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RESUMO 

GALHEIGO, M. R. U. Estudo da interação entre o peptídeo derivado da 
laminina 111, C16, e a integrina β1 em células de linhagens mamárias: 
consequências morfofuncionais. 2021.Tese (Doutorado em Ciências) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

O câncer de mama está entre as principais causas de morte provocadas por 

neoplasias no mundo. Nesse contexto, a matriz extracelular (MEC), que compõe 

o microambiente tumoral, assume papel importante durante a carcinogênese. A 

laminina-111 é a principal glicoproteína da MEC e exibe diferentes peptídeos 

bioativos que influenciam a biologia do câncer. Nossos trabalhos anteriores 

demonstram que o peptídeo derivado da laminina 111, C16, regula a migração, 

invasão e a formação de invadopódios em diferentes células tumorais. Outros 

achados indicam que os mecanismos regulatórios relativos aos efeitos do C16 

se devem à integrina β1. Isso nos levou a investigar uma possível interação entre 

o peptídeo C16 e a integrina β1 nas células de mama, bem como as 

consequências morfofuncionais resultantes dessa interação. Assim, os 

resultados obtidos neste trabalho mostraram que as células de mama aderem 

ao peptídeo C16 e que essa adesão é diminuída com o knockdown da integrina 

β1 por RNAi.  Além disso, mostramos que o C16 conjugado à rodamina se 

sobrepõe à integrina β1 ativa nas células mamárias, indicando uma possível 

colocalização entre ambos. Através de citometria de fluxo, mostramos também 

que essa subunidade pode ser ativada por aquele peptídeo. Ainda, as análises 

das amostras de células MDA-MB-231 tratadas com C16 conjugado a partículas 

de Nanogold mostraram o peptídeo decorando a membrana e dentro de 

vesículas no interior das células. Foi também demonstrado que o peptídeo é 

internalizado pelas células de mama com o passar do tempo e que essa 

internalização é diminuída por inibidor químico de dinamina e por RNAi contra 

caveolina-1. Após a internalização, parte desse peptídeo é direcionado para via 

endocítica, tendo sido encontrado em endossomos iniciais e lisossomos. Juntos, 

os resultados sugerem que, após a interação com a membrana e possível 

ativação da integrina β1, as células de mama endocitam o peptídeo C16 através 

de vesículas revestidas por caveolina-1. Após endocitose, o peptídeo será, pelo 

menos em parte, degradado nos lisossomos.  

Palavras-chave: Laminina 111. Câncer de mama. Integrina β1. Endocitose.  



ABSTRACT 

GALHEIGO, M. R. U. Study of the interaction between laminin 111-derived 
peptide, C16, and β1 integrin in breast cells: morphofunctional 
consequences. 96 p. 2021. PhD thesis (Cell and tissue biology) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

Breast cancer is among the most frequent worldwide mortality. Tumor 

microenvironment undertakes important role during cancer progression. Different 

cells enmeshed in the extracellular matrix (ECM) compose such microenvironment. 

Laminin 111 is a major ECM glycoprotein and exhibits different bioactive peptides 

influencing tumor biology. We have demonstrated that the laminin-derived peptide 

C16 (KAFDITYVRLKF, short arm of gamma 1 chain) regulates migration, invasion, 

and invadopodia formation in different cancer cells. Our findings indicate that 

regulatory mechanisms underlying C16 effects are related to β1 integrin. This 

prompted us to investigate the interaction between C16 peptide and β1 integrin in 

breast cancer cells as well as its morpho functional effects. These cells attach to C16 

peptide and this attachment is inhibited by β1 integrin depletion by siRNA. Moreover, 

rhodamine-C16 colocalized with activated β1 integrins in breast cancer cells. Flow 

cytometry assay showed that C16 increased β1 activation after 20 minutes in these 

cells. Cellular localization of C16 was carried out by transmission electron 

microscopy (TÊM) and time-lapse fluorescence microscopy. TÊM showed nanogold-

conjugated C16 decorating cell membrane and inside cellular vesicles. The presence 

of C16 inside vesicles would imply peptide endocytosis. Time-lapse confocal 

microscopy displayed peptide C16 internalized by breast cells over time and 

decreased internalization of this peptide by dynasore in MCF-7 cells. Moreover, 

fluorescence microscopy also showed that a caveolin-1 depletion by siRNA 

decreases C16 internalization.  According to these results, we hypothesized whether 

the endocytosed peptide would be directed to the endosome-lysosome pathway for 

degradation. Time-lapse and immunofluorescence illustrated part of the internalized 

peptide colocalized with early endosomes and lysosomes in the studied cells. Taken 

together, our results suggested that after membrane interaction and β1 integrin 

activation, breast cells would internalize peptide C16, which, at least in part, will be 

degraded in lysosomes.  

Keywords: Laminin 111. Breast cancer. β1 Integrin. Endocytosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

A mama feminina corresponde a um conjunto de glândulas alveolares 

compostas, as quais estão envoltas por um estroma de tecido fibro-adiposo 

(JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, 2017). Esse órgão têm função de sintetizar, secretar 

e fornecer o leite para o recém-nascido, constituindo sua fonte de nutrição para 

proteção e desenvolvimento (MEDINA, 1996). 

Dentre os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de câncer 

na mama estão: exposição a longo prazo ao estrógeno, reposição hormonal pós 

menopausa, idade (mulheres com 50 anos ou mais têm maior risco), alterações 

genéticas como mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, histórico familiar, assim como 

a associação de mais de um desses fatores (FENG et al., 2018; American Cancer 

Society, 2020; KARLSSON et al., 2021). De acordo com o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA), são esperados 66.280 novos casos de câncer para cada ano do triênio 2020-

2022, só no Brasil. Ainda de acordo com o INCA, sem considerar os tumores de pele 

do tipo não melanoma, o câncer de mama feminina ocupa a primeira posição mais 

frequente em todas as regiões brasileiras (INCA, 2020). Nota-se, portanto, a 

importância da compreensão dos fatores envolvidos com o desenvolvimento tumoral 

a fim de encontrarem-se alternativas de tratamento e prevenção para essa doença.  

A maioria das mortes relacionadas ao câncer estão associadas à disseminação 

das células transformadas pelo organismo, levando ao crescimento tumoral, muitas 

vezes mais agressivo, em outros órgãos (OSKARSSON; BATLLE; MASSAGUÉ, 

2014). Apesar de o câncer de mama ser facilmente tratável em seus estágios iniciais, 

a metástase dificilmente pode ser inibida ou controlada. Logo, há grande necessidade 

de compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos no processo metastático. 

Nesse contexto, a literatura mostra claramente o importante papel que o 

microambiente assume durante a progressão e metástase não só do câncer de mama, 

mas das neoplasias malignas em geral (MAO et al., 2013; JUSTUS; SANDERLIN; 

YANG, 2015). Tal microambiente é composto por diversos tipos de células, como 

células do sistema imune, endoteliais, pericitos e fibroblastos, os quais estão inseridos 

em uma matriz extracelular (MEC).  

A MEC, por sua vez, constitui-se em uma rede complexa e dinâmica de 

proteínas, glicosaminoglicanos e proteoglicanos que fornecem os sinais bioquímicos 

e biomecânicos necessários para o desenvolvimento e homeostase tecidual 
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(FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010). Com isso, a MEC têm sido alvo de grande 

atenção por demonstrar papel chave durante a progressão e metástase tumoral, já 

que está envolvida com a ativação de diversas vias de sinalização e da promoção de 

alterações epigenéticas (LOCHTER; BISSELL, 1995; PICKUP; MOUW; WEAVER, 

2014; INSUA-RODRÍGUEZ; OSKARSSON, 2016). 

Uma das famílias de glicoproteínas que constituem a matriz extracelular é a 

laminina, que está localizada mais especificamente na membrana basal (uma 

organização da MEC). Essa família envolve glicoproteínas heterotriméricas formadas 

por cadeias α, β e γ associadas por pontes dissulfeto, formando uma tripla hélice 

espiralada (AUMAILLEY, 2013). Elas são sintetizadas por diversos tipos de células, 

suas isoformas são tecido-específicas e suas funções envolvem: a sinalização, a 

adesão e a migração celulares (PATARROYO; TRYGGVASON; VIRTANEN, 2012). 

Essas funções ocorrem por meio da sua associação a uma grande família de proteínas 

receptoras heterodiméricas chamadas integrinas (AUMAILLEY, 2013). Assim, esses 

receptores permitem a interação entre as células e a MEC, promovendo a ligação 

entre a matriz e as estruturas intracelulares e transmitindo sinais que induzirão 

respostas (YURCHENCO, 2011). 

Na glândula mamária, o epitélio glandular interage diretamente com a membrana 

basal. Essa é uma estrutura formada por duas lâminas basais, as quais são 

constituídas principalmente por colágeno tipo IV, epiligrina, entactina, proteoglicanos 

e pelas lamininas 332 e 111, sendo essa última a principal responsável pela 

manutenção da polaridade das células (GUDJONSSON et al., 2002; MAJIDINIA; 

YOUSEFI, 2017). Durante a progressão tumoral, diversas alterações ocorrem na 

MEC, principalmente a clivagem de seus componentes. As metaloproteinases da 

matriz (MMPs) são enzimas fundamentais durante esse processo, sendo que sua 

atividade favorece a liberação de elementos que permitem o crescimento e evasão 

das células tumorais, como fatores de crescimento e sítios crípticos de proteínas da 

MEC (OSKARSSON, 2013; BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Estudos mostram que 

a clivagem da laminina 111 por MMPs é parte do processo de remodelamento da 

matriz extracelular, desempenhando importante papel para a progressão tumoral da 

mama (IOACHIM et al., 2002; BELIVEAU et al., 2010).  

Esse fenômeno leva à exposição de sequências ativas ou fragmentos capazes 

de promover proliferação, produção de proteases e angiogênese (KIKKAWA et al., 

2013). Nesse contexto, trabalhos realizados em nosso laboratório mostram que 
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algumas dessas sequências, como SIKVAV, AG73 e C16 são responsáveis por 

importantes etapas da biologia tumoral, como migração, invasão, secreção de 

proteases, e formação de invadopódios (FREITAS; JAEGER, 2002; FREITAS et al., 

2004, 2007; NASCIMENTO et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2010, 2016; CAIRES-DOS-

SANTOS et al., 2020) 

Dentre esses, o C16 (sequência KAFDITYVRLKF), localizado na cadeia γ1, têm 

ganhado destaque devido ao seu grande potencial pró tumoral (NOMIZU et al., 1997). 

Nesse sentido, estudos mostraram esse peptídeo induz metástases tumorais de 

células de melanoma B16-F10 (KURATOMI et al., 2002).  Além disso, outras 

investigações também mostraram forte atividade pró angiogênica relacionada a esse 

peptídeo, além do potencial em aumentar a migração de células de melanoma 

(PONCE; NOMIZU; KLEINMAN, 2001; LUGASSY et al., 2007). Ainda nesse contexto, 

Ponce e colaboradores (2001) sugeriram como potenciais receptores de C16 as 

integrinas αvβ3 e α5β1, sendo que essa última se liga apenas ao peptídeo e não à 

laminina íntegra, sugerindo que esse peptídeo represente um sítio críptico na 

molécula intacta. 

Nosso grupo mostrou também que o peptídeo C16 é capaz de regular a atividade 

de formação de invadopódios em células tumorais (NASCIMENTO et al., 2011; 

SIQUEIRA et al., 2016). Adicionalmente, a depleção da integrina β1 por RNAi reduziu 

esse efeito. 

Diante disso, nos motivamos a estudar em maior detalhe a ocorrência de uma 

possível interação C16 e integrinas β1 em células de mama, assim como as 

consequências morfofuncionais desse evento. Para tanto, analisamos se essas 

células aderem ao peptídeo C16 por ensaio de adesão. Em seguida, investigamos se 

C16 colocalizaria com a integrina β1 e se haveria ativação desse receptor pelo 

peptídeo. Adicionalmente, estudamos se C16 decoraria a membrana de células 

tumorais e investigamos o processo de endocitose desse peptídeo pelas células 

tumorais e normais de mama.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Na revisão de literatura serão abordados os seguintes temas referentes a essa 

tese: 1- Estrutura da mama feminina, tecidos que a constituem, tipo de células ali 

presentes e função da glândula no organismo humano; 2- O que é câncer de mama 

em aspectos moleculares, fatores de risco associados, classificação e incidência tanto 

mundial quanto no Brasil; 3- Constituição, estrutura e função da matriz extracelular, 

enfatizando a membrana basal; 4- Estrutura e nomenclatura das moléculas de 

laminina, assim como sua função. Destaque para laminina 111; 5- Peptídeos da 

laminina, como são formados e funções anti e pró tumorais, em especial peptídeo 

C16; 6- Estrutura e função das integrinas e integrina β1; 7- Como acontece o processo 

de endocitose, destacando as endocitoses por meio de vesículas revestidas por 

clatrina e caveolina1, bem como quais suas funções nas células. 

2.1  Mama feminina: estrutura e função 

O epitélio mamário se origina de uma placa epidérmica durante o 

desenvolvimento embrionário. As placas descendem para o mesênquima subjacente 

por meio de interações epitélio mesenquimais e produzem uma estrutura ductal 

rudimentar, presente no nascimento. Com a puberdade, gravidez e lactação, a mama 

feminina passa por alterações dramáticas de tamanho, forma e função em resposta a 

hormônios esteroides e a sinalizações por receptores de fatores de crescimento 

(HUEBNER; EWALD, 2014). 

A mama feminina é uma glândula constituída por 15 a 25 lóbulos de glândulas 

tubuloalveolares compostas, cuja função é sintetizar, secretar e fornecer o leite ao 

recém-nascido (MEDINA, 1996; JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, 2017). Essa glândula 

constitui-se por um tecido epitelial que forma ductos e alvéolos que são envoltos por 

tecido conjuntivo. O tecido epitelial é formado por duas camadas, uma interna e uma 

externa. A camada mais interna é constituída por células alveolares cuboides, as quais 

têm o potencial de se diferenciar em células produtoras de leite durante a gravidez; e 

a camada basal mais externa está em contato com a membrana basal e é formada 

por células mioepiteliais que circundam as células epiteliais e têm propriedades de 

células musculares lisas (figura 1) (HENNIGHAUSEN; ROBINSON, 2005; 
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HASSIOTOU; GEDDES, 2013). É também nessa camada onde se encontram 

populações de células tronco bipotentes (VISVADER, 2008; LEE et al., 2019b). 

 

Figura 1. Estrutura anatômica e histológica da mama feminina. A- A glândula mamária é 

constituída por lóbulos, os quais são formados por alvéolos, onde o leite materno é sintetizado 
e secretado para o exterior do corpo através dos ductos. A figura histológica corada por 
hematoxilina e eosina (HASSIOTOU; GEDDES, 2013) mostra o corte transversal de um 

lóbulo, sendo possível notar os alvéolos da glândula envoltos pelo estroma. B- O esquema 
mostra a estrutura de um alvéolo (destacado em A): uma bicamada de células epiteliais 
(células secretórias apoiadas em células mioepiteliais, entre as quais se encontram células 
tronco mesenquimais – em verde) apoiada à membrana basal. Esse alvéolo é envolto pelo 

estroma, sendo esse representado aqui apenas pelos fibroblastos, células adiposas, fibras de 
colágeno (em rosa claro, ao redor dos fibroblastos e adipócitos) e vasos sanguíneos. As 
ilustrações esquemáticas em A e B foram feitas utilizando a ferramenta BioRender 

(www.biorender.com). 
 

No estroma ou tecido conjuntivo estão presentes fibroblastos, células do tecido 

adiposo e vasos sanguíneos. De maneira geral, as células epiteliais formam alvéolos  

e ductos com um lúmen central, os ductos confluem e levarão o leite até o exterior do 

corpo através dos mamilos (HENNIGHAUSEN; ROBINSON, 2005).  

http://www.biorender.com/
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2.2  Câncer de mama 

O câncer de mama é um conjunto de malignidades distintas que se manifestam 

na mama. Ele basicamente se desenvolve a partir de alterações genéticas e 

epigenéticas que levam à perda do controle celular dos mecanismos de proliferação, 

sobrevivência e migração. A progressão tumoral subsequente é dirigida pelo acúmulo 

de mudanças genéticas adicionais combinadas com a expansão clonal e seleção. 

Sendo assim, sinalizações ativadoras de proto-oncogenes podem causar a 

hiperativação daquelas vias sinalizadoras, enquanto a inativação de genes 

supressores eliminam reguladores críticos das mesmas (POLYAK, 2007; SEVER; 

BRUGGE, 2015). Existem hipóteses de que esses processos de transformação 

tumoral possam ocorrer não somente em células mamárias já diferenciadas como as 

luminais, basais e mioepiteliais, mas também nas células tronco presentes nesse 

epitélio (FENG et al., 2018). 

A classificação mais usada para os tumores invasivos é baseada na expressão 

dos receptores de estrógeno (ER), progesterona (PR) e de fator de crescimento 

epidermal humano (HER2) (MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019). Sendo assim, 

a malignidade da lesão está relacionada à ausência desses receptores, ou seja, à não 

responsividade a hormônios e fatores de crescimento, indicando, portanto, graus de 

indiferenciação das células. Com isso, os tumores que não expressam nenhum dos 

receptores supracitados são consideradas do tipo triplo negativo e caracterizam a 

forma mais agressiva da doença (FENG et al., 2018). 

Os fatores associados ao desencadeamento dessas alterações celulares estão 

relacionados aos mais diversos âmbitos. Por exemplo, à tratamentos, como na 

utilização de hormônios exógenos como método contraceptivo ou na terapia de 

reposição hormonal na menopausa; ao estilo de vida, quando há alta ingestão de 

álcool; ao envelhecimento (a maioria dos casos de câncer de mama são 

diagnosticados em mulheres com mais de 55 anos de idade) (American Cancer 

Society, 2020); e, aos fatores genéticos relativos à ocorrência de câncer em parentes 

de primeiro grau (COLDITZ et al., 2012; LEE et al., 2019a). A causa hereditária mais 

comum são mutações hereditárias nos genes BRCA1 e BRCA2. Alguns dos genes 

mutados que também podem ser herdados são: ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, 

STK11 e PALB2 (FENG et al., 2018). 
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De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer de mama é 

o mais frequente em mulheres, impactando 2,1 milhões de pessoas por ano. Essa 

doença também é a maior causa de morte em mulheres no mundo. Da mesma forma, 

como já mencionado anteriormente, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA, 2020), no Brasil o câncer de mama lidera a incidências malignas em mulheres, 

correspondendo a 66.280 novos casos para cada ano do triênio 2020-2022.  

O relapso na prevenção e diagnóstico resultantes da falta de conhecimento e 

acesso à saúde estão diretamente relacionados às mortes causadas por esse tipo de 

câncer (NAEEM et al., 2019). Isso porque, tanto os exames preventivos, como a 

mamografia, quanto os tratamentos com mastectomia e quimioterapia têm aumentado 

significativamente a sobrevivência das pacientes (DU; FOX; LAI, 2008). Além disso, 

novas cirurgias têm surgido no sentido de minimizar os impactos psicológicos pós 

tratamento (PANCHAL; MATROS, 2017). Mesmo assim, sem o completo 

entendimento dos mecanismos intrínsecos à patogênese desse câncer, a eficiência 

na prevenção e tratamento do mesmo serão sempre limitados.  

A maioria das mortes relacionadas ao câncer estão associadas à disseminação 

das células transformadas pelo organismo, levando ao crescimento tumoral, muitas 

vezes mais agressivo, em outros órgãos. Apesar de o câncer de mama ser facilmente 

tratável em seus estágios iniciais, a metástase dificilmente pode ser inibida ou 

controlada (OSKARSSON; BATLLE; MASSAGUÉ, 2014). Logo, há grande 

necessidade de compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos no processo 

metastático.  

2.3   Matriz extracelular e membrana basal 

O microambiente assume grande importância durante a progressão e metástase 

não só do câncer de mama, mas das neoplasias malignas em geral (LIAO et al., 2019; 

TIAINEN et al., 2020). Esse microambiente é composto por diversos tipos de células, 

como células imunes, endoteliais e fibroblastos, as quais se encontram inseridas na 

MEC (VANNUCCI, 2015). Com isso, a matriz extracelular têm sido alvo de grande 

atenção por demonstrar papel chave durante a progressão e metástase tumoral, já 

que está envolvida com a ativação de diversas vias de sinalização e da promoção de 

alterações epigenéticas (EBLE; NILAND, 2019). 
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A MEC constitui-se em uma rede complexa e dinâmica de proteínas, 

glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos que fornecem os sinais bioquímicos e 

biomecânicos necessários para o desenvolvimento e homeostase tecidual, além de 

fornecer suporte estrutural para as células ali presentes (THEOCHARIS; MANOU; 

KARAMANOS, 2019). Portanto, essa rede é organizada de maneira tecido-específica 

e funciona como reservatório de fatores de crescimento e moléculas bioativas. Os 

principais componentes da matriz são os colágenos, proteínas elásticas, GAGs, 

proteoglicanos, e glicoproteínas que se ligam às células (MCKEE et al., 2019). 

Os colágenos são categorizados em: colágenos formadores de fibrilas (ex. 

colágenos tipos I, II e III), colágenos formadores de redes (ex. colágeno tipo IV), 

colágenos associados a fibrilas (ex. colágenos tipos IX e XII), dentre outros. A 

estrutura colagênica dita a arquitetura e a organização do tecido (YUE, 2014).  

As fibras elásticas são formadas pela elastina, a qual, por sua vez, é construída 

basicamente pela associação entre os monômeros de tropoelastina e microfibrilas. 

Como o próprio nome diz, as fibras elásticas conferem elasticidade ao tecido (YUE, 

2014).  

Os GAGs são polissacarídeos lineares e aniônicos formados por repetições de 

unidades de dissacarídeos. São moléculas altamente negativas e, por isso, têm a 

propriedade de sequestrar água e cátions divalentes, o que confere a eles as funções 

de preenchimento e lubrificação. Essas moléculas também aparecem associadas a 

proteínas, formando proteoglicanos, o quais, por sua vez, são macromoléculas que se 

intercalam entre as fibrilas de colágeno nas diferentes matrizes. Consistem em um 

“core” formado por uma glicoproteína, à qual se ligam as cadeias de GAGs. Os 

proteoglicanos interagem com fatores de crescimento, assim como com receptores de 

fatores de crescimento, sendo, portanto, importantes para a sinalização celular. 

(HYNES; NABA, 2012).  

Além dos colágenos, fibras elásticas e proteoglicanos, que conferem as funções 

de resistência, elasticidade e preenchimento à MEC, existem mais de 200 tipos de 

glicoproteínas que participam da sua estruturação. Essas proteínas apresentam 

domínios que favorecem a migração e domínios que participam da sinalização celular 

(HYNES; NABA, 2012; YUE, 2014). Dentre as glicoproteínas mais estudadas estão a 

trombospondina, o nidogênio, a tenascina, a fibronectina e a laminina (HYNES; NABA, 

2012). 
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2.3.1 Membrana basal 

A região da matriz que “apoia” os tecidos epiteliais é chamada de membrana 

basal. Trata-se de uma especialização densa e fina da MEC formada por duas 

camadas constituídas basicamente por laminina e colágeno tipo IV, chamadas 

lâminas basais, ambas formando redes independentes, as quais se conectam através 

de proteínas adaptadoras, como o nidogênio e o perlecan (SANES, 2003; JAYADEV; 

SHERWOOD, 2017). Várias outras glicoproteínas e proteoglicanos também 

participam da formação dessa estrutura.  

Na glândula mamária, o epitélio glandular interage com a lâmina  basal, que e é 

constituída principalmente por colágeno tipo IV, nidogênios, diversos proteoglicanos, 

e pelas lamininas 332 e 111, sendo essa última a principal responsável pela 

manutenção da polaridade das células (GUDJONSSON et al., 2002; CHANG; 

CHAUDHURI, 2019).  

Durante a progressão tumoral, diversas alterações ocorrem na MEC, 

principalmente a clivagem de seus componentes. As metaloproteinases da matriz são 

enzimas fundamentais durante esse processo, sendo que sua atividade favorece a 

liberação de elementos, como fatores de crescimento e sítios crípticos de proteínas 

da MEC, que permitem o crescimento e evasão das células tumorais (EBLE; NILAND, 

2019). As pesquisas mostram que a clivagem da laminina-111 por MMPs é parte do 

processo de remodelamento da matriz extracelular, desempenhando importante papel 

para a progressão tumoral da mama (BELIVEAU et al., 2010). Esse fenômeno leva à 

exposição de sequências ativas ou de fragmentos capazes de promover proliferação, 

produção de proteases e angiogênese (KIKKAWA et al., 2013).  

2.4  Família das lamininas e laminina 111 

A primeira proteína caracterizada como laminina foi isolada em 1979 a partir do 

sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), um tipo de tumor murino rico em membrana 

basal (CHUNG et al., 1979). As análises bioquímicas mostraram que se tratava de 

uma glicoproteína constituída por três cadeias polipeptídicas interligadas por pontes 

dissulfeto, hoje designadas como cadeias α, β e γ. Mais adiante, estudos feitos  por 

microscopia eletrônica mostraram que as três cadeias interagem assumindo um 

formato cruciforme (ENGEL et al., 1981). Atualmente se sabe que as lamininas 

constituem uma família de proteínas com diversas subunidades de cadeias 
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geneticamente distintas, as quais se combinam de várias maneiras, formando 

diferentes isoformas triméricas (AUMAILLEY, 2013).  

Quanto à sua nomenclatura, cada cadeia da laminina é identificada pelo número 

arábico, de acordo com a ordem de sua descoberta. Sendo assim, a laminina 111, por 

exemplo, é um heterotrímero composto pelas cadeias α1, β1 e γ1 – as primeiras a 

serem identificadas (figura 2) (AUMAILLEY, 2013). 

As subunidades de cadeia α contém um domínio globular na região carboxi 

terminal, denominado “G”. O domínio G pode ser subdividido em cinco módulos 

enovelados chamados laminina G (LG) e que vão de 1 a 5, como indicado na figura 2 

(TIMPL et al., 2000). Todas as subunidades α também contém um longo domínio em 

hélice que medeia a formação do heterotrímero com os domínios similares das 

subunidades de cadeias β e γ. Na laminina 111 mais especificamente, a cadeia α1 

contém um braço curto que consiste em domínios globulares alternados IVa, IVb e 

VI/laminina, que estão localizados na região amino terminal, e em domínios rod-like, 

os quais consistem em repetições do tipo EGF (LEa, LEb e LEc – figura 2) (MINER, 

2008).  

Já as subunidades das cadeias β e γ também contêm domínios de I a VI, mas 

perdem as repetições dos domínios III e IV encontrados em tamanho completo no 

braço curto das subunidades de cadeia α. O que distingue as cadeias β das γ é a 

inserção de um loop entre os domínios I e II (MINER, 2008). 

 

Figura 2. Estrutura da laminina-111. Em vermelho, cadeia α1, em verde, β1 e em azul, 
cadeia γ1. LEa, LEb e LEc correspondem as repetições tipo fator de crescimento epidérmico. 

LCC corresponde à região de tripla hélice espiralada e os números 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem 
aos domínios globulares. As indicações correspondem às regiões onde se encontram os 

principais peptídeos estudados. Adaptado de GAWLIK e DURBEEJ, 2011. 
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Nos mamíferos, as proteínas que constituem a família das lamininas 

desempenham 3 papéis principais:  

- Junto com o colágeno, são as maiores responsáveis pela estrutura das laminas 

basais, formando redes de proteínas às quais se ligam outras glicoproteínas e 

proteoglicanos (YURCHENCO; O’REAR, 1994);  

- Promovem a adesão das células à MEC através de sua interação com 

componentes da superfície celular (HENRY; CAMPBELL, 1996);  

- Interagem com receptores de membrana, como a integrina, agindo como 

moléculas sinalizadoras que transmitem sinais do exterior para o interior celular, 

(MERCURIO, 1995).  

Como mencionado anteriormente, as lamininas desempenham importante papel 

durante a morfogênese e homeostase dos tecidos através da regulação da arquitetura 

tecidual, adesão e migração celulares e sinalização mediada pela matriz (BRYAN; 

CHIEN; KWAN, 2016; FURUTA et al., 2018). Tais funções ocorrem por meio da sua 

associação a dois grupos de receptores: os receptores integrinas e os não integrina, 

abordados adiante (GEHLSEN et al., 2018; CLOUTIER; SALLENBACH-

MORRISSETTE; BEAULIEU, 2019). Esses receptores permitem a interação entre as 

células e a MEC, promovendo a ligação entre a matriz e as estruturas intracelulares e 

transmitindo sinais que induzirão respostas (MALTSEVA; RODIN, 2018). 

As integrinas são as principais ligantes das lamininas e correspondem a uma 

vasta família de receptores heterodiméricos, a qual é abordada em mais detalhes no 

tópico 2.6. Vários heterodímeros de integrinas já foram identificados como receptores 

de lamininas, dentre eles: α1β1, α2β1, α3β1, α6β1, α6β4, α7β1 e αVβ3 (MINER, 

2008). Nesse contexto, pouco se sabe ainda sobre os sítios específicos de ligação 

das integrinas nas moléculas de laminina. Um dos estudos feitos a esse respeito 

mostra que o resíduo de ácido glutâmico na região carboxi terminal da cadeia γ1 da 

laminina 111 é exposto e provavelmente é onde essa proteína interage com o sítio de 

adesão dependente de íon metal na subunidade β1 da integrina (PULIDO; HUSSAIN; 

HOHENESTER, 2017). 

Por outro lado, existem também receptores do tipo não integrina. O primeiro 

grupo compreende aos distroglicanos, que são compostos por uma cadeia α 

extracelular associada a uma cadeia β transmembrana. O α distroglicano têm alta 

afinidade pelos domínios LG1 e LG2 da cadeia α da laminina e menos afinidade aos 

demais domínios globulares. Outros desses receptores são os sindecans, uma família 



 
28 

 

de receptores transmembrana, que, como os distroglicanos, possuem cadeias de 

heparan sulfato. Os sindecans 1, 2 e 4 também se ligam às lamininas por meio dos 

domínios globulares dessas glicoproteínas (MINER, 2008). Ainda,  um outro tipo de 

receptor não integrina bastante estudado corresponde a uma proteína transmembrana 

de 67 kD (também chamado de receptor 37/67kD), que têm o peptídeo YIGSR como 

a menor região de interação no braço curto da cadeia β1 da laminina 111 (CLOUTIER; 

SALLENBACH-MORRISSETTE; BEAULIEU, 2019). 

Por fim, as lamininas são sintetizadas por diversos tipos de células e suas 

isoformas são tecido-específicas, podendo sua síntese variar de acordo com o estágio 

do desenvolvimento e estado patológico. A distribuição da laminina 111, por exemplo, 

é uniforme em todo o embrião. No adulto, entretanto, sua presença se limita a algumas 

membranas basais apenas, sendo a membrana basal da glândula mamária uma 

delas, como já mencionado. Em contraste, as lamininas 511 e 521 são distribuídas 

uniformemente por todo o organismo adulto (MINER et al., 1997; AUMAILLEY, 2013).  

2.5  Peptídeos da laminina 111 

Uma etapa importante da progressão tumoral é a invasão das células através 

da membrana basal e da MEC. Para penetrar a matriz, as células tumorais secretam 

enzimas proteolíticas da família das MMPs. Durante o processo de invasão, essas 

enzimas clivam as proteínas estruturais, liberando fragmentos solúveis e ativos, 

chamados de matricinas, além de exporem sítios crípticos nessas moléculas capazes 

de exercer atividades biológicas (KIKKAWA et al., 2013; BRASSART-PASCO et al., 

2020). Nesse contexto, as diferentes matricinas derivadas das macromoléculas da 

MEC como os colágenos, proteoglicanos e glicoproteínas, mostraram ter efeitos tanto 

anti quanto pró tumorais em vários modelos de câncer (BRASSART-PASCO et al., 

2020).  

Alguns trabalhos mostram através de ensaios de imunohistoquímica uma 

marcação descontínua da laminina 111 em amostras câncer de mama 

(ALBRECHTSEN et al., 1981; IOACHIM et al., 2002). Além disso, dados recentes do 

nosso grupo também mostram a clivagem das cadeias da laminina 111 tanto in vitro 

como em amostras de câncer humano, tendo identificado fragmentos de menor massa 

molecular da proteína nessas amostras (SMUCZEK, 2019).  

Nesse sentido, Kikkawa e colaboradores (2013) sintetizaram 673 peptídeos 

compreendidos em toda a molécula de laminina 111 através de uma abordagem 
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sistemática. Em seguida, conhecidas as atividades da laminina na adesão, 

crescimento, migração e angiogênese nos mais diversos tecidos, surgiu o interesse 

em investigar o papel desses peptídeos nessas atividades. Para tanto, os peptídeos 

sintetizados tiveram sua atividade testada através de ensaios de adesão e utilizados 

em estudos de atividades pró tumorais e angiogênicas (NOMIZU et al., 1995, 2000; 

MALINDA et al., 1999; HOZUMI et al., 2010).  

Sendo assim, peptídeos sintéticos e fragmentos da molécula de laminina 111 

têm sido vastamente utilizados no estudo das atividades atribuídas a essa proteína, 

permitindo a identificação de vários sítios ativos em sua molécula. Além disso, cada 

vez mais têm se descoberto diferentes funções desses peptídeos. Essas funções 

abrangem tanto papéis no reparo ósseo e nervoso até efeitos pró e anti neoplásicos 

(SAKAMOTO et al., 1991; KURATOMI et al., 2002; PATEL et al., 2019; 

PUCHALAPALLI et al., 2019; LI et al., 2020). Além disso, devido ao fato da molécula 

de laminina se ligar a diversos tipos de células através de sítios ativos, atualmente 

têm sido feitas muitas pesquisas da utilização desses peptídeos em sistemas de 

delivery de drogas ou genes utilizados no tratamento do câncer (NEGISHI; NOMIZU, 

2019).  

No que diz respeito a atividades na progressão tumoral, o foco do nosso grupo 

foi estudar o efeito dos peptídeos YIGSR, IKVAV, RKRLQVQLSIRT (AG73) e 

KAFDITYVRLKF (C16), os quais serão abordados a seguir.  

O peptídeo YIGSR está localizado na cadeia β1 e foi primeiramente 

caracterizado como a menor sequência da cadeia β da laminina responsável pela sua 

capacidade adesiva (GRAF et al., 1987). Ao contrário dos demais, esse peptídeo é 

capaz de inibir o crescimento tumoral e a angiogênese através da sua ligação ao 

receptor 37/67 kD da laminina (YOSHIDA et al., 1999). Essas atividades biológicas 

fazem do YIGSR um ligante atrativo para estudos de estratégias de tratamento do 

câncer. Trabalhos mais recentes têm mostrado a sua utilização acoplado a 

nanopartículas as quais são utilizadas para o delivery de drogas a alvos específicos 

no tratamento de câncer colorretal e de pulmão (SARFATI et al., 2011; CARVALHO 

et al., 2019). Outros estudos mostram a diminuição do crescimento do tumor e inibição 

da metástase provocados pelo tratamento de camundongos com esse peptídeo 

(IWAMOTO et al., 1987; NOMIZU et al., 1993; MORAIS FREITAS et al., 2007). 
Já o peptídeo SIKVAV, localizado na cadeia α da laminina 111, é muito 

estudado devido a seu potencial angiogênico e metastático (KIBBEY; GRANT; 
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KLEINMAN, 1992; KIBBEY et al., 1994; CHEN et al., 2018). Além disso, nosso grupo 

demonstrou seus efeitos pró tumorais em células de carcinoma adenoide cístico de 

glândula salivar (FREITAS; JAEGER, 2002; FREITAS et al., 2004). Sabe-se também 

que essa sequência se liga aos pares de integrinas α6β1, sendo a subunidade α6 

muito expressa em células tronco tumorais presentes em vários tipos de tumores, 

como o de pulmão e de cólon (KREBSBACH; VILLA-DIAZ, 2017). Portanto, assim 

como o YIGSR, esse peptídeo têm sido bastante estudado na utilização de 

nanopartículas carreadoras de substâncias quimioterápicas, visando atingir alvos 

tumorais específicos (ROSKAMP et al., 2016; TASCHAUER et al., 2019). 

Localizado na região globular da cadeia α1, a sequência do peptídeo AG73 é 

outra já bastante estudada por nosso grupo. Nossos trabalhos mostram que esse 

peptídeo regula a migração, invasão e atividade de proteases em células derivadas 

de carcinoma de cabeça e pescoço e de tumores de glândula salivar (GAMA-DE-

SOUZA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2010). Esses trabalhos também mostram que 

esse peptídeo têm afinidade pelos receptores sindecan 1 e integrina β1 nessas 

células, além de atuar regulando na formação de invadopódios em linhagem celular 

de carcinoma adenoide cístico (NASCIMENTO et al., 2011). Além disso, sabe-se que 

o AG73 também se liga aos sindecans em células derivadas de câncer de mama 

metastático, alterando a formação de filopódios nessas células (PUCHALAPALLI et 

al., 2019). 

2.5.1 Peptídeo C16  

O peptídeo C16, cuja sequência é KAFDITYVRLKF, está localizado no primeiro 

domínio globular da cadeia γ1 da laminina 111 (indicado na figura 2). Além disso, foi 

identificado como uma das sequências mais ativas dessa proteína, sendo a sequência 

VRL, seu core ativo (NOMIZU et al., 1997). 

Estudos mostraram o peptídeo C16 induz metástases tumorais de células de 

melanoma B16-F10 (KURATOMI et al., 2002).  Além disso, outras investigações 

também mostraram forte atividade pró angiogênica relacionada a esse peptídeo, além 

do potencial em aumentar a migração de células de melanoma (PONCE; NOMIZU; 

KLEINMAN, 2001; LUGASSY et al., 2007) . Ainda nesse contexto, Ponce e 

colaboradores (2001) sugeriram como potenciais receptores de C16 as integrinas 

αvβ3 e α5β1, sendo que essa última se liga apenas ao peptídeo e não à laminina na 
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sua forma íntegra, sugerindo que esse peptídeo represente um sítio críptico da 

molécula de laminina 111. 

Dados recentes do nosso laboratório mostram que C16 estimula a formação de 

invadopódios, regulando os níveis de MT1-MMP e cortactina através das proteínas 

sinalizadoras Src e Tks 4 e 5 em células de câncer de próstata (CAIRES-DOS-

SANTOS et al., 2020). Nosso grupo mostrou também que o peptídeo C16 é capaz de 

regular a atividade de formação de invadopódios em células de carcinoma adenóide 

cístico, carcinoma de células escamosas e fibrossarcoma (NASCIMENTO et al., 2011; 

SIQUEIRA et al., 2016).  Esses trabalhos ainda reforçam a atividade de C16 ligada ao 

aumento de Src, ERK1/2; e sugerem que essa atividade pode estar relacionada à 

ativação da subunidade β1 da integrina. Da mesma forma, foi demonstrado também 

que a sequência desse peptídeo é capaz de regular a expressão do gene GPNMB em 

células de câncer de mama metastático, também através da ativação da integrina β1 

(SMUCZEK et al., 2017). 

2.6  Integrinas 

As integrinas compreendem uma superfamília de receptores de adesão que 

reconhecem a maioria dos ligantes da MEC e de superfície celular, além de ligantes 

solúveis, como citocinas (HYNES, 1987; TAKADA; YE; SIMON, 2007). Esses 

receptores são heterodímeros αβ transmembrânicos, dos quais são conhecidas pelo 

menos dezoito subunidades α e oito β em humanos. Essas subunidades se combinam 

formando 24 diferentes pares associados por ligações não covalentes (HYNES, 2002). 

 As subunidades α e β são totalmente distintas uma da outra. A cadeia α é 

formada por uma hélice β (β propeller), a qual está conectada aos domínios thigh, calf-

1 e calf-2, formando uma estrutura que sustenta o domínio da “cabeça” da molécula. 

Na hélice β, estão inseridos domínios EF, que se ligam ao cálcio (Ca+2) (BARCZYK; 

CARRACEDO; GULLBERG, 2010). A ligação desse íon interfere alostericamente na 

interação da molécula com o ligante. Também na hélice β está inserido o domínio I ou 

A, o qual está presente em nove das cadeias α já identificadas. A interação com o 

ligante ocorre devido a presença de magnésio (Mg+2) no motivo do “sítio de adesão 

dependente de íon metal” (do inglês, metal-ion-dependent adhesion site, MIDAS) 

existente no domínio I; logo, a subunidade α determina a especificidade de ligação do 

receptor. Com relação ao domínio citoplasmático da subunidade α, sua estrutura 

diverge bastante entre seus subtipos, mantendo apenas a sequência GFFxR (x refere-
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se a qualquer aminoácido) em comum em todos (TAKADA; YE; SIMON, 2007; 

BARCZYK; CARRACEDO; GULLBERG, 2010). 

A subunidade β, por outro lado, é constituída pelos domínios plexina-

semaforina-integrina (PSI), híbrido e βI, além de quatro repetições de fator de 

crescimento epidermal (EGF) ricos em cisteína. No domínio βI da subunidade β 

também está presente o motivo MIDAS regulado por íons Mg+2, ao lado do qual se 

encontra o “sítio adjacente ao MIDAS”, ou ADMIDAS, onde se ligam íons Ca+2 

inibitórios. A ligação de manganês (Mn+2) ao ADMIDAS leva à alteração da 

conformação da subunidade β para um estado ativo (HUMPHRIES; SYMONDS; 

MOULD, 2003) . 

 

Figura 3. Heterodímero de integrinas α e β. Na integrina α: αI - domínio αI (“cabeça”); β 

propeller – domínio hélice β; Thigh – domínio thigh; C1 e C2 – domínios calf-1 e calf-2. Na 
integrina β: H – domínio híbrido. PSI – domínio plexina-semaforina-integrina. EI-4 – domínio 
com repetições fator de crescimento epidermal (EGF). βTM – domínio β transmembrana. 

Fonte: (BARCZYK; CARRACEDO; GULLBERG, 2010). 
 

Basicamente, a função desses receptores envolve tanto transmitir quanto 

detectar alterações de forças mecânicas em relação à matriz. Sendo assim, as 

integrinas são capazes de converter a energia gerada a partir de sua interação com 

ligantes extracelulares em sinal intracelular. Elas conectam o meio extracelular, o qual 

pode ser tanto a MEC quanto outras células, com os microfilamentos do citoesqueleto, 

os quais são modulados por esses receptores. Diversas proteínas citoplasmáticas, 

tais como a talina e a vinculina, fazem a conexão entre as integrinas e o citoesqueleto, 

resultando em interações complexas (BARCZYK; CARRACEDO; GULLBERG, 2010). 
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Ainda, a comunicação entre integrinas e ligantes extracelulares desencadeiam uma 

gama de eventos de transdução de sinais que modulam atividades celulares, tais 

como: adesão, migração, proliferação, apoptose ou sobrevivência, expressão gênica 

e diferenciação; a maioria através de efeitos no citoesqueleto (GIANCOTTI; 

RUOSLAHTI, 1999). 

Nos mamíferos, a afinidade de cada integrina individualmente aos seus ligantes 

é altamente regulada por sua estrutura heterodimérica e por sinais citoplasmáticos 

(sinalização inside-out). As integrinas podem ser ativadas intracelularmente por sinais 

vindos de receptores acoplados à proteína G, os quais levam à fosforilação da cauda 

da subunidade β. Em contrapartida, a associação entre os domínios citoplasmáticos 

das subunidades α e β mantêm o receptor inativo, uma vez que a mesma se desfaz 

frente a presença de agonistas (HYNES, 2002; GINSBERG; PARTRIDGE; SHATTIL, 

2005; LI et al., 2017).  

Por outro lado, na sinalização da matriz para o interior da célula (outside-in), as 

integrinas, ao interagir com ligantes, se agrupam na membrana celular para transmitir 

o sinal. Essa interação induz alterações conformacionais nas moléculas do receptor, 

as quais resultam no desdobramento do domínio híbrido (“corpo” das moléculas) e 

separação das subunidades α e β, levando a porção intracelular a interagir com 

proteínas citoplasmáticas, desencadeando cascatas de sinalização que levam ao 

recrutamento de complexos proteicos (HYNES, 2002; GINSBERG; PARTRIDGE; 

SHATTIL, 2005; LI et al., 2017). Dentre as proteínas que participam desses complexos 

estão enzimas, como por exemplo a quinase de adesão focal Src e as GTPases Rho 

e Ras, que tem atividade na montagem de estruturas de adesão dinâmicas, incluindo 

as adesões focais que aderem à célula à matriz (TAKADA; YE; SIMON, 2007). 

Na maior parte do tempo, as integrinas são expressas na superfície celular 

numa conformação inativa. O processo de ativação desses receptores é bastante 

complexo e ainda não é completamente conhecido, uma vez que as integrinas podem 

assumir diferentes estados conformacionais. De maneira bem simplificada, quando a 

molécula se encontra em um estado mais ativo, ela assume uma conformação 

totalmente estendida; por outro lado, quando o receptor está inativo, a molécula de 

integrina se encontra dobrada. Ou seja, conforme a molécula se estende, seu grau de 

ativação varia de uma conformação inativa até uma conformação de total ativação, de 

modo que algumas regiões, como as de ligação a íons, passam a ser expostas 

(HYNES, 2002; LI et al., 2017). Esse processo está esquematizado na figura 4. 
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Figura 4. Dinâmica de ativação das subunidades α e β da integrina. Esse esquema mostra 
de maneira bastante simplificada a dinâmica de ativação da integrina, que varia de um estado 
totalmente inativado para outro de completa ativação e vice-versa. Presume-se total 

inativação do receptor quando ele se encontra na sua conformação mais dobrada. A ativação 
pode acontecer tanto através da interação com ligantes extracelulares (sinalização outside-
in), como demonstrado nessa figura, quanto por ligantes intracelulares (sinalização inside-
out). Essas interações induzem um processo de estiramento e separação das subunidades, 

levando a integrina a uma conformação de total ativação. Imagem adaptada de LI et al., 2017. 
 

Durante os processos de migração e adesão celulares, as integrinas são 

constantemente endocitadas e recicladas de volta para a membrana celular 

(CASWELL; VADREVU; NORMAN, 2009). Essa cinética está alterada nas células 

tumorais, resultando numa mudança nas proporções normais de receptores na 

membrana celular e nas vesículas endoplasmáticas. Além disso, uma vez que a 

atividade das integrinas é altamente regulada em células normais, aberrações nessa 

atividade confere às células propriedades oncogênicas, através da dinâmica de 

adesão alterada e aumento na sinalização desse receptor (HAMIDI; IVASKA, 2018) 

2.6.1 Integrina β1 

O subgrupo formado pelas integrinas β1 é o maior, já que essa subunidade é 

capaz de formar heterodímeros com a maior gama de integrinas α (pelo menos doze). 

Todos os heterodímeros formados com essa subunidade podem se ligar a todas as 

proteínas ligantes da MEC, tais como a laminina, a fibronectina, a tenascina C, a 

vitronectina e o colágeno (JOKINEN et al., 2004; LAHLOU; MULLER, 2011).  

Na glândula mamária normal, a integrina β1 é essencial para a manutenção da 

integridade da arquitetura alveolar devido a sua interação com a membrana basal e 

com outros complexos de adesão. Os pares de integrina formados com a subunidade 
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β1 encontrados no epitélio mamário são: α1β1, α2β1, α3β1, α5β1 e α6β1 (LAHLOU; 

MULLER, 2011). Essa subunidade também têm papel importante na proliferação das 

células epiteliais tanto normais quanto cancerígenas nesse órgão (LI et al., 2005). 

Além disso, a expressão elevada de integrina β1 em tumores de mama têm sido 

associada a um mau prognóstico da doença (DOS SANTOS et al., 2012; SUN et al., 

2018). 

2.7  Endocitose 

As integrinas e seus ligantes, assim como outros receptores e macromoléculas 

presentes na membrana, em algum momento são internalizadas pela célula através 

de um processo chamado endocitose. Trata-se de um processo de internalização de 

partículas e macromoléculas bastante complexo. Vários tipos de endocitose já foram 

identificados, dentre eles a pinocitose, a fagocitose e a macropinocitose (DOHERTY; 

MCMAHON, 2009; ALBERTS et al., 2010). Entretanto, esse trabalho abordará a 

endocitose apenas em aspectos gerais e destacará os dois tipos mais estudados. 

Em aspectos gerais, a endocitose funciona da seguinte forma: uma fração da 

membrana celular – contendo receptores, seus ligantes, outras proteínas de 

membrana e solutos presentes no meio extracelular – se invagina e se projeta para o 

interior da célula, formando uma vesícula. A partir daí, parte dos receptores de 

membrana e dos solutos internalizados são selecionados para reciclagem, através da 

qual eles retornam para a membrana. A outra parte, geralmente formada por 

receptores regulados negativamente, além de seus ligantes e solutos remanescentes, 

é encaminhada para os corpos multivesiculares e, mais adiante, para os lisossomos, 

onde serão degradados (GRUENBERG; MAXFIELD, 1995; IVANOV, 2008). 

Dessa forma, a endocitose têm muitas funções que vão das mais simples às 

mais complexas. Essas funções incluem captar nutrientes do meio extracelular, 

finalizar a sinalização de um receptor, regular o formato e tamanho da célula, regular 

a migração celular, transmissão sináptica, transporte transcelular, defesa, dentre 

outras (IVANOV, 2008). 

O processo de internalização pode acontecer de diferentes maneiras. A mais 

estudada e, portanto, mais bem caracterizada, é a endocitose mediada por clatrina. 

Nesse tipo de endocitose, as vesículas são formadas a partir de uma sinalização que 

desencadeia a associação de várias proteínas adaptadoras que, por sua vez, formam 

um complexo com as clatrinas. Assim, é montando um revestimento em determinada 



 
36 

 

região da face citoplasmática da membrana, o qual induz a sua invaginação e 

formação da vesícula (ELKIN; LAKODUK; SCHMID, 2016). Formada essa vesícula, 

proteínas chamadas dinamina montam uma estrutura anelar ao redor da região que 

conecta a vesícula com a membrana. Esse anel “corta” a região de ligação, liberando 

a vesícula no citoplasma da célula, onde ela se associará a um endossomo inicial. 

Esse é um tipo de endocitose seletiva, uma vez que as proteínas adaptadoras 

reconhecem tipos específicos de receptores e ligantes (ELKIN; LAKODUK; SCHMID, 

2016). 

Outro tipo de endocitose muito estudado é a mediada por cavéolas. Esse tipo 

de internalização compartilha de algumas características comuns entre as vias de 

endocitose dependentes de clatrina, incluindo a mesma dinâmica de recrutamento de 

proteínas sinalizadoras durante o processo de fissão (KIRKHAM et al., 2005). 

Essas estruturas correspondem a invaginações na membrana plasmática 

altamente hidrofóbicas, ricas em colesterol e esfingolipídios, e com diâmetro de 90 a 

100 nanômetros (PARTON; SIMONS, 2007). Essas invaginações são formadas pela 

polimerização das caveolinas, especialmente a caveolina-1, a mais comum entre as 

células (HARDER; SIMONS, 1997).  

A caveolina-1 é uma pequena proteína integral de membrana, cuja região N-

terminal se liga ao colesterol, servindo como um domínio de ancoramento para 

proteínas sinalizadoras (ELKIN; LAKODUK; SCHMID, 2016). Além disso, a caveolina-

1 têm como funções regular a homeostase do colesterol, a endocitose, a 

internalização de receptores, e assim a sinalização celular, além de assumir papéis 

na proliferação e morte celular (SIMÓN et al., 2020).  

Em resumo, as cavéolas parecem ser regiões uniformes e estáticas, prontas 

para invaginação em resposta a sinais específicos, os quais ainda não foram bem 

caraterizados (KIRKHAM et al., 2005). 
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3 PROPOSIÇÃO 

Por meio deste estudo buscamos elucidar os mecanismos desencadeados pela 

interação entre o peptídeo derivado da laminina-111, C16, e a integrina β1 em células 

de mama, assim como as consequências morfofuncionais decorrentes dessa 

interação. Sendo assim, o trabalho foi desenvolvido passando pelas seguintes etapas: 

1. Investigação da adesão das células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 ao 

peptídeo C16 e a seu controle, C16Rv, bem como do envolvimento da integrina 

β1 na capacidade adesiva dessas células ao peptídeo de estudo; 

2. Análise da colocalização entre C16 e integrina β1 ativada; 

3. Estudo da ativação da integrina β1 pelo peptídeo C16; 

4. Estudo da localização do peptídeo C16 em células MDA-MB-231; 

5. Investigação do processo de endocitose do peptídeo C16 pelas células 

mamárias. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Esse trabalho não envolveu manipulação direta de seres humanos ou animais, 

tendo recebido isenção pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Ciências 

Biomédicas (CEP/ICB) sob o número de processo 836/2016 no dia 13 de setembro 

de 2016. 

4.1  Linhagens Celulares 

Foram utilizadas células derivadas de carcinoma ductal invasivo de mama MDA-

MB-231 (basal-like, triplo negativo para receptores de estrógeno, progesterona e 

HER2), células derivadas de adenocarcinoma de mama MCF-7 (luminal B, com 

receptores para progesterona, estrógeno e HER2) e células derivadas de glândula 

mamária normal MCF-10A. Ambas as linhagens MCF-7 e MCF-10A foram gentilmente 

cedidas pela profa. Dra. Nathalie Cella, do Departamento de Biologia Celular e do 

Desenvolvimento da Universidade de São Paulo (ICB, USP, São Paulo). As células 

MDA-MB-231 foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As linhagens 

MDA-MB-231 e MCF-7 foram mantidas em meio Eagle modificado de Dulbecco 

(DMEM F12 HAM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), enquanto as MCF-10A 

foram tratadas com meio DMEM (Sigma) suplementado com 5% de soro fetal de 

cavalo (SFC, Cultilab), 20 ng/ml de fator de crescimento epidérmico (Sigma), 10 µg/ml 

de insulina, 0,5 µg/ml de hidrocortisona e 100 ng/ml de toxina colérica (Sigma). Todas 

as linhagens foram mantidas em atmosfera com 5% de CO2 e a 37ºC. 

4.2  Tratamento com peptídeo sintético C16 

Foi utilizado o peptídeo sintético C16 (sequência KAFDITYVRLKF) ou o peptídeo 

com a sequência de C16 invertida, C16 reverso (C16Rv; FKLRVYTIDFAK).  Essa 

sequência reversa foi escolhida por ser o melhor controle para os efeitos de C16, 

conforme experiência do nosso laboratório e pela literatura (PONCE; NOMIZU; 

KLEINMAN, 2001; PONCE; KLEINMAN, 2003). 

 Os peptídeos foram utilizados na concentração de 10 ou 50 µg/ml. A diluição 

dos mesmos é feita em acetonitrila 10%.  Tanto a sequência C16 quanto C16Rv foram 

sintetizadas pela empresa EZ Biolab (Westfield, IN, USA). Também são utilizados C16 

e C16Rv conjugados à rodamina (C16R e C16RvR, respectivamente; EZ Biolab) ou a 
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partículas de Nanogold (C16N e C16RvN, respectivamente; Nanoprobes, Stony 

Brook, Nova York). 

4.3  Ensaio de adesão 

 Placas de 96 poços de fundo em “U” foram revestidos com laminina 111 (1 

µg/poço, Trevigen, Gaithersburg, Maryland, EUA), C16 ou C16Rv (3 µg/poço). Os 

poços foram bloqueados com 3% de albumina sérica bovina (BSA) a 37ºC e lavados 

com tampão fosfato (PBS) contendo 0,1% BSA. Em seguida, as células das linhagens 

MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-10A foram incubadas por 20 minutos a 37ºC. As células 

aderidas foram fixadas e coradas por 10 minutos com cristal violeta 0,2% em metanol 

20%. Após lavagem e secagem dos poços, as células foram lisadas com detergente 

dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%, e a absorbância foi lida a 595 nm em 

espectrofotômetro de microplacas (BioRad, Berkeley, CA, EUA). As integrinas 

dependem de cátions divalentes para exercer sua funções. Sendo assim, as células 

foram pré incubadas com os quelantes de íons divalentes, o ácido etilenodiamino 

tetraacético (EDTA, Sigma, 3mM) ou ácido diamino trietileno glicol (EGTA, Sigma, 

3mM) por 10 minutos e então foram submetidas ao ensaio de adesão descrito acima. 

4.3.1 Knockdown da integrina β1 

 Também foi realizado o knockdown transiente das integrinas β1 por RNA de 

interferência (RNAi), com o objetivo de analisar os efeitos desse bloqueio na adesão 

das células ao peptídeo C16. As células das linhagens MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-

231 foram transfectadas com RNAi contra integrina β1 disponível comercialmente (50 

nM; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) utilizando o reagente de 

transfecção Lipofectamina 2000 (Invitrogen), seguindo instruções do fabricante. As 

células foram incubadas com uma mistura contendo o RNAi, o reagente de 

transfecção e meio Opti-Mem (Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA) por 48 horas 

antes dos ensaios de adesão. Grupos controle incluíram células transfectadas com 

um controle contendo uma sequência scrambled do RNAi (Santa Cruz). A transfecção 

foi confirmada por western blot, como descrito adiante.  

4.3.2 Western blot 

Para confirmar a eficiência da transfecção das células com o RNAi, foi utilizado 

o ensaio de western blot para integrina β1 nas linhagens MCF10A, MCF-7 e MDA-

MB-231. As amostras foram lisadas em tampão RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% 
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deoxicolato, 0,1% SDS, 50 mM Tris pH 8) com inibidor de protease (1:1000, Sigma). 

As mesmas foram, em seguida, centrifugadas por 10 min a 4ºC, e os sobrenadantes 

foram quantificados (kit BCA, Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Após dosagem de 

proteínas, as amostras foram ressuspendidas em tampão Laemmli contendo 62,5 mM 

Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% β-mercaptoetanol e 0,001% azul de 

bromofenol. Quantidades iguais de proteína (30 µg) dos lisados das células foram 

utilizados em géis de eletroforese com 10% de poliacrilamida. Após a corrida, as 

proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Healthcare Bio-

Sciences Corp, Piscataway, EUA), as quais foram bloqueadas em leite com 5% em 

TBST (tampão tris com 1% de tween 20) por 1 hora. Em sequência, as membranas 

foram incubadas com anticorpo monoclonal contra integrina β1 (clone 7F10, 1:500, 

Invitrogen). O anticorpo primário foi revelado com anticorpo secundário conjugado a 

HRP (1:5000, Sigma) e a revelação da reação foi feita utilizando substrato 

quimioluminescente ECL (GE Healthcare). O controle da quantidade de proteína 

carregada por poço foi feito através da revelação da beta actina (1:5000, Sigma). 

4.4  Ensaio de colocalização 

As células foram cultivadas sobre lamínulas de vidro por 24 horas e tratadas com 

os peptídeos C16 e C16Rv ligados à rodamina (C16R e C16RvR, respectivamente) 

pelo período de 2 horas e meia. Em seguida, foi feita a fixação das células em metanol 

por 5 minutos a 4ºC. O bloqueio das interações inespecíficas foi feito com soro de 

cabra 10% (Kirkegaard & Perry Laboratories - KPL, Gaithersburg, MD, EUA). Por fim, 

as amostras foram incubadas com anticorpo anti-integrina β1 (clone 12G10; 1:400; 

Millipore). O anticorpo primário foi revelado por anticorpo secundário anti mouse 

conjugado a Alexa Fluor 488 (1:500; Alexa Fluor; Invitrogen). A montagem das lâminas 

foi feita com ProLong Diamond (Invitrogen) e as imagens foram obtidas por 

microscópio de fluorescência Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen Alemanha). Foram 

analisadas 10 células por grupo amostral. A análise de colocalização nas imagens foi 

feita através da ferramenta Linescan pelo software Metamorph (Molecular Devices, 

San Jose, CA, EUA). 

4.5  Citometria de fluxo 

Células da linhagem MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de 35 mm 

overnight e incubadas com os peptídeos C16 ou C16Rv (10 μg/ml) por 20 minutos ou 
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1 hora. Em seguida, as células foram tripsinizadas e marcadas com anticorpo 

monoclonal contra integrina β1 (clone 12G10; 1:50; Millipore, Burllington, 

Massachusetts, EUA) ou IgG 1 (1:50; Millipore) seguida pela marcação com anticorpo 

secundário Alexa Fluor 488 (1 µg/ml; Invitrogen). O clone 12G10 reconhece um 

epítopo exposto quando a integrina está em sua conformação ativa como 

consequência da sua interação com um ligante (LAHLOU; MULLER, 2011). As células 

foram então analisadas em citômetro Fortessa (CEFAP-ICB, USP), através do 

software FlowJo (FlowJo, LLC, Ashland, Oregon, EUA). Foram adquiridos pelo menos 

10.000 eventos por amostra analisada em três ensaios independentes. 

4.6  Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

4.6.1 Conjugação do peptídeo a partículas de Nanogold 

Primeiramente, os peptídeos C16 (2 mg) e C16Rv (2 mg) foram conjugados 

overnight a partículas de Nanogold (6 nmol, mono-sulfo-NHS-Nanogold, Nanoprobes, 

Yaphank, NY, EUA). Chamaremos esses peptídeos de C16N e C16RvN, 

respectivamente. Após o período de conjugação, os peptídeos conjugados foram 

separados das partículas não conjugadas através de cromatografia em resina 

Sephadex G-75 (Sigma). Foram obtidos 2 eluatos: um mais escuro, o qual 

corresponde às partículas de menor massa atômica, representando o excesso de 

Nanogold (essas partículas têm aproximadamente 15 kD); e um de cor mais clara, o 

qual julgávamos ser o peptídeo conjugado (15 kD + 12 kD). As amostras obtidas foram 

lidas em espectrofotômetro de microplacas (EPOCH, Winooski, Vermont, EUA) nos 

comprimentos de onda de 280 e 420 nm, conforme especificado pelo fabricante.  

4.6.2 Tratamento das células reparo das amostras para MET 

As células MDA-MB-231 foram incubadas com os peptídeos conjugados na 

concentração de 1:20 por 1 hora a 4ºC, e tratadas com Gold Enhancement (kit 

Nanoprobes) por 5 minutos. Como controles experimentais, utilizamos amostras 

incubadas com os peptídeos de estudo a 37ºC ou incubadas com o eluato obtido 

contendo apenas partículas de Nanogold e no qual foi adicionado tampão Tris-HCl, a 

fim de impedir ligações inespecíficas entre o Nanogold e proteínas celulares. Por fim, 

as amostras foram fixadas com glutaraldeído 2% em tampão cacodilato de sódio 0,1M 

em geladeira por pelo menos 3 horas.  A pós-fixação foi em tetróxido de ósmio 1% no 

mesmo tampão, seguida de desidratação em etanol, imersão em óxido de propileno e 
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inclusão em resina epóxi (Spurr, Electron Microscopy Sciences).  Cortes semifinos 

foram corados em azul de toluidina para seleção das áreas apropriadas.  Em seguida, 

foram obtidos cortes ultrafinos (200 nm).  Os cortes foram colhidos em telas de 200 

mesh cobertas com película de formvar.  Então, as amostras foram analisadas 

microscópio eletrônico de transmissão Tecnai G20, 200 Kv (FeiCo, USA) do ICB-USP.  

Foram analisadas 15 células de cada grupo experimental. 

4.7  Ensaio em time lapse 

As células das linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-10A foram mantidas em 

placas de cultura de 35 mm em meio sem vermelho fenol (Sigma) e tratadas com 

peptídeo C16 ligado à rodamina (C16R) na concentração de 50 µg/ml. O C16Rv ligado 

à rodamina (C16RvR) foi utilizado como controle. Em seguida, foram feitos vídeos em 

time lapse em microscópio confocal e multifóton Carl Zeiss LSM 780-NLO (CEFAP-

ICB, USP). Esse microscópio possui câmaras de incubação que mantém as células a 

37°C, 5% de CO2, e em condições ideais de umidade. 

A fim de identificar a presença de C16 em vesículas, as células foram incubadas 

com reagente CellMask Deep Red (0,2x, Invitrogen) ou Lyso Tracker Green (85 nM, 

Invitrogen). As células da linhagem MCF-7 foram tratadas com reagente Dysanore 

monohidratado (100 µg/ml, Sigma) juntamente com o peptídeo C16 conjugado à 

rodamina, nas mesmas condições especificadas acima.  

As imagens das células foram adquiridas em intervalos de 15 minutos durante 

6 horas ou por uma noite (overnight). O microscópio e demais equipamentos foram 

controlados pelo software ZEN (Zeiss). A montagem dos vídeos de time lapse foi 

realizada utilizando o software FIJI (https://fiji.sc). Para cada grupo experimental foram 

analisados 5 a 6 campos escolhidos aleatoriamente. Imagens de projeção ortogonal 

foram feitas no software ZEN. A fim de obter maior contraste para melhor visualização 

do peptídeo nas imagens, foram usadas pseudocores amarela e ciano para os 

peptídeos e lisossomos, respectivamente, e cinza para o corante CellMask. Por fim, 

foram feitas contagens da quantidade de peptídeo no interior das células. Para tanto, 

foi utilizado a ferramenta “Analyse particles” do software FIJI e dez células foram 

analisadas por campo amostral. 
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4.8  Estudo da endocitose do peptídeo C16 

4.8.1 Knockdown cadeia pesada da clatrina e caveolina-1 

 Foi realizado o knockdown das proteínas de revestimento de vesículas, 

clatrina e caveolina-1 por RNAi (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA), com 

o objetivo de analisar os efeitos desse bloqueio da endocitose nas células tratadas 

com o peptídeo C16. Para tanto, as células das linhagens MDA-MB-231 foram 

transfectadas com RNAs de interferência contra a cadeia pesada da clatrina (CLHC) 

ou caveolina-1 disponíveis comercialmente (100 nM). Tanto a tranfecção quanto a 

confirmação da eficiência da mesma foram feitas conforme já descrito anteriormente. 

Em seguida, as células transfectadas foram tratadas com peptídeo C16R na 

concentração de 10 µg/ml por 2 horas e 30 minutos a 37ºC. C16RvR foi utilizado como 

controle. Após o tempo de incubação, as células foram fixadas em metanol a 4ºC. A 

montagem das lâminas foi feita com ProLong Diamond (Invitrogen) e as imagens 

foram obtidas por microscópio de fluorescência Zeiss Axiophot. A quantidade de 

partículas dentro das células foi contada através da ferramenta “Analyse particles” do 

software FIJI. Foram analisadas 30 células a partir de 3 experimentos independentes. 

4.8.2 Imunofluorescência de marcadores endossomais 

  Para identificar a presença do peptídeo C16 na via endocítica, foram feitas 

imunofluorescências para a identificação do marcador de endossomos iniciais, EEA1, 

e do marcador de lisossomos, LAMP1. 

Sendo assim, as células MDA-MB-231 foram incubadas com o peptídeo C16R 

ou C16RvR da mesma forma como descrito anteriormente. Em seguida, elas foram 

fixadas em paraformaldeído 4% por 10 minutos. O bloqueio das interações 

inespecíficas foi feito com SFB na proporção 2:3 em PBS. As proteínas de interesse 

foram marcadas com anticorpos anti-EEA1 (1:250, Cell signaling, Danvers, 

Massachusetts, EUA) ou anti-LAMP1 (1:250, Cell signaling), e secundário anti-rabbit 

Alexa 488 (1:500, Invitrogen). A montagem das lâminas foi feita com meio de 

montagem ProLong Diamond (Invitrogen). 

 Foram adquiridas quarenta e cinco imagens a partir de três experimentos 

diferentes em microscópio Zeiss Axiophot (Zeiss), e as regiões de colocalização foram 

mostradas através de projeções ortogonais feitas com o software Volocity. 
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4.9  Análise estatística 

Os dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados usando o software 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As diferenças entre 

três ou mais grupos foram calculadas através de análise de variância (ANOVA), seguida 

por teste de múltiplas comparações de Bonferroni. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1  As células de mama aderem ao peptídeo C16 e essa adesão depende da 

integrina β1 em células MDA-MB-231 

O ensaio de adesão das células de mama ao peptídeo C16 mostrou que células 

da linhagem MDA-MB-231 aderiram mais ao C16 comparado aos controles BSA e 

C16Rv (figura 5A). Além disso, a adesão das células com knockdown para a integrina 

β1 a esse peptídeo diminuiu significativamente (figura 6A). Ainda, foi mostrado que o 

peptídeo C16Rv não exerce efeitos adesivos consideráveis nessas células (figuras 5A 

e 6A). 

 Por outro lado, ao estudar as células “normal-like” (MCF-10A) e aquelas 

derivadas de adenocarcinoma não invasivo (MCF-7), observamos que ambas as 

linhagens apresentam boa aderência ao peptídeo C16, entretanto, nas células MCF-

10A, os tratamentos com quelantes ou RNAi não alteraram esse efeito (figuras 5C e 

6C). Em contrapartida, a adesão da MCF-7 ao C16 diminuiu após o tratamento das 

células com EDTA ou EGTA (figura 5B), enquanto o tratamento com RNAi não 

mostrou efeitos significativos (figura 6B). 
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Figura 5. Quelantes de íons divalentes diminuem a adesão de células MCF-7 ao peptídeo 
C16. A – Linhagem MDA-MB-231 de câncer metastático. B – Linhagem de adenocarcinoma 

de mama MCF-7. Essas células aderiram ao C16 e o tratamento com EDTA e EGTA foi capaz 
de diminuí-la. C – Linhagem normal-like MCF-10A. O tratamento com EDTA e EGTA não 
exerceu efeitos na adesão dessas células ao peptídeo. BSA – Albumina Sérica Bovina; LM - 
laminina-111; ED - EDTA; EG - EGTA. ANOVA seguido de pós teste de Bonferroni. Os dados 

representam a média ± erro padrão de três experimentos independentes. *p ≤ 0.05.  
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Figura 6. O knockdown da subunidade β1 da integrina reduz a adesão de células MDA-

MB-231 ao peptídeo C16. A – Linhagem de câncer metastático MDA-MB-231. O RNAi contra 
integrina β1 diminuiu a adesão ao C16. B – Linhagem de adenocarcinoma de mama MCF-7. 
Houve tendência de diminuição da adesão ao C16 pelas células tratadas com RNAi. C – 

Linhagem celular normal like MCF-10A. O knockdown da integrina não exerceu efeitos na 
adesão ao peptídeo. BSA - albumina sérica bovina; LM - laminina-111; sc - scrambled. ANOVA 
seguida de pós teste de Bonferroni. Os dados representam a média ± erro padrão de três 
experimentos independentes. *p ≤ 0.05. 
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Figura 6. O knockdown da subunidade β1 da integrina reduz a adesão de células MDA-

MB-231 ao peptídeo C16 
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5.2  C16 colocaliza com a integrina β1 em células de mama 

Uma vez observado o envolvimento da subunidade β1 da integrina na adesão, 

principalmente das células MDA-MB-231, ao peptídeo C16, nosso próximo passo foi 

estudar se ambos estariam colocalizados nas linhagens estudadas. 

As análises de colocalização mostram picos de intensidade de fluorescência da 

rodamina e do Alexa 488 concomitantes, evidenciando uma sobreposição entre o 

peptídeo e a marcação para integrina β1 ativa. O evento foi observado nas 3 

linhagens, ocorrendo predominantemente nas células incubadas com C16-rodamina 

(C16R; figuras 7A, C e E), em comparação com as incubadas com C16Rv-rodamina 

(C16RvR; Figuras 7B, D e F). Em contrapartida, nesse caso, observamos que o 

controle C16RvR se mostrou distribuído mais uniformemente por toda a célula, padrão 

que se reproduziu em todas as células analisadas (figuras 7B, D e F).  
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Figura 7. O peptídeo C16 e a integrina β1 colocalizam em células de mama. Células 
incubadas com C16 ou C16Rv conjugados à rodamina (C16R e C16RvR, respectivamente, 

em vermelho) e com marcação para integrina β1 ativada (verde). Os pontos de possível 
colocalização estão indicados pelas setas. A área destacada é mostrada ampliada abaixo de 
cada imagem. O gráfico mostra um aumento da intensidade de fluorescência das cores 

vermelha e verde no mesmo ponto onde é observada a colocalização (linha branca).  A – 
MCF-7 tratada com peptídeo C16R; B – MCF-7 tratada com peptídeo C16RvR; C – MCF-10A 
tratada com C16R; D – MCF-10A tratada com C16RvR; E – MDA-MB-231 tratada com C16R; 
F – MDA-MB-231 tratada com C16RvR. Barra de escala: 25μm. Aumento de 100X.  
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Figura 7. O peptídeo C16 e a integrina β1 colocalizam em células de mama  
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5.3  C16 ativa integrina β1 em células MDA-MB-231 

Depois de observarmos a colocalização, decidimos investigar a possível 

ativação da integrina β1 através de ensaio de citometria de fluxo utilizando anticorpo 

que reconhece esse receptor na sua conformação ativa (12G10).  

Os gráficos mostram que ambos os peptídeos C16 e C16Rv ativam a integrina 

β1 (figura 8).  

 

Figura 8. O peptídeo C16 e seu controle C16Rv ativam a integrina β1 em células MDA-

MB-231. Os picos demonstrados nos histogramas referem-se contagem de células em 
relação à intensidade de marcação no comprimento de onda 488 (FITC+). A barra horizontal 
de cada gráfico mostra a região do gráfico em que as células contadas são positivas para 
FITC (intensidade ≥103). O número acima dessa barra refere-se à frequência das células 

tratadas com C16 que foram positivas para FITC. À esquerda, gráfico das amostras tratadas 
com os peptídeos por 20 minutos e, à direita, histograma das células tratadas pelo tempo de 
1 hora. O gráfico de barras mostra a análise estatística dos eventos positivos de cada amostra. 

ANOVA seguida por pós teste Bonferroni. Os dados representam média ± erro padrão de pelo 
menos 10000 eventos de três experimentos independentes. ** p≤0,001. 
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5.4  O peptídeo C16 decora a membrana de células MDA-MB-231 

Após observarmos que a subunidade da integrina β1 interage com o peptídeo 

C16, buscamos investigar a localização desse peptídeo nas células de maneira mais 

detalhada, a fim de confirmar sua ligação à membrana celular. Para isso, células MDA-

MB-231 foram incubadas com os peptídeos C16 ou C16Rv conjugados a Nanogold 

(C16N ou C16RvN) e analisadas por microscópio eletrônico de transmissão. Nossos 

dados mostram a presença do peptídeo decorando a membrana celular e dentro de 

estruturas vesiculares após 1 hora de incubação (figura 9, acima).  Por outro lado, 

apenas 3 das 15 células estudadas mostraram o peptídeo controle (C16RvN) aderido 

à membrana (figura 9, abaixo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
54 

 

Figura 9. O peptídeo C16 é encontrado aderido à membrana de vesículas e células MDA-
MB-231. Células MDA-MB-231 incubadas com peptídeo C16 ou C16Rv conjugados a 

partículas de Nanogold (C16N e C16RvN, respectivamente). As setas indicam partículas de 
peptídeo presentes em vesículas e projeções celulares. N = 15 células analisadas. Menor 
aumento: 2500X. Maior aumento: 8000X. 
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Figura 9. O peptídeo C16 é encontrado aderido à membrana de vesículas e células MDA-
MB-231 
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5.5  C16 é internalizado pelas células de mama 

Uma vez observada a presença do peptídeo C16 aderido à membrana das 

células MDA-MB-231, passamos a estudar a dinâmica de interação entre C16 e as 

células tumorais e normais. Dessa forma, essas linhagens foram incubadas com o 

peptídeo ou seu controle conjugados à rodamina (C16R ou C16RvR, 

respectivamente), e acompanhadas overnight através de time lapse em microscópio 

confocal.  

Inicialmente, observamos que o peptídeo C16 começa a ser incorporado pelas 

linhagens MCF-7 e MCF-10A após 2 horas, e que esse processo aumenta com o 

passar do tempo (figuras 10 e 11, respectivamente). Por outro lado, o peptídeo C16Rv 

também parece sofrer endocitose em alguns casos, porém, em quantidades menores 

(figuras 10B e 11B).  
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Figura 10. C16 é internalizado pelas células MCF-7. A – Células MCF-7 incubadas com 
peptídeo C16-rodamina (C16R) representado na cor amarela (acima; vídeo 1) ou C16Rv-

rodamina (C16RvR; abaixo; vídeo 2). Observa-se um aumento da quantidade de peptídeo na 
região das células. Células imageadas por contraste interferencial diferencial (DIC). Aumento 
de 63X. B – Gráfico de contagem da quantidade de partículas em relação ao tempo. A 

quantidade de C16 interagindo com as células é maior em relação ao seu controle. Análise 
por ANOVA de dois caminhos seguido de pós teste de Bonferroni. *P≤0,001.  
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Figura 11. C16 é internalizado pelas células MCF-10A. A – Células MCF-10A incubadas 

com peptídeo C16-rodamina (C16R; acima; vídeo 3) ou C16Rv-rodamnina (C16RvR; abaixo; 
vídeo 4) representados pela cor amarela. Observa-se um aumento da quantidade de peptídeo 
na região das células. Células imageadas por contraste interferencial diferencial (DIC).  

Aumento de 63X. B – Gráfico de contagem da quantidade de partículas em relação ao tempo. 
A quantidade de C16 interagindo com as células é maior em relação ao seu controle. Análise 
por ANOVA de dois caminhos seguido de pós teste de Bonferroni. *P≤0,0001.  
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Dessa forma, visando evidenciar a internalização do peptídeo pelas células, 

utilizamos corante de membrana CellMask nas células MDA-MB-231 (figuras 12 e 13). 

Os dados obtidos corroboram com o fenômeno observado nas linhagens MCF-7 e 

MCF-10A e são confirmados em imagem de projeção ortogonal (figura 13).  

 

Figura 12. Células MDA-MB-231 também internalizam o peptídeo C16. A – Células MDA-
MB-231 incubadas com peptídeo C16-rodamina (C16R; vídeo 5) ou C16-rodamina (C16RvR; 
vídeo 6) nos tempos: 0h, 2h e 5h (barra de escala: 30 µm). As setas indicam o peptídeo C16 

supostamente dentro de vesículas. Células imageadas por contraste interferencial diferencial 
(DIC). Aumento de 63X. B – Gráfico de contagem da quantidade de partículas em relação ao 
tempo. Análise por ANOVA de dois caminhos seguido de pós teste de Bonferroni. *P≤0,001.  
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Figura 13. A internalização do peptídeo C16 é evidenciada por projeção ortogonal. As 

linhas verde e vermelha indicam as imagens XY, respectivamente, projetadas para gerar 
planos ortogonais XZ e YZ. As setas indicam a presença do peptídeo dentro da célula.  
 

Esses resultados também são observado nos vídeos 1 (MCF-7_C16), 2 (MCF-

7_C16Rv), 3 (MCF-10A_C16), 4 (MCF10A_C16Rv), 5 (MDA_C16) e 6 (MDA_C16Rv).   

Esses vídeos, assim como os de outros experimentos (Vídeo 1 até Vídeo 12), 

podem ser carregados no seguinte link. As legendas referentes a cada vídeo se 

encontram na página 96 dessa tese. 

 

 

 

https://www.dropbox.com/sh/q8uy2cefqgk8s7a/AAAZldzrRveKAKBJBzLGVOSXa?dl=0
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5.6  A inibição química da endocitose reduz a internalização de C16 pelas 

células MCF-7 

Uma vez comprovada a internalização do peptídeo C16 pelas células de mama, 

passamos a investigar por qual via esse processo estaria ocorrendo. 

Assim, as células MCF-7 foram incubadas com o peptídeo C16R juntamente 

com DMSO (controle) ou com o inibidor de dinamina (Dynasore) com o objetivo de 

comprovar a internalização do peptídeo através de vesículas. 

 Os resultados mostraram que o inibidor de dinamina retarda e diminui a 

internalização das vesículas contendo o peptídeo C16, corroborando com a hipótese 

de que ele poderia estar sendo endocitado (figura 14). O mesmo resultado também 

pode ser visto através dos vídeos 7 (MCF-7_DMSO_C16) e 8 (MCF-

7_INIBIDOR_C16). 
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Figura 14. A endocitose do peptídeo C16 é reduzida pelo tratamento das células MCF-7 
com o inibidor químico da dinamina.  A – As imagens acima mostram as células tratadas 
com o peptídeo e DMSO (grupo controle, vídeo 7). Abaixo, imagens das células incubadas 

com o peptídeo e o inibidor de dinamina (vídeo 8). Observa-se que o peptídeo continua sendo 
endocitado na presença do inibidor. Imageamento por contraste interferencial diferencial (DIC) 
Aumento de 63X. B – Gráfico da contagem da quantidade de partículas nas células em relação 
ao tempo. Além de diminuir a internalização do peptídeo, o tratamento com inibidor também 

a retarda. Análise por ANOVA de dois caminhos seguido de pós teste de Bonferroni. *P≤0,001. 
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5.7  A endocitose do peptídeo C16 ocorre por meio de cavéolas 

Através da técnica de RNA de interferência (RNAi), estudamos se a endocitose 

do peptídeo observada estaria ocorrendo de fato através de vesículas revestidas.  

As células tratadas com RNAi contra a cadeia pesada da clatrina (CLHC) não 

apresentaram diminuição da endocitose do peptídeo C16-rodamina (C16R) (figura 

15). Com relação às células tratadas com o peptídeo controle (C16RvR), não foi 

observada a formação de vesículas nesse tipo de ensaio. O C16RvR parece apenas 

recobrir as células. 

Por outro lado, o knockdown da caveolina-1 (Cav-1) diminuiu significativamente 

a endocitose do peptídeo C16 pelas células de mama (figura 16). O comportamento 

do peptídeo C16RvR foi reproduzido como nos demais experimentos. 
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Figura 15. A endocitose do peptídeo C16 não acontece através de vesículas revestidas 
por clatrina.  A – As imagens mostram as células MDA-MB-231 tratadas com o peptídeo e a 

sequência scrambled do RNAi contra a cadeia pesada da clatrina (CT CLHC). À esquerda 
células tratadas com o peptídeo C16 conjugado à rodamina (C16R); à direita imagens das 
células incubadas com o peptídeo controle (C16RvR). B – Células MDA-MB-231 tratadas com 

o peptídeo e RNAi contra a cadeia pesada da clatrina (RNAi CLHC). À esquerda células 
tratadas com o peptídeo C16 conjugado à rodamina (C16R); à direita imagens das células 
incubadas com o peptídeo controle (C16RvR). As linhas vermelhas nas fotos indicam as 
imagens X (horizontal) e Y (vertical) projetadas para gerar planos ortogonais XZ e YZ. As 

setas indicam a presença do peptídeo dentro da célula. Aumento de 40X. CLHC – cadeia 
pesada da clatrina. Barra de escala: 50 µm. C – Gráfico da contagem da quantidade de 
partículas nas células após os tratamentos. Observa-se que o peptídeo continua sendo 

endocitado, mesmo com o tratamento com RNAi. Análise por ANOVA seguido de pós teste 

de Bonferroni. 
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Figura 15. A endocitose do peptídeo C16 não acontece através de vesículas revestidas 
por clatrina 
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Figura 16. A endocitose do peptídeo C16 pelas células MDA-MB-231 ocorre através de 
vesículas revestidas por caveolina-1. A – As imagens mostram as células MDA-MB-231 

tratadas com o peptídeo e a sequência scrambled do RNAi contra a caveolina-1 (CT Cav1). 
À esquerda células tratadas com o peptídeo C16 conjugado à rodamina (C16R); à direita 
imagens das células incubadas com o peptídeo controle (C16RvR). Barra de escala: 50µm. B 

– Células MDA-MB-231 tratadas com o peptídeo e RNAi contra a cadeia pesada da clatrina 
(RNAi CLHC). À esquerda células tratadas com o peptídeo C16 conjugado à rodamina 
(C16R); à direita imagens das células incubadas com o peptídeo controle (C16RvR). Barra de 
escala: 37µm. As linhas vermelhas nas fotos indicam as imagens X (horizontal) e Y (vertical), 

projetadas para gerar planos ortogonais XZ e YZ. As setas indicam a presença do peptídeo 
dentro da célula. Aumento de 40X. Cav1 – caveolina-1. C – Gráfico da contagem da 
quantidade de partículas nas células após os tratamentos. Observa-se que o tratamento com 

RNAi contra caveolina-1 foi capaz de reduzir significativamente a endocitose do peptídeo C16. 

Análise por ANOVA seguido de pós teste de Bonferroni. ***P≤0,001. 
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Figura 16. A endocitose do peptídeo C16 pelas células MDA-MB-231 ocorre através de 
vesículas revestidas por caveolina-1 
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5.8  Após sua internalização, o peptídeo C16 é direcionado para degradação 

nos lisossomos 

Uma vez endocitado, nossa hipótese seria a de que o peptídeo C16 fosse 

direcionado para a via endocítica. Assim, fizemos a marcação de endossomos iniciais 

(EEA1), vesículas ácidas e lisossomos (LAMP1) em células tratadas com C16R ou 

C16RvR. 

5.8.1 Apenas parte do peptídeo endocitado é encontrado em 

endossomos iniciais 

Observamos então, que parte do peptídeo C16R co-compartimentaliza com a 

marcação para os endossomos iniciais, confirmando o direcionamento do peptídeo 

para a via endocítica (figura 17A). O peptídeo C16RvR não co-compartimentalizou 

com a marcação para EEA1 (figura 17B). 
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Figura 17. O peptídeo C16 está presente em endossomos iniciais.  A – Células MDA-MB-
231 tratadas com o peptídeo C16 conjugado à rodamina (C16R - vermelho) e com marcação 

para endossomos iniciais (EEA1 – verde). À esquerda, as linhas vermelhas indicam as 
imagens X (horizontal) e Y (vertical), projetadas para gerar planos ortogonais XZ e YZ. As 
setas indicam as regiões de co-compartimentalização (amarelo). À esquerda, na primeira 

imagem, zoom destacando as duas células. Abaixo, imagem da marcação para EEA1 em 
verde e da marcação do C16R, em vermelho. Barra de escala: 50µm. B – Células MDA-MB-
231 tratadas com o peptídeo C16Rv conjugado à rodamina (C16RvR - vermelho) e com 
marcação para endossomos iniciais (EEA1 – verde). À esquerda, merge entre os dois canais; 

à direita acima, apenas o canal para EEA1 e, abaixo, apenas o canal para o C16RvR. Barra 

de escala: 37µm. Aumento de 40X.  
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    Figura 17. O peptídeo C16 está presente em endossomos iniciais 
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5.8.2 O peptídeo C16 também está presente em lisossomos 

As células das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram incubadas com 

marcador de vesículas ácidas (figuras 18 e 19, respectivamente) para confirmar o 

direcionamento do peptídeo C16 para a via endocítica.  

As imagens obtidas mostraram que parte do peptídeo endocitado estaria de 

fato sendo direcionado para vesículas ácidas nos dois tipos celulares, o que fica 

evidente através da colocalização das cores amarelo e ciano, gerando a cor branca 

(figuras 18B e 19B). Tal fenômeno foi observado tanto para C16 quanto para C16Rv. 

Esse resultado também pode ser observado nos vídeos 9 (MCF-7_LYSO_C16), 10 

(MCF-7_LYSO_C16Rv), 11 (MDA-MB-231_LYSO_C16) e 12 (MDA_LYSO_C16Rv).  
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Figura 18. O peptídeo C16 é encontrado dentro vesículas ácidas de células MCF-7. A – 
Acima, C16-rodamina (C16R; amarelo), abaixo, C16Rv-rodamina (C16RvR; amarelo). 

Vesículas ácidas coradas por Lyso Tracker Green representadas pela pseudocor azul ciano 
(vídeos 9 e 10). B – Quadro destacado em projeção ortogonal. As linhas verde e vermelha 
indicam as imagens XY, respectivamente, projetadas para gerar planos ortogonais XZ e YZ. 

A região branca indicada pelas setas evidencia a sobreposição das cores ciano (lisossomo) e 
amarelo (peptídeo). As células são imageadas por contraste interferencial diferencial (DIC). 
Aumento de 63X. 
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 Figura 18. O peptídeo C16 é encontrado dentro vesículas ácidas de células MCF-7 
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Figura 19. O peptídeo C16 também é encontrado em vesículas ácidas de células MDA-
MB-231. A – Acima, C16 conjugado à rodamina (amarelo, vídeo 11), abaixo, C16Rv 

conjugado à rodamina (amarelo, vídeo 12). Vesículas lisossomais coradas por Lyso Tracker 
Green representadas em pseudocor azul ciano. Em destaque, as células apontam a 
sobreposição entre a marcação amarela e ciano (branco). B - Células MDA-MB-231 em 

projeção ortogonal. As linhas verde e vermelha indicam as imagens XY, respectivamente, 
projetadas para gerar planos ortogonais XZ e YZ. O ponto branco indicado por cada linha 
evidencia a co-compartimentalização entre o peptídeo e os lisossomos.  As células são 

imageadas por contraste interferencial diferencial (DIC). Aumento de 63X. 
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Figura 19. O peptídeo C16 também é encontrado em vesículas ácidas de células MDA-   
MB-231 
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Além disso, a imunofluorescência para LAMP1, um marcador específico para 

lisossomos, reforça a co-compartimentalização entre essas organelas e o peptídeo 

C16, confirmando que parte desse peptídeo é direcionado para degradação em 

lisossomos após internalização (figura 20A). Não foram encontradas regiões de co-

compartimentalização entre o peptídeo controle e LAMP1 (figura 20B). 
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Figura 20. C16 está presente em lisossomos. A – Células MDA-MB-231 tratadas com o 
peptídeo C16 conjugado à rodamina (C16R - vermelho) e com marcação para lisossomos 

(LAMP1 – verde). À esquerda, as linhas vermelhas indicam as imagens X (horizontal) e Y 
(vertical), projetadas para gerar planos ortogonais XZ e YZ. As setas indicam as regiões de 
co-compartimentalização (amarelo). À direita, imagem da marcação para LAMP1 em verde e 

da marcação do C16R em vermelho. Barra de escala: 55µm. B – Células MDA-MB-231 
tratadas com o peptídeo C16Rv conjugado à rodamina (C16RvR - vermelho) e com marcação 
para lisossomos (LAMP1 – verde). À esquerda, merge entre os canais verde e vermelho; à 
direita acima, apenas o canal para LAMP1 e, abaixo, apenas o canal para o C16RvR. Barra 

de escala: 37µm. Aumento de 40X.  
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     Figura 20. C16 está presente em lisossomos 
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6 DISCUSSÃO  

 Ponce, Nomizu e Kleinman (2001) identificaram o heterodímero α5β1 como 

um dos receptores do peptídeo C16 relacionados a sua atividade angiogênica em 

células endoteliais HUVEC. Além disso, dados anteriores do nosso grupo mostraram 

que o peptídeo C16 decora a membrana de células tumorais e que os efeitos 

observados pelo tratamento das células com esse peptídeo poderiam estar 

relacionados com a ativação da subunidade β1 da integrina (SIQUEIRA et al., 2016). 

Esses dados nos motivaram a estudar a existência de uma possível interação entre o 

peptídeo e esse receptor, assim como os possíveis efeitos resultantes desse 

fenômeno em células mamárias. 

Esse trabalho mostrou que as células de mama MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-

231 aderem ao peptídeo C16 e que essa adesão é diminuída por quelantes de íons 

divalentes em células MCF-7 e pelo knockdown da integrina β1 em células MDA-MB-

231.  Nossas análises também indicam que o peptídeo C16 conjugado à rodamina 

colocaliza com a integrina β1 ativa nessas células mamárias. Além disso, de acordo 

com os dados obtidos por citometria de fluxo, o peptídeo ativa esse receptor. Em 

seguida, as análises das amostras de células MDA-MB-231 tratadas com C16 

conjugado a partículas de Nanogold mostraram o peptídeo decorando a membrana e 

dentro de vesículas intracelulares. Foi também demonstrado por microscopia confocal 

que o C16 é internalizado pelas células de mama com o passar do tempo e que essa 

internalização é diminuída por inibidor químico de dinamina em células MCF-7 e por 

RNAi contra caveolina-1 em células MDA-MB-231. Após a endocitose, parte desse 

peptídeo é direcionado para via endocítica, tendo sido encontrado em endossomos 

iniciais e em lisossomos. 

Cátions divalentes são muito importantes para a ativação das integrinas, desde 

o processo de alteração da sua conformação para um estado estendido até a 

separação das subunidades α e β, inclusive determinando seu grau de afinidade aos 

ligantes (HUMPHRIES, 1996; BAZZONI; HEMLER, 1998; ZHANG; CHEN, 2012). 

Esses íons interagem com sítios de ligação a íons no domínio da subunidade tipo I β 

dessas proteínas (TAKADA; YE; SIMON, 2007). Assim, fizemos o tratamento das 

células de mama com os ácidos EDTA e EGTA, amplamente conhecidos por sua ação 

como quelantes de cátions divalentes, a fim de entendermos se a adesão das células 

ao peptídeo C16 teria relação com a atividade de integrinas. 
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Nesse contexto, nossos ensaios de adesão mostraram que as células de mama 

MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 aderem ao peptídeo C16. Além disso, observamos 

também que essa adesão ao peptídeo é sensível aos quelantes EDTA e EGTA nas 

células tumorais da linhagem MCF-7, ao contrário do que é observado nas células de 

linhagem normal like, MCF-10A. Entretanto, a queda da adesão ao peptídeo 

observada é apenas parcial, o que indica que possivelmente esse fenômeno ocorra 

através da interação do peptídeo não apenas as integrinas, mas também com 

receptores do tipo não integrina. 

Sendo assim, lançamos mão da técnica de RNAi para buscar de maneira mais 

objetiva uma resposta sobre a relação entre a atividade da subunidade β1 da integrina 

e a adesão das células de estudo ao C16. Nesse sentido, observamos que apenas as 

células tumorais metastáticas (MDA-MB-231) apresentaram uma redução significativa 

da sua adesividade ao peptídeo nessas condições, demonstrando a importância da 

participação da subunidade β1 da integrina na adesão dessas células ao peptídeo 

C16. Por outro lado, fica claro que a atividade dessa subunidade especificamente não 

é determinante para a adesão das células MCF-7 e MCF-10A a esse peptídeo. 

Corroborando com nossos dados, Sundaram e colaboradores (2017) mostraram 

que o knockdown para integrina β1 em células MDA-MB-231 altera negativamente 

sua capacidade de adesão e migração, demonstrando a importância dessa 

subunidade na atividade invasiva das células de linhagem de câncer de mama 

metastático. Com isso, nossos resultados reforçam a importância da atividade da 

subunidade β1 da integrina na capacidade adesiva dessa linhagem e demonstram a 

relação desse receptor com o papel desempenhado pelo peptídeo C16 nessas 

células.  

Tendo em vista a adesividade das linhagens ao C16, investigamos a 

colocalização entre o mesmo e a integrina β1 ativada nas três linhagens de estudo. 

Os resultados mostraram então que essa colocalização acontece nos três tipos de 

células. Isso demonstra que a integrina β1 pode não estar envolvida com a adesão de 

MCF-7 e MCF-10A ao peptídeo C16, mas pode ter participação em possíveis 

atividades exercidas por esse peptídeo nessas células. 

Uma vez identificada a participação da integrina β1 na adesão das células MDA-

MB-231 ao C16, estudamos se ele seria capaz de ativar essa integrina nessa linhagem 

celular. Com isso, observamos que o peptídeo foi capaz de ativar a integrina β1 em 

células de câncer de mama metastático. Entretanto, de maneira inesperada, o 
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peptídeo C16Rv também ativou a integrina β1. Esses resultados corroboram em parte 

com dados anteriores do nosso grupo, através dos quais foi mostrado que o peptídeo 

C16 também ativou a integrina β1 em células de carcinoma epidermóide de boca e 

fibrosarcoma. Entretanto, naquele trabalho, foi detectada diferença nas intensidades 

de fluorescência entre o peptídeo e seu controle (SIQUEIRA et al., 2016). Naquele 

caso, o controle correspondia a uma sequência embaralhada (scrambled) do peptídeo 

e não a uma sequência reversa, como utilizado aqui.  Assim, a similaridade na 

ativação da integrina β1 por ambos C16 e C16Rv encontrada nesse trabalho pode 

estar associada a uma atividade da sequência reversa do peptídeo identificada nesse 

tipo de experimento, já que esse controle se mostrou bastante eficiente nos demais 

ensaios. 

Na sequência, nossos dados de microscopia eletrônica e confocal mostraram 

que somente o peptídeo C16, e não seu controle, após interagir com a membrana 

celular, é internalizado. Assim, passamos a investigar se o peptídeo endocitado 

avançaria para sua degradação através da via endocítica-lisossomal. 

Já se sabe que muitos ligantes, após interagirem com seus receptores, acabam 

sendo internalizados junto com os mesmos e sendo encaminhados para degradação 

nos lisossomos através das vesículas endocíticas. O processo de formação dessas 

vesículas requer a atividade de proteínas acessórias, as quais são importantes para 

formação, revestimento e liberação das vesículas no meio intracelular (DOHERTY; 

MCMAHON, 2009).  

Nesse contexto, com a intenção de abordar em mais detalhes o processo de 

endocitose do peptídeo C16, tratamos as células MCF-7 com um inibidor químico da 

dinamina, uma proteína responsável pela liberação de vesículas revestidas por 

clatrina ou caveolina no citoplasma da célula (OH; MCINTOSH; SCHNITZER, 1998; 

SINGH; JADHAV; BHATT, 2017). Assim, observamos que o tratamento retarda e 

diminui a internalização do peptídeo, sugerindo que a sua endocitose pode estar 

ocorrendo por meio de vesículas revestidas.  

Dessa forma, em seguida, realizamos experimentos com RNA de interferência 

contra a cadeia pesada da clatrina e caveolina-1 com a finalidade de confirmar a 

endocitose do peptídeo e investigar por qual via ela estaria ocorrendo. Então, nossos 

resultados mostraram que a internalização do C16 ocorre por meio de cavéolas, uma 

vez que eles demonstraram uma redução significativa do número de vesículas após 

knockdown da caveolina-1. 
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De acordo com a literatura, as cavéolas podem ser internalizadas mediante 

estímulo, o qual ocorre através de vários tipos de agentes, tais como, vírus, toxinas, 

lipídios e receptores (MONTESANO et al., 1982; PELKMANS; PÜNTENER; 

HELENIUS, 2002; SHARMA et al., 2004).  

Após internalizada, a vesícula revestida por caveolina pode seguir por diversos 

caminhos: voltar à membrana da célula, se fundir a corpos multivesiculares ou se 

fundir ao endossomo inicial (PELKMANS; KARTENBECK; HELENIUS, 2001; 

PELKMANS et al., 2004; SHARMA et al., 2004; KIRKHAM et al., 2005). Nesse último 

caso, os receptores de membrana associados a seus ligantes são direcionados para 

os endossomos iniciais, onde se dá o início da seleção do material endocitado 

(KALAIDZIDIS et al., 2015). Durante os sucessivos processos de separação vão 

sendo formadas vesículas intraluminais contendo o material a ser degradado. Essas 

vesículas se acidificam e amadurecem em endossomos tardios que, por sua vez, se 

fundem entre si formando corpos multivesiculares. Esses compartimentos podem 

então tanto serem direcionados para a membrana, para liberarem seu conteúdo no 

meio extracelular, quanto se unir aos lisossomos, onde o material é finalmente 

degradado (BABST et al., 2002; SAFTIG; KLUMPERMAN, 2009).  

Nesse contexto, nossos resultados mostraram que o peptídeo C16 co-

compartimentaliza com marcadores para vesículas ácidas (Lyso Tracker), com os 

antígenos de endossomos iniciais (EEA1) e com as proteínas de membrana 

associadas a lisossomos (LAMP1), o que indica que o peptídeo, após endocitado por 

vesículas revestidas por caveolina, é direcionado para a via endocítica-lisossomal 

(figura 21). Entretanto, notamos também que apenas parte desse material endocitado 

é direcionado para a via de degradação. 

Paralelamente a formação das vesículas intraluminais, existe a seleção das 

proteínas e ligantes que passarão pelo processo de reciclagem. O conteúdo 

selecionado pode retornar a membrana tanto por um processo chamado de 

reciclagem rápida, através do qual o material é direcionado diretamente de volta para 

a membrana, quanto através do compartimento de reciclagem endocítica (chamada 

reciclagem lenta). Nesse caso, o material acaba sendo direcionado para a rede trans 

de Golgi, onde sofrerá modificações e será então encaminhado para a via secretória, 

através de um processo chamado transporte retrógrado (SAFTIG; KLUMPERMAN, 

2009; CULLEN; STEINBERG, 2018). 
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A distribuição dessas vesículas no interior da célula acontece através de um 

processo dinâmico, o qual é coordenado pela atividade de diversos complexos 

proteicos, dentre os quais estão as GTPases da família Rab (JORDENS et al., 2005). 

Essas proteínas estão envolvidas com a seleção do conteúdo das vesículas, seu 

brotamento na membrana, direcionamento e fusão nos compartimentos alvo. Alguns 

exemplos de Rab são as Rabs 4, 5, 7, 9 e 11. A Rab4, por exemplo, caracteriza 

aqueles endossomos iniciais que serão direcionados para a via de reciclagem (DARO 

et al., 1996). A Rab5, cujo efetor é o EEA1, regula o transporte de vesículas recém-

formadas da membrana aos endossomos iniciais (MENDOZA; DIAZ; TORRES, 2014; 

GONZÁLEZ; LAZO; BRONFMAN, 2019). A Rab7, associada tanto a endossomos 

quanto a lisossomos, é reconhecida por participar da maturação dos endossomos, do 

transporte dos endossomos tardios para os lisossomos e da regulação do movimento 

dessas organelas ao longo do citoesqueleto (RINK et al., 2005; VONDERHEIT; 

HELENIUS, 2005). A Rab9 está envolvida com o transporte dos endossomos tardios 

à região trans do complexo de Golgi (MURRAY et al., 2005). A Rab11, por fim, está 

envolvida basicamente com o transporte de vesículas de reciclagem (WILCKE et al., 

2000; CAMPA; HIRSCH, 2017). 

Dessa forma, nossa hipótese é a de que aquele peptídeo que não está sendo 

encaminhado para a degradação nos lisossomos talvez esteja retornando à 

membrana ou até sendo secretado através de vesículas extracelulares por meio da 

via de reciclagem de receptores (figura 21).  

Tendo em vista a possível interação da integrina β1 com o peptídeo C16, assim 

como sua ativação pelo mesmo, acreditamos na hipótese que esse peptídeo possa 

estar sendo internalizado juntamente com esse receptor. Isso porque a função das 

cavéolas também é associada à internalização e reciclagem da integrina β1, uma vez 

que glicoesfingolipídeos causam clustering desses receptores, estimulando a 

endocitose das cavéolas, dados esses que também associam essas estruturas à 

participação no processo de adesão e sinalização das células tumorais (SHARMA et 

al., 2005; HYNES; NABA, 2012; DE FRANCESCHI et al., 2015).  

Entretanto, são necessários estudos futuros que visem caracterizar em maiores 

detalhes as vesículas que contém esse peptídeo, por exemplo através da marcação 

das proteínas Rab descritas acima; além de verificar se aquele peptídeo que não foi 

direcionado para os lisossomos estaria retornando para a membrana celular 
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associado a integrina β1, confirmando assim sua presença em um processo de 

reciclagem. 

 

Figura 21. Diagrama esquemático mostrando a endocitose do peptídeo C16 por células 
MDA-MB-231. O peptídeo C16 (vermelho) ativa a integrina β1 (verde), é internalizado por 
vesículas revestidas por caveolina-1 (cav-1) e segue para os endossomos iniciais (EEA1+). 

Esses endossomos dão origem às vesículas intraluminais (não representadas), as quais se 
fundem formando corpos multivesiculares (CMV) que, por sua vez, se unem aos lisossomos 
(LAMP1+ e Lyso Tracker+). As setas tracejadas indicam os demais possíveis caminhos 
percorridos pelo peptídeo C16 até voltar à membrana através da via de reciclagem, mas que 

permanecem por serem investigados. ER: endossomo de reciclagem. Essa ilustração foi 
criada através da ferramenta BioRender (www.biorender.com). 
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7 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados nos levaram às seguintes conclusões: 

1- As células de mama MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 aderem ao peptídeo 

C16, mas não a seu controle C16Rv, sendo a subunidade β1 da integrina 

importante para a adesão das células de câncer metastático (MDA-MB-231) 

a esse peptídeo; 

2- O peptídeo C16 colocaliza com a integrina β1 ativada nas três linhagens 

estudadas; 

3- O peptídeo C16 ativa a subunidade β1 da integrina em células MDA-MB-

231; 

4- O peptídeo C16 está associado à membrana de vesículas de células MDA-

MB-231; 

5- O peptídeo C16 é endocitado por vesículas revestidas por caveolina-1 e é 

direcionado em parte para degradação em lisossomos através de 

endossomos iniciais em células de câncer de mama metastático. 
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APÊNDICE - Lista de legendas dos vídeos (link) 

 

Vídeo 1: C16 é internalizado pelas células MCF-7. Células MCF-7 tratadas com 
peptídeo C16 conjugado a rodamina (C16R, em vermelho) overnight. 

Vídeo 2: Células MCF-7 não internalizam o peptídeo controle C16Rv. Células 
MCF-7 tratadas com peptídeo controle C16Rv conjugado a rodamina (C16RvR, em 
vermelho) overnight.  

Vídeo 3: C16 é internalizado pelas células MCF-10A. Células MCF-10A tratadas 
com peptídeo C16 conjugado a rodamina (C16R, em amarelo) overnight. 

Vídeo 4: Células MCF-10ª não internalizam o peptídeo controle C16Rv. Células 
MCF-10A tratadas com peptídeo controle C16Rv conjugado a rodamina (C16RvR, em 
amarelo) overnight (Arquivo Movie_4). 

Vídeo 5: Células MDA-MB-231 também internalizam o peptídeo C16. Células 
MDA-MB-231 tratadas com peptídeo C16 conjugado a rodamina (C16R, em vermelho) 
e corante CellMask (em branco). As áreas demarcadas mostram C16R internalizado. 

Vídeo 6: O peptídeo C16Rv não é internalizado pelas células MDA-MB-231. 
Células MDA-MB-231 tratadas com peptídeo controle C16Rv conjugado a rodamina 
(C16RvR, em vermelho) e corante CellMask (em branco). As áreas demarcadas 
mostram C16R internalizado. 

Vídeo 7: A endocitose do peptídeo C16 não é alterada pelo tratamento das 
células MCF-7 com DMSO. Células MCF-7 tratadas com peptídeo C16 conjugado a 
rodamina (C16R, em amarelo) e DMSO (grupo controle). 

Vídeo 8: A endocitose do peptídeo C16 é reduzida pelo tratamento das células 
MCF-7 com o inibidor químico da dinamina. Células MCF-7 tratadas com peptídeo 
C16 conjugado a rodamina (C16R, em amarelo) e Dynasore. 

Vídeo 9: O peptídeo C16 é encontrado dentro vesículas ácidas de células MCF-
7. Células MCF-7 tratadas com peptídeo C16 conjugado a rodamina (C16R, em 
amarelo) e corante para vesículas ácidas (Lyso Tracker, em azul ciano).  As áreas 
demarcadas mostram a colocalização entre o C16 e os lisossomos. 

Vídeo 10: O peptídeo C16Rv que é internalizado pelas células MCF-7 é 
degradado. Células MCF-7 tratadas com peptídeo C16Rv conjugado a rodamina 
(C16RvR, em amarelo) e corante para vesículas ácidas (Lyso Tracker, em azul ciano).  
As áreas demarcadas mostram a colocalização entre o C16 e os lisossomos. 

Vídeo 11: O peptídeo C16 também é encontrado em vesículas ácidas de células MDA-

MB-231. Células MDA-MB-231 tratadas com peptídeo C16 conjugado a rodamina 
(C16R, em vermelho) e corante para vesículas ácidas (Lyso Tracker, em verde). As 
setas azuis mostram a colocalização entre o peptídeo e os lisossomos. 

Vídeo 12: O peptídeo C16Rv não foi encontrado em vesículas ácidas de células 
MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 tratadas com peptídeo controle C16Rv 
conjugado a rodamina (C16RvR, em amarelo) e corante para vesículas ácidas (Lyso 
Tracker, em azul ciano). 

https://www.dropbox.com/sh/q8uy2cefqgk8s7a/AAAZldzrRveKAKBJBzLGVOSXa?dl=0

