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RESUMO

DANTAS, Viviane Wallerstein Mignone. Papel da fucana sulfatada FucSulf | na interacéo
entre células tumorais e o endotélio in vitro.2012. 90f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias)- Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012,

Para formar metastases, as células tumorais devem se desprender do tumor primario e
migrar atraves do endotélio num processo denominado intravasamento. Uma vez na
circulacdo, elas devem aderir ao endotélio do tecido alvo e extravasar para 0 novo sitio de
colonizagéo, onde irdo proliferar. A interacdo das células tumorais com o endotélio é mediada
por selectinas, seguida pela interacdo com integrinas. As células tumorais apresentam um
padrdo anormal de glicosilagcdo, expressando ligantes de selectinas, formados por
polissacarideos fucosilados, como sialyl Lewis ?*. Durante 0 processo metastatico, células
tumorais secretam diversos fatores de crescimento. Além de modular diferentes tipos
celulares que constituem o microambiente tumoral, estes fatores de crescimento também
atuam nas celulas tumorais de forma autdcrina, ativando vias de sinalizagdo envolvidas na
proliferacdo e migracdo celular. Polissacarideos sulfatados como a heparina, podem atuar
como inibidores de P e L-selectinas, além de se ligar a fatores de crescimento, impedindo a
ativacdo de seus receptores. Neste trabalho, avaliamos o papel de fucanas sulfatadas extraidas
de diferentes espécies de invertebrados marinhos (L. variegatus, S. franciscanus, S. pallidus,
A. lixula e S. droebachiensis) na modulacdo da interacdo entre células tumorais com o
endotélio in vitro e comparamos seu efeito com o da heparina. Também avaliamos o papel
destas moléculas na proliferacdo de células tumorais. Para isso, utilizamos duas linhagens
tumorais de prostata (DU-145 e PC-3) e culturas priméarias de células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVECs). Ao avaliar o efeito das fucanas na adesdo das células tumorais
as HUVECs, observamos que todas as fucanas testadas inibiram a adesdo da linhagem DU-
145 a monocamada endotelial, enquanto apenas a fucana extraida da espécie L. variegatus
(FucSulf 1) e da espécie S. franciscanus inibiram a adesdo da linhagem PC-3. A FucSulf 1 foi
uma das fucanas que apresentou maior potencial inibitorio nas duas linhagens e foi a Unica
que inibiu a adesdo da linhagem DU-145 a matriz subendotelial, ndo interferindo na adesdo da
linhagem PC-3. A FucSulf | mostrou-se capaz de diminuir também a migracgdo transendotelial
das linhagens tumorais DU-145 e PC-3. A heparina mostrou efeito significativo apenas nos
ensaios de transmigracéo, inibindo este evento de forma similar a FucSuf I. Sabe-se que o
VEGF aumenta a permeabilidade endotelial, facilitando a passagem de células tumorais
através do vaso. Observamos que as duas linhagens secretam VEGF e que a FucSulf | se liga
a este fator. Estes dados sugerem que a interacdo da FucSuf | com o VEGF pode impedir a
acdo deste fator nas células endoteliais, diminuindo a migracdo transendotelial das células
tumorais testadas. Também verificamos que a FucSulf I inibiu a proliferacdo das linhagens
celulares na auséncia de fatores exdgenos ou na presenca de soro fetal bovino ou VEGF. Por
fim, avaliamos que a FucSulf | interfere na ativacdo de proteinas especificas de vias de
sinalizacdo disparadas por fatores de crescimento. A FucSulf | inibe a ativacdo da AKT na
linhagem PC-3, enquanto nas células DU-145 observamos uma inibi¢éo da ativacdo da ERK.
Esses dados indicam que a FucSulf I modula diversas etapas da progresséo tumoral e pode ser
um potencial candidato para o uso em terapias antitumorais.

Palavras-chave: Células tumorais. Fucana. Endotélio. Metastase.



ABSTRACT

To form metastasis, tumor cells must detach from primary tumor and migrate through
the endothelial cell monolayer in direction of the bloodstream (intravasation). Once in the
circulation, tumor cells must be able to adhere and migrate across the endothelium
(extravasation) towards the target organ, where they will proliferate. Interaction between
endothelial and tumor cells is mediated by selectins, followed by the interaction with
integrins. Cancer cells frequently exhibit abnormal glycosylation patterns, resulting in the
expression of selectins ligands formed by fucosylated polysaccharides, such as sialyl Lewis
X During metastatic process, tumor cells secrete several growth factors which can modulate
different cell types that are present in the tumor microenvironment. These growth factors can
also mediate autocrine signaling and activate signaling pathways involved in tumor cell
proliferation and migration. Sulfated polysaccharides, as heparin, may act as P and E-selectin
inhibitors as they may also bind to growth factors and interfere in their receptor activation. In
this present work, we evaluated the role of sulfated fucans extracted from different marine
invertebrates species (L. variegates, S. franciscanus, S. pallidus, A. lixula e S. droebachiensis)
in the modulation of the interaction between tumor and endothelial cells in vitro and
compared their effect with heparin. We also investigated the role of these molecules in the
proliferation of tumor cells. For that, we used two prostate tumor cell lines (DU-145 and PC-
3) and a primary culture of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). We first
evaluated the effect of the fucans in the tumor cell adhesion to HUVECs. All fucans tested
were able to inhibit the interaction between DU-145 and the endothelial cells, while only
fucans extracted from L. variegates (FucSulf I) and S. franciscanus were able to inhibit the
adhesion of PC-3. FucSulf | showed one of the most striking inhibitory effects in both cell
lines and was the only one that inhibited adhesion of DU-145 to subendothelial matrix. It
didn’t interfere with the adhesion of PC-3 to subendothelial matrix. FucSulf I was also able to
decrease transendothelial migration of DU-145 and PC-3. Heparin had significant effect only
in the transmigration assays, showing a similar inhibitory potencial in comparison with
FucSulf I. VEGF increases endothelial permeability, thus facilitating the migration of tumor
cells through the endothelial barrier. We observed that both tumor cell lines secrete VEGF
and FucSulf | binds to this factor. These data suggest that the interaction between FucSulf |
and VEGF may interfere in endothelial cell’s response to VEGF, and decrease
transendothelial migration of tumor cells. We also showed that FucSulf I inhibits tumor cell
proliferation in the absence of exogenous growth factors or in the presence of fetal bovine
serum or VEGF. At least, we showed that FucSulf | interfered in the activation of specific
proteins involved in signaling pathways triggered by growth factors. FucSulf | inhibited the
activation of AKT in PC-3 tumor cell line, while inhibited the activation of ERK in DU-145
tumor cell line. These results indicate that FucSulf I modulates several steps of tumor
progression and may be a potential candidate for use in antitumor therapies.

Keywords: Tumor cells. Fucan. Endothelium. Metastasis.
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INTRODUCAO

Epidemiologia do cancer

Segundo dados da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)*, em 2007,
7,9 milhdes de pessoas morreram em decorréncia do cancer, correspondendo a 13% do total
de mortes ocorridas no mundo no mesmo ano. O continuo crescimento populacional, bem
como seu envelhecimento, afetardo de forma significativa o impacto mundial do cancer nas
proximas décadas. Estimativas do World Cancer Report (Boyle & Levin, 2008) indicam que
esses numeros podem aumentar em até 50% (15 milhdes de novos casos de cancer em 2020),
tornando o cancer uma das principais causas de morte em todo o mundo.

As estatisticas mostram ainda, que mais de 70% dos ébitos ocorridos no mundo em
decorréncia do cancer ocorreram em paises em desenvolvimento, o que 0 torna um dos
principais problemas de saude publica nessas regiées. No Brasil, dados obtidos pelo Instituto
Nacional de Cancer (INCA) mostram que 0s tipos mais incidentes, a excecao do cancer de
pele do tipo ndo melanoma, séo os canceres de prostata e de estbmago no sexo masculino e o0s
canceres de mama e do colo do Utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da
magnitude observada para a América Latina (Figura 1) (Ministério da Saude, 2011).

Os fatores de risco mais evidentes para o desenvolvimento do cancer estdo presentes
no estilo de vida que permeia a sociedade atual, como por exemplo, o uso de tabaco, o
sobrepeso, a baixa ingestdo de frutas e legumes, o consumo de alcool, a falta de atividade
fisica, a poluicdo urbana, entre outros. O relatério apresentado pelo projeto GLOBOCAN em
2008 (Ferlay et al, 2008) mostra que mais de 30% dos novos casos da doenca poderiam ser
prevenidos com a diminuicdo da exposicao a esses fatores.

Assim, a adocdo de estilos de vida mais saudaveis associada a implementacao de acoes
governamentais de estratégias para a prevencgdo, deteccdo precoce e tratamento de pacientes

com cancer podem reduzir e controlar a epidemia do cancer.

'Fonte: International Agency for research on cancer (IARC). Disponivel em < http://www.iarc.fr/>, acesso em dez 2011.


http://www.iarc.fr/
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tata 1" i Homens Muiheres Marma
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Figura 1. Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012, exceto pele ndo melanoma, na
populacéo brasileira (adaptado de Estimativa 2012: Incidéncia de cancer no Brasil /
Instituto Nacional de Cancer — Rio de Janeiro: Ministério da Salde, 2011) .

Cancer de prostata

A prostata é uma glandula cuja principal funcdo é reprodutiva. O liquido prostatico
que € secretado por ela é responsavel pela protecdo dos espermatozdides contra a acidez da
urina e pela capacitacdo dos espermatozoides para a fecundacdo. O antigeno especifico da
préstata (PSA) é uma glicoproteina do tipo serino protease produzida por algumas células da
préstata cuja funcdo é liquidificar o sémen ap0ds a ejaculacdo. Inicialmente, pensava-se que
apenas as células da prostata produziam esta proteina, mas atualmente, sabe-se que o PSA
esta presente em outros tecidos e fluidos bioldgicos femininos e masculinos (Diamandis & Yu
1997; Diamandis, 1996).

Niveis séricos elevados de PSA podem indicar alteracdes benignas ou malignas na
préstata, ele é utilizado como marcador tumoral do cancer de prostata, auxiliando no
acompanhamento de pacientes em tratamento para este tipo de neoplasia (Dhanasekaran et al,
2001).

A Organizagdo Mundial de Saude? estima que o cancer de prostata representa 10% de

todos os casos de cancer e € 0 mais prevalente entre os homens.

2 Fonte: World Health Organization. Disponivel em <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/>, acesso em dez
2011


http://www.medicoassistente.com/semen
http://www.medicoassistente.com/ejaculacao
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/
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E considerado o cancer da terceira idade, uma vez que cerca de 75% dos casos no mundo
ocorrem a partir dos 65 anos. O aumento da expectativa de vida nos paises em
desenvolvimento nas Gltimas décadas vem sendo apontado como um dos fatores responsaveis
pelo aumento das taxas de incidéncia nessas regides. A mortalidade por este tipo de cancer é
baixa, uma vez que diagnosticado e tratado nos estagios iniciais da doenga a sobrevida média
mundial é de 58% (Ministério da saude, 2009).

Apesar do bom-prognostico relacionado ao cancer de préstata, em estagios tardios da
doenca podem ocorrer 0 desenvolvimento de metéstases. As metéstases 6sseas ocorrem em
mais de 80% dos casos avangados de cancer de prdstata, o que agrava o quadro clinico e pode
reduzir a taxa de sobrevida média dos pacientes para 25% (Sturge et al, 2011) . Para que a
populacdo de células tumorais provenientes da prdstata consiga colonizar os 0ssos, elas
precisam invadir a medula 6ssea. A interacdo entre as células tumorais e as células dsseas
residentes da medula desorganiza a homeostase local, interferindo na reabsorcao 6ssea (Suva
etal, 2011).

Esse desequilibrio pode gerar fraturas espontaneas nas regifes afetadas, dificultando
ainda mais a recuperacao e a sobrevida dos pacientes. O tecido 6sseo é o sitio mais comum
de colonizacao, mas as células tumorais de prostata também podem invadir outros tecidos
como o pulmio, figado e cérebro (National Cancer Institute, 2011)*, contribuindo para o

agravamento do quadro clinico desse tipo de cancer.

Metéastase tumoral

Um grupo coordenado de processos é responsavel pela modificacdo de populacdes
celulares que permite a disseminacdo tumoral denominada metastase (Liotta et al, 1991). Em
1889, Stephen Paget propbs que a metastase dependeria do cross-talk entre as células
tumorais e 0s microambientes especificos encontrados em diferentes regides do organismo,
através da teoria da “semente e do solo”. Mais de um século depois, esta teoria ainda
fundamenta as novas perspectivas acerca da pesquisa em cancer. Atualmente, sabe-se que o0
potencial metastatico das células tumorais depende da interagdo com fatores homeostaticos,
gue promovem o crescimento e a sobrevivéncia dessas células, assim como a angiogénese e a

invasdo de um novo sitio (Fidler, 2003).

SFonte: National Cancer Institute. Disponivel em <http://www.cancer.gov/>, acesso em dez 2011.
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Para formar metéastases, as células tumorais devem ter a capacidade de se desprender
da massa tumoral priméaria e migrar pela complexa rede formada pelas proteinas,
proteoglicanas e colagenos da matriz extracelular em direcdo ao leito vascular. Essas células
migram através do endotélio, se difundem pela a corrente sanguinea e, uma vez na circulacao,
precisam resistir as forcas de velocidade e atrito do fluxo sanguineo e a apoptose, em
particular a anoikis (Bodenstine & Welch, 2008). Apenas uma pequena porcentagem das
células tumorais circulantes (<0,01%) consegue completar o processo, aderindo ao endotélio e
extravasando para 0 novo sitio de colonizacdo, onde irdo proliferar (Jahroudi & Greenberger,
1995) (Figura 2).

(b) Perda da E-caderinae [c)Aumento da motilidade e

(8) Tumor primério degradagdo da MEC invasdo celular

Cancr ot

epitelio

lamina

basal e

() Ancoramento ao endotélio e (d) intravasamento e

(1) Angiogénese e pratiferaciio das ) .
1 Angiog i extravasamneto disseminacio

celulas metastaticas

Figura 2. Etapas da metastase (adaptado de Sullivan & Graham, 2007).
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Invasao

Como mencionado anteriormente, a primeira etapa da metastase é o desprendimento
da célula tumoral do tumor primario e a migracdo pelo estroma em direcdo ao leito vascular.
Neste processo, moléculas de adesdo, proteases e fatores pro-angiogénicos tém, juntos, um
papel fundamental para o sucesso do intravasamento das células tumorais e disseminacéao pela
circulacéo (Brooks et al, 2010).

A adesdo célula-célula e célula-matriz presente nos epitélios normais restringe a
capacidade migratoria nesses tecidos. Alteracbes no padrdo de expressdo de moléculas de
adesdo (CAMs) em células tumorais permite a desagregacdo dessas células e auxilia o
processo de invasdo (Cavallaro et al, 2002).

As caderinas sdo proteinas de adesdo transmembranares dependentes de Ca®* e
medeiam a adesdo entre células através de interacbes homofilicas. O reconhecimento
estabelecido pelas caderinas é altamente seletivo, o que permite que células de tipos similares
mantenham-se unidas e segregadas de outros tipos celulares A porcdo intracelular das
caderinas se associa aos filamentos de actina através de proteinas adaptadoras como a-
catenina, [-catenina e p-120, formando as juncdes aderentes (Alberts et al, 2010). As células
epiteliais expressam E-caderina, responsavel pela forte juncdo presente entre essas células
auxiliando na formacdo da barreira epitelial. As células mesengquimais expressam N-caderina,
que possuem forcas de ligacdo muito mais fracas que as ligacGes formadas pela E-caderina,
favorecendo o fendtipo migratorio dessas células (Leber & Efferth, 2009). Durante a
progressao tumoral, pode ocorrer a transicdo epitélio mesenquimal (EMT), na qual, entre
outras alteraces, as células tumorais deixam de expressar E-caderina e passam a expressar N-
caderina, modificando suas propriedades adesivas (Onder et al, 2008) . Elas perdem afinidade
pelas células epiteliais e ganham afinidade pelas células mesenquimais, facilitando a
dissociacdo da massa celular e migracdo atraves do estroma em direcdo a rede vascular
(Yilmaz & Christofori, 2010).

A reducdo do contato celula-célula induzido pela EMT é acompanhada pelo aumento
da interagdo das células com a matriz extracelular (Levy-Adam et al, 2010). Durante a
migracdo celular, a interagdo com a matriz ocorre principalmente através de receptores
transmembranares da familia das integrinas. Todas as integrinas sdo heterodimeros de cadeias
a e B, onde a subunidade o esta associada ndo covalentemente a subunidade . J& foram bem
caracterizadas 8 subunidades 3 e 16 subunidades o, gerando, pelo menos, 22 heterodimeros

diferentes (Esquema 1). Durante a progressao tumoral, as interacdes entre as celulas tumorais
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e a matriz ocorrem principalmente pela integrina osP; que possui sitios de ligacdo para
fibronectina, as integrinas asf; ou agP4 que sdo capazes de se ligar a laminina, a integrina
ayf3 se associa a vitronectina e a integrina o Se liga ao colageno (Friedl & Wolf, 2003).

A migracdo das células tumorais pelo estroma também depende da expressdo de
diversas classes de proteases, que contribuem para a degradacdo e remodelamento da matriz
extracelular (Friedl & Wolf, 2008), como serino-proteases, catepsinas e metaloproteases.
(Onder et al 2008)

Assim, a perda de adesdo ceélula-célula associada ao aumento da interacdo com
proteinas de matriz e a expressao de proteases pelas células tumorais, aumentam seu potencial

metastatico.

Angiogénese

Conforme observado na Figura 2 (item f), & medida que as células tumorais proliferam
e 0 volume do tumor aumenta, o crescimento tumoral depende da formacdo de novos vasos,
para que haja suprimento de oxigénio e nutrientes suficiente para a manutencéo dessas celulas
(Sullivan & Graham, 2007; Zetter, 1998).

A formagdo da rede vascular pode ocorrer por dois processos diferentes:
vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese é responsavel pela formacdo do primeiro
plexo vascular durante a embriogénese. Os angioblastos proliferam, migram e se associam,
formando veias primitivas. O desenvolvimento dos vasos prossegue a medida que o0s
angioblastos se diferenciam em células endoteliais, formam o limen vascular e depositam
lamina basal ao redor dos vasos (Patel-Hett & D’ Amore, 2011). Ao longo da Ultima década,
estudos tém mostrado que a vasculogénese ndao € um processo exclusivo do periodo
embrionario. Em adultos, células progenitoras endoteliais (EPCs), sdo recrutadas em tecidos
isquémicos para auxiliar no processo de revascularizagdo dessas areas (Asahara et al, 1999;
Tongers et al, 2010). Ao contrario da vasculogénese que envolve células progenitoras, a
angiogénese ocorre pela formacao de novos vasos a partir do sprouting de células endoteliais
de vasos pré-existentes. Esse processo permite o aumento do plexo vascular durante o

desenvolvimento e a seu remodelamento ao longo da vida, regulando processos fisiologicos
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B1 B2 B3 Ba B5 Bé B7 B8
Coll; Lm
Coll; Lm
Lm;TSP-1
VCAM-1; MAdCAM-
Fn;TSP-1 VCAML;
Fn
E-caderina
Fn
Lm;TSP-1 Lm
Fn; Vn; Tn
Tn
Fn; Tn;
Opn; Fb
Fb; Vn; OPN; Vn Fn; Tn Col I; Lm;
Fn; VWF; Tn; (Opn; Fn; (Vn)
TSP-1 Fn)
Fb; Vm; Fn;
vWF
ICAM-1,2,3
Fx; Fb;
C3bi; ICAM-
1
ICAM-1; Fb;
C3bi
ICAM-3

Esquema 1 — Principais moléculas que atuam como ligantes para integrinas. Este esquema
foi adaptado de Kreis & Vale, 1999 e representa as principais moléculas
reconhecidas por diferentes tipos de integrinas: Colageno | (Col 1), Laminina
(Lm), Fibronectina (Fn), Tenascina (Tn), Osteopontina (Opn), Vitronectina
(Vn), Fibrinogénio (Fb), fator de von Willibrand (VWF), fator X (Fx),
molécula de adesdo da célula vascular (VCAM), molécula de adesdo
intercelular (ICAM), componente do complemento C3bi (C3bi), molécula de
adesdo celular adressina das mucosas (MadCAM), trombospondina 1 (TSP-
1) (Kreis & Vale, 1999).
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vitais como oxigenacdo, distribuigdo de nutrientes, pressdo sanguinea, entre outros (Patel-Hett
& D’Amore, 2011).

Em adultos saudaveis, o remodelamento vascular através da angiogénese e/ou da
vasculogénese ndo ocorre com frequéncia, exceto em processos inflamatorios, reparo tecidual
e em certas fases do ciclo reprodutivo feminino. Entretanto, a angiogénese pode ocorrer em
diversos disturbios patoldgicos como crescimento e metédstase tumoral, diabetes, artrite
reumatoide, entre outros (Liekens et al, 2001). Devido ao seu papel na progressao tumoral,
Folkman, prop6s que a inibicdo da angiogénese poderia ser utilizado como terapia anti-
tumoral (Folkman, 1971). A partir de entdo, aumentou-se o interesse em elucidar mecanismos
envolvidos na regulacdo da angiogénese.

Estimulos pré-angiogénicos, como fatores de crescimento, sdo liberados em areas
onde a formacdo de novos vasos é requerida. Células endoteliais especializadas, denominadas
células lideres (ou tip cells), sdo responsivas a fatores de crescimento, como o VEGF e déo
inicio a formac&o dos sprouts (Gerhardt et al, 2003). As células endoteliais secretam proteases
que levam a destruicdo da lamina basal. Em seguida, os pericitos se dissociam do vaso,
facilitando a migracéo das tip-cells em direcdo ao estimulo angiogénico. O estabelecimento
do lumen vascular ocorre a medida em que ha a proliferacdo e o alinhamento das células
endoteliais. A associagédo dos pericitos e a deposi¢do de lamina basal medeiam a estabilizagdo
do novo vaso formado (Ucuzian et al, 2010).

Ao contrario da rede vascular normal, 0s vasos que suprem o tumor formam uma rede
altamente desorganizada com veias tortuosas, dilatadas e com excessivos bifurcamentos,
gerando regiGes de hipOxia na massa tumoral. A exposicdo as baixas concentracGes de
oxigénio aumenta o potencial metastatico de células tumorais in vivo. Nessas condic¢des, ha o
aumento da expressdo de genes criticos para a disseminacdo tumoral (Sullivan & Graham,
2007). A presenca de juncBes endoteliais frouxas e a membrana basal descontinua formam
fenestras nos vasos que levam a hipermeabilidade da vasculatura e aumenta a pressdo
intersticial facilitando o intravasamento das células tumorais. A predominancia de fatores pro-
angiogénicos no microambiente tumoral tem sido apontada como principal fator da formacao
dessa rede vascular caotica, que facilita a saida das células do ambiente hostil do tumor
primario em direcdo a outros sitios de colonizagdo através da circulacdo (Carmeliet & Jain,
2000).
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VEGF

O VEGF (fator de crescimento de endotélio vascular) compreende uma familia de
genes que engloba seis diferentes glicoproteinas, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E e PIGF (placental growth fator). O VEGF (VEGF-A) foi identificado pela primeira
vez por Senger e Dvorak (Senger et al, 1983) como um indutor de permeabilidade vascular
secretado pelas células tumorais, sendo entdo denominado fator de permeabilidade vascular
(VPF). Mais tarde, esse fator foi também caracterizado como um mitdgeno especifico das
celulas endoteliais, sendo entdo denominado fator de crescimento endotelial vascular, VEGF
(Ferrara & Henzel, 1989).

O VEGF-A possui isoformas, resultantes de processamento transcricional alternativo,
com 121, 145, 165, 183, 189 e 206 aminoacidos (Figura 3). A presenca do éxon 6-7 confere
afinidade por heparan-sulfato e parece ser responsavel pela interagdio do VEGF com o0s
componentes da matriz extracelular (MEC). O VEGF¢s5 é a isoforma predominante e tem sua
expressao aumentada em diversos tumores solidos. Ocorre tanto de modo solivel quanto
imobilizado na matriz extracelular (Robinson & Stringer, 2001).

O VEGF imobilizado na MEC constitui um grande reservatorio de fator de
crescimento que pode ser liberado de modo gradual pela acdo de heparanases e de enzimas
proteoliticas especificas. Essas enzimas contribuem para a angiogénese pela degradacdo da
MEC, pela liberacdo do VEGF sequestrado e pela provavel regulacdo da atividade bioldgica
do VEGF (Houck et al, 1992).

A resposta celular ao VEGF é desencadeada pela sua ligacdo a receptores tirosina-
quinase, VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. A maior parte dos efeitos descritos para 0 VEGF
sdo mediados pela ligacdo das diferentes isoformas do VEGF-A ao receptor VEGFR-2
(Hicklin, 2004). As neuropilinas (NRP-1 e NRP-2) atuam como co-receptores de isoformas
especificas de VEGF, aumentando a afinidade dos ligantes aos seus respectivos receptores.
Proteoglicanos de heparan sulfato expressos na superficie celular podem atuar como sitios de
ligacdo ao VEGF e modular a ligacdo do fator de crescimento com seus receptores (Zachary
& Gliki, 2001).

As acgdes biologicas do VEGF nas células endoteliais compreendem o aumento da
proliferacdo, permeabilidade vascular, invasdo, migracao e sobrevivéncia celular. Todas essas
alteracOes desencadeadas pelo VEGF estdo presentes durante o processo de angiogénese tanto

em situacdes fisioldgicas quanto patologicas (Hicklin, 2004).
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Figura 3. Isoformas do VEGF. As isoformas do VEGF diferem pela presenca
de sequéncias codificadas pelo éxon 6 e 7. O tamanho do dominio
e 0s éxons dos quais as sequéncias sdo originadas sdo mostradas na
figura. Sitios de interacdo com receptores de VEGF (VEGFRS),
neuropilina 1 (NRP1) e proteglicanos heparans-sulfato (HSPG) sé&o
indicados na isoforma VEGF,, assim como alguns sitios de
clivagem proteolitica. “?” representa a ligacdo com componentes
da superficie celular e da MEC ainda ndo determinados (adaptado

A expressao de VEGF é induzida por diferentes fatores de crescimento e citocinas e
seus niveis também sdo regulados pela oxigenacdo do tecido. A atividade angiogénica
induzida por hipoxia é desencadeada pela ativacdo de HIFs (fatores induzidos por hipoxia).
Em condigdes de hipdxia, 0 HIF-1a ¢ estabilizado e acumula-se no nucleo, onde dimeriza
com o0 HIF-1p e desse modo interage com diversos fatores de transcri¢do resultando na
expressdo de numerosos genes relacionados a inducdo da angiogénese, como o VEGF (Harris,
2002). Por outro lado, niveis normais de oxigenacdo dos tecidos regulam negativamente a
producdo de VEGF, causando até a regressdo de alguns vasos recentemente formados
(Liekens et al, 2001).
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Fatores de crescimento e as células tumorais.

O répido crescimento da massa tumoral forma regifes de hipdxia no tumor que
induzem a liberacdo de VEGF, estimulando a angiogénese. Como ja descrito anteriormente, a
rede vascular presente nos tumores € mal formada e hiperpermeéavel. Provavelmente, essas
caracteristicas podem ser atribuidas a alteraces na producdo de VEGF pelas células tumorais
(Sullivan & Graham, 2007). O estresse hipoxico também atua como pressdao seletiva,
favorecendo a expansdo de células com potencial de apoptose reduzido (Van Meir 1996), e
consequentemente, aumentando a agressividade das mesmas.

Diversos estudos mostram a presenca de receptores de VEGF em linhagens de mama e
préstata, como VEGFR-1, VEGFR-2 e neuropilinas, indicando que elas respondem de modo
autocrino ao VEGF produzido. O VEGF pode atuar como fator de sobrevivéncia nas células
tumorais além de aumentar seu potencial proliferativo e migratério (Chevalier et al, 2002;
Price et al, 2001).

A presenca do VEGF no microambiente tumoral tem entdo um papel fundamental na
progressdo tumoral. Além de promover um comportamento agressivo do tumor pela ligacéo a
receptores nas células tumorais, ele aumenta a permeabilidade vascular através da ativacdo de
receptores nas células endoteliais, favorecendo a passagem das células tumorais através dos
Vasos sanguineos.

O fator de crescimento do fibroblasto (FGF) é representado por uma familia de 23
polipeptideos que compartilham de 19-71% de homologia na composi¢do de aminoacidos. Os
FGFs sdo potentes mitdgenos e desempenham importantes funces durante a embriogénese,
diferenciacéo celular e angiogénese (Ornitz & Itoh, 2001).

A atividade biologica dos FGFs depende da sua interacdo com heparans-sulfato. Essas
interacdes protegem os FGFs da desnaturacdo térmica e da prote6lise, além de limitar a
difusdo desses fatores de crescimento pelo estroma, uma vez que algumas isoformas do FGF
ficam imobilizadas na matriz extracelular pela ligacdo com heparans-sulfato de matriz. A
liberacdo dessas isoformas depende da agdo de enzimas que clivam heparans-sulfato (Ornitz,
2000).

Os receptores de FGF (FGFRs) sdo do tipo tirosina-quinase, e a sua ativacdo tambem
depende da presenca de heparans-sulfato. Ornitz e colaboradores mostraram que em células
tratadas com enzimas de degradagdo de heparans-sulfato, a ativagcdo do FGFR pelo FGF sé
ocorre na presenca de heparina (Ornitz et al, 1992). A ligacdo do FGF com seus receptores

ndo é suficiente para levar a ativacdo dos FGFRs. Para isso, é necessario a presenca de
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heperans-sulfato solUveis ou associados a superficie celular, que quando associados ao FGF,
induzem a dimerizagdo dos FGFRs e o desencadeamento da resposta bioldgica (Plotnikov et
al, 1999).

Alteracdes na expressdo dos FGFs e seus receptores estdo associados a diversos tipos
de céncer. Em tumores de prostata, diversas isoformas do FGF sdo superexpressas, como
FGF1, FGF2, FGF6, FGF8 e FGF 17(Giri et al, 1999; Heer et al, 2004; Ropiquet et al, 2000).
A liberacdo de FGF-2 no estroma tumoral prostatico tem um efeito tumorigénico nas células
epiteliais adjacentes (Yang et al, 2008). Em linhagens humanas de tumor de mama, a ativacéo
do FGFR1 leva ao aumento da proliferacdo, sobrevivéncia e potencial invasivo das células
(Xian et al, 2005).

O fator de crescimento epidermal (EGF) teve sua estrutura primaria descrita pela
primeira vez em 1972 (Savage et al, 1972). Décadas depois, foram identificadas moléculas
codificadas por genes distintos e que também se ligavam a receptores de EGF. Estas
moléculas geravam respostas mitogénicas e possuiam em comum um motivo de 40-45
aminoéacidos, contendo 6 residuos de cisteina, denominado dominio tipo EGF (Carpenter &
Cohen, 1990). A familia de receptores de EGF é composta por 4 membros, ErbBl (EGFR,
HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3(HER3) e ErbB4(HER4), todos eles sdo receptores do tipo
tirosina-quinase. Ja foram descritos dez ligantes para esses receptores, que podem ser
divididos em 3 grupos de acordo com sua especificidade. O primeiro grupo inclui o EGF,
anfirregulina (AR) e o fator de crescimento de transformacdo-a (TGF-a), que se ligam
exclusivamente ao ErbB1. O segundo, inclui fator de crescimento epidermal com ligacdo a
heparina (HB-EGF), betacelulina (BTC) e epirregulina (EPR), que se ligam ao ErbBl e
ErbB4. O ultimo grupo inclui 4 membros da familia das neurregulinas (NRG1, NRG2, NRG3,
NRG4) que se ligam ao ErbB3 e ErbB4. N&o ha ligantes especificos descritos para o ErbB2,
mas ele forma heterodimeros com os outros tipos de ErbBs (Mahtouk et al, 2006). As
respostas mediadas pela ativacdo dos EGFRs regulam processos da biologia celular como
diferenciacdo durante o desenvolvimento embrionario, proliferacdo, sobrevivéncia e
motilidade de diversos tipos celulares (Schneider & Wolf, 2009).

Estudos indicam que o HB-EGF requer a associacdo com heparans-sulfato para se
ligar e ativar seus receptores, induzindo proliferacdo e migracédo celular (Takazaki et al, 2004;
Aviezer & Yayon, 1994). Evidéncias tém mostrado que o HB-EGF tem sua expressao
aumentada em diversos tipos de tumores, como melanoma, glioblastoma e cancer gastrico,

sendo o principal ligante de EGFRs encontrado em tumores de ovario (Miyamoto et al, 2006).
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A ativacdo de EGFRs induz a producdo de VEGF pelas células tumorais, aumentando
a agressividade do tumor. Inibidores da atividade quinase desses receptores reduzem a
expressao de VEGF e diminuem a migracdo das células endoteliais em direcdo as celulas
tumorais (Hirata et al, 2002).

Vias de sinalizacao ativadas por fatores de crescimento — PIBK/AKT e MAPKS.

A via PI3K/AKT (Figura 4) esta envolvida na maioria das respostas disparadas por
fatores de crescimento. A ligacdo dos fatores de crescimento e a ativacdo de seus receptores
leva ao recrutamento de uma proteino-quinase especifica, denominada PI3K (quinase do
fosfatidil inusitol 3), para a membrana plasmatica. A PI3K ativada, catalisa a transferéncia de
um grupo fosfato do ATP para o fosfatidilinositol 4,5- bifosfato (PIP2), gerando o
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP3 recruta duas proteino-quinases para a
membrana celular, a AKT, também denominada PKB, e a PDK1 (quinase dependente de
fosfatidil inositol). Apds a sua ligacdo ao PIP3 na face citosolica da membrana, a AKT muda
de conformacdo e exp0e residuos de serina e treonina (serina 473 e treonina 308), que podem
ser fosforilados pela PDK1, tornando-a ativada (Liang & Slingerland, 2003). A AKT ativada
de dissocia da membrana plasmatica e pode fosforilar diferentes proteinas. Os alvos da AKT
podem ser divididos em trés grupos: proteinas apoptoéticas, fatores de transcri¢cdo e outras
proteino-quinases. A AKT fosforila e inativa diretamente 2 proteinas pro-apoptoticas, a BAD
(promotor de morte associado ao Bcl-2) e a caspase-9, promovendo a sobrevivéncia celular
(Song et al, 2005). O fator de transcrigdo NfkB ¢ ativado pela AKT e regula a transcri¢do de
diversos genes que controlam a sobrevivéncia e proliferacdo celular. A inativacdo da
glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) pela AKT pode regular a estabilidade e a sintese de
proteinas envolvidas na progressao do ciclo celular (Manning & Cantley, 2007).

Fatores de crescimento como EGF, VEGF e FGF podem modular a progressdo
tumoral através da ativagdo da AKT. Como j& descrito, 0 EGF induz a expressao do VEGF.
Este processo depende da modulacgdo da via da AKT, levando a ativagéo do HIF-1 (Laughner
et al, 2001). Recentemente foi descrito, em células de tumor de mama, que o FGF controla a
transicdo da fase G,/M do ciclo celular através da ativagdo da AKT (Browaeys-Poly et al,
2009). Além disso, sabe-se que o VEGF pode atuar como fator de sobrevivéncia em células
de melanoma e aumentar seu potencial proliferativo e migratdrio, através da ativacdo da via
de sinalizagdo PIBK/AKT (Graells et al, 2004).
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Outra via de sinalizacdo envolvida nas repostas a fatores de crescimento € a via das
proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) (Figura 4). Elas formam uma
superfamilia de proteino-quinases que englobam as MAPKK quinases, também conhecidas
como RAFs, que ativam as MAPK quinases, denominadas MEK, que tem como alvo as
MAPK (Figura 5). A ativacdo dessas proteinas ocorre com a dupla fosforilagdo em residuos
de treonina e tirosina. Dependendo do estimulo extracelular, diferentes MAPKs (ERK1/2,
JNK12/3, p38 quinases e/ou ERK5) podem ser ativadas ao final da cascata de sinalizacédo
(Roberts & Der, 2007). Geralmente, a via da ERK é ativada por fatores de crescimento,
enquanto as vias da JNK, p38 e ERK5 sédo ativadas também pelo estresse celular. Além de
regular a atividade de outras proteinas diretamente pela fosforilagdo, como por exemplo,
proteinas do citoesqueleto, as MAPKSs podem translocar para o nucleo e fosforilar fatores de
transcricao, que ativam e regulam a expressdo de genes relacionados a proliferacdo, migracéo,
sobrevivéncia, diferenciacéo e angiogénese (Henson & Gibson, 2006; Dhillon et al, 2007).

A ligagdo do FGF-2 ao FGFR e ao heparan-sulfato leva a ativagdo da ERK e
evidéncias mostram que o proprio heparan-sulfato também pode atuar como receptor do
FGF2 e disparar a via das MAPKSs. Este fato foi observado em uma linhagem bovina de
celulas vasculares do musculo liso, nas quais 0 FGFR estava inibido (Chua et al, 2004). O
VEGF e 0 EGF também induzem a ativacdo da via das MAPKs. Mutacgdes em efetores desta
via sdo frequentes em tumores e alteram as respostas desencadeadas pelo EGF, aumentando a
sinalizacdo induzida pela ERK (Mendelsohn & Baselga, 2003). Além disso, 0 aumento da
proliferacdo, sobrevivéncia celular e migracdo de células de melanoma em resposta ao VEGF,
além de envolver a ativacdo da AKT, como descrito acima, também depende da modulacao
das MAPK (Graells et al, 2004).

Interacgdes entre as células tumorais e as celulas vasculares.

As células tumorais sdo submetidas a um microambiente hostil dentro da circulagéo e
a sua sobrevivéncia é crucial para o extravasamento e o estabelecimento de novos focos
metastaticos. A ativacdo plaquetaria parece ter um papel fundamental na protecédo das células
tumorais dentro da circulacdo. A adesédo entre plaquetas e células tumorais e a deposi¢édo de
fibrina formam heteroagregados que dificultam o reconhecimento das células tumorais por
células do sistema imune (Gay & Felding-Habermann, 2011). Além disso, estudos

morfolégicos mostraram a presenca de plaquetas e fibrina associadas as células tumorais que
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estdo ancoradas em regides de microvasculatura. A associacdo entre plaquetas e células
tumorais circulantes pode ser importante também para o ancoramento das células tumorais ao
endotélio durante o extravasamento (Im et al, 2004).

Tanto a interacdo entre as células tumorais com plaquetas quanto com o endotélio é
mediada por moléculas de adesdo que reconhecem carboidratos expressos na superficie das
células tumorais (Brown et al, 2006).

Transformacdes neoplasicas estdo associadas ao aumento da expressao de carboidratos
na superficie celular, que parecem favorecer o fenotipo invasivo das células transformadas
(Dall’Olio & Chiricolo, 2001), uma vez que aumentam a interacdo das células tumorais com
moléculas de adesdo do endotélio e das plaquetas.



Fator de
crescimento . receptor

Figura 4. Representacdo das vias de sinalizagcdo PISBK/AKT e MAPK (adaptado de
<http://www.biooncology.com/therapeutic-targets/pi3k/index.html>,
acesso em 03/02/2012)
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Figura 5. Cascata de sinalizacdo MAPK (adaptado de Roberts & Der, 2007).
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O ancoramento das células tumorais ao endotélio e o papel das selectinas.

As células tumorais circulantes devem estabelecer interagdes com o endotélio para
diminuir a sua velocidade na circulacdo. A formacdo de ligacdes transientes entre carboidratos
expressos na superficie das células tumorais e selectinas expressas nas células endoteliais leva
ao rolamento das células tumorais sobre o endotélio (Krause & Turner, 1999). Essa interacdo
ativa integrinas especificas que medeiam ligacOes célula-célula e formam ligacGes mais fortes
entre as células tumorais e o endotélio permitindo assim o ancoramento que precede 0
extravasamento em dire¢do a novos sitios no organismo (Paschos et al, 2009).

As selectinas compdem uma familia de moléculas de adesdo celular transmembranar
gue medeiam ligacdes heterotipicas entre seu dominio lectina e carboidratos associados aos
seus ligantes. O dominio citoplasmatico das selectinas permite que elas também atuem como
receptores de sinalizagéo celular (Alberts et al, 2010).

A L-selectina é expressa constitutivamente em quase todos os tipos de leucécitos e se
associa a ligantes expressos em linfonodos periféricos, no endotélio ativado, em outros
leucdcitos e em diversos tipos de células tumorais (Kansas, 1996). A interacdo entre a L-
selectina e ligantes expressos no endotélio em locais de ancoramento intravascular das células
tumorais parece auxiliar no rompimento da barreira endotelial, facilitando assim a migragéo
transendotelial das células tumorais (Laubli et al, 2006).

A E-selectina é expressa nas células endoteliais mediante a estimulos pro-
inflamatorios, como TNF-a, e o pico de sintese ocorre entre 4 ¢ 6 horas apds a ativagdo do
endotélio (Bevilacqua et al, 1987). A ligacdo da E-selectina a carboidratos expressos na
superficie das células tumorais dispara uma resposta intracelular de co-ativacdo das vias
ERK/Src e p38/MLC. A ativacdo das quinases ERK/Src leva a dissociacdo do complexo VE-
caderina/p-catenina e a ativagdo da via p38/MLC leva a formacdo de fibras de estresse
(Tremblay et al, 2006). Juntas, essas vias regulam a tenséo celular e a integridade das juncdes
endoteliais aumentando a permeabilidade do endotélio. Assim, a presenca de ligantes de E-
selectina em células tumorais aumenta seu potencial metastatico, uma vez que esta interacéo
aumenta a permeabilidade endotelial, favorecendo a saida destas células da circulagéo.

A P-selectina € estocada nos granulos-alfa plaquetarios e nos corpos de Weibel-Palade
nas células endoteliais. A presenca de estimulos como trombina e histamina levam a fuséo
destas vesiculas com a membrana plasmatica fazendo com que a P-selectina seja rapidamente
expressa na superficie do endotélio ou plaquetas (McEver et al, 1989). A expressdo de P-

selectina também pode ser regulada a nivel transcricional pela ativagdo das células endoteliais
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por citocinas como TNF-a ¢ IL-6 (Zhang et al, 2011). Como ja descrito anteriormente, 0s
heteroagregados formados entre plaquetas e células tumorais formam microembolias que
podem facilitar a interacdo dessas células com o endotélio. Carboidratos expressos na
superficie das celulas tumorais medeiam a interagdo com as plaguetas e com o endotélio,
através da ligacdo com a P-selectina (Laubli & Borsig, 2010).

As selectinas auxiliam no processo de ancoramento das células tumorais e do
extravasamento das mesmas, uma vez que as interacdes de ligantes tumorais a receptores

endoteliais alteram a permeabilidade e até mesmo a integridade do vaso (Miles et al, 2007).

Polissacarideos e a biologia tumoral.

Os polissacarideos expressos na superficie de células tumorais e presentes nos tecidos-
alvo em que essas células irdo colonizar sdo fundamentais para os principais eventos da
tumorigénese e da metastase.

Os acidos sialicos sdo carboidratos com carga negativa e tem sua expressao aumentada
em glicoconjugados presentes em diversos tipos de células tumorais. O aumento da expressao
de &cidos sialicos em tumores pode contribuir para a diminuicdo da adesdo celular, pois a
presenca de cargas negativas na superficie celular pode gerar repulsdo entre as células
adjacentes, facilitando o descolamento da célula da massa tumoral e a migracdo pelo estroma
(Fuster & Esko, 2005).

Como ja descrito, durante a disseminacdo tumoral pela circulacdo, as células tumorais
estabelecem interagcdes com plaquetas, leucdcitos e o endotélio. Essas intera¢des ocorrem pela
ligacdo de carboidratos expressos na superficie das células tumorais com as selectinas. Os
polissacarideos fucosilados como sialyl-Lewis* e sialyl-Lewis® sdo os determinantes mais
comuns em ligantes de selectinas. Estudos clinicos mostram que a expressdo desses antigenos
em células tumorais esta diretamente relacionada com a metastase, com a progressao tumoral
e com um mau progndstico (Brown et al, 2006).

As mucinas contendo motivos do fator de crescimento epidermal (EGF) séo expressas
em células tumorais de mama e interagem com receptores de EGF, levando a fosforilacdo dos
receptores mesmo sem a interacdo com seus ligantes (Hollingsworth & Swanson, 2004). O
crescimento tumoral também pode ser regulado diretamente pela interacdo de polissacarideos,
como heparan sulfato, com fatores de crescimento sollveis, atuando como co-receptores
(Savore et al, 2005).
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A heparina é um grupo de glicosaminoglicanos composto por polissacarideos
sulfatados de peso molecular variado e é usada a mais de 65 anos como droga antitrombotica.
Estudos realizados por Skyner e colaboradores mostraram que polissacarideos sulfatados,
como heparinas e fucoidans, se ligam a P-selectina (Skinner et al, 1991). A ligacdo da
heparina com a P-selectina interfere na interacdo das plaquetas e do endotélio com os
determinantes Sialyl Lewis ¥ expressos, por exemplo, nos neutréfilos e nas células tumorais.
Nas ultimas décadas, a heparina vem sendo explorada pelo potencial anti-inflamatério e anti-
metastatico (Fritzsche et al, 2006).

A heparanase é encontrada em diversos tumores e aumenta o potencial invasivo das
células tumorais, pois degrada heparans-sulfato que compdem a MEC, facilitando a migracéo
celular e liberando fatores de crescimento imobilizados na MEC (llan et al, 2006). Estudos
mostram que polissacarideos derivados de heparina podem inibir degradacdo de heparans
sulfato pela heparanase in vitro e assim, diminuir a capacidade metastatica das células que
expressam essa enzima (Miao et al, 1999).

Apesar da sua acdo anti-metastatica, a utilizacdo da heparina na clinica ainda é

limitada devido ao risco de uma hemorragia pela sua acdo anticoagulante.

Fucanas sulfatadas

Fucanas sulfatadas extraidas de algas e invertebrados marinhos estdo entre 0s
polissacarideos sulfatados mais estudados. As fucanas sdo formadas por repeticdes de L-
fucose sulfatada (Figura 6) e sd@o encontradas em macroalgas e em equinodermos, como
pepino-do-mar e ourico-do-mar. A estrutura das fucanas extraidas de algas (também
denominadas fucoidans) é bastante complexa e heterogénea, o que torna dificil a sua
elucidacdo estrutural completa (Berteau & Mulloy, 2003). As fucanas encontradas em
invertebrados marinhos possuem uma estrutura muito mais simples e homogénea . Elas séo
formadas por polissacarideos lineares contendo unidades repetidas de mono, tri ou
tetrassacarideos, que sdo definidas pelo padrdo de sulfatacdo das estruturas (Mulloy et al,
1994).
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Figura 6. A estrutura basica de um residuo de fucose com ligagdo 1—3, presente em
diversas fucanas de organismos marinhos. R pode ser hidrogénio, sulfato ou
uma cadeia lateral de fucose ou galactose (modificado de Mulloy et al, 1994).

As fucanas sdo encontradas no revestimento corporal dos pepinos-do-mar e pouco se
sabe sobre seu papel biologico, mas acredita-se que esta relacionado com manutencdo da
integridade da parede corporal (Mourdo & Bastos, 1987). As fucanas de ouricos-do-mar séo
extraidas do gel que envolve o évulo do ourico e sdo espécie-especificas. Nesse grupo, tanto a
fémea quanto o macho liberam seus gametas na agua e a fertilizacdo ocorre de modo extra-
corporeo. Sendo assim, para que a fertilizacdo ocorra com sucesso, a producao e liberacdo dos
gametas dos machos e fémeas devem ser sincronizados e, uma vez liberados, devem interagir
com gametas da mesma especie, evitando a fertilizagdo cruzada entre duas espécies diferentes
(Vilela-Silva et al, 2008). As fucanas tém um papel fundamental nesse processo, pois elas
induzem a reacdo acrossomica (mudancas no espermatozdide para que haja a fertilizacdo do
ovulo). Como cada espécie produz uma fucana diferente, a reacdo acrossémica sé ocorre em
espermatozoides da mesma espécie, diminuindo assim as chances da fertilizacdo
interespecifica (Alves et al, 1997).

Diversos estudos tém abordado as propriedades bioldgicas das fucanas em sistemas
mamiferos, mostrando que elas podem ter atividades anticoagulante, antiadesiva, anti-
inflamatdria e antimetastatica, de acordo com a sua estrutura (Tang et al, 2006; Pomin &
Mourdo, 2008). Embora as fucanas extraidas de algas possuam potentes acgdes
farmacoldgicas, a heterogeneidade e complexidade estruturais ndo permitem um total
entendimento das suas propriedades bioquimicas e com isso € dificil estabelecer uma relacéo

entre a estrutura quimica e a funcdo bioldgica desses compostos. Por outro lado, fucanas
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extraidas de invertebrados marinhos tém suas estruturas bem caracterizadas, 0 que torna mais
facil o entendimento das suas atividades biologicas. Assim, estas fucanas tém sido
preferencialmente escolhidas para estudos farmacoldgicos que visam o desenvolvimento de
novas drogas (Pomin, 2009).

Nosso grupo vem colaborando com o grupo do professor Paulo Mouréo do Instituto de
Bioquimica Médica na Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, que possui estudos
que investigam a atividade anti-coagulante e anti-trombotica de fucanas extraidas de
invertebrados marinhos. Nossa colaboracgéo visa estudar a influéncia de polissacarideos com
baixa atividade anti-coagulante na biologia tumoral (Esquema 2). As fucanas cedidas pelo
prof. Paulo Mourdo sdo extraidas do gel do 6vulo das seguintes espécies de ourigco-do-mar:
Lytechinus variegatus, Strongylocentrotus franciscanus, Strongylocentrotus pallidus, Arbacia
lixula e Strongylocentrotus droebachiensis (Figura 7).

Como ja mencionado, a heparina possui atividades anti-tumorais e devido a sua
potente acdo anti-coagulante, o risco de hemorragias restringe seu uso na clinica. Durante o
desenvolvimento deste trabalho, iremos comparar o efeito das fucanas com o efeito da
heparina na atividade anti-tumoral. Assim, se as fucanas apresentarem melhores respostas,

podem ser boas candidatas para alternativas ao uso da heparina.
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Origem do polissacarideo | APTT (IU/mg)
L. variegatus 3
&, franciscans =2
S. pallidus 18
S. droebachiensis ~1
A lixula =1
Heparina 193

Quadro 1. Potencial anticoagulante dos polissacarideos sulfatados determinado pelo
tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT). (modificado de Pereira et al

1999, Pereira et al 2002 e Pomin, 2009).
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Figura 7. Unidades de repeticdo das fucanas sulfatadas e da heparina (modificado de Berteau
& Mulloy, 2003).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Em virtude do que foi relatado anteriormente mostrando a importancia dos
polissacarideos sulfatados na biologia tumoral temos como objetivo geral avaliar, através de
ensaios in vitro, o efeito de fucanas extraidas de diferentes espécies de ouri¢co-do-mar
(Lytechinus variegatus, Strongylocentrotus franciscanus, Strongylocentrotus pallidus,
Arbacia lixula e Strongylocentrotus droebachiensis) na modulacdo de diferentes etapas da
progressdo tumoral (adesdo, migracdo, proliferacdo e viabilidade celular), utilizando como
modelo linhagens de células de tumor de prostata. Pretendemos ainda esclarecer alguns

mecanismos celulares envolvidos nesses eventos.

1.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o papel das diferentes fucanas sulfatadas na adesdo das células tumorais de
préstata as células endoteliais e a matriz subendotelial.

e Estudar o efeito das fucanas sulfatadas na migracdo transendotelial das células
tumorais de prostata.

e Investigar o papel das fucanas sulfatadas na proliferacdo e na viabilidade das células
tumorais de prostata.

e Auvaliar a possivel interacdo das fucanas sulfatadas com fatores de crescimento e a

modulacg&o de vias de sinalizacdo intracelular induzidas por estes fatores.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagens tumorais

Foram utilizadas as linhagens tumorais de prostata humana androgenos-
independentes, PC-3 — proveniente de metastase 0ssea - e DU-145 — proveniente de metastase
cerebral- obtidas da ATCC (American Type Culture Collection/EUA). As células foram
expandidas em frascos de cultura de 75cm? em meio RPMI (SIGMA-ALDRICH)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), L-glutamina (2 mM),
antibidticos (penicilina/estreptomicina 500 pug/mL e cipro 5 pg/mL) e fungisona (2,5 pug/mL)
e mantidas em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO, até atingirem sub-confluéncia.

Para a utilizagdo nos ensaios, as células foram descoladas dos frascos cultura
utilizando-se tripsina 0,025% diluida em uma solugdo de NaCl 0,14 M, NaHPO4 9 mM, KClI
3 mM, vermelho de fenol 0,02% e EDTA 0,02% (solucdo Versene). As células foram
incubadas com esta solucdo por 5 minutos a 37°C e para paralisar a reacdo foi acrescentado
meio contendo SFB. Em seguida, as células forma centrifugadas a 180 x g e 0 sobrenadante
foi descartado. As células ficaram incubadas em meio RPMI com 10% SFB por 1 hora para a
recuperacdo de seus receptores de membrana. O nimero de células foi estabelecido por

contagem em hemocitdémetro e ajustado de acordo com o ensaio.

2.2 Cultura de Células Endoteliais da Veia Umbilical Humana (HUVEC).

As HUVECs foram obtidas pelo tratamento de veia de corddes umbilicais humanos
com a enzima colagenase e cultivadas segundo modificacdes da técnica descrita por Jaffe e
colaboradores (Jaffe et al, 1973).

Os corddes umbilicais foram obtidos do Hospital-Maternidade Carmela Dutra, no Rio
de Janeiro, até no maximo 24 horas apds o parto e armazenados a 4°C em frascos com PBS
estéril, pH 6,5, contendo glicose 0,111 M ( PBS-glicose).

O procedimento para obtencdo de celulas endoteliais da veia umbilical humana foi
realizado em camara de fluxo laminar. Apos assepsia externa do corddo com gaze estéril, a
veia do corddo foi canulada nas duas extremidades com canulas de metal e lavada com PBS

rico em glicose a 37°C. As células foram descoladas da parede interna da veia com a adicao
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de colagenase tipo IV 0,1% em PBS-glicose. Os cordfes foram mantidos a 37°C por 10
minutos e depois as células foram coletadas em um tubo contendo meio 199 (M199)
complementado com 20% de SFB, L-glutamina 2 mM, fungisona 2,5 pg/mL e os antibidticos
penicilina/streptomicina 500 pg/mL e cipro 5 pg/mL. A suspensdo celular foi submetida a
uma centrifugacdo a 180 x g durante 10 minutos para sedimentacdo das células, que depois
foram ressuspensas em M199 com 20% de SFB.

A suspensdo celular foi distribuida em garrafas de cultura de 25 cm? de érea,
previamente recoberta com gelatina 1% estéril. As garrafas de cultura priméaria foram
mantidas em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO,. O meio de cultura das garrafas foi
substituido a cada dois dias por meio novo suplementado com SFB e antibidticos até que
atingissem a confluéncia.

Para obtencdo das subculturas, as culturas priméarias em confluéncia foram incubadas
por 5 minutos a 37°C com solucdo Vérséne contendo tripsina 0,025% e em seguida
centrifugadas a 180 x g. O sobrenadante foi descartado e as HUVECs ressuspendidas em
M199 com 20% SFB e antibidticos. As células foram replaqueadas em garrafas de 75 cm?
previamente recobertas com gelatina 1% esteéril e crescias em atmosfera umida a 37°C com
5% CO, ate atingirem confluéncia.

Para a utilizacdo das células nos ensaios, apds serem descoladas dos frascos de cultura
com tripsina, conforme descrito acima, o nimero de células foi estabelecido por contagem em

hemocitémetro e ajustado de acordo com o ensaio.

2.3 Polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados utilizados neste trabalho foram extraidos do gel que
envolve os oOvulos das seguintes espécies de ourico do mar: Lytechinus variegatus,
Strongylocentrotus  pallidus, Arbacia lixula, Strongylocentrotus droebachiensis,
Strongylocentrotus franciscanus, segundo técnica descrita por Alves e colaboradores (Alves
et al, 1997) no Instituto de Bioquimica Médica, pelo grupo do professor Paulo Mourdo. A
heparina utilizada nos ensaios foi obtida de intestino suino e cedida pela empresa Cristéalia.
Essa preparagdo foi analisada no laboratorio do prof. Paulo Mourdo e atende a todas as
exigéncias das Farmacopéicas Brasileira, Americana e Européia. Seu peso molecular é de

aproximadamente 14 KDa.
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2.4 Adesdo das células tumorais @a monocamada endotelial.

As subculturas de HUVECs foram retiradas da garrafa com tripsina, como descrito
anteriormente, e plaqueadas em placas de 24 pocos previamente tratadas com gelatina 1%
(1x10° células/cm?) em M199 complementado com 20% SFB, L-glutamina, antibiéticos e
crescidas em atmosfera imida a 37°C com 5% CO; por 48h_Os pogos foram lavados 3 vezes
com M199 e a monocamada endotelial foi incubada por 4 horas com TNF-a (Ing/mL) em
M199 contendo 0,1% BSA (SIGMA-ALDRICH). Apés este periodo, os pogos foram lavados
3vezes com M199 e incubados com os polissacarideos diluidos em meio RPMI com 0,1%
BSA por 30 minutos (1, 10, 100 pg/mL).

As células tumorais com suas membranas previamente marcadas com o fluorocromo
vermelho (PKH 26/SIGMA-ALDRICH), de acordo com as instru¢bes do fornecedor, foram
plaqueadas sobre a monocamada endotelial (0,15 x10° células/cm?) em meio RPMI contendo
0,1% BSA. A interacdo ocorreu por 45 minutos em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO,,
Apbs o tempo de incubacéo, os pocos foram lavados 3 vezes com meio RPMI para retirar as
células tumorais que ndo estavam aderidas a monocamada e 0s pocos foram incubados por 10
minutos com paraformaldeido 3,7%, diluido em PBS para a fixacdo das células. Os pocos
foram lavados 3 vezes com PBS e as células visualizadas em microscopio de fluorescéncia
invertido (Olympus 1X71). A quantificacdo das células tumorais aderidas ocorreu pela
contagem de 10 campos aleatérios em um aumento de 400 vezes. Todas as condi¢des foram

feitas em triplicata.

2.5 Adesdo das células tumorais em matriz subendotelial.

As HUVECs foram plaqueadas em placa de 96 pocos previamente tratados com
gelatina 1% (1,8x10° células/cm?) em M199 complementado com 20% SFB, L-glutamina e
antiobidticos e crescidas por 48h em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO..

Os pogos foram lavados 3x com M199 e as células lisadas com PBS contento CaCl,
0,001M (PBS-Ca”"), Triton X-100 0,1%, NH,OH 0,1 M e inibidores de protease (PMSF 1
mM e leupeptina 40 pM) a 4°C. Os restos celulares foram eliminados por sucessivas lavagens
delicadas com PBS gelado. A rede proteica restante, invisivel ao microscépio éptico, é o que
chamaremos de matriz imobilizada livre de células, na qual é possivel detectar elementos da

matriz extracelular por técnicas imunocitoquimicas. A matriz subendotelial foi incubada com
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1% de BSA em PBS-Ca*® a 37°C por 2 horas para o blogueio de eventuais interacdes
inespecificas em regides que ndo tenham sido recobertas por matriz subendotelial, diminuindo
assim a possibilidade das células tumorais aderirem em outras regides que nao aquelas
cobertas pelas proteinas da matriz. Depois do bloqueio, as matrizes foram lavadas 3 vezes
com M199 e incubadas com os polissacarideos (1, 10, 100 pg/mL) em meio RPMI contendo
0,1% BSA por 30 minutos a 37°C. As células tumorais foram descoladas com tripsina diluida
em Verséne e plaqueadas (0,9x10° células/cm?) sobre a matriz subendotelial. A interacéo
ocorreu por 1 hora em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO, A quantificacdo das células
aderidas foi baseada no método do MTT, no qual a reducdo metabdlica do MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) por desidrogenases associadas ao NADPH e
ao NADH, resulta na producédo de cristais de formazano, intensamente coloridos no interior
das células. Estes podem ser dissolvidos com solventes organicos, como por exemplo o
isopropanol, permitindo a sua quantificacdo atraves da espectrofotometria. Apos o tempo de
incubacdo, os poc¢os foram lavados 3 vezes com meio RPMI para a retirada de células que nédo
estavam aderidas & matriz e incubados com 1mg/mL MTT diluido em meio de cultura por 2
horas em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO,. O sobrenadante foi retirado e 0s pocos
incubados com 100 uL de isopropanol para a lise das células e a solubilizacdo dos cristais de
MTT. A absorvancia do extrato foi lida a 595 nm no espectrofotdmetro (Multiskan
Spectrum/Thermo Scientific). A quantificacdo das células foi feita com base em uma curva
padrdo obtida com as células tumorais e que receberam 0 mesmo tratamento com MTT como

descrito acima.

2.6 Migracao transendotelial das células tumorais.

As HUVECs (1,8x10° células/cm?) foram plaqueadas em insertos de policarbonato
contendo poros de 8um (BD Biosciences) tratados com gelatina 1% em M199 com 20% SFB.
Os insertos foram colocados em placa de 24 pocgos contendo M199 contendo 0,1% BSA,
delimitando assim duas regides do sistema: uma luminal (superior) e uma abluminal (inferior)
(Figura 8). As células cresceram em atmosfera Umida a 37°C com 5% CO, por 48 horas.
Apos esse tempo, as HUVECs foram lavadas 3 vezes com M199 e incubadas por 4 horas com
TNF-a (Ing/mL) em M199 com 0,1% BSA. Os insertos foram lavados 3 vezes com M199 e
incubados com os polissacarideos (100 pg/mL) em meio RPMI contendo 0,1% BSA, em

atmosfera umida a 37°C com 5% CO; por 30 minutos (a regido abluminal do sistema foi



43

completada com 800ul de meio RPMI com 5% SFB). As células tumorais com suas
membranas previamente marcadas com o fluorocromo vermelho (PKH 26/SIGMA-
ALDRICH), de acordo com as instrucbes do fornecedor, foram plaqueadas sobre a
monocamada endotelial (0,9x10° células/cm?) em meio RPMI contendo 0,1% BSA. A
interacdo ocorreu por 16 horas em atmosfera imida a 37°C com 5% CO, Apds o tempo de
incubagdo, as células que ndo transmigraram foram retiradas do lado superior da membrana
com o auxilio de hastes flexiveis de algoddo. Os insertos foram lavados e incubados por 10
minutos com paraformaldeido 3,7%, diluido em PBS para a fixacdo das células. Os pocos
foram lavados 3 vezes com PBS e as células visualizadas em microscopio de fluorescéncia
invertido (Olympus 1X71). A quantificacdo das células tumorais que transmigraram ocorreu
pela contagem de 10 campos aleatérios em um aumento de 400 vezes. Todas as condicdes

foram feitas em triplicata.

2.7 Ensaios de proliferacdo celular.

As células tumorais foram plaqueadas em placa de 96 pocos (0,3x10°céluas/cm?) em
meio RPMI com 10% SFB e aderiram por 2 horas em atmosfera imida a 37°C com 5% CO,,
Os pocos foram lavados 3 vezes com meio RPMI e incubados com os polissacarideos (100
pg/mL) em meio RPMI contendo 5% SFB ou VEGF 10 ng/mL, em atmosfera imida a 37°C
com 5% CO; por diferentes tempos (24, 48 e 72 horas). Alguns poc¢os foram incubados com
MTT (1mg/mL) para quantificar o nimero de células aderidas em 2 horas. Ap6s o tempo de
incubagdo, os pogos foram lavados 3 vezes com meio RPMI e incubados com MTT diluido
em RPMI (Img/mL) por 2 horas em atmosfera imida a 37°C com 5% CO,. O sobrenadante
foi retirado e os pogos incubados com 100uL de isopropanol absoluto para a lise das células e
a solubilizacdo dos cristais de MTT. A absorvancia do extrato foi lida a 595 nm no
espectrofotdmetro (Multiskan Spectrum/Thermo Scientific). A quantificacdo das células foi
feita com base em uma curva padrdo obtida com as células tumorais que receberam o mesmo

tratamento com MTT como descrito acima.
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Figura 8. Sistema de migracéo transwell.

2.8 Avaliacao da viabilidade de células tumorais.

Para avaliar os possiveis efeitos citotoxicos dos polissacarideos nas celulas tumorais,
foi realizado o ensaio de marcacdo com Anexina V e lodeto de propideo (PI). As células
tumorais foram plaqueadas em placa de 6 pogos (1x10° células/cm?) em meio RPMI com 20%
de SFB e aderiram por 2 h em atmosfera imida a 37°C com 5% CO,, Os poc¢os foram lavados
1 vez com meio RPMI e incubados com os polissacarideos (100 pg/mL) por 48h em
atmosfera Umida a 37°C com 5% CO,. Apds esse tempo, 0 sobrenadante foi recolhido e para
que as células descolassem do substrato, os pogos foram incubados com acutase (Accutase
Solution / SIGMA), por 10 minutos. As celulas em suspensdo foram adicionadas ao
sobrenadante recolhido anteriormente e centrifugadas por 10 minutos a 180 x g. O
sobrenadante foi descartado e as células tratadas com o KIT de marcacdo com anexina V e Pl
de acordo com as instrugdes do fabricante (Annexin V : FITC Apoptosis Detection Kit 11/ BD
Pharmingen™). A leitura das células e andlise das marcacGes foram feitas por citometria de
fluxo (BD Accuri® C6 Flow Cytometer).
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2.9 Avaliacao da ligacdo dos polissacarideos sulfatados ao VEGF.

Os polissacarideos sulfatados (100 pg/mL; 100 pL/poco) foram incubados em placas
de ELISA de 96 pocos por 24 horas a 4°C. Os pogos foram lavados 3 vezes com PBS e
incubados com 1% de BSA (300 pL/pogo) em PBS por 24 horas a 4°C para bloquear regides
que ndo estivesses recobertas com os polissacarideos. Os pocos foram lavados 3 vezes com
PBS contendo 0,05% de Tween®20 (PBS/Tween) e incubados com diferentes concentragdes
de VEGF (Recombinant Human VEGF/PeproTech, Ribeirdo Preto, SP) diluido em PBS (100
pL/pogo) por 24 horas a 4°C. Foi realizado um ensaio de ELISA indireto para avaliar a
ligacdo do VEGF com os polissacarideos. Os poc¢os foram lavados 3 vezes com PBS/Tween e
incubados com anticorpo primario anti-VEGF165 (R&D; 2ug/mL) diluido em PBS/Tween por
2h a 37°C. Os pogos foram lavados 3 vezes com PBS/Tween e incubados com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (Mouse-HRP — DAKO ; dilui¢do 1:2000) por 1 hora.
Apos a lavagem com PBS/Tween, os po¢os foram incubados com 100 ul do reagente O-
fenilenediamino (OPD) (0,5 mg/mL), diluido em tampd&o citrato de sédio 0,01 M, pH 4,5
contendo 0,05% de H,0,. A reacdo colorimétrica foi paralisada com H,SO, 3 M e lida em

espectofotdbmetro (Multiskan Spectrum/Thermo Scientific) a 490nm.

2.10 Deteccdo VEGF no meio condicionado de células tumorais.

As células tumorais foram plaqueadas em placa de 24 pogos (1x 10° células/cm?) em
meio RPMI sem complementos. Apos diferentes tempos, 0 meio de cultivo das células foi
recolhido dos pocos (meio condicionado), centrifugado por 10 minutos a 180 X ¢
(miniSpin/eppendorf) para o descarte de eventuais residuos celulares e o sobrenadante
recolhido. Para a deteccdo do VEGF foi utilizado o Kit de ELISA para VEGF (Human VEGF
ELISA Development Kit/PeproTech). De acordo com as instrugcfes do fabricante, a placa de
Elisa foi sensibilizada com o anticorpo de captura (0,5 pg/mL) overnight a temperatura
ambiente. Apos lavagem com PBS/ Tween, os pocos foram incubados com BSA 1% para
bloquear regides que ndo estivessem recobertas com o anticorpo de captura, evitando assim
ligacOes inespecificas entre os reagentes. Apds o blogueio, os pogos foram incubados com 0
meio condicionado das células tumorais (100 plL/pogo) por duas horas, em temperatura

ambiente. Alguns pocos foram incubados com VEGF recombinante humano em diferentes
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concentragdes, para estabelecer uma curva padréo de VEGF. Os pocos foram lavados com
PBS /Tween e incubados com 0 anticorpo de deteccdo (0,25 pg/mL) por 2 horas em
temperatura ambiente. Os poc¢os foram lavados com PBS /Tween e incubados com avidina-
peroxidase por 30 minutos. Apds lavagem como descrito acima, 0s pocos foram incubados
com 100 uL do reagente O-fenilenediamino (OPD) (0,5 mg/mL), diluido em tampéo citrato
de sodio 0,01 M, pH 4,5 contendo 0,05% de H,O,. A reacdo colorimétrica foi paralisada com

H,SO,43M e lida em espectofotdmetro (Multiskan Spectrum/Thermo Scientific) a 490 nm.

2.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (PAGE-SDS)

As células tumorais foram plaqueadas em placas de 6 pogos (0,6x10° células/cm?)
diluidas em meio RPMI com 10% SFB e aderiram por 2 horas em atmosfera umida a 37°C
com 5% CO,. Os pocos foram lavados 3 vezes com meio RPMI para a retirada das células que
ndo aderiram e incubados com os polissacarideos (100 pg/mL) em meio RPMI contendo 5%
SFB em atmosfera imida a 37°C com 5% CO, Ap06s 48 horas, 0s pocos foram lavados com
meio RPMI e incubados com tampdo de lise (TRIS 20 mM, NaCl 150 mM, Triton-X 100 1%)
e inibidores de protease (PMSF 1 mM e Leupeptina 40 uM) por 5 minutos a 4°C. O extrato
foi centrifugado e o sobrenadante diluido em tampao de amostra (TRIS 25 mM, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0,02%, SDS 2%, p-mercaptoetanol 5%, pH 6,8). As amostras foram
aquecidas a 100°C por 5 minutos.  Para a andalise do padrdo de ativacdo de determinadas
proteinas nas células tumorais, foi realizada uma eletroforese em sistema de mini gel vertical
da Biorad. O gel fracionador foi preparado com um gradiente de concentracdo de 12% de
acrilamida e o gel espacador com um gradiente de concentracdo de 3% de acrilamida. O gel
foi colocado em uma cuba com tampdo TRIS 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1% e as
amostras foram aplicadas ao gel no volume de 25 pl/poco. Foi utilizado um padréo de peso
molecular na faixa de 12 Kda a 225 Kda. A eletroforese foi desenvolvida na voltagem de 100
V.
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2.12 Western Blotting

Os componentes separados por peso molecular foram transferidos para uma membrana
de PVDF. Esta membrana foi previamente tratada com metanol, 4gua destilada e tampdo de
transferéncia (TRIS 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol 20%). A membrana foi montada
sobre o gel em um sistema de transferéncia Trans-Blot para mini-gel da Biorad. O sistema foi
colocado em uma cuba com tampéo de transferéncia e a transferéncia ocorreu por 90 minutos
com voltagem de 100 V sob refrigeracdo. Apos esse tempo, a membrana foi blogueada
overnight com BSA 5% em tampé&o TBS, a 4°C. Cada membrana foi incubada overnight a 4°C
com os anticorpos (Cell Signaling) contra as respectivas proteinas de interesse, AKT, P-AKT
(ser 473), ERK ou P-ERK (Thr202/Tyr204), todos os anticorpos foram utilizados na dilui¢éo
1:1000. A membrana passou por sucessivas lavagens com TBS contendo 0,05% de
Tween®20 e foi incubada com os anticorpos secundarios conjugados a HRP (Rabbit-HRP —
DAKO; diluigdo 1:2000) por 1 hora. Apds esse tempo, a membranas foram novamente
lavadas com TBS contendo 0,05% de Tween®20. Em seguida, a membrana foi incubada com
um reagente de deteccdo da atividade da HRP (Amersham ECL Western Blotting detection
reagents) por quimioluminiscéncia de acordo com as instru¢des do fabricante. A membrana
foi transferida para um envelope plastico e inserida em um cassete. O filme foi colocado no
cassete e exposto a membrana em camara escura por tempos variaveis e mergulhado no
revelador, dgua e fixador, respectivamente. Em seguida, o filme foi lavado em agua corrente e
colocado para secar. O filme foi digitalizado e a densidade das bandas reveladas foi

quantificada por analise no programa Adobe-Photoshop 6.0.

2.13 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas no programa Excel (Microsoft 2010) pelo teste t

de student , para comparar os resultados obtidos nas condigdes controle e nas condicdes

tratadas . As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Fucanas sulfatadas inibem a adesao das células tumorais ao endotélio.

A interacdo das células tumorais com o endotélio durante o processo de metastase é
mediada pela ligacdo de carboidratos expressos na superficie das células tumorais com
selectinas expressas nas células endoteliais (Kannagi, 1997). Polissacarideos sulfatados
podem modular esta interacdo através da ligacdo com as selectinas e/ou com os ligantes de
selectinas, inibindo assim a ligag&o das células tumorais ao endotélio (Borsig et al, 2007).

Neste ensaio, tivemos como objetivo avaliar o efeito das fucanas sulfatadas na adeséo
das linhagens tumorais DU-145 e PC-3 a monocamada endotelial. Como a expressdo de
selectinas pelo endotélio depende do estimulo de citocinas pré-inflamatérias, a monocamada
endotelial foi ativada com TNF-a (1ng/mL) por 4 horas, para garantir que tanto as selectinas
de expressao rapida, como a P-selectina e tardia, como a E-selectina, estariam expressas no
endotélio. As células endoteliais ativadas foram incubadas por 30 minutos com o0s
polissacarideos e as celulas tumorais marcadas com fluorocromo vermelho foram ent&o
plaquedas sobre o endotélio. Apds 45 minutos, os pogos foram lavados e as células fixadas
para contagem em microscépio de fluorescéncia.

Inicialmente testamos a fucana extraida de L.variegatus, FucSulf I. A Figura 9
representa um ensaio de adesdo mostrando o efeito de diferentes concentracdes da FucSulf |
(1, 10 e 100 pg/mL) na inibicdo da adesédo das linhagens DU-145 (Figura 9A) e PC-3 (Figura
9B) a monocamada endotelial. O grafico mostra a porcentagem de células aderidas a
monocamada em relacdo ao controle (adesdo na auséncia da FucSulf 1), onde consideramos a
média do numero de células contadas em 10 campos aleatérios como 100%. Nas duas
linhagens de células tumorais testadas, a inibicado da adesdo das células tumorais pela FucSulf
| foi significativa na concentracdo de 10 ug/mL, sendo observado um maior percentual de
inibicdo na concentracdo de 100 pg/mL. Entretanto, a FucSulf | exerceu um efeito inibitorio
mais efetivo na linhagem DU-145, visto que na concentracdo de 100pg/mL a inibicdo da
adesdo desta linhagem ao endotélio foi de aproximadamente 45% quando comparado ao
percentual de inibicdo da linhagem PC-3, que foi de aproximadamente 25%, na mesma
concentracéo de FucSulf I.

Em seguida n6s comparamos o potencial inibitorio da FucSulf I (100 pg/mL) ao de

outras fucanas. Além disso, nés também avaliamos a adesdo de células tumorais ao endotélio
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na presenca de heparina, uma vez que ela é um polissacarideo sulfatado com atividades anti-
tumorais ja descritas na literatura. Todas as fucanas testadas reduziram significativamente a
adesdo da linhagem DU-145 ao endotélio (Figura 10A). Entretanto, as fucanas extraidas de L.
variegatus (FucSulf 1) e S. franciscanus foram as mais potentes, uma vez que inibiram a
adesdo em aproximadamente 45%. Além disso, as fucanas extraidas de L. variegatus (FucSulf
I) e S. franciscanus foram as Unicas que inibiram a adesdo da linhagem PC-3 ao endotélio
(Figura 10B), atingindo um percentual de inibicdo de aproximadamente 20% e 25%,
respectivamente. Nés também observamos que a heparina ndo inibiu a adesdo de nenhuma
das linhagens utilizadas. Estes dados sugerem que a FucSulf | pode estar interferindo na
ligacdo entre os carboidratos presentes na superficie das células tumorais com as selectinas
expressas nas células endoteliais e que devido a diferenca entre o potencial inibitério da
FucSulf I nas duas linhagens, a composicdo de carboidratos de cada tipo celular deve ser

diferente.



50

A 120 -
100 -
*
80 -
o
g ok ok
% 60 -
4]
X
40 -
20
0 ’%'7 T T o T [ - - 1
Controle FucSulf I 1ug/mL  FucSulf I 10pg/mL  FucSulf | 100pg/mL
B 120 -
100 -
80 - sk

% adesao
IS o)
o o

N
o

Controle FucSulfl 1pg/mL  FucSulfl 10pg/mL FucSulfl 100pg/mL

Figura 9. Inibicdo da adesdo das células tumorais & monocamda endotelial em fungéo de
diferentes concentragbes da fucana FucSulf I. As células endoteliais foram
crescidas em placa de 24 pogos. Apds a ativacdo com TNF-a, a monocamada foi
lavada e incubada por 30 minutos com A FucSulf I (1, 10, 100ug/mL). As células
tumorais DU-145 (A) ou PC-3 (B) marcadas com fluorocromo vermelho foram
plagueadas (0,15x10° células/cm?) sobre a monocamada e a interagdo ocorreu por
45 minutos. Os pogos foram lavados e as celulas aderentes fixadas com
paraformaldeido 3,7%. A quantificagdo foi realizada por contagem de 10 campos
aleatérios em cada po¢o em microscopio de fluorescéncia invertido. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 10. Inibicdo da adesdo das células tumorais a monocamda endotelial na presenca de
polissacarideos sulfatados. As células endoteliais foram crescidas em placa de 24
pogos. Apos a ativacdo com TNF-a, a monocamada foi lavada e incubada por 30
minutos com os polissacarideos (100ug/mL). As células tumorais DU-145 (A) ou
PC-3 (B) marcadas com fluorocromo vermelho foram plaqueadas (0,15x10°
células/cm?) sobre a monocamada e a interacdo ocorreu por 45 minutos. Os pocos
foram lavados e as células aderentes fixadas com paraformaldeido 3,7%. A
quantificacéo foi realizada por contagem de 10 campos aleatorios em cada pogo
em microscopio de fluorescéncia invertido. *p<0,05; **p<0,01.
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3.2 FucSulf I inibe a adeséo da linhagem tumoral DU-145 a matriz subendotelial.

A interacdo das células tumorais com as moléculas de adeséo expressas no endotélio
leva ao ancoramento destas células na parede vascular. As células tumorais podem induzir a
retracdo das células endoteliais e a exposicdo da matriz extracelular subendotelial, antes de
extravasar para o intersticio (Honn et al, 1994).

Neste ensaio, plagueamos as células tumorais sobre a matriz subendotelial na presenca
dos polissacarideos para avaliar se as fucanas sulfatadas interferem na interacdo entre as
celulas tumorais e a matriz subendotelial.

NOs observamos que a fucana extraida de L. variegatus (FucSulf 1) foi a Unica que
inibiu significativamente (25%) a adesdo da linhagem DU-145 a matriz subendotelial (Figura
11). Nenhuma fucana testada inibiu a adesdo da linhagem PC-3 a matriz subendotelial
(resultados ndo mostrados).

A FucSulf | foi uma das fucanas que mais apresentou efeito inibitorio na adesdo das
células tumorais ao endotélio e a Unica que inibiu a adesdo destas células a matriz
subendotelial. Sendo assim, escolhemos esta fucana para dar continuidade ao estudo e iremos

comparar seu efeito ao da heparina.
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Inibicdo da adesdo das células tumorais DU-145 a matriz subendotelial na
presenca da fucana sulfatada extraida de L. variegatus (FucSulf I) Monocamadas
confluentes de HUVECSs crescidas em placas de 96 pocos foram lisadas com
tampdo amoniaco para a obtencdo da matriz subendotelial. Ap6s o blogueio com
BSA 0,1%, a matriz subendotelial foi incubada por 30 minutos com 0s
polissacarideos e as células tumorais DU-145 foram plaqueadas sobre a matriz
(0,9x10° células/cm?). A interacéo ocorreu por 1 hora, os pocos foram lavados e
incubados com MTT (1mg/mL) por 2 horas. A solucdo de MTT foi retirada dos
pocos e os cristais formados foram solubilizados com isopropanol absoluto. Apés
a leitura da placa em espectrofotébmetro (595nm), a quantificacdo das células
aderidas foi feita através da relacdo das absorbancias obtidas em cada condi¢édo
com as absorvancias obtidas na curva padréo. *p<0,05.
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3.3 FucSulf I inibe a migracéo transendotelial das células tumorais.

Ap0s o ancoramento ao endotélio, as células tumorais devem deixar a circulacdo e o
extravasamento para os tecidos adjacentes ocorre pelo processo de migracdo transendotelial.
As células tumorais podem passar por entre as células endoteliais ou, com a retracdo do
endotélio e a exposicdo da matriz extracelular, as células degradam a rede de proteinas e
glicosaminoglicanos e migram por atraves dela (Strell & Entschladen, 2008; Miles et al,
2007).

Avaliamos o efeito da FucSulf | e da heparina na migragdo transendotelial das
linhagens tumorais DU-145 e PC-3 na presenca de SFB como quimiotético. Ap6s 16 horas de
interacdo, podemos observar na Figura 12 que as condigOes tratadas com FucSulf |1 ou com
heparina, apresentavam uma reducdo significativa de células transmigradas em relacdo ao
controle ndo tratado, tanto na migragéo transendotelial da linhagem DU-145 (Figura 12A),
qguanto da linhagem PC-3 (Figura. 12B). Entretanto, mais uma vez podemos observar
diferencas entre as duas linhagens celulares estudadas. Apesar de termos observado uma
inibicdo de aproximadamente 50% na taxa de migracdo transendotelial na presenca de
FucSulf I em ambas as linhagens, o mesmo né&o foi observado ao utilizarmos a heparina.
Neste caso, a inibigdo foi mais efetiva (50%) na linhagem DU-145 em comparagdo com a
linhagem PC-3 (25%).

Como a FucSulf I inibe a adesédo das células tumorais a monocamada, ja esperavamos
0 mesmo efeito neste ensaio. Entretanto, a inibicdo da transmigracédo foi superior, chegando a
50% nas duas linhagens, enquanto a inibicdo da adeséo foi de 45% na DU-145 e de 25% na
PC-3. Além disso, a heparina, que ndo apresentou potencial inibitério da adesdo, neste
ensaio, diminuiu a porcentagem de transmigracdo. Assim, outros mecanismos devem estar

envolvidos neste efeito observado.
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Figura 12. Inibicdo da migracéo transendotelial das linhagens DU-145 e PC-3 na presenga
da fucana FucSulf 1. HUVECs foram crescidas em insertos de policarbonato
contendo poros de 8 um. A monocamada endotelial foi ativada por 4 horas com
TNF-a (1ng/mL) e depois incubada por 30 minutos com os polissacarideos (100
pg/mL). As células tumorais DU-145 (A) e PC-3 (B) previamente marcadas com
o fluorocromo vermelho foram plaqueadas sobre a monocamada endotelial. Apds
16 horas de interacdo, as células do lado superior da membrana foram retiradas
com o auxilio de uma haste de algodao e as células que transmigraram fixadas
com paraformaldeido 3,7%. A quantificacdo das células que transmigraram foi
realizada por contagem de 10 campos aleatorios em cada inserto, em microscépio
de fluorescéncia invertido. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



56

3.4 As linhagens tumorais DU-145 e PC-3 secretam VEGF e a FucSulf | se liga ao
VEGF.

O VEGF induz um aumento na permeabilidade vascular, facilitando a passagem de
células tumorais através do vaso. (Esser et al, 1998). O ensaio de migracao transendotelial
ocorre em um periodo de tempo relativamente longo, em que as células tumorais podem
secretar fatores que ficam sollveis no meio e podem influenciar as respostas da célula
endotelial. Diversos estudos mostram que as células tumorais podem secretar VEGF, que €
um fator de crescimento heparano-dependente. (Grunstein et al, 1999). N6s decidimos entéo
avaliar se nas condi¢cfes realizadas em nossos ensaios existe VEGF enddgeno, sendo
secretado pelas células tumorais.

Para investigar se as linhagens tumorais DU-145 e PC-3 secretam VEGF ao longo de
diferentes periodos de tempo, coletamos 0 meio condicionado das células tumorais em 4, 8,
16, 24, 48 e 72 horas e realizamos um ensaio de Elisa quantitativo, para a deteccdo de VEGF
no meio. Como mostrado na Figura 13, as duas linhagens testadas secretam VEGF.
Entretanto, o meio condicionado da linhagem DU-145 (Figura 13A) apresenta maiores
concentracdes de VEGF em relacéo a linhagem PC-3 (Figura 13B). Assim, no tempo de 16
horas, no qual discorre os ensaios de transmigracdo, hd VEGF enddgeno sendo produzido
tanto pela linhagem DU-145 (2 ng/mL) quanto pela linhagem PC-3 (1ng/mL).

Uma vez que as células tumorais secretam VEGF e que este fator pode influenciar na
migracdo transendotelial, aumentando a permeabilidade vascular, investigamos se a FucSulf |
se liga ao VEGF. Para isso, sensibilizamos uma placa de 96 pogos com FucSulf I ou heparina
(100ug/mL) e incubamos os pogos com diferentes concentragdes de VEGF. Para avaliar a
presenca de VEGF nos pocos recobertos com polissacarideos, foi realizado um Elisa indireto.
NOs observamos que 0 VEGF se liga a FucSulf I com maior avidez do que a heparina (Figura
14). Isso pode indicar que a FucSulf I e a heparina sequestram o VEGF, impedindo sua
ligagdo com seus receptores, diminuindo a permeabilidade endotelial.
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Figura 13. Secrecdo de VEGF pelas linhagens tumorais DU-145 e PC-3. Células tumorais
DU-145 (A) e PC-3 (B) (1x10° células/cm?) foram plaqueadas em meio RPMI
contendo 20% SFB. Apos duas horas, os pogos foram lavados e incubados com
ImL de meio RPMI sem SFB. Os meios condicionados foram recolhidos nos
diferentes tempos e foi realizado um ELISA direto para a quantificagcdo do VEGF
presente nos meios. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 14. FucSulf | se liga ao VEGF com maior avidez que a heparina. Placas de ELISA
foram sensibilizadas com 100 pg/mL de polissacarideos overnight a 4°C e
bloqueadas em seguida com 1% de BSA. Os pocos foram entdo incubados com
VEGF em diferentes concentragfes e um ELISA indireto para a detecgédo do
VEGEF ligado aos polissacarideos foi realizado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001,
quando comparados ao controle FucSulf I. #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001,
quando comparados ao controle heparina.
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3.5 A FucSulf | inibe a proliferacdo das células tumorais e ndo apresenta efeitos
citotoxicos.

O estabelecimento do foco tumoral em outros sitios de colonizacdo depende da
capacidade da célula tumoral de proliferar neste novo microambiente. Elas podem responder a
diversos fatores de crescimento presentes no microambiente tumoral, como VEGF, FGF,
EGF, entre outros, aumentando seu potencial proliferativo. Estudos mostram que
polissacarideos sulfatados podem interferir na proliferacdo celular modulando a ligacdo de
fatores de crescimento heparano-dependentes aos seus receptores (Fuster & Esko, 2005).

Nesta etapa do trabalho, investigamos a modulagéo da proliferagéo das linhagens DU-
145 e PC-3 pela FucSulf I ao longo de 72 horas (Figura 15). As células tumorais foram
plaqueadas em placa de 96 pogos. Apos duas horas, o meio foi retirado e 0s po¢os incubados
com os polissacarideos diluidos em meio RPMI com 5% SFB. Ao final de cada tempo, o
namero de células foi quantificado pelo método MTT previamente descrito. N&s verificamos
que a proliferacdo das linhagens DU-145 (Figura 15A) e PC-3 (Figura 15B) foi inibida
significativamente pela FucSulf | a partir de 48 horas de tratamento. Entretanto o efeito da
FucSulf I na proliferagdo foi mais potente na linhagem DU-145 mostrando uma taxa inibitoria
de 30% apds 72h, enquanto a proliferacdo da PC-3 na presenca desta fucana foi 20% menor
no mesmo tempo, em relagdo ao controle. N6s verificamos ainda que a heparina ndo exerce
efeito significativo na proliferacdo de ambas as linhagens, sugerindo que o mecanismo de
acao destes dois tipos de polissacarideos sulfatados (FucSulf | e heparina) seja diferente.

Para avaliar se a inibicdo da proliferacdo celular poderia ser devido a um efeito
citotoxico da FucSulf I, analisamos a propor¢do de células tumorais viaveis na presenca de
FucSulf | através da marcacdo por Anexina V e lodeto de Propidio. As células tumorais foram
incubadas por 48 horas com a FucSulf I (100 pg/ mL) diluida em RPMI contendo de 5% de
SFB e os resultados foram comparados com os dados obtidos para as células controle (células
incubadas apenas com RPMI contendo 5% SFB). NO&s observamos que na linhagem DU-145
(Figura 16A), o grupo controle apresentava cerca de 78% de células viaveis e o0 grupo
incubado com a fucana, 71%. Na linhagem PC-3 (Figura 16B), tanto o grupo controle quanto
0 grupo tratado apresentavam aproximadamente 87% de células viaveis. Assim, ndo houve
diferenga significativa na porcentagem de células viaveis encontradas nos grupos controle e
nos grupos tratados com a fucana. Estes dados corroboram a hipétese de que a Fucsulf | atua
inibindo algum mecanismo de controle da proliferacdo em células tumorais e ndo exerce

efeito na viabilidade das linhagens testadas.
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3.6 A FucSulf | inibe a proliferagdo tumoral na presenca e na auséncia de fatores de

crescimento exdgenos.

Os receptores de VEGF foram descritos inicialmente como receptores presentes
apenas em células endoteliais. Atualmente, sabe-se que células tumorais podem expressar
receptores para este fator de crescimento e a ativacdo dos mesmos aumenta seu potencial
proliferativo e migratério (Wey et al, 2005).

NOs mostramos que as duas linhagens de células tumorais de prostata (DU-145 e PC-
3) secretam VEGF e que este fator de crescimento é capaz de se ligar a FucSulf I. Os ensaios
de proliferacao realizados anteriormente eram feitos na presenca de 5% de SFB. Neste ensaio
nos avaliaremos o efeito da FucSulf | na proliferacdo das células tumorais na auséncia de
fatores de crescimento exdgenos (RPMI puro) e compararemos 0s resultados com as taxas de
proliferagéo celular obtidas na presenga de VEGF.

Como demonstrado na figura 17, a FucSulf | apresentou a mesma taxa de inibigéo da
proliferacdo da linhagem DU-145 na presenca de VEGF e na auséncia de fatores exdgenos
(40%) (Figura 17 A), enquanto na linhagem PC-3 a inibicdo foi maior na presenca de VEGF
(40%) do que na auséncia de fatores exdgenos (25%) (Figura 17B). Observamos que a
linhagem DU-145 produz maiores concentragdes de VEGF que a PC-3. Talvez a quantidade
de VEGF secretado pela linhagem DU-145 possa ser suficiente para saturar os receptores na
superficie das células tumorais, ja levando a um patamar maximo de resposta esperada.
Assim, mesmo na presenca do VEGF exdgeno, a resposta celular sera a mesma. Ja a linhagem
PC-3 secreta menores concentracdes de VEGF ao longo do tempo, o que pode favorecer a
acdo do VEGF exdgeno nos receptores. Consequentemente, a inibicdo da proliferacdo pela
FucSulf I serd maior na presenca de VEGF exdgeno. Além disso, ndo podemos descartar a
hipétese de que as linhagens podem produzir outros fatores de crescimento heparano-

dependentes que também estariam sendo modulados pela FucSulf I.



61

A %
a0
35
« 30
<
~
% 25
]
3
o 20
-
o
< 15
10
"‘r
5
-&—Controle
0
== FucSulfi
0 24 48 72
Tempo (horas) wde—=Heparina
B *
30
25
-
o
-
= 20
g “
o
z
10 =
')
0
0 24 48 12

Tempo (horas)

Figura 15. A FucSulf I inibe a proliferagdo celular. As linhagens tumorais DU-145 (A) e
PC-3 (B) foram semeadas (0,3x10° células/cm?) em placas de 96 pogos. Apos
duas horas de adesdo, o meio foi retirado e 0s pog¢os incubados com 0s
polissacarideos diluidos em meio RPMI contendo 5%SFB (100 pg/mL). Alguns
pocos foram incubados com MTT (1mg/mL) para quantificar o namero de
células aderidas em 2 horas. O numero de células de cada condicdo foi
determinado pelo método MTT (I1mg/mL) em 24, 48, 72horas. *p<0,05;
**p<0,01.
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Figura 16. A FucSulf |1 ndo apresenta efeitos citotoxicos nas linhagens DU-145 e PC-3. As
células tumorais (1x10° células/cm?) DU-145 (A) e PC-3 (B) foram plaqueadas
em placas de 6 pogos e incubadas por 2 horas a 37°. C a 5% de CO,. ApoOs este
periodo, as células foram incubadas com a FucSulf I, diluida em meio RPMI com
5% de SFB (100pg/mL) por 48 horas. As células foram retiradas da placa com
acutase e tratadas com anexina V e iodeto de propidio e em seguidas analisadas
no citbmetro de fluxo. Os valores percentuais dos graficos indicam a
porcentagem de celulas viaveis em cada condigéo.
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Figura 17. A FucSulf I inibe a proliferacéo celular na presenca e na auséncia de fatores de
crescimento exogenos. As linhagens tumorais DU-145(A) e PC-3(B) foram
semeadas (0,3x10° célulasicm®) em placa de 96 pocos. Ap6s duas horas de
adesdo, o meio foi retirado e os pocos incubados com o polissacarideo soltvel
(200 pg/mL) em meio RPMI contendo VEGF (10 ng/mL) ou em meio RPMI sem
SFB. O numero de células de cada condicdo foi determinada pelo método MTT
(Img/mL) em 48 horas. *p<0,05; **p<0,01.
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3.7 A FucSulf 1 inibe vias de sinalizacdo envolvidas na sobrevivéncia e proliferacao

tumoral.

Para elucidar os mecanismos pelos quais a FucSulf I inibe a proliferacdo tumoral,
avaliamos a ativagdo de proteinas intracelulares classicamente moduladas por fatores de
crescimento, como a AKT e a ERK. As células tumorais foram incubadas por 48 horas com a
FucSulf I e o extrato celular submetido a eletroforese SDS-Page seguido de western-blotting,
onde obtivemos as revelacdes das bandas representativas de cada proteina de interesse. As
células DU-145 incubadas por 48 horas com a FucSulf | tiveram a diminuicdo da fosforilagcdo
da ERK em relagdo ao grupo controle (Figura 18A), enquanto na linhagem PC-3 ndo foram
observadas diferencas entre o grupo controle e o tratado (resultados ndo mostrados). A
FucSulf I diminuiu a fosforilacdo da AKT na linhagem PC-3 (Figura 18B), ndo influenciando
na fosforilacdo desta proteina na linhagem DU-145 (resultados ndo mostrados) e sugerindo
que os mecanismos envolvidos na inibigcdo da proliferacdo das duas linhagens séo diferentes.
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Figura 18. FucSulf | inibe a ativacio da ERK e AKT. As células tumorais (0,6 x 10°
célulasicm?) DU-145 (A) e PC-3 (B) foram plaqueadas em placas de 6 pocos.
Depois de duas horas de adesdo, as células foram incubadas com o polissacarideo
solavel (100 pg/mL) em meio RPMI com 5% de SFB por 48 horas. A
monocamada de células foi tratada com tampao de lise contendo Tris, Triton 1%
e inibidores de fosfatase. Os extratos celulares foram analisados por SDS-Page e
Western Blotting.
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4 DISCUSSAO

O cancer de préstata tem uma alta taxa de cura quando detectado ainda na prostata,
mas uma vez que a doenca tenha se instalado em outros locais como 0ssos, cérebro e
pulmdes, os tratamentos se mostram menos eficazes (Sturge et al, 2011). O aumento na
sobrevida de pacientes com céncer de prdstata requer a identificacdo de novos alvos
terapéuticos baseados no entendimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos na
disseminacdo metastatica e crescimento tumoral.

A metéstase € o0 processo através do qual as células tumorais deixam o tumor primario
e formam tumores secundarios em sitios distantes. O sucesso da metastase depende de uma
complexa cascata molecular compreendendo varias etapas interligadas por interacdes adesivas
e processos invasivos. Nesse processo, as células tumorais sdo submetidas aos mais diferentes
microambientes, como o estroma do tumor primario, a circulagdo sanguinea e o novo local de
colonizacdo. A capacidade de interagir com componentes destes microambientes vai permitir
a disseminacdo das células tumorais (Fidler, 2003).

As etapas do processo de extravasamento das células tumorais sdo as mesmas
envolvidas na diapedese dos leucdcitos em processos inflamatorios, como rolamento e adeséo
ao endotélio e transmigracdo. Mas, enquanto os leucécitos causam alteracdes temporarias na
integridade endotelial, a interacdo das células tumorais com o endotélio pode gerar danos
irreversiveis a arquitetura endotelial. Os leucdcitos e plaquetas auxiliam no ancoramento das
células tumorais ao endotélio, podendo mediar esse contato (Strell & Entschladen, 2008).

A interacdo entre as células tumorais, os componentes do endotélio, leucdcitos e
plaquetas é mediada por selectinas e carboidratos expressos na superficie das células
tumorais. A expressdo de moléculas de adesdo no endotélio e a ativacdo de plaquetas estdo
normalmente associadas a ambientes inflamatérios. Em uma revisdo do seu trabalho em que
enumera 6 habilidades basicas necessarias para a transformacdo de uma célula normal em
maligna, Robert Weinberg declara que a instabilidade gendmica e a inflamagéo dao suporte a
todas essas transformacdes (Hanahan & Weinberg, 2011). Induzida por uma ampla gama de
estimulos, a citocina TNF-a induz outros mediadores inflamatorios e proteases que
orquestram a resposta inflamatdria. Esta citocina é produzida pelas células endoteliais e pode
regular a expressdo de moléculas de adeséo celular tais como caderinas, integrinas, selectinas
e receptores da superfamilia das imunoglobulinas, tanto nas préprias células endoteliais

guanto em outras células circulantes (Swerlick & Lawley, 1993).



67

Polissacarideos sulfatados, como a heparina, podem diminuir as interacfes entre as
selectinas e carboidratos contendo &cido sialico fucosilado, expressos na superficie de
diversos tipos de células tumorais. A atividade bioldgica da heparina como ligante de
selectinas esta relacionada a presenca de grupos sulfatos carregados negativamente que sao
reconhecidos por P e L-selectinas (L&ubli & Borsig, 2009). Foi observado que a inoculacédo de
heparina em camundongos knockout para L-selectina, seguida da inoculacdo de células
tumorais diminuiu a disseminacdo dessas células pelo organismo do animal (Borsig et al,
2002). A administracdo da heparina inibiu a formacao de trombos formados por plaquetas e
células tumorais, que sdo dependentes de P-selectina (Borsig et al, 2001). A acdo anti-
metastatica da heparina €, em parte, devido a sua ligacdo com a P-selectina expressa nas
plaquetas, impedindo a formacéo de heteroagregados com as células tumorais que facilitariam
0 ancoramento ao endotélio e protegeriam as células tumorais do ataque de células do sistema
imune, como as células NK (natural killers) (Nieswandt et al, 1999).

Apesar da acdo anti-metastatica da heparina, seu uso na clinica é restrito, pois sua a¢éo
anti-coagulante pode trazer efeitos colaterais graves aos pacientes, como hemorragias. Assim
como a heparina, outros polissacarideos sulfatados interagem com a P-selectina e diminuem a
interacdo deste receptor com seus ligantes (Simonis et al, 2007).

Fucanas extraidas de algas (fucoidan) e de invertebrados marinhos tem sido alvo de
interesse de diversos estudos como alternativa ao uso da heparina. Fucoidans de baixo peso
molecular se ligam com maior afinidade a P-selectina do que a heparina (Bachelet et al,
2009). Borsig e colaboradores mostraram que o condroitin sulfato fucosilado extraido da
parede corporal de uma determinada espécie de pepino-do-mar inibe a interacdo da P e L-
selectina com os ligantes contendo Sialyl Lewis™ in vitro e reduz a associacdo de células
tumorais com plaquetas in vivo (Borsig et al, 2007). Além disso, dermatans sulfato extraidos
de ascidias inibem a ligacdo da P-selectina com seus ligantes e atenuam a metastase em
modelos experimentais in vivo (Kozlowski et al, 2011).

Neste trabalho, avaliamos os efeitos de fucanas extraidas de diferentes espécies de
invertebrados marinhos na interacéo entre linhagens tumorais de prostata (DU-145 e PC-3) e
0 endotélio. As fucanas utilizadas sdo compostas por unidades de I-fucose com ligacGes
glicosidicas 1—3 ou 1—4 entre elas, variando no padrao de sulfatacdo na posi¢do O-2 e O-4.
A primeira fucana testada foi a extraida da espécie Lytechinus variegatus, FucSulf I, e
avaliamos o efeito de diferentes concentragcdes desta molécula na adeséo das células tumorais
ao endotélio ativado com TNF-a . Nossos resultados mostram que a FucSulf | inibe a adesdo

das linhagens PC-3 e DU-145 ao endotélio ativado em um processo dependente da
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concentracdo. Na menor concentracdo (1pg/mL) ndo houve inibicg&o significativa, mas a partir
de 10 pg/mL é possivel observar inibicdo significativa de 15% na adesdo das linhagens ao
endotélio. O maior efeito foi na concentracdo de 100 pg/mL, onde observamos uma inibicéo
de 45% na adesdo da linhagem DU-145 e de 25% na linhagem PC-3. Em seguida, testamos
também as fucanas extraidas das seguintes espécies: Strongylocentrotus franciscanus,
Strongylocentrotus pallidus, Arbacia lixula e Strongylocentrotus droebachiensis, além da
heparina e avaliamos o potencial de inibicdo destas moléculas em comparacdo com oS
resultados obtidos com a FucSulf I, na concentracdo de 100 pug/mL. Todas as fucanas testadas
inibiram de modo significativo a adeséo da linhagem DU-145 ao endotélio. Porém, as fucanas
que apresentaram maior potencial inibitorio (aproximadamente 45%) foram a FucSulf | e a
fucana obtida de S. franciscanus. Além disso, apenas as fucanas extraidas de L. variegatus e
S. franciscanus inibiram a adesdo da linhagem PC-3 ao endotélio (cerca de 25%), enquanto a
heparina ndo diminuiu a adeséo celular em nenhuma condigdo testada. As diferencas em
relacdo ao potencial inibitério da FucSulf I na DU-145 (45%) e na PC-3 (25%) podem estar
relacionadas com a composicao de carboidratos de superficie de cada uma.

Uma das hipoteses do presente trabalho seria a possivel ligacdo destas fucanas com P-
e E- selectinas expressas no endotélio ativado, impedindo assim, a interacdo destas selectinas
com polissacarideos expressos nas linhagens tumorais. De fato, ja foi descrito que as
linhagens DU-145 e PC-3 expressam altos niveis do determinante sialyl Lewis*, que pode ser
reconhecido por selectinas (Dimitroff et al, 2004). O reconhecimento de ligantes pela P-
selectina é dependente da sulfatacdo dos mesmos, enquanto ligantes de E-selectina ndo
dependem desta modificacdo. Dados néo publicados obtidos em colaboracdo com o grupo do
professor Paulo Mourdo e com o grupo do prof. Lubor Borsig, da Universidade de Zurigue,
mostram que a FucSulf | se liga a P-selectina imobilizada e ndo se liga a E-selectina. Estes
dados nos sugerem que a inibicdo da adesdo das células tumorais ao endotélio pela FucSulf 1
possa estar ocorrendo devido a sua ligacdo com a P-selectina.

O contato das células tumorais com o endotélio é capaz de causar 0 aumento da
permeabilidade vascular, aparentemente ao induzir a desorganizacdo das adesdes homofilicas
célula-célula mediadas pela VVE-caderina, que participa das jungdes aderentes, e por PCAM-1
(Cai et al, 1999; Lewalle et al, 1997). Assim, ap0s a adesao inicial das células tumorais ao
endotélio, seria estabelecido um contato mais firme que se daria em virtude da exposicdo da
matriz extracelular e da adesdo a proteinas da matriz extracelular. Os componentes da matriz
contém sitios que sdo reconhecidos por integrinas e proteoglicanos e a interacdo entre eles

pode controlar a proliferacdo, remodelamento do citoesqueleto, apoptose e expressao génica.
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Heparans sulfatos expressos na superficie celular atuam como co-receptores de moléculas de
adesdo, auxiliando no reconhecimento de proteinas da matriz pelas integrinas (Beauvais &
Rapraeger, 2004). A matriz subendotelial & formada principalmente por colageno tipo 1V,
laminina, trombospondina-1 e fibronectina (Alves et al, 2011), todas essas moléculas estéo
envolvidas em eventos de adesdo celular e possuem regifes de ligacdo com a heparina
(Incardona et al, 1996; Maldonado & Furcht, 1995; Tang et al, 2010; Timpl et al, 2000).
Trabalhos tém mostrado que a interacdo de polissacarideos sulfatados com substratos de
laminina, fibronectina ou com receptores de adesédo celular podem interferir na adeséo célula-
matriz e na invasdo tumoral (Tang et al, 2006; Mishima et al, 1998). Avaliamos ent&o o efeito
das diferentes fucanas na adesdo das células tumorais & matriz subendotelial. A FucSulf | foi
a Unica fucana que inibiu a adesdo da linhagem DU-145 a matriz subendotelial (= 20%),
enquanto a adesdo da linhagem PC-3 n&o foi alterada na presenca das fucanas. Como durante
0 ensaio a FucSulf | interage tanto com a matriz subendotelial quanto com as células
tumorais, € preciso investigar se a modulacdo da adesdo ocorre por interagdes com proteinas
de matriz ou com receptores das células tumorais.

A retracdo endotelial e a exposicdo da matriz subendotelial precede a migracdo das
ceélulas tumorais através do endotélio. Durante o extravasamento, tanto as células tumorais
guanto as células endoteliais sofrem mudancas na organizacdo do citoesqueleto. As interactes
adesivas entre as células tumorais e o endotélio causam a redistribuicdo de moléculas de
adesdo do endotélio, como a VE-caderina, levando a dissolucdo localizada das juncbes
endoteliais, permitindo a passagem das células tumorais (Voura et al, 1998). Assim,
mecanismos capazes de induzir uma diminui¢do do contato entre as células tumorais e 0
endotélio, também poderiam reduzir a retragcdo endotelial, diminuindo, consequentemente, a
transmigracao das células tumorais e a metastase.

Em nossos ensaios a FucSulf | foi uma das fucanas com maior potencial inibitério na
adesdo das células tumorais ao endotélio e a Unica que inibiu a adesdo da linhagem DU-145 a
matriz subendotelial. Desta forma, avaliamos seu efeito na migracdo transendotelial das
linhagens DU-145 e PC-3. As condigdes tratadas com FucSulf | mostraram cerca de 57% de
inibicdo na transmigracdo das duas linhagens testadas. A heparina também inibiu a
transmigracdo da linhagem DU-145 em torno de 50% e da linhagem PC-3 em torno de 25%.
NOs observamos que o efeito da FucSulf | na transmigracdo das células tumorais através da
monocamada endotelial foi mais potente do que seu efeito na adesdo. Trés possiveis hipoteses

poderiam explicar este maior efeito da FucSulf I no processo de migragdo transendotelial: a
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ligacdo da FucSulf | a P-selectina, a ligacdo da FucSulf | a fatores de crescimento e/ou a
inibicdo da atividade de enzimas como a heparanase.

Como mencionado anteriormente, a FucSuf | pode se ligar a P-selectina imobilizada.
Esta ligacdo poderia impedir a interacdo das células tumorais com o endotélio. A diminuicdo
do ndmero de células aderidas a monocamada pode levar a uma consequente reducdo do
namero de células tumorais que transmigram.

Sabe-se que as células tumorais podem secretar enzimas que permitem o
remodelamento da matriz extracelular e facilitam a migracdo transendotelial. A heparanase é
uma enzima que cliva heparans-sulfato em sitios contendo pouca sulfatacdo e a sua expressao
estd correlacionada com o potencial metastatico das células tumorais (Miao et al, 2006;
Vlodavsky et al, 2006). A heparina é um analogo natural dos substratos da heparanase e é
considerada um potente inibidor da atividade desta enzima (Vlodavsky et al, 1994). Estudos
indicam que a heparina, assim como outros polissacarideos sulfatados que inibem a
heparanase, também possuem atividade anti-metastatica em modelos animais, enquanto outros
polissacarideos que ndo inibem a atividade da heparanase ndo apresentam atividade anti-
metastatica (Naggi et al, 2005; Irimura et al, 1986; Parish et al, 1987). As linhagens utilizadas
no trabalho secretam heparanase, sendo que a DU-145 apresenta maior expressao desta
enzima que a PC-3 (Lerner et al, 2008). Assim, como mencionado acima, a possivel ligacdo
da FucSulf | com a heparanase secretada pelas células tumorais poderia inibir a atividade
desta enzima, impedindo a migracdo das células tumorais através da monocamada endotelial.

Fatores de crescimento heparano-dependentes, como 0 EGF, FGF e o VEGF, possuem
sitios de ligacdo com a heparina e com heparans-sulfato, assim como o receptor VEGFR-2
(Dougher et al, 1997). Outra hip6tese plausivel seria a ligagdo da FucSulf | com fatores de
crescimento secretados pelas células tumorais ao longo do periodo de interacdo, impedindo
que estes fatores exercam seus efeitos. Um possivel candidato seria o VEGF. Estudos
mostram que a ligagdo do VEGF com a heparina e/ou seus derivados pode modular a
interacdo entre o fator de crescimento e o0s seus receptores. Além disso, a modulacdo da
ligagdo do VEGF com seus receptores por fontes exdgenas de heparina pode variar devido a
presenca de heparans-sulfato na superficie celular (Terman et al, 1994, Wijelath et al, 2010).
A ativacdo do VEGFR-2 nas células endoteliais induz um aumento da fosforilagdo de
componentes das juncdes aderentes como VE-caderina, B-catenina e p120, o que desestabiliza
as juncodes intercelulares e leva ao aumento da permeabilidade vascular (Esser et al, 1998),

facilitando a migracdo transendotelial das células tumorais.
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Avaliamos entéo a producdo de VEGF pelas linhagens utilizadas no trabalho. A partir
de 8 horas ja é possivel detectar quantidades significativas de VEGF no meio condicionado
das células. Além disso, a linhagem DU-145 produz maiores quantidades de VEGF do que a
PC-3, em todos os tempos testados. Ao avaliar a ligacdo da FucSulf I e da heparina ao VEGF,
observamos que os dois polissacarideos se ligam ao fator de crescimento, sendo que a
FucSulf I se liga ao VEGF com maior avidez. Desta forma, a FucSulf | poderia estar
interferindo na ligacdo do VEGF com seus receptores endoteliais, mantendo a integridade da
monocamada e impedindo a migracgdo transendotelial das células. Este efeito ainda pode ser
maior devido & ativacdo das células endoteliais. O TNF-a além de induzir a expressdo de
moléculas de adesdo, também altera a expressdo de receptores de VEGF nas células
endoteliais. Estudos indicam que o pré-tratamento de células endoteliais com TNF- o aumenta
a expressao do receptor VEGFR-2 e a resposta celular ao VEGF (Giraudo et al, 1998);
Sainson et al, 2008). Como nos ensaios de transmigracdo, as células endoteliais sdo pré-
tratadas por 4 horas com TNF-a é provavel que a expressdo de VEGFR-2 dessas células esteja
aumentada. Com isso, aumenta-se o potencial inibitério da FucSulf | na migragédo
transendotelial.

O potencial anti-proliferativo de polissacarideos sulfatados de origem marinha vem
sendo estudado e € cada vez maior a variedade de fucanas que apresentam este efeito anti-
tumoral. Os mecanismos de inibicdo da proliferacdo ainda ndo estdo bem estabelecidos e
variam de acordo com a linhagem e a molécula utilizada. Um estudo avaliou o efeito do
fucoidan de alga marrom na proliferacdo de linhagens tumorais de hepatocarcinoma,
carcinoma de vesicula, colangiocarcinoma, carcinoma de células renais, carcinoma de ovario,
neuroblastoma e hepatoblastoma. Os resultados indicaram que a supressao da proliferacdo foi
mais aparente nas linhagens de hepatocarcinoma, colangiocarcinoma e carcinoma de vesicula,
indicando que o efeito anti-neoplasico do fucoidan pode variar de acordo com o tipo de tumor
(Fukahori et al, 2008). Outros trabalhos avaliam os mecanismos envolvidos na inibi¢do do
crescimento tumoral. J& foram observadas alteragcdes no ciclo celular de linhagens tratadas
com fucoidans, como o blogueio da fase G; em células de carcinoma broncopulmonar (Riou
et al, 1996), enquanto outros trabalhos mostram que a diminuicdo da proliferagdo celular
causada pelo fucoidan ocorre devido a inducdo da apoptose celular pela ativacdo de caspases
em linhagens de linfoma e de cancer de célon (Aisa et al, 2005; Kim et al, 2010).

Avaliamos o efeito da FucSulf | na proliferacdo das linhagens tumorais na presenca de
5% de soro fetal bovino. A fucana apresentou um potencial inibitério a partir de 24 horas,

atingindo em torno de 30% de inibicdo na linhagem DU-145 e 20% na linhagem PC-3 ao
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longo de 72 horas. As condic¢des incubadas com a heparina ndo apresentaram alteragdes no
namero de células em relacdo as condicBes controle. Como outros polissacarideos sulfatados
que regulam a proliferacdo celular induzem a apoptose, investigamos se a FucSulf | induz a
morte celular e vimos que ndo ha diferenca significativa da porcentagem de células viaveis
encontradas nas condicdes tratadas com a fucana em relacdo a condicéo controle, indicando
que a FucSulf I possa estar modulando realmente alguma etapa associada a ativagéo do ciclo
celular.

A descoberta de receptores de VEGF nas células tumorais, fez com que o papel do
VEGF na biologia tumoral ndo ficasse restrito as células endoteliais e a contribuicdo na
vascularizagdo tumoral. A producdo de VEGF pelas células tumorais e a expressdo de
VEGFRs indicam que estas células podem responder de modo autécrino ao VEGF. O
bloqueio dos receptores de VEGF por anticorpos ou a inibicdo da producdo de VEGF em
linhagens que possuem VEGFRs levam a diminuicdo da proliferacdo celular (Masood et al,
2001). Além de modular a interacdo do VEGF ao VEGFR, como ja discutido, derivados de
heparina também interferem na ligacdo do VEGF com a neuropilina-1 (Lake et al, 2006).
Diversas linhagens tumorais de carcinoma de prostata, mama, estdmago, colon e ovario
expressam NRP-1 e a sua presenca estd associada ao aumento da proliferacdo, migracao e
sobrevivéncia destas células (Bagri et al, 2009). Estudos indicam que as linhagens DU-145 e
PC-3 expressam receptores de VEGF, como a neuropilina-1 e a expressdo de VEGFR-2
nessas linhagens ainda é controversa (Jackson et al, 2002; Jia et al, 2010; Soker et al, 1998).

Uma vez que a FucSulf | diminuiu a proliferacdo das linhagens tumorais, nossa
hipo6tese era de que ela poderia interferir na ligacdo dos fatores de crescimento presentes no
SFB, como o VEGF, aos seus receptores nas células tumorais. Para avaliar se a ligacdo da
FucSulf | ao VEGF interfere na proliferacdo celular, investigamos o efeito da fucana na
proliferacdo das linhagens na presenca de VEGF e na auséncia de fatores exdgenos. A
proliferacdo das linhagens foi inibida nas duas condigdes testadas. Na linhagem DU-145,
tanto na presenca do VEGF quanto na auséncia de fatores exogenos, a proliferacao foi inibida
cerca de 40%. Na linhagem PC-3, houve maior inibi¢c&o da proliferagdo na presenca do VEGF
exogeno, cerca de 40%, enquanto na auséncia de fatores exdgenos, a inibicdo foi de 25%. Este
fato pode ser devido a linhagem PC-3 secretar uma concentragdo menor de VEGF ao longo do
tempo em comparacao a linhagem DU-145.

Entretanto, ndo foi observado aumento na proliferacdo da linhagem DU-145 na
presenca do VEGF em relacdo a condicdo sem fatores exdgenos, enquanto pudemos observar

que na linhagem PC-3 este fator de crescimento, ao ser acrescentado ao meio, induziu um
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aumento na proliferacdo em ralacdo ao controle (meio puro) (resultados ndo mostrados). O
fato do VEGF ndo aumentar a proliferacdo da linhagem DU-145 pode indicar que a
concentracdo de VEGF produzido pelas células tumorais ja é suficiente para saturar os
receptores das células. Entretanto, ndo podemos descartar a hipotese de que a DU-145 possa
ndo responder ao VEGF. Desta forma, a inibi¢do da proliferacdo desta linhagem celular pela
FucSulf 1 poderia ser devido a ligagdo desta fucana com outros fatores de crescimento
heparano-dependentes secretados pelas células tumorais. Ja foi descrito que a DU-145 secreta
também EGF e FGF (Tillotson & Rose, 1991; Ozen et al, 2001).

A ligacdo de fatores de crescimento aos seus receptores dispara vias de sinalizagédo
relacionadas ao aumento do potencial invasivo das células tumorais, como proliferacao,
viabilidade e migracdo celular. As vias de sinalizacdo PI3K/AKT e Raf/MEK/ERK atuam na
transmissdo de sinais proliferativos de receptores da membrana plasmatica, através de
cascatas de ativacdo de quinases que sdo reguladas por quinases especificas, fosfatases, e
proteinas adaptadoras (Steelman et al, 2011). Depois de ativada, a ERK fosforila moléculas
de regulacdo da apoptose e componentes da organizacdo do citoesqueleto. A ERK também
transloca para o nucleo onde fosforila fatores de transcricdo, que se associam as regides
promotoras de diversos genes, ativando a transcricdo de fatores de crescimento e citocinas
(Rodriguez-Berriguete et al, 2012). Assim como a ERK, quando ativada, a AKT pode
translocar para o nucleo e regular a ativacdao de fatores de transcri¢do relacionados com a
proliferacdo e sobrevivéncia celular. Além disso, a AKT tem como alvo outras moléculas que
interferem diretamente na manutencdo do estado de sobrevivéncia da célula (Hers et al,
2011). Estudos mostram que a sinalizacdo autdcrina do VEGF em linhagens tumorais de
mama que expressam neuripilina-1 mantém a ativacdo da via PI3K/AKT, aumentando seu
potencial proliferativo (Bachelder et al, 2001; Barr et al, 2008). Outro trabalho indica que a
linhagem DU-145 pode responder de modo autécrino ao FGF-2 e o tratamento com este fator
de crescimento aumenta fosforilagédo da ERK1/2 e néo ativa via PI3K/AKT (Puhr et al, 2010).

Como a FucSulf I diminuiu a proliferacao celular, avaliamos o estado de ativagdo das
proteinas ERK e AKT nas células tumorais tratadas por 48 horas com a FucSulf I.
Observamos que em cada linhagem ha a modulagéo de vias diferentes. Na linhagem DU-145,
h&d uma reducéo significativa da ativacdo da ERK na condicdo tratada com a FucSulf I,
enquanto ndo foi observada diferencas na ativacdo da AKT. Na linhagem PC-3, podemos
observar que a ativacdo da AKT foi reduzida pelo tratamento com a fucana. Entretanto, ndo
foi possivel detectar a ativacdo da ERK nem na condigéo controle. Trabalhos mostram que a

DU-145 possui maiores niveis de ERK ativada do que de AKT ativada e ja foi descrito que a
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linhagem PC-3 apresenta grande atividade da proteina AKT e baixos niveis de atividade da
via Raf/MEK/ERK (McCubrey et al, 2007; Robertson et al, 2010; Dizeyi et al, 2011). Assim,
é provavel que o tratamento com a FucSulf | tenha interferido apenas na via que esta
primordialmente ativada em cada linhagem, a via RaffMEK/ERK na DU-145 e PI3K/AKT na
PC-3.

Em todos os ensaios obtivemos diferencas nos resultados entre as duas linhagens, seja
no grau de inibicdo da interacdo com o endotélio, na sintese de VEGF ou na via de sinalizacdo
intracelular modulada. Isso pode indicar que os resultados observados dependem das
caracteristicas proprias de cada linhagem em associacdo com as diferencas na estrutura dos
polissacarideos testados.

Diversos estudos mostram que a posi¢do dos grupos sulfato e/ou o grau de sulfatacdo
da heparina e seus derivados sdo importantes para a atividade biolégica desses compostos. A
heparina possui sulfatacdo nas posi¢cdes O-2 de um residuo e nas posi¢des N-2, O-6 em outro
(Figura 5). A retirada do grupo 2-O-sulfato diminui a interacdo da heparina com FGF, assim
como a retirada do grupo 6-O-sulfato diminui a ligacdo com o FGF-R, ou seja, a ligacdo da
heparina e seus derivado com o FGF depende da presenca do grupo 2-O-sulfato e a ligacao
com FGFR depende do grupo 6-O-sulfato (Ashikari-Hada et al, 2004).

A ligacdo da heparina com o VEGF também esta relacionada com a presenca dos
grupos O-sulfato. Heparinas O-dessulfatadas N-sulfatadas ndo apresentam afinidade com
VEGF e a retirada apenas do grupo 2-O sulfato ou 6-O-sulfato diminui a afinidade desses
derivados em relacdo a heparina ndo modificada (Ashikari-Hada et al, 2005). Um trabalho
utilizou polissacarideos sintéticos com diferentes graus de sulfatacdo para avaliar a influéncia
desse parametro na inibicdo da P-selectina. Os polissacarideos com maiores graus de
sulfatacdo apresentaram maior inibicdo do rolamento de mondcitos sobre superficie contendo
P-selectina imobilizada (Fritzsche et al, 2006).

As fucanas utilizadas no trabalho variam na estrutura e na sulfatacdo das unidades
sacaridicas de repeticdo, como mostrado na figura 7. A FucSulf | é a Unica fucana com
sulfatacdo O-2 e O-4 no mesmo residuo e possui maior nimero de radicais sulfato por
unidade de repeticdo. Além de ser a fucana com maior potencial inibitério da adesdo das
células tumorais ao endotélio, resultados preliminares indicam que de todas as fucanas
utilizadas no trabalho, ela é a que se liga com maior avidez ao VEGF (resultados néo
mostrados). Como descrito acima, tanto a ligagdo com a P-selectina quanto com o VEGF

pode depender da estrutura dos polissacarideos. Apesar de ndo termos nenhum resultado
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relacionando a estrutura da FucSulf | com suas funcBes bioldgicas, suas caracteristicas
exclusivas podem ser responsaveis pelos resultados obtidos até agora.

A FucSulf I modula, em modelos in vitro, todas as etapas relacionadas com a
disseminacdo metastatica. Ao interferir na adesdo tumoral ao endotélio, no extravasamento e
na proliferagdo celular, esses efeitos se somam, reduzindo as chances de uma celula que sai do
tumor primario e entra na circulagdo, conseguir se estabelecer num sitio secundario no
organismo. Concluimos entdo, que a FucSulf I pode ser uma importante molécula na busca

de novos farmacos que atuem na inibicdo da metastase.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1. Conclusodes

Neste trabalho, demonstramos que :

e Todas as fucanas testadas inibiram a adesdo da linhagem tumoral DU-145 a
monocamada endotelial. Entretanto, a fucana extraida de L.variegatus (FucSulf I) e de
S. franciscanus, foram as que apresentaram maior potencial inibitorio.

e Em relagdo a linhagem PC-3, a adesdo as células endoteliais foi inibida apenas na
presenca da FucSulf | e da fucana extraida de S. franciscanus.

e Somente a FucSulf | inibiu a adesdo da linhagem DU-145 a matriz subendotelial,
enguanto nenhuma fucana foi capaz de inibir a adesdo da linhagem PC-3 a esta matriz.

e A FucSulf I foi capaz de inibir a migragéo transendotelial das linhagens Du-145 e PC-
3. Este efeito pode estar relacionado com a interacdo desta fucana com o VEGF, uma
vez que ambas as linhagens secretam este fator de crescimento e que ensaios de Elisa
demonstraram a ligacdo direta desta fucana ao VEGF.

e A FucSulf I inibiu a proliferacdo das linhagens tumorais e ndo apresentou efeitos
citotoxicos.

e A FucSulf I diminuiu a ativacdo de proteinas envolvidas na sinalizacdo intracelular
moduladas por fatores de crescimento, como a ERK, na linhagem DU-145 e a AKT,
na linhagem PC-3.

e Nossos dados indicam uma grande versatilidade nas agdes bioldgicas da FucSulf |
sobre as células tumorais e suas interacbes com o endotélio, tornando-a um
interessante protdtipo de molécula com potencial terapéutico, visando o controle de
etapas-chave da progressédo tumoral.
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2. Perspectivas

Pretendemos dar continuidade ao trabalho apresentado, aprofundando o conhecimento
sobre os efeitos anti-tumorais da FucSulf | e os mecanismos envolvidos. Temos como
perspectivas:

e Avaliar e comparar o papel da FucSulf | na adesdo e migracdo transendotelial de
linhagens de tumorais de prostata, mama e melanoma em condicGes estaticas e

dinamicas.

e Investigar a ligacdo da FucSulf | a diferentes fatores de crescimento heparino-
dependentes (FGF, EGF, etc), assim como a secrecdo desses fatores pelas linhagens

tumorais.

e Auvaliar os mecanismos celulares ativados por fatores de crescimento que podem ser
modulados pela Fucsulf I, como por exemplo, a permeabilidade endotelial, o padrao
de expressao e de fosforilagdo de moléculas de adesdo celular, a ativacdo de receptores
de fatores de crescimento e a ativagéo de vias de sinalizagao.

e Avaliar o papel da FucSulf I na proliferacdo de linhagens tumorais de mama e de

melanoma.

e Avaliar o efeito da FucSulf I na diferenciacdo endotelial em estruturas semelhantes a

capilares in vitro (tubulogénese).

e Avaliar o efeito da FucSulf | na no crescimento tumoral, na metastase e na

angiogénese in vivo.
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