, grafico).
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Figura 5.1

C16 estimula invasdo e atividade de invadopodios em células de carcinoma
epidermdide (CAL27). Nos ensaios de invasdo, contagem do nuimero de células/poco
revelou que taxa de invasdo em amostras tratadas por C16 é maior que no grupo
controle C16SX (A). Em ensaios de degradacao de substrato fluorescente, mensuragéo
das areas de digestao/célula demonstra que C16 estimula atividade de invadopédios em
relacdo a C16SX (B). Areas de digestdo do substrato fluorescente (C, seta branca em
gelatina-FITC) associadas a atividade de invadopddio sdo proeminentes em células
tratadas com C16 (C). Colocalizacdo de protrusdes de actina com areas de digestao &
evidenciada nos painéis sobreposicdo (C, seta branca em sobreposicdo) e nas
projecbes ortogonais XZ e YZ (C, setas pretas). Células tratadas com C16SX
apresentam poucos focos de degradacao (D). Reconstrugédo volumétrica (E) de amostra
de célula CAL27 tratada com C16 exibe protrusfes de actina distribuidas no interior da
gelatina fluorescente (E, setas). Linhas vermelhas em C indicam pontos da imagem XY
projetados para gerar planos ortogonais XZ e YZ. Asteriscos em A e B indicam
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos C16 e C16SX (p<0,05). Linhas
horizontais pontilhadas em A e B representam média das areas de digestdo de células
dos grupos controles nao peptidicos positivo (10% SBF) e negativo (0,5% SBF).
Resultados em A representam média + erro da média de trés experimentos. Resultados
em B representam media * erro da média de 15 células, em trés experimentos distintos.
Escalas: 10 um.
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Figura 5.1 - C16 estimula invasdo e atividade de invadopddios em células
carcinoma epidermadide (CAL27).
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Figura 5.2

C16 estimula invasao e atividade de invadopodios em células de fibrossarcoma
(HT1080). Nos ensaios de invasdo, contagem do namero de células/pogo revelou que
taxa de invasdo induzida por C16 é maior que no grupo controle C16SX (A). Em ensaios
de degradacdo de substrato fluorescente, mensuracdo das areas de digestao/célula
demonstra que C16 promove aumento da atividade de invadopddios em comparacéo a
C16SX (B). Areas de digestdo do substrato fluorescente (C, seta branca em gelatina-
FITC) associadas a atividade de invadopddios sdo proeminentes em células tratadas
com C16 (C). Colocalizacdo de protrusbes de actina com éareas de digestdao é
evidenciada nos painéis sobreposicdo (C, seta branca em sobreposicdo) e nas
projecbes ortogonais XZ e YZ (C, setas pretas). Células tratadas com C16SX
apresentaram poucos focos de degradacdo (D). Reconstrucdo volumétrica (E) de
amostra de célula HT1080 tratada com C16 exibe protrusées de actina distribuidas no
interior da gelatina fluorescente (E, setas). Linhas vermelhas em C indicam pontos da
imagem XY projetados para gerar planos ortogonais XZ e YZ. Asteriscos em A e B
indicam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos Cl16 e C16SX
(p<0,05). Linhas horizontais pontilhadas em A e B representam média das areas de
digestdo dos grupos controles nao peptidicos positivo (10% SBF) e negativo (0,5%
SBF). Resultados em A representam média + erro da média de trés experimentos.
Resultados em B representam média + erro da média de 15 células, em trés
experimentos distintos. Escalas: 10 um.
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Figura 5.3

C16 regula atividade e dindmica de invadopddios em células de carcinoma
epidermdide (CAL27). Sequéncia de imagens de “time-lapse” de células transfectadas
com cortactina-GFP e cultivadas sobre substrato de gelatina-Alexa-568 revela que C16
estimula atividade de invadopddios em células CAL27 no decorrer do tempo (A, setas
brancas em painel C16). C16SX ndo induz aumento na atividade de invadopodios em
funcdo do tempo (A, painel C16SX). Mensuracfes das areas de digestao/célula foram
expressas como valores relativos a area de digestao inicial (B). Projecdes ortogonais XZ
e YZ exibem protrusdes de cortactina que se estendem a partir da superficie ventral das
células (C, setas brancas). Asteriscos em B indicam diferencas estatisticamente
significantes entre grupos tratados com C16 e C16SX (p<0,05). Dados representam
média * erro da média de 10 células analisadas. Escalas:10 um.
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Figura 5.3 - C16 regula atividade e dindmica de invadopodios em células de carcinoma
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Figura 5.4

C16 regula atividade e dindmica de invadopddios em células de fibrossarcoma
(HT1080). Sequéncia de imagens de “time-lapse” de células transfectadas com
cortactina-GFP e cultivadas sobre substrato de gelatina-Alexa-568 revela que C16
estimula atividade de invadopddios em células HT1080 no decorrer do tempo (A, setas
brancas em painel C16). C16SX ndo induz aumento na atividade de invadopddios em
funcdo do tempo (A, painel C16SX). Mensuracfes das areas de digestao/célula foram
expressas como valores relativos a area de digestéo inicial (B). Projecdes ortogonais XZ
e YZ exibem protrus@es de cortactina que se estendem a partir da superficie ventral das
células (C, setas brancas). Asteriscos em B indicam diferencas estatisticamente
significantes entre dados do grupo C16 e controle C16SX (p<0,05). Dados representam
média + erro da média de 10 células analisadas. Escalas:10 um.
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Figura 5.5

Figura 5.5 - C16 estimula fosforilacdo de cortactina e aumento dos niveis de MT1-MMP
em células de carcinoma epidermoide (CAL27). Cortactina apresenta-se distribuida pelo
citoplasma de células CAL27 (A). P-cortactina encontra-se concentrada na porcao ventral da
célula (B, planos ortogonais XZ e YZ). MT1-MMP esta amplamente distribuida pelo
citoplasma (A e B, painel MT1-MMP). Colocaliza¢éo de cortactina e MT1-MMP é visualizada
em éareas de digestdo da matriz (A, sobreposicéo e seta preta em projecédo ortogonal YZ). O
mesmo é observado para p-cortactina e MT1-MMP (B, sobreposicdo e seta preta em
projecdo ortogonal YZ). “Immunoblot” (C) demonstra que C16 estimula a fosforilacdo de
cortactina (C, p-cortactina) e aumentos nos niveis de MT1-MMP (C, MT1-MMP), comparado
ao controle C16SX. Linhas vermelhas em A e B indicam pontos da imagem XY projetados
para gerar planos ortogonais XZ e YZ. Escala: 10 um.
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Figura 5.5 - C16 estimula fosforilacdo de cortactina e aumento dos niveis de MT1-MMP
em células de carcinoma epidermaoide (CAL27).
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Figura 5.6

C16 estimula fosforilagcdo de cortactina e aumento dos niveis de MT1-MMP em
células de fibrossarcoma (HT1080). Cortactina apresenta-se distribuida pelo
citoplasma de células HT1080 (A). P-cortactina concentra-se na porcao ventral da célula
(B, planos ortogonais XZ e YZ). MT1-MMP esta amplamente distribuida pelo citoplasma
(A e B, MT1-MMP). Colocalizacdo de cortactina e MT1-MMP é visualizada em areas de
digestdo da matriz (A, sobreposicao e seta preta em projecéo ortogonal YZ). O mesmo é
observado para amostras marcadas com p-cortactina e MT1-MMP (B, sobreposicao e
seta preta em projegéo ortogonal YZ). “Immunoblot” (C) demonstra que C16 estimula a
fosforilagdo de cortactina (C, p-cortactina) e aumentos nos niveis de MT1-MMP (C, MT1-
MMP) em fungéo do tempo, comparado ao controle C16SX. Linhas vermelhas em A e B
indicam pontos da imagem XY projetados para gerar planos ortogonais XZ e YZ. Escala:
10 um.
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Figura 5.7

Vias de sinalizacéo Src e ERK 1/2 podem estar relacionadas aos efeitos induzidos
por C16 em células de carcinoma epiderméide (CAL27). “Immunoblot” demonstra
que C16 estimula fosforilagdo de Src (A) e ERK (B) 2 minutos apds tratamento, evento
que ndo € observado em nas amostras tratadas com C16SX. Participagdo da via ERK
nas atividades reguladas por C16 foi analisada utilizando-se o inibidor de MEK UQ0126.
Em ensaios de invasdo (C), contagem do numero de células/poco evidenciou uma
reducdo dos indices de invaséao relacionados a C16, quando células séo tratadas com
U0126. Em ensaios de degradacgéao de substrato fluorescente (D), reducéo da atividade
de invadopddios induzida por C16 estd associada a células com a via de sinalizacéo
ERK inibida. Células transfectadas com cortactina-GFP e tratadas com inibidor U0126 e
peptideo C16 apresentam reducédo da atividade de invadopddios ao longo do tempo (E).
“Immunoblot” (C, quadro) confirma a eficacia do inibidor U0126. Mensuragfes das areas
de digestdo em E estdo expressas como valores relativos a area de digestao inicial.
Asteriscos em C, D e E indicam diferencas estatisticamente significantes entre dados
dos grupos C16+U0126 e Cl6+metanol (controle) (p<0,05). Dados em C representam
média = erro da média de 3 experimentos. Resultados em D representam média + erro
da média de 15 células, em trés experimentos distintos. Dados em E representam média
* erro da média de 10 células analisadas. Escalas: 15 um.
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Figura 5.7 - Vias de sinalizagdo Src e ERK 1/2 podem estar relacionadas aos efeitos
induzidos por C16 em células de carcinoma epiderméide (CAL27).
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Figura 5.8

Figura 5.8 - Vias de sinalizagcdo Src e ERK 1/2 podem estar relacionadas aos
efeitos induzidos por C16 em células de fibrossarcoma (HT1080). “Immunoblot”
demonstra que C16 estimula a fosforilacdo de Src (A) e ERK (B) 5 minutos apés
tratamento, evento que ndo €& observado nas amostras tratadas com C16SX.
Participacdo da via ERK nas atividades reguladas por C16 analisada utilizando-se o
inibidor U0126. Em ensaios de invasdo (C), contagem do numero de células/poco
evidenciou uma redug¢éo dos indices de invaséo relacionados a C16 em células tratadas
com U0126. Em ensaios de degradagcao de substrato fluorescente (D), diminuicdo da
atividade de invadopodios induzida por C16 estd associada a células com via de
sinalizacdo ERK inibida. Células transfectadas com cortactina-GFP e tratadas com
inibidor U0126 e peptideo C16 apresentam reducdo da atividade de invadopddios ao
longo do tempo (E). “Immunoblot” (C, quadro) confirma eficacia do inibidor U0126.
Mensuracdes das areas de digestdo em E estdo expressas como valores relativos a
area de digestdo inicial. Asteriscos em C, D e E indicam diferencas estatisticamente
significantes entre dados do grupo Cl6+metanol (controle) e C16+U0126 (p<O0,05).
Dados em C representam média + erro da média de 3 experimentos. Resultados em D
representam meédia + erro da média de 15 células, em trés experimentos distintos.
Dados em E representam meédia + erro da média de 10 células analisadas. Escalas: 15

pum.
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induzidos por C16 em células de fibrossarcoma (HT1080).
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Figura 5.9

Figura 5.9 - Integrina Bl regula a dinadmica de invadopddios em células de
carcinoma epidermoide (CAL27). Imunofluorescéncia utilizando peptideos conjugados
com rodamina demonstra que C16 é encontrado na superficie celular, enquanto C16SX
parece nao aderir as células (A). Sequéncia de imagens de “time-lapse” de células
transfectadas com BLOCK-iIT para integrina B1 e células controle cultivadas em gelatina
fluorescente (B) revelam discreta formacdo de areas de degradacdo quando ha
silenciamento de integrina 1, mesmo na presenca de C16. Mensuragfes das areas de
digestdo (B, grafico) mostram reducdo da atividade de invadopddios em células
silenciadas para integrina Bl e tratadas com C16 em fung¢do do tempo, quando
comparadas ao grupo controle (B, C16+cont negativo). Resultados em B representam
meédia * desvio padréo de 5 células analisadas. Escalas: 15 ym.
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6 DISCUSSAO

Demonstramos neste trabalho que o peptideo C16, derivado da cadeia y1 da
laminina, estimula invasado, atividade e dindmica de formacgédo de invadopodios em
linhagens celulares de carcinoma epiderméide (CAL27) e fibrossarcoma (HT1080).
Estes dois tumores malignos, apesar de terem origens diferentes, possuem
prognéstico desfavoravel na maioria dos casos (COLLINI et al.,, 2009; DE
CAMARGO CANCELA et al., 2010; FICHER; VAN DEN BERG; MOLENAAR, 2002;
LUBEK; CLAYMAN, 2012). C16 estimulou aumento proeminente das éareas de
degradacdo relacionadas a atividade de invadopddios, bem como estimulou a
fosforilacdo de cortactina e a expressdo de MT1-MMP em ambas as linhagens
celulares. Buscamos também elucidar possiveis mecanismos regulatérios envolvidos
nos efeitos de C16 em células CAL27 e HT1080. Verificamos que este peptideo
promove a fosforilacdo das moléculas de sinalizacdo Src e ERK 1/2. Observamos
ainda que inibicdo de ERK resulta em diminuicdo da taxa de invasao e da atividade
de invadopodios relacionadas a C16. Adicionalmente, silenciamento de integrina 1
promoveu reducdo na atividade de invadopddios em células CAL27 tratadas com
C16. Esses resultados sugerem que as via de sinalizacdo Src e ERK 1/2, bem como
a integrina p1, podem regular a dindmica de formacgao de invadopddios mediada por
C16 em células tumorais. C16 ja foi relacionado a efeitos biol6gicos semelhantes em
células derivadas de carcinoma adenoide cistico (NASCIMENTO et al., 2011). No
entanto, até onde sabemos, este € o primeiro estudo que endereca de maneira
dindmica os mecanismos de formacdo dos invadopodios em células tratadas por
C16.

A disseminacdo de tumores malignos envolve complexas interacdes entre
células neoplasicas e matriz extracelular, nas quais moléculas da MEC podem
regular o comportamento de células tumorais enquanto estas ultrapassam a lamina
basal e o estroma intersticial (ROWE; WEISS, 2008, 2009; WILSON et al., 1999).
Durante os eventos de invasdo e metastase, células neoplasicas ligam-se a lamina
basal através de seus receptores e sado subsequentemente estimuladas a produzir
metaloproteinases de matriz (MMPs). Estas moléculas, por sua vez, podem
promover a protedlise e fragmentacdo da lamina basal, criando espacos que

permitem a migracdo celular para o tecido subjacente (SOUZA et al., 2007). A agao
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de MMPs regula também a liberacdo e ativacao de fatores de crescimento, e pode
induzir modificagbes em moléculas da MEC, no citoesqueleto e em vias de
sinalizacao celular (MILES; SIKES, 2014).

Véarias das moléculas que compdem a MEC e lamina basal possuem sitios
matricripticos dotados de funcbes bioldgicas. Esses sitios podem ser expostos e
liberados por meio de protedlise induzida por células tumorais, dando origem a
fragmentos e peptideos bioativos (FAISAL KHAN et al., 2002; MAQUART et al.,
2004; MOTT; WERB, 2004; SCHENK; QUARANTA, 2003; TRAN; LAMB; DENG,
2005). Por tal motivo, durante a transformacao maligna de células fibroblastéides (no
caso do fibrosarcoma), bem como durante a progressao de carcinoma epiderméide
in situ para invasivo, células neoplasicas ficam expostas a estimulos provenientes
tanto de componentes intactos da MEC quanto de peptideos bioativos (NIKITOVIC
et al.,, 2013; WILSON et al., 1999). Estes eventos justificam o estudo de moléculas
da MEC e lamina basal que possam estar relacionados a invaséo tumoral.

Devido a sua expressdao pronunciada na lamina basal, a laminina
possivelmente influencia o comportamento biolégico de tumores (GIVANT-
HORWITZ; DAVIDSON; REICH, 2005; KULASEKARA et al., 2009; SOUZA et al.,
2007). Esta glicoproteina representa um importante fator autdcrino produzido por
células neoplasicas para promover tumorigénese (SHARMA et al., 2013), e ja foi
associada a formacdo de colbnias metastaticas pulmonares em camundongos
atimicos (IWAMOTO et al.,, 1987). Células tumorais injetadas juntamente com
laminina-111 em camundongos estdo relacionadas a maiores taxas de crescimento
tumoral, em comparacao a células neoplasicas isoladas ou injetadas com colageno |.
As células tumorais, mesmo embebidas em colageno I, ndo formaram tumores de
tamanhos expressivos, demonstrando que o papel da laminina em criar uma espécie
de arcabouco para as células néo foi o responsavel pela inducdo de crescimento
tumoral (TERRANOVA et al.,, 1982). Desse modo, a laminina deve modular a
progressao de neoplasias malignas por meio de outros mecanismos (KIKKAWA et
al., 2013).

Acredita-se que, durante a degradacdo da lamina basal induzida por células
tumorais, ocorra a protedlise controlada de laminina e consequente liberacdo de
peptideos dotados de atividades bioldgicas (FAISAL KHAN et al., 2002; KIKKAWA et
al.,, 2013; SCHENK; QUARANTA, 2003). Fragmentos de laminina ja foram

detectados em exames sorolégicos de pacientes com carcinoma epidermoide de
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cabeca e pescoco (KURATOMI et al., 2008), o que corrobora a hipétese de que
degradacdo enzimatica mediada por tumores pode promover a liberacdo de
fragmentos da laminina e disponibiliza-los para o tumor.

Peptideos bioativos da laminina estdo envolvidos em diferentes atividades
biol6gicas, incluindo adesao celular, proliferacdo, metastase tumoral e secrecao de
MMPs (FREITAS et al., 2007; GAMA-DE-SOUZA et al., 2008; KIKKAWA et al., 2013;
KIKKAWA et al.,, 2011; KURATOMI et al., 2002; PONCE; NOMIZU; KLEINMAN,
2001; SIQUEIRA et al.,, 2010; SUZUKI; YOKOYAMA; NOMIZU, 2005). Dados
obtidos em nosso laboratério ja& demonstraram que tanto a laminina-111 quanto
alguns de seus peptideos bioativos, como SIKVAV, C16 e AG73, regulam diferentes
processos biologicos, como invaséo e atividade de MMPs, em linhagens celulares
derivadas de neoplasias de glandulas salivares e carcinoma epidermoide oral
(CAPUANO; JAEGER, 2004; FRANCA et al., 2001; FREITAS; JAEGER, 2002;
FREITAS et al., 2004; FREITAS et al., 2007; GAMA-DE-SOUZA et al., 2008;
MORAIS FREITAS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2010).

Isoformas da laminina contendo a cadeia y1, onde est& localizado o peptideo
C16, estdo expressas em laminas basais do epitélio oral e ao redor de vasos
sanguineos (AUMAILLEY, 2013; DURBEEJ, 2010; YOUSIF; DI RUSSO; SOROKIN,
2013). Deste modo, o processo de protedlise da lamina basal, tanto nas etapas
iniciais da invasdo quanto na intravasao de células tumorais para vasos sanguineos,
pode promover a clivagem da cadeia yl e a liberacdo de C16 e outros peptideos
bioativos.

Estudos j4 demonstraram que C16 esta envolvido nos processos de adesao
celular, migracdo e secrecdo de MMPs (KIKKAWA et al., 2011; KURATOMI et al.,
2002; LUGASSY et al., 2007; NOMIZU et al., 1997), eventos que regulam a invasao
de células neoplasicas. Por tal motivo, resolvemos investigar se este peptideo seria
capaz de induzir fenotipo invasivo em células derivadas de carcinoma epidermoide e
fibrossarcoma. Observamos, em ambas as linhagens tumorais, que tratamento com
C16 estimulou aumento na taxa de invasdo, demonstrando que este peptideo é
capaz de regular mecanismos celulares relacionados a progressao tumoral. Vale
ressaltar que células HT1080 (fiborossarcoma) tratadas com C16 apresentaram
maiores indices de invasdo do que células CAL27, provavelmente devido as
pronunciadas caracteristicas agressivas e elevada secrecdo de proteases

relacionadas a este tumor (GOROVETZ et al., 2008). Além disso, o fibrossarcoma é
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uma neoplasia formada por células de origem mesenquimal, as quais apresentam
maior capacidade migratoria comparadas as células epiteliais (LEE et al., 2006).

Para que uma célula torne-se invasiva, ela deve coordenar atividades de
receptores de superficie e de moléculas do citoesqueleto com secrecdo de
proteases, 0 que permite sua locomoc¢do através dos tecidos (KRAMER; SHEN;
ZHOU, 2005). A reorganizacao do citoesqueleto de actina estd envolvida em eventos
celulares relacionados a progressao de tumores, e pode ser responsavel pela
dissolucédo de contatos entre células, geracao de forcas, motilidade e formacéo de
protrusdes na regido da membrana plasmatica (NURNBERG; KITZING; GROSSE,
2011).

Invadopddios séo tipicas protrusdes encontradas em células neoplasicas, e
sdo compostas por filamentos de actina circundados por proteinas adesivas e
estruturais (AYALA et al.,, 2006; GIMONA et al., 2008; LINDER, 2007; SIBONY-
BENYAMINI; GIL-HENN, 2012; STYLLI; KAYE; LOCK, 2008; WEAVER, 2006,
2008b). Os invadopddios estdo localizados na superficie ventral das células, e
distinguem-se de outras estruturas de adesao celular devido a sua associacdo com
atividade proteolitica e polimerizacdo de actina (BLOCK et al.,, 2008; CHAN;
CORTESIO; HUTTENLOCHER, 2009; MURPHY; COURTNEIDGE, 2011).
Invadopddios permitem as células sincronizar os eventos de degradagdo da MEC e
motilidade celular, faciltando a migracdo através dos tecidos (MURPHY;
COURTNEIDGE, 2011).

Os invadopddios ja foram identificados em linhagens celulares derivadas de
melanoma, carcinoma de mama, glioma e carcinoma epidermdide da regido de
cabeca e pescoco (CLARK et al.,, 2007; HARPER et al., 2010; STYLLI; KAYE;
LOCK, 2008). Ensaios para detectar a atividade de invadopddios in vitro envolvem o
cultivo de células sobre laminulas cobertas com substratos fluorescentes de gelatina
(colageno denaturado), ou derivados de proteinas da MEC (como fibronectina)
(ARTYM et al.,, 2006; STYLLI; KAYE; LOCK, 2008). Por meio deste ensaio,
verificamos que C16 induziu atividade de invadopddios em células CAL27 e HT1080,
ja que areas maiores de digestdo do substrato estavam associadas a células
tratadas por este peptideo. Assim como observado nos ensaios de invasao, células
HT1080 apresentaram indices elevados de atividade de invadopddios em
comparacao a células CAL27. O peptideo C16 ja foi anteriormente relacionado com

aumento da atividade de invadopodios em células derivadas de carcinoma adenoide
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cistico (NASCIMENTO et al.,, 2011). Além dos resultados que demonstram a
influéncia de C16 na atividade de invadopddios em células CAL27 e HT1080,
projecBes ortogonais e reconstrucdes em 3D a partir de amostras tratadas com este
peptideo forneceram-nos uma visao singular de protrusdes de actina penetrando a
matriz de gelatina fluorescente, permitindo assim uma melhor caracterizagdo de
invadopddios nessas duas linhagens tumorais.

Para analisar a evolucéo e a dinamica de formacéo dos invadopodios durante
o tratamento com o peptideo C16, recorremos a técnicas de microscopia confocal
em "time-lapse”, utilizando células transfectadas com cDNA de cortactina-GFP
cultivadas sobre gelatina fluorescente. Nossos resultados demonstraram que C16
promove aumento na atividade de invadopdodios em células derivadas de carcinoma
epidermoide e fibrossarcoma em funcdo do tempo, evento que nao foi observado
nos grupos de células tratados por C16SX. Mensuracdes das areas de digestdo ao
longo do tempo mostraram que C16 comeca a induzir a degradacéo da matriz de
gelatina duas e seis horas ap0s o tratamento em células HT1080 e CALZ27,
respectivamente. Apesar de maiores areas de digestdo terem sido observadas em
células HT1080, o aumento da atividade de invadopddios em fungdo do tempo foi
semelhante entre as duas linhagens utilizadas. Isso se deve ao fato de os dados
terem sido expressos como Vvalores relativos da éarea inicial de degradacao
observada para cada amostra. Alguns estudos prévios analisaram aspectos de
invadopaodios utilizando microscopia em "time-lapse”. Em um deles, os invadopddios
foram caracterizados como estruturas moéveis que passavam por um processo de
estabilizacdo, permanecendo na mesma posi¢cdo por varias horas. Além disso,
guando invadopodios tornavam-se estacionarios, estavam sempre associados a
estruturas circulares que cercavam os filamentos de actina (YAMAGUCHI et al.,
2005).

O comportamento dindmico de invadopodios observado por meio de
microscopia em "time-lapse" pode estar diretamente relacionado a influéncia de
algumas proteinas estruturais que circundam o0s nucleos de actina nessas
estruturas. Uma série de nucleadores e proteinas ligantes de actina, ativadores de
polimerizacdo, entre outros, regulam a maquinaria de actina dos invadopddios
(LINDER, 2007; MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). Dentre estas moléculas, a
cortactina destaca-se como importante proteina estrutural, e pode ser utilizada como

marcador de invadopodios por causa de sua forte colocalizacdo com sitios de
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digestdo focal da MEC (WEAVER, 2008a). Nossos resultados mostraram uma alta
concentracdo de cortactina em células CAL27 e HT1080 tratadas com o peptideo
C16. No entanto, ndo observamos diferencas nos niveis de cortactina ao longo do
tempo, nem na distribuicdo celular de cortactina entre células tratadas com C16 e
amostras controle. A cortactina regula a organizagéo de actina por meio de multiplos
mecanismos, ja que esta molécula estimula a nucleacdo mediada por Arp2/3, ativa
N-WASp e promove a estabilizacdo de filamentos de actina (MURPHY;
COURTNEIDGE, 2011; WEAVER, 2008a). Por tal motivo, acredita-se que a
formacao de agregados de cortactina em sitios de ligacédo da célula & MEC pode ser
um evento inicial importante na formacdo de invadopddios (ARTYM et al., 2006).
Altos niveis de cortactina estdo correlacionados a maior agressividade em
carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco, e a diminuicdo dos niveis desta
molécula inibe o crescimento tumoral (CLARK et al., 2009).

A fosforilagdo de cortactina em residuos de tirosina é crucial para a
organizacao dos invadopddios (OSER et al., 2009; YAMAGUCHI et al., 2005). Nesse
sentido, ja foi demonstrado que fosforilacdo da tirosina 466 € requerida para a
formacdo de terminacdes livres de actina nos invadopddios (OSER et al., 2010).
Assim sendo, decidimos investigar se o status de fosforilagdo de cortactina poderia
ser influenciado pelo peptideo C16 em células CAL27 e HT1080. Por meio de
"immunoblot”, observamos que C16 promoveu aumento nos niveis de fosforilacdo do
residuo de tirosina 466 da cortactina em ambas as linhagens celulares,
especialmente ap6s 16 horas de incubacdo com o peptideo. Adicionalmente,
verificamos uma maior concentragcdo de cortactina fosforilada préximo & membrana
ventral das células tumorais, local onde se formam os invadopddios. Este resultado
demonstra que C16 pode promover a fosforilacdo de cortactina nos sitios de contato
das células com o substrato de gelatina, evento necessario para a formacédo dos
invadopaddios.

Recrutamento de cortactina para sitios de degradacdo da MEC pode regular a
secrecédo localizada de MMPs (CLARK et al., 2007; LINDER, 2007). Dentre estas,
MT1-MMP é reconhecida como componente fundamental dos invadopédios (ARTYM
et al., 2006), sendo considerada importante promotora da atividade colagenolitica de
células invasivas (SABEH et al., 2009). Notamos que células tumorais tratadas com
peptideo C16 exibiram altos niveis de MT1-MMP comparadas as amostras controle.

Aléem disso, observamos que esta protease estava colocalizada com cortactina
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fosforilada em sitios de digestdo de gelatina, sugerindo uma possivel interacao entre
estas duas moléculas. MT1-MMP exerce papel dominante na migracdo e invaséo de
células metastaticas, e sua localizacdo em invadopdédios é um fator essencial para a
maturacdo dessas estruturas (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011; SABEH et al.,
2009). Além de sua notavel atividade colagenolitica, MT1-MMP também participa
ativamente da clivagem das lamininas-111 e 511 (antiga laminina-10), que s&o
formadas pela cadeia yl1 da laminina (BAIR et al., 2005; OHUCHI et al., 1997).
Assim, podemos supor que esta MMP participa da geracdo e disponibilizacdo do
peptideo C16 para células tumorais, contribuindo para seu fendtipo invasivo. Em
resumo, nossos resultados sugerem que, em células CAL27 e HT1080, a
fosforilacdo de cortactina e a expressdo de MT1-MMP, moléculas relevantes para a
formacao e atividade de invadopddios, sao estimuladas por C16.

Diante dos resultados que mostraram papel funcional do peptideo C16 na
invasao, formacéo de invadopaddios, fosforilacdo de cortactina e aumento dos niveis
de MT1-MMP, resolvemos explorar os mecanismos regulatorios envolvidos nesses
processos. Estimulos extracelulares, como peptideos da laminina e outros
componentes da MEC, podem promover a ativacdo de moléculas associadas aos
invadopodios por meio de vias de sinalizacdo celular (MURPHY; COURTNEIDGE,
2011). Cortactina, por exemplo, pode ser fosforilada por diversas quinases, incluindo
as da familia Src (WEAVER, 2008a). As Src quinases participam de uma variedade
de funcbes celulares como proliferacdo celular, migracdo e invasdo (GUARINO,
2010), e estdo envolvidas em diferentes eventos relacionados a formacgédo dos
invadopddios (DESTAING et al., 2008; KELLEY et al., 2010). Demonstramos neste
trabalho que C16 estimula a fosforilagdo do residuo de tirosina 416 de Src tanto em
células CAL27 quanto em células HT1080, poucos minutos apds o tratamento. A
fosforilacdo da tirosina 416 permite 0 acesso de Src a seus substratos, e regula
positivamente a atividade desta molécula (BJORGE; JAKYMIW; FUJITA, 2000).
Niveis elevados de Src constituem potentes mediadores de transformacéo celular e
progressao tumoral, e estdo associados a grande maioria dos tumores humanos,
incluindo o carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco (SUMMY; GALLICK, 2003)

A fosforilagdo de Src, por sua vez, pode levar a formacdo de complexos
multimoleculares que promovem a ativacdo da via de sinalizacdo formada pelas
MAP quinases Ras-Raf-MEK-ERK (LARSEN et al., 2006; MITRA; SCHLAEPFER,

2006). A ativagdo de ERK é mediada pela fosforilagdo de seu residuo de tirosina
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204, processo que é controlado pela quinase MEK 1/2 (ROSKOSKI, 2012). Dados
prévios de nosso grupo jA demostraram que ERK pode estar envolvido em efeitos
associados a peptideos da laminina, como invasdo, inducdo de invadopddios e
secrecdo de MMPs (FREITAS et al., 2007; MORAIS FREITAS et al., 2007;
NASCIMENTO et al., 2011). Nossos resultados demonstraram que tratamento com
C16 também promoveu aumento da fosforilagdo dos residuos de tirosina 204 de
ERK 1/2 em células tumorais, comparado a amostras tratadas com C16SX. Vale
ressaltar que o aumento dos niveis de fosforilacdo de ERK também ocorreu poucos
minutos apds o tratamento com o peptideo, o que destaca a ligacdo entre esta
molécula e a via de sinalizagdo Src. Evidéncias sugerem que a sinalizagéo celular
mediada por Src-ERK 1/2 pode regular a progressao tumoral (MAAT et al., 2009;
SHIN et al., 2002). Deste modo, as duas quinases podem promover a fosforilagdo de
centenas de substratos citoplasméaticos e nucleares, como moléculas regulatérias e
fatores de transcricdo, desencadeando diversos processos bioldgicos (YOON;
SEGER, 2006). Além disso, ERK regula a transcricdo de MMPs em resposta a
diferentes sinais, sendo que sua ativacao persistente em células malignas pode levar
a um aumento exacerbado da atividade destas enzimas. Por conseguinte, a ativagao
de ERK possivelmente contribui para o processo de degradacdo da MEC e da
lamina basal inerente a tumores malignos (EGEBLAD; WERB, 2002; REDDY;
NABHA; ATANASKOVA, 2003).

Optamos por aprofundar nossos estudos sobre o papel da via de sinalizagcao
ERK nos efeitos mediados por C16. Utilizamos um inibidor de MEK (U0126) para
avaliar se reducao da atividade de ERK poderia interferir nas atividades biolégicas
mediadas por este peptideo da laminina. Observamos que U0126 inibe 0s processos
de invasdo e formacdo de invadopddios relacionados a C16 em células CAL27 e
HT1080, mostrando que a via de sinalizacdo ERK pode participar da transducéo de
sinais gerados por este peptideo. Verificamos ainda que o inibidor U0126 néo
reduziu drasticamente as taxas de invasdo e de atividade de invadopddios em
células tumorais cultivadas com 10% SBF, resultado que confirma uma possivel
correlacdo direta entre C16 e ERK na regulacdo do comportamento de células
tumorais. A inibicio da atividade de ERK também reduziu a formacdo de
invadopddios estimulada por C16 em células de carcinoma adendide cistico
(NASCIMENTO et al., 2011). Além disso, outros trabalhos jA demonstraram que a
inibicdo da via de sinalizacdo das MAP quinases promove a reducao da migracao e



96

invasdo celulares, bem como diminuicdo da secrecdo e atividade de MMPs
(FREITAS et al., 2007; LU et al., 2012).

Ainda na tentativa de melhor compreender como o peptideo C16 interage com
células tumorais e regula os processos de invasao e formacdo de invadopodios,
avaliamos sua localizacao celular utilizando peptideos fluorescentes. Notamos que
C16 esta localizado na superficie das células CAL27, o que reforca a hipotese de
gue este peptideo pode interagir com algum receptor de membrana celular. Sabe-se
que integrinas, receptores transmembrana que modulam a interacdo célula-matriz,
desempenham importante funcdo mediando efeitos da laminina no comportamento
celular (PATARROYO; TRYGGVASON; VIRTANEN, 2002). As integrinas possuem
papel relevante em todos os estagios da carcinogénese, desde a formacao inicial do
tumor, até seu crescimento, invasao e metastase (DESGROSELLIER; CHERESH,
2010; FELDING-HABERMANN, 2003).

As integrinas sé@o capazes de interagir diretamente com a MEC e transmitirem
tanto sinais extracelulares para o citoplasma, quanto informac¢des do status da célula
para 0 espaco extracelular. Por conta disso, estas moléculas encontram-se em
posicdo favoravel para modular a biologia dos invadopodios (MURPHY;
COURTNEIDGE, 2011). A subunidade p1 da integrina ja foi previamente
reconhecida como receptor para C16 (PONCE; NOMIZU; KLEINMAN, 2001), e sua
expressao parece ser critica para a iniciacdo e progressdo de uma variedade de
tumores (XIONG; BALCIOGLU; DANEN, 2013). Demonstramos que a inibicdo de
integrina B1 em células CAL27 promoveu reducdo da atividade de invadopddios
induzida por C16 em funcao do tempo. A partir deste resultado, supomos que esta
integrina liga-se a C16 e tem participacdo importante na regulacdo de vias de
sinalizacdo moduladas por este peptideo. Sabe-se que a ativacdo de Src e de outras
moléculas pode ser mediada por “clusterings” de integrinas, 0s quais surgem
preferencialmente em locais de adesao da célula a moléculas da MEC (TAKINO et
al., 2010).

Mesmo quando apresentam a habilidade de sobreviver sem contato com
substratos da matriz extracelular, as células neoplasicas ainda dependem de sinais
gerados por integrinas no processo de desenvolvimento da doenca (BERRIER,;
YAMADA, 2007; DESGROSELLIER; CHERESH, 2010; FELDING-HABERMANN,
2003). Estes sinais podem influenciar o comportamento tumoral de maneira direta,

por meio de adesao e eventos de sinalizacdo, assim como indiretamente, por seus
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efeitos na remodelagcdo da MEC (MISSAN; DIPERSIO, 2013). Neoplasias malignas
como o carcinoma epidermoide apresentam expressiva concentracao de integrina 1
na frente de invasao do tumor (AHSAN et al., 2011; SHARMA et al., 2013; ZHANG et
al., 1996). Esta maior concentracdo de integrinas pode representar um aumento no
namero de sitios celulares para ligacao de laminina e de seus peptideos bioativos, e
desse modo contribuir para a progressao tumoral.

O papel de peptideos derivados da laminina no comportamento biolégico de
células tumorais ainda ndo foi totalmente elucidado. Neste trabalho, tentamos
conectar alguns eventos biologicos, para melhor compreender a relacdo entre o
peptideo C16 e processos associados a invasdo tumoral. A Figura 6.1 resume a
nossa hipétese sobre como C16 poderia estimular a formacéo de invadopodios em
células de carcinoma epiderméide e fibrossarcoma. De acordo com nossos achados,
podemos inferir que, nos estagios iniciais da invasao, invadopddios associados a
células tumorais promovem a degradacao da lamina basal e a consequente clivagem
de laminina. Deste modo, C16 e outros peptideos bioativos poderiam entdo ser
expostos e liberados por meio de processamento proteolitico, tornando-se
disponiveis para exercer seus efeitos bioldgicos. A seguir, C16 poderia ligar-se a
heterodimeros de integrina contendo a subunidade B1 e estimular, diretamente ou
por meio de interacdo com outras moléculas, a fosforilagdo/ativacdo de Src
quinases. Src, por sua vez, promoveria a fosforilagcdo de cortactina e ERK 1/2. A
fosforilacdo de ERK poderia gerar uma maior sintese de MMPs, enquanto que
ativacado de cortactina seria responsavel pela reorganizacdo de filamentos de actina
e recrutamento de MT1-MMP, fundamentais para a formacdo dos invadopddios.
Estes eventos, em conjunto, seriam capazes de aumentar significativamente a
atividade de invadopddios em células de carcinoma epidermoide e fibrossarcoma, de
modo a gerar maior quantidade de produtos de degradacdo da lamina basal
(incluindo peptideos da laminina) compativeis com a manutencdo de um fenotipo

celular invasivo.
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Figura 6.1 — Diagrama esquemaético dos eventos celulares relacionados a formacgéo de
invadopddios estimulada pelo peptideo C16. Linhas pontilhadas indicam interacdes

indiretas entre moléculas.



99

7 CONCLUSOES

Baseados nos resultados dos experimentos realizados, concluimos que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Peptideo C16, derivado da laminina, promove aumento na atividade
invasiva de células de carcinoma epiderméide oral (CAL27) e
fibrossarcoma (HT1080).

C16 estimula atividade de invadopddios em células CAL27 e HT1080.
C16 regula a dinamica de formacéao de invadopddios em células CAL27
e HT1080.

C16 induz aumento nas taxas de fosforilacdo de cortactina e nos niveis
de MT1-MMP em células tumorais.

C16 estimula a ativacdo de vias de sinalizacdo Src e ERK 1/2 em
células CAL27 e HT1080.

A via de sinalizagdo ERK 1/2 regula a atividade e a dinamica de
formacgé&o de invadopddios nas células tumorais analisadas.

Integrina B1 parece estar relacionada a atividade e dindmica de

formacao de invadopddios mediada por C16 em células CAL27.
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APENDICE - Legendas — Filmes em “time-lapse”

Filme S1 - C16 regula dindmica de invadopodios em células CAL27. Videos em
“time-lapse” de célula transfectada com cortactina-GFP (canal verde) e cultivada
sobre gelatina fluorescente (canal vermelho), mostrando que C16 estimula a
formacdo de areas de digestdo do substrato ao longo do tempo (seta em video
“Gelatina”).

Filme S2 - C16SX (peptideo controle) ndo regula dinamica de invadopddios em
células CAL27. Videos em “time-lapse” de células transfectadas com cortactina-
GFP e cultivadas sobre gelatina mostram que C16SX nao estimula células CAL27 a
digerirem o substrato fluorescente.

Filme S3 - C16 regula dindmica de invadopddios em células HT1080. Videos em
“time-lapse” de células transfectadas com cortactina-GFP e cultivadas sobre gelatina
fluorescente mostram que C16 estimula aumento da digestdo do substrato em
funcao do tempo (setas em video “Gelatina”).

Filme S4 - C16SX nao regula dinamica de invadopodios em células HT1080.
Videos em “time-lapse” de célula transfectada com cortactina-GFP e cultivada sobre
gelatina mostram que C16SX nao estimula células HT1080 a digerirem o substrato
fluorescente.

Filme S5 - Inibidor de MEK U0126 diminui a atividade de invadopddios de
células CAL27 tratadas com C16 (Controle). Videos em “time-lapse” de célula
transfectada com cortactina-GFP e incubada com C16 e metanol (veiculo de diluicdo
do inibidor U0126), demostrando a formacéo de areas de digestdo do substrato ao
longo do tempo (seta em video “Gelatina”).

Filme S6 - Inibidor de MEK U0126 diminui a atividade de invadopddios de
células CAL27 tratadas com C16. Videos em “time-lapse” de célula transfectada
com cortactina-GFP e tratada com U0126 demonstram que inibicdo da via de
sinalizacdo ERK reduz areas de digestdo da matriz fluorescente relacionadas a este
peptideo

Filme S7 - Inibidor de MEK U0126 diminui a atividade de invadopodios de
células HT1080 tratadas com C16 (Controle). Videos em “time-lapse” de célula
transfectada com cortactina-GFP e incubada com C16 e metanol, demostrando a
formacdo de areas de digestdo do substrato ao longo do tempo (seta em video
“Gelatina”).

Filme S8 - Inibidor de MEK U0126 diminui a atividade de invadopddios de
células HT1080 tratadas com C16. Videos em “time-lapse” de célula transfectada
com cortactina-GFP e tratada com U0126 demonstram que inibicdo da via de
sinalizacdo ERK reduz areas de digestdo da matriz fluorescente relacionadas a este
peptideo.
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Filme S9 — Silenciamento de integrina Bl reduz a atividade de invadopodios em
células CAL27 (Controle). Videos em “time-lapse” de célula transfectada com vetor
contendo miRNA controle (pcDNA 6.2-GW/EmGFPmIiR-neg control) e tratada com
C16, demostrando a formacéo de areas de digestdo do substrato ao longo do tempo
(seta em video “Gelatina”).

Filme S10 — Silenciamento de integrina Bl reduz a atividade de invadopddios
em células CAL27. Videos em “time-lapse” de células transfectadas com vetor
contendo mIRNA para reduzir a expressao de integrina f1 (Block-iT) demonstram
que silenciamento desse receptor promove a diminuicdo de areas de digestdo da
matriz fluorescente, mesmo na presenca de C16.



