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RESUMO

MENEZES, G. C. Migracdo e remodelamento de matriz extracelular por
fibroblastos humanos pré-senescentes, normais ou transformados, cultivados em
géis de colageno do tipo I. Rio de Janeiro, 2008. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas (Biofisica)) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008

A relacdo entre o remodelamento de matriz extracelular (MEC) e a migracédo de
células em matrizes tridimensionais (3D) € um campo de estudo ainda inexplorado.
Muitos dados publicados na literatura sugerem uma correlagéo direta entre a capacidade
de remodelamento de MEC e a migracdo de células normais. Recentemente, contudo,
esta relacdo se tornou controvertida, uma vez que alguns relatos foram publicados nos
quais esta relacdo ndo é observada. Além disso, células transformadas geralmente
possuem fenotipo migratério mais acentuado, mas ha relatos de que fibroblastos
transformados in vitro perderiam parte da habilidade de remodelar géis de colageno. O
presente trabalho demonstra que a imortalizacdo de fibroblastos humanos pré-
senescentes, pela expressao de hTERT e E6/E7, associada a expressdo do alelo
oncogénico de H-Ras (H-Ras"'?), ndo causa inibicdo na habilidade destas células de
remodelar géis de colageno do tipo I. Entretanto, fibroblastos normais que tiveram seu
crescimento blogueado por inibigdo por contato perderam parcialmente o potencial de
contrair as matrizes de colageno 3D. Quanto a migracdo celular, fibroblastos que
expressam H-Ras"'? apresentaram maior taxa de migracdo em matrizes de colageno 3D
quando tratados com BSA, LPA, PDGF ou soro fetal bovino (SFB). Mais, o
translocamento celular entre matrizes com densidades muito distintas é inibido em
fibroblastos normais, enquanto aqueles que expressam o alelo oncogénico de H-Ras tém
mais facilidade na transposic¢ao. Conclui-se que a degradacao de p53, a inibi¢do de pRB
e a hiperativacdo de H-Ras nao contribuem para a reducdo da habilidade de
remodelamento de MEC observada em células transformadas in vitro. Além disso,
células com o alelo oncogénico de H-Ras apresentam maior capacidade de
translocamento entre matrizes com densidades distintas, sugerindo que mutacfes em
genes de ras possam ser necessarias para a transposicdo de células tumorais do estroma
reativo para os tecidos adjacentes. Por fim, os resultados do trabalho permitem sugerir
que os fenémenos de remodelamento de MEC e migracdo celular podem apresentar
alguns mecanismos de acdo compartilhados, mas aparentemente ha diferencas
significativas no conjunto de mecanismos que atuam em cada processo, de modo que
uma correlacédo direta nem sempre € observada.



ABSTRACT

MENEZES, G. C. Migracdo e remodelamento de matriz extracelular por
fibroblastos humanos pré-senescentes, normais ou transformados, cultivados em
geéis de colageno do tipo I. Rio de Janeiro, 2008. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas (Biofisica)) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008

The relationship between extracellular matrix (ECM) remodeling and cell
migration in three-dimensional (3D) matrices is still an unexplored field. Many
published data suggest that there is a direct correlation between ECM remodeling ability
e cell migration of normal cells. Recently, though, this relationship became
controversial since some reports in which this correlation was not observed were
published. Moreover, transformed cells usually display an accentuated migratory
phenotype, though there are reports that in vitro transformed cells partially lose their
collagen remodeling ability. The present work shows that pre-senescent human
fibroblast immortalization through expression of hTERT and E6/E7, associated with the
expression of an oncogenic allele of H-Ras (H-Ras"*?), do not cause an inhibition in the
ability of these cells to remodel type | collagen gels. However, normal fibroblasts
growth-arrested by contact inhibition did partially lose their potential to remodel the 3D
collagen matrices. Regarding cell migration, H-Ras"*?-expressing fibroblasts exhibited
higher migration rates in 3D collagen matrices when treated with BSA, LPA, PDGF or
fetal bovine serum. In addition, cell translocation between matrices with very distinct
densities is inhibited in normal fibroblasts, while those that express the oncogenic allele
of H-Ras could transpose more easily. We conclude that the degradation of p53, the
inhibition of pRB and the overactivation of H-Ras do not contribute to the loss of
remodeling ability observed in in vitro transformed cells. Moreover, cells expressing the
oncogenic allele of H-Ras exhibit higher ability to translocate between matrices with
distinct densities, suggesting that mutations in ras genes might be necessary for tumor
cell translocation from the reactive stroma to the surrounding tissues. Finally, the results
of the present work allow us to suggest that the phenomena of ECM remodeling and cell
migration may share common mechanisms of action, though apparently there are
significant differences in the collection of mechanisms acting in each process, such that
a direct correlation is not always observed.
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“Reality is merely an illusion, albeit a very persistent one”

Albert Einstein
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1. Introducéo

1.1. Historico do cultivo de células, em particular de fibroblastos humanos, em

ambientes bi e tridimensionais

Os materiais utilizados para cultivo de células de mamiferos que se tornaram
mundialmente difundidos sdo aqueles que incluem substratos rigidos, planares, feitos de
vidro ou plasticos submetidos a tratamentos especiais. Tais materiais permitem maior
controle experimental e sdo de simples manejo. Nas Gltimas décadas, contudo, se
observa na literatura cientifica um grande interesse pelo cultivo de células de
mamiferos, em particular de humanas, em ambientes tridimensionais (3D). Isto €, o
cultivo celular com o uso de substratos flexiveis estruturados em 3D. Esta tendéncia se
deve principalmente ao fato deste tipo de cultivo proporcionar um ambiente mais
parecido com aguele observado in vivo, de modo que a fisiologia celular também se
aproxima daquela observada no corpo humano. Cabe aqui ressaltar que alguns poucos
tipos de células, como as epiteliais (em epitélios simples) e os osteoclastos humanos,
apresentam-se in vivo associadas a superficies planares ou a ambientes 2D. Apesar do
cultivo de células em matrizes 3D ter se tornado um método de pesquisa disseminado
apenas na ultima década, em particular nas pesquisas relacionadas a bioengenharia de
tecidos, por motivos técnicos o cultivo de células in vitro foi iniciado justamente em

matrizes deste género [1, 2].

O cultivo de células individualizadas oriundas de organismos multicelulares tem
pouco mais de 100 anos e demorou a ser desenvolvido considerando que as primeiras
celulas vivas foram observadas pelo entéo alfaiate Thonius Philips van Leeuwenhoek
por volta de 1670. O motivo principal para este retardo se deveu aos desafios técnicos
que o cultivo in vitro apresentava aos cientistas, mas também porque o conhecimento
sobre células era ainda muito limitado. O cultivo de tecidos, humanos ou ndo, em
condigdes extra-corporeas foi proposto e alcancado apenas no século XIX como forma
de se estudar as caracteristicas destas estruturas, ainda vivas, em condi¢des ambientais
mais controladas e acessiveis do que aquelas encontradas no corpo de animais
superiores. Os primeiros passos neste sentido foram dados por Sydney Ringer, o qual

divulgou seus resultados experimentais em uma seérie de artigos iniciados em 1882.



Nestes, 0 autor demonstrava que coracdes extirpados de sapos continuavam a bater, as
vezes por longos periodos, na presenca de solugdes salinas, tais como sais de sodio,
potéssio, célcio e/ou magnesio [3]. Os experimentos com coragdes vivos eram
especialmente prestativos na medida em que a sobrevivéncia celular era comprovada
pelo batimento cardiaco. Mas Ringer néo se limitou a este modelo e descreveu ainda 0s
processos de plasmolise, turgidez e lise celulares em excisfes de tecido branquial de
mexilhdes do género Anodon, demonstrando assim a importancia dos fendmenos de
difusdo e pressdo osmotica sobre as células. Seus estudos levaram a formulacdo da
solucdo de Ringer, que agora conta com inumeras variantes, e serviu de base para a
formulacdo dos meios de cultivo utilizados nos dias de hoje. O crédito pelo
estabelecimento dos principios do cultivo de tecidos de animais, entretanto, foi dado a
Wilhelm Roux, que em 1885 removeu uma porcdo da placa medular de embribes de

pinto e 0 manteve em soluc¢do salina aquecida por uma série de dias [4].

Apesar do fato de que o cultivo de tecidos em ambientes extra-corpdreos
tornava-se realidade, o cultivo de células de mamiferos individualizadas apresentava
dificuldades ainda no campo tedrico. A idéia de que células de organismos
multicelulares eram unidades de vida individualizadas foi proposta claramente apenas
em 1811 por Ludolph Christian Treviranus [5]. Em 1824 Henri Dutrochet teorizou que
“a célula ¢é o elemento fundamental de organizagdo” da vida [6], mas demorou ainda
mais de uma década para que a teoria fosse aceita pela comunidade cientifica, através de
trabalhos desenvolvidos por Matthias Jakob Schleiden [7] e seu professor, Theodore
Schwann [8]. A teoria celular classica ndo foi completada até 1858, quando Rudolf
Virchow concluiu que as células sdo formadas a partir de outras pré-existentes [9]. E
interessante lembrar ainda que nesta mesma época Darwin publicava seu livro On the
Origin of Species by Means of Natural Selection, or the Preservation of Favoured Races
in the Struggle for Life [10], e Pasteur conduziria na década de 1860 experimentos
demonstrando que a teoria da geracdo espontanea era falha. Era, portanto, uma época de
descobertas e formulacbes de teorias ainda basais no campo da Biologia,

particularmente no que tange as células.

Como consequéncia, foi apenas a partir de 1907 que Ross Granville Harrison,
inicialmente na Johns Hopkins Medical School e em seguida na Universidade de Yale,
publicou trabalhos no qual estabelecia as bases metodoldgicas para o cultivo de células

provenientes de explantes neurais de embries de anfibio [1, 2]. Anteriormente outros



pesquisadores ja haviam examinado células eucariGticas superiores in vitro, mas
nenhum as havia cultivado por semanas como Harrison conseguiu com neurdnios de
sapo. Além disso, a demonstracdo préatica de que células individualizadas apresentavam
vida prépria foi por si s6 de grande impacto e permitiu ao autor reafirmar a “doutrina
neural”. Segundo esta doutrina, as células eram a base estrutural e unidade funcional do

sistema nervoso. Em contraposicdo a “doutrina neural” havia a “teoria reticular” que

propunha ser o sistema nervoso um reticulo ou rede celular interligada.

A técnica desenvolvida para o cultivo de células foi uma adaptacdo da gota
pendente, ja utilizada anteriormente para manter embriGes de anfibios in vitro e assim
analisar seu desenvolvimento. Inicialmente, Harrison cultivou as células em gota
pendente composta de liquido nutritivo. Entretanto, as células pouco faziam além de
sobreviver. Em seguida decidiu por ndo mais cultiva-las suspensas em meio liquido mas
envoltas por uma matriz extracelular (MEC) derivada de coagulos do liquido linfatico
(figura 1). A técnica permitiu que Harrison observasse células individuais migrando e
formando neuritos (finas projecbes de membranas de células nervosas). Também
demonstrou a importancia do substrato no cultivo de células, uma vez que, ainda hoje, a
chave para a formacdo de neuritos é o cultivo de neurdnios em substratos rigidos, assim
como o crescimento de explantes neurais € realizado em matrizes protéicas
(principalmente colédgeno). A era do cultivo de células se iniciava justamente com o

emprego de um arcabouco 3D composto principalmente por proteinas.

Coagulo delinfa / células

Meio de cultive

Laminula

Lamina de vidro com concavidade

Figura 1. Modelo de cultivo de células empregado por Ross Granville Harrison. O
coagulo de linfa atuou como substrato de cultivo, o qual permanecia submerso em meio
de cultura em gota pendente.

Ainda em 1910, Ross Harrison ja trabalhava em Yale e recebeu em seu
laborat6rio Montrose Burrows, pesquisador do Rockefeller Institute de Nova lorque que

vinha para aprender a nova técnica de cultivo de células. Enquanto esteve no laboratério

3



de Harrison, Burrows adaptou o protocolo original e passou a cultivar tecidos de
embrido de pinto em codgulos de plasma de galinha, o primeiro cultivo de células de
animais de sangue quente. Depois de estabelecer esta modificacdo, Burrows, de volta ao
Rockefeller Institute no laboratoério do cirurgido Alexis Carrel, cultivou diversos tecidos
embrionarios e adultos de cées, gatos, galinhas, ratos e porcos da india utilizando
plasma fresco de animais da mesma espécie. Em 1911, Burrows e Carrel, que no ano
seguinte ganharia o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina, publicam um trabalho no
qual descrevem pela primeira vez o cultivo de diversos tecidos humanos normais e
tumorais [11]. Além de serem as primeiras células humanas cultivadas, eles criam o
método de cultivo em um substrato bidimensional (2D) (no caso, o cultivo de células
sobre uma grande placa de vidro preto), o cultivo em incubadoras Umidas com
temperatura controlada, e ainda atentam a necessidade de assepsia. Citando os autores:
“Noés usamos, primeiramente, o método de cultura de Harrison, isto é, de pequenos
pedacos de tecido suspensos em uma gota pendente de plasma. Em seguida, nos
desenvolvemos um método de cultura em uma placa, que nos permitiu crescer grandes
quantidades de tecidos. (...) A cultura deve ser feita em sala de operagdo quente e Umida
com 0S mesmos cuidados e rapidez de uma operagdo cirtrgica delicada.”. Os autores
foram ainda os primeiros a fazer subculturas, ao fazer cortes nos explantes e transferi-
los para novos coadgulos de plasma, criando assim linhagens celulares cultivadas por

meses [12].

O laboratorio de Alexis Carrel continuou a desenvolver novas técnicas de
cultivo de células, especialmente frascos que permitiam maior praticidade de manejo.
Como se nota no texto de seu primeiro artigo de 1911, sua preocupacdo com a
quantidade de tecido produzido, e conseqiiente facilidade de manejo e visualizagdo, era
de grande importancia. Assim, em 1923 seu laboratério desenvolveu os primeiros
frascos circulares de vidro, chamados frascos-D; um frasco D-3.5 tinha 3.5 cm de
diametro. Os frascos permitiam que os coagulos de plasma fossem crescidos em
volumes de meio de cultivo muito maiores e facilitavam no manejo para troca de meios
e durante subculturas [13]. Pela metade da década de 1920 o desenvolvimento das
técnicas de cultivo em substratos de vidro desenvolvidas pelo laboratério de Carrel se
tornou 0 método padrdo ao redor do mundo. Em 1947 William Earle introduziu os
frascos de vidro do tipo “T”, que tinham forma hexagonal ou retangular. O “T” se

referia a area de superficie para cultivo, como por exemplo o frasco T-25 que



apresentava 25 cm? de 4rea para cultivo das células. Na década de 1950 se formularam
meios de cultivo semi-definidos e se comecou a utilizar tripsina para dissociacdo de
tecidos e realizacdo de subculturas. Entre os cultivos mais famosos da época, se destaca
a linhagem HelLa, originada de um explante do ovéario de Henrietta Lacks, pelo Prof.
George Otto Gey, na Johns Hopkins Medical School. Apos dissociacdo das células, a
cultura HelLa foi mantida e subcultivada por quase dois anos, e células derivadas desta
linhagem sdo mantidas ainda hoje.

Ja na década de 1960, como o desenvolvimento da engenharia de materiais
plasticos ou polimeros, os frascos de poliestireno do tipo “T” especialmente tratados
para aumentar a adsorcdo de proteinas, e consequentemente a adesdo celular, se
tornaram disponiveis. Claramente, todos esses avancos na area de cultivo de células se
deram na direcdo da simplificacdo da metodologia de trabalho e do aumento da
quantidade de células cultivadas. Em decorréncia, o cultivo de células de mamiferos em
substratos planos se difundiu por todos os laboratérios do mundo, enquanto o cultivo
em matrizes protéicas 3D foi relegado a segundo plano.

O cultivo em matrizes protéicas sé volta a ter importancia cientifica e clinica a
partir da década de 1970. Em 1956, Abercrombie e colaboradores publicam artigo no
qual implicam as células do tecido conjuntivo na geracdo de forgas responsaveis pela
contracéo das lesdes no processo de cicatriza¢do [14]. No mesmo ano foi sugerido que o
tecido de granulacdo formado durante a cicatrizagdo seria um “0rgdo de contratura”
[15]. Estudos subsequentes demonstraram que as células que geravam forca de
contragdo se localizavam nas margens da lesdo e ndo no centro do tecido de granulagéo
[16]. Mas foi apenas em 1972 que Gabbiani e colaboradores demonstraram que
fibroblastos contidos em excisdes de tecidos de granulagdo eram capazes de gerar
contragbes e apresentavam organizacdo dos filamentos de actina (fibras de tenséo)
parecida com aquela observada em células de musculo liso [17]. Hoje se sabe que estes
“miofibroblastos” sdo responsaveis nao s por gerar as forcas que contraem as lesdes do
conjuntivo, mas sua presenca se tornou uma caracteristica geral de tecidos em processo

de contragéo [18].

Conjuntamente com os resultados publicados por Gabbiani e colaboradores [17]
foi iniciada a publicacdo de uma série de trabalhos nos quais as técnicas de cultivo de
células em matrizes 3D se tornavam metodologias essenciais na pesquisa desenvolvida.

Foi neste ano que Tom Elsdale e Jonathan Bard publicaram um trabalho demonstrando
5



que fibroblastos cultivados em matrizes de colageno do tipo | apresentavam
caracteristicas fenotipicas parecidas com aquelas vistas in vivo que, todavia, ndo eram
observadas em cultivos em monocamadas [19]. Eles descreveram ainda que as células
migratorias cultivadas nas matrizes flutuantes em meio de cultura levavam a contracao
da matriz tornando-a um “corpo denso e opaco com menos de um décimo do tamanho
original”. No ano seguinte um processo similar foi observado com fibroblastos
cultivados em matriz 3D de fibrina [20]. Em seguida, Eugene Bell, hoje reconhecido
como o fundador da Bioengenharia de Tecidos, realiza estudos inicialmente do MIT e,
em seguida, na sua empresa (Tissue engineering Inc.), visando compreender 0 processo
de contracdo que ocorre durante a cicatrizacdo de lesdes da pele e desenvolve um
método simples de estudo in vitro do fendbmeno de reorganizacdo da matriz de colageno
por fibroblastos [21].

Desde entdo o cultivo celular em matrizes 3D se difundiu, ndo apenas como
ferramenta para o estudo de fendmenos celulares diversos, mas como foco de estudo em
si. As areas de bioengenharia e de implantes de tecidos e érgdos, por exemplo, se
baseiam quase que exclusivamente no desenvolvimento de metodologias e produtos nos
quais as células sdo cultivadas em ambientes 3D, sejam tais ambientes compostos por
produtos naturais ou sintéticos [22]. Também nos testes in vitro de farmacos as analises
em cultivos 3D ja sdo freqlientes, haja visto que a fisiologia celular neste tipo de cultivo

é mais proxima aquela observada in vivo.

1.2. Tensegridade e mecanobiologia do cultivo celular em matrizes 3D

A cultura de células em ambientes 3D apresenta, obviamente, diversas
diferengas em relacdo aquela realizada em 2D. Quando cultivadas em substratos
plasticos planos, células ndo transformadas se organizam em monocamadas polarizadas.
Nesta condicdo, as células interagem entre si apenas lateralmente, enquanto suas
superficies “basal” e “apical” se estruturam bioquimica e mecanicamente em resposta a
ambientes extremamente rigidos (substrato plastico) ou maleaveis (meio de cultura
soluvel). Este ambiente fisico ndo é representativo das estruturas naturais dos tecidos
humanos; mesmo os epitélios com apenas uma camada de celulas (o intestinal, por

exemplo) ndo interagem com um substrato de rigidez comparavel aos plasticos e vidros



utilizados em culturas de células. Como as células de mamiferos respondem a fisica e a
mecanica do ambiente via constante reestruturacdo de seus esqueletos e fisiologia,
fendmeno conhecido como tensegridade [23], as diferencas do comportamento celular
em cultivos 2D e 3D sdo evidentes. Caracteristicas fisicas do ambiente, como
topografia, textura e elasticidade (tribologia) podem influenciar comportamentos
celulares tdo diversos quanto a entrada em mitose [24] e a diferenciacdo de células
mesenquimais [25], em grande parte por mecanismos hoje denominados como

mecanotransducéo de sinais [26, 27].

Os mecanismos de mecanotransducao nao sdo os Unicos a exercer influéncia nas
diferencas observadas no comportamento celular em cultivos realizados em 2D e 3D,
mas séo, possivelmente, os mais importantes. Se classificados de modo simplificado, os
aspectos mecanicos do ambiente celular reconhecidos pelas células seriam a viscosidade
e geometria do substrato e as forcas envolvidas nas relacdes célula-célula e célula-MEC,
na escala nano e micrométrica. Isto €, desde a estrutura das glicoproteinas até a célula
como um todo. Diversos modelos de mecanotransdugéo estdo emergindo na literatura
cientifica onde proteinas sofrem mudancas conformacionais em decorréncia de forcas
mecanicas aplicadas sobre elas; mudancas essas que se traduzem em resposta
morfofuncional [28]. A este processo de conversdo de sensibilidade mecanica em
respostas celulares, via eventos bioquimicos intracelulares, é que se da o nome de
mecanotransducdo de sinais [26, 27]. Os parametros mecanicos envolvidos nos eventos
celulares sdo extremamente complexos e envolvem rigidez e dinamica global e locais da
matriz extracelular e do citoesqueleto, fluidez e dinamica dos fluidos extracelular e
intracelular, afinidade, numero e organizacdo das adesdes célula-célula e célula-MEC,

namero e organizagdo de canais de ions mecanosensiveis, entre outros.

O mecanismo de mecanotransducdo de sinais mais comumente observado é
aquele decorrente da rigidez do substrato [29, 30]. No caso de cultivos em superficies
2D (pléasticos ou vidros) os substratos séo rigidos; isto é, ndo podem ser moldados pelas
forcas impostas pelas células. Conseqiientemente, a célula adequa a sua forma em
funcdo da MEC secretada (ou adsorvida) sobre o substrato plano, de modo que as
células se espalham sobre ele. Tal adequacdo morfofuncional das células ocorre como
conseqiiéncia da rigidez do substrato, e diz respeito a necessidade da célula em aderir e
se espalhar posto que, do contrario, ela fica susceptivel a apoptose [31]. Por outro lado,

tal espalhamento celular ocorre via regides pontuais de interacdo entre a célula e a MEC



adsorvida ao substrato, conhecidos como contatos e adesdes focais [32, 33, 34, 35]. A
célula aderida a um substrato rigido, via adesdes focais, encontra alta resisténcia as
forcas de contracdo exercidas por seus complexos de microfilamentos e miosinas Il. A
resultante deste fendmeno é uma sinalizacéo intensa a partir destes complexos de adeséo
no sentido da manutencdo da viabilidade celular, assim como a inducéo de secrecédo e

deposicdo de MEC, e migracéo e proliferacéo celulares (figura 2) [26, 27, 28, 36, 37].
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Figura 2. Efeitos da mecanotransducdo de sinais em fibroblastos humanos em
funcéo do substrato de cultivo. Livremente adaptado de VVogel e Sheetz, 2006.

Por outro lado, o cultivo de células em substratos de baixa tensdo mecénica, isto
é, cuja estrutura e organizacdo molecular cedem as forcas exercidas pelas células, induz
a expressao de atividades celulares opostas aquelas em matrizes associadas a substratos
planares rigidos (figura 2). Por exemplo, matrizes 3D de colageno contendo fibroblastos
e cultivadas soltas do substrato sofrem um remodelamento ao longo do tempo que leva a
reducdo dos seus volumes em decorréncia de atividades celulares. Em parte, este
processo de contracdo da matriz é fungdo dos mesmos mecanismos que, em substratos
rigidos, levam as células a adquirirem a morfologia de espalhamento sobre o substrato,
mediadas por proteinas de adesdo celular a MEC. Todavia, a fisiologia das células neste

caso € bastante distinta daquela observada em substratos rigidos: os fibroblastos



apresentam baixa sintese de colageno e DNA [38, 39]. Outra observacéo interessante foi
realizada com fibroblastos cultivados em matrizes 3D de coldgeno cuja tensdo interna
poderia ser variada por um aparelho que aplicava cargas mecanicas sobre o gel [40].
Neste caso, as células reagiam as mudancas na tensdo da matriz de modo inversamente
proporcional a carga aplicada sobre o gel; isto é, ao aumento da carga mecanica
aplicada sobre o gel as células respondiam reduzindo sua capacidade de contracdo
enquanto uma diminuigdo da carga induzia o aumento da contragdo mediada pelas
células. Esta observacdo demonstra, ainda que superficialmente, o carater reciproco que

decorre da interacdo entre células e substratos maleaveis.

A rigidez do substrato é fator preponderante nas diferentes expressdes do
fendtipo celular observado em cultivos 2D e 3D, mas ndo é o unico. Da mesma forma
que a célula pode ser regulada morfoldgica e funcionalmente pelo substrato, este
também ¢é regulado pelo comportamento celular. Desse modo, se estabelecem
mecanismos de retroaliamentacdo (feedback) entre as células e o substrato que sdo
distintos nos casos de cultivos 2D e 3D.

Por exemplo: as forcas mecanicas exercidas pelas células sobre a MEC, via
adesbes focais, podem modificar as moléculas da MEC fisicamente, levando a
exposicao de sitios cripticos de interacdo, antes indisponiveis. O exemplo mais bem
estudado é o da fibronectina. A fibronectina é uma glicoproteina que se associa a
integrinas presentes na membrana plasmatica e induz a formacéo das chamadas adesfes
focais nas células [33, 41]. Este tipo de adesdo ocorre quando, na porcdo citoplasmatica,
a integrina se associa indiretamente a fibras de microfilamentos associadas a moléculas
de miosina Il, formando as chamadas fibras de tensdo. Como o nome indica, da
interacdo entre microfilamentos e miosinas se observa uma atividade contrétil cuja
tensdo final é exercida justamente sobre as glicoproteinas da MEC; no caso a
fibronectina. Dado que a fibronectina esteja interagindo com outras moléculas da MEC
(estando, portanto, “ancorada” em outro ponto que ndo o de associagdo a integrina da
célula), a resultante da forca exercida sobre ela é a modificacdo de sua estrutura
secundaria e decorrente apresentacdo de sitios cripticos, isto €, de seqiiéncias de
aminoacidos que sdo sitios de interagdo com outras moléculas e que se encontravam

inacessiveis até entdo [42, 43, 44].

Muitas outras evidéncias demonstram ainda o carater mecanosensivel dos sitios

de adesdo focal. Primeiro, a ativagdo da contracdo celular mediada por miosina 1l
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acarreta no aumento das adesoes focais [45, 46, 47], enquanto a inibicédo da atividade de
miosina Il induz o desaparecimento de adesGes focais e acumulacdo de adesdes do tipo
complexos focais, que sdo compostos por integrinas mas ndo apresentam fibras de
tensdo [48, 49, 50, 51, 52]. Segundo, a aplicacdo de forcas externas sobre as adesfes
focais estimula o crescimento dessa estrutura na direcdo em que a forca foi impressa
mesmo quando a atividade de miosina Il é suprimida [53]. Terceiro, o tamanho das
adesOes focais e as forgas aplicadas sobre elas apresentam relacdo proporcional, com
coeficiente (5 nN/pum?) surpreendentemente parecido entre diferentes tipos celulares
[54, 55]. Por fim, a manipulacdo mecéanica de esferas recobertas com fibronectina sobre
a superficie de células aderidas reforca a forca de adesdo indireta entre as esferas e o
citoesqueleto de actina [56, 57].

Contudo, em matrizes deformaveis e de baixa resisténcia mecanica, onde as
forcas exercidas pelas células ndo sdo resistidas pelo substrato (que se deforma),
adesOes focais tornam-se diminutas ou nem mesmo se formam [58, 59, 60]. Portanto,
todas as fungdes mecanosensiveis das adesdes focais s6 sdo observadas quando a célula

¢ cultivada sobre um substrato resistente.

Face ao exposto acima, nota-se que as células aderentes sdo ndo s6 capazes de
reconhecer o ambiente em que se encontram como também de modifica-lo ativamente,
desencadeando, inclusive, novos sinais. Porém as caracteristicas mecanicas do ambiente
de cultivo sdo preponderantes no tipo de resposta celular que sera observada. Em
qualquer momento, sinais extracelulares (como hormonios, fatores de crescimento,
estimulos mecénicos externos, etc.) podem causar mudancas agudas que iniciardo uma
nova rodada de modificacbes na célula e na MEC, poréem estas alteracfes serdo
claramente distintas se as células forem cultivadas em ambientes 2D rigidos ou 3D

maleaveis.

Todavia, 0 aspecto mais intrigante dos estudos sobre mecanotransducdo, e
crucial nas diferencas de fisiologia celular observadas entre cultivos 2D e 3D, esta na
capacidade da célula de responder a mudancgas na sua forma ou organizagdo estrutural
[61]. A sensibilidade geométrica, que pode influenciar desde sua sobrevivéncia até
proliferacéo e diferenciacdo celular, pode ser definida como a formagdo de complexos
de sinalizacdo celular por mudangas espaciais nos sitios de reconhecimento molecular

de acordo com a forma, ou geometria, do substrato em contato com a célula.
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Um belo exemplo deste mecanismo foi demonstrado por Chen e colaboradores
(1997) em células de endotélio capilar bovino [31]. Para verificar os efeitos da
geometria na sobrevivéncia e proliferacdo celular os autores cultivaram as células em
substratos ndo-adesivos, sobre os quais ‘“ilhas” de fibronectina com forma
(quadrangular) e tamanhos (de 25 a 1600 micrometros quadrados) definidos foram
adsorvidas e sobre as quais as células poderiam aderir. O resultado demonstrou que as
células em “ilhas” menores eram mais propensas a entrar em apoptose € ndo
proliferavam, enquanto células aderidas e espalhadas sobre areas maiores proliferavam
e nunca iniciavam morte celular programada. Evidentemente, o resultado poderia ser
funcdo da area de contato com o substrato de fibronectina e ndo da geometria da célula.
Os autores solucionaram esta questdo cultivando as células em ilhas de fibronectina
circulares de 20 a 50 micrémetros de didmetro ou diversas ilhotas distantes 10
micrémetros entre si e com 5 micrémetros de didmetro, que permitiriam observar o
comportamento de células com &reas semelhantes de contato com a fibronectina, mas
espalhamentos (area projetada da célula) bastante distintos. Com efeito, ainda que as
células apresentassem areas iguais de contato com fibronectina, aquelas pouco
espalhadas eram mais propensas a entrar em apoptose e ndo proliferavam, enquanto
aquelas células que apresentavam maior area projetada apresentavam maior taxa de

proliferacao.

Estudos adicionais demonstraram que uma mesma proteina da MEC pode
disparar sinais distintos em um mesmo tipo celular dependendo de sua organizagdo
estrutural, como quando estéa disposta em filamentos ou simplesmente adsorvida sobre
um substrato plano [62, 63]. Além disso, diversos tipos celulares sdo capazes de
responder a topografias de superficie na escala nanométrica [64]. Aparentemente, as
células sdo capazes ndo s6 de reconhecer uma superficie cbncava, como ainda o fazem
de modo distinto em relacdo a uma superficie convexa. Em um experimento com
substratos desenvolvidos por nanolitografia, a adeséo celular sobre colunas de 13 nm de
altura foram capazes de aumentar o espalhamento da célula, a formacdo de
microfilamentos e sua taxa de proliferacdo [65]. Em contraposi¢édo, quando fibroblastos
foram sujeitos a substratos com depressdes nanométricas a adesdo era menor se
comparada a um substrato plano [66]. Esta diferenca de resposta em relacdo a
concavidade do substrato em escalas nanométricas parece ser funcdo da deformacéao da

membrana plasmética sobre o relevo do substrato, o que altera a conformagdo e
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organizacdo espacial da propria membrana, bem como de proteinas de membrana e/ou

de proteinas citoplasmaéticas associadas & membrana.

H& duas linhas de evidéncia que corroboram com a afirmativa acima.
Primeiramente, os folhetos interno e externo da membrana plasmatica apresentam
tensdo semelhante quando planas, mas bastante diferentes quando dobradas. Além de
afetar a composicdo local de lipidios e, potencialmente, a distribuicdo e agregacdo de
proteinas transmembrana, esta tenséo diferencial pode levar a abertura de canais de ions
mecanosensiveis como, por exemplo, canais de potassio [67]. Uma segunda linha de
evidéncia advém de estudos relacionados a endocitose. Proteinas contendo dominios
BAR (dominios Bin, amphiphysin, Rvs), como as Arfaptinas, sdo importantes
mediadores do processo endocitico. As Arfaptinas ndo apenas induzem, mas também
reconhecem curvaturas concavas no folheto interno da membrana plasmatica e,
associadas a ela, sdo capazes de recrutar proteinas da familia de pequenas GTPases,
como Rac, fator de adenosinaribosilagcdo-1 (ARF1l), ARF3 e ARF6 [68, 69, 70].
Contudo, além da atividade no processo endocitico, tanto Rac como as ARFs estdo
implicadas na regulacdo de microfilamentos em processos como ruffling de membrana,
migracdo celular e adesbes célula-célula e célula-MEC [71, 72, 73, 74]. Assim, o
recrutamento de proteinas com dominio BAR por membranas deformadas acaba por
induzir efeitos profundos na fisiologia celular, uma vez que leva a ativacéo localizada
de proteinas da familia de pequenas proteinas G. Se considerarmos que os cultivos 3D
sdo, em sua maioria, compostos por matrizes de proteinas fibrilares, a importancia deste
mecanismo de sensibilidade frente ao cultivo de células em substratos planos se torna

bem mais evidente.

De todo modo, dificilmente os fendmenos categorizados como “sensibilidade
geométrica” se devem unicamente a fatores fisicos; freqlientemente simples eventos
bioquimicos sdo responsaveis por parte das respostas observadas. Alem disso, outros
mecanismos de mecanotransducdo podem se fazer presentes. Por exemplo, quando
fibroblastos sdo cultivados em matrizes 3D de colageno do tipo | (com densidades de
1.5 a 4 mg/mL) inicialmente as células adquirem uma morfologia dendritica, enquanto
em substratos rigidos como os plasticos planos as células se espalham sobre o substrato
tornando-se chatas (figuras 2 e 3). Muitas diferencas fisiologicas sdo observadas entre
estes dois tipos de cultivo e, ingenuamente, seria possivel supor que as variagdes

devessem a morfologia, ou geometria, celular. Entretanto, se observa que as diferencas
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fisioldgicas se devem principalmente a rigidez do substrato no qual a célula é cultivada,
uma vez que em cultivos 3D com maior densidade de colageno (aproximadamente 4
mg/mL) a célula permanece dendritica mas a fisiologia € distinta daquela em matrizes
de baixa densidade e mais proxima a de cultivos em 2D (dados ndo publicados de

Miguel Mirén-Mendoza e Frederick Grinnell).

Figura 3. Fibroblastos humanos em cultivos 2D e 3D de colageno. (A-C) Fibroblastos
humanos cultivados em meio com soro fetal bovino 10% sobre laminulas de vidro
recobertas com colageno do tipo I. (D-1) Fibroblastos humanos cultivados em meio com
5 mg/ml de BSA (D-F) ou meio com 5 mg/ml de BSA e 50 ng/mL PDGF (G-I)
inseridos em géis de colageno do tipo I. (A,D,G) Padrdo de marcacdo de
microfilamentos (vermelho) e microtabulos (verde). (B,E,H) Padrdo de marcacdo de
microfilamentos. (C, F, 1) Padrdo de marcacdo de microtibulos. Barras: 50 pm.

Considera-se, portanto, que a mecanotransducdo de sinais exerce papel
preponderante na fisiologia celular, de modo que as caracteristicas fisicas do ambiente
de cultivo devem ser atentamente consideradas. Uma vez que os cultivos 2D sdo,
praticamente em sua totalidade, realizados sobre substratos rigidos que ndo podem ser
modelados pelas células, as células adquirem caracteristicas distintas daquelas
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observadas in vivo. Os cultivos em geéis protéicos maleaveis e de estrutura 3D véem
sendo desenvolvidos justamente para reduzir a diferenca entre a fisiologia celular in

Vivo e in vitro.

1.3. A matriz de colageno do tipo I como modelo de cultivo de células e sua

mecanobiologia

In vivo, a MEC é tecido-especifica, heterogénea, composta por uma complexa
variedade de biomoléculas e agua. Os principais componentes estruturais de muitos
tecidos sdo os colagenos, que representam aproximadamente 25% da massa total de
proteinas em mamiferos, e em particular o coldgeno do tipo I, que representa 90% da
massa de colagenos no corpo [75]. Outros componentes estruturais majoritarios das
MECs de tecidos humanos incluem: as proteoglicanas, cujas cargas de suas
glicosaminoglicanas associadas tornam estas moléculas altamente hidratadas conferindo
ao tecido resisténcia a compressdes; as fibronectinas, que se associam as integrinas na
membrana das células, mas também a proteinas da MEC, tais como colagenos, heparina,
fibrina e outras fibronectinas formando fibras; e elastina, que se polimeriza formando
uma matriz que confere elasticidade aos tecidos. Enquanto estas (e muitas outras menos
abundantes) contribuem para a integridade estrutural e mecénica dos tecidos animais,
outras biomoléculas da MEC sdo capazes de regular a dindmica das proprias MECs e
das células contidas nelas, incluindo a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo

celulares [75].

Matrizes que orquestram fungfes tdo complexas nos tecidos in vivo ainda ndo
podem ser reproduzidas in vitro. Ao invés disso, o principal papel das matrizes 3D in
vitro é simplesmente dispor de um substrato com propriedades adesivas e estrutura 3D,
isto €, um modelo simplificado de MEC, reconhecendo que muitas das propriedades das
MECs dos tecidos ndo estardo presentes. Em qualquer modelo de cultivo 3D, diferentes
microambientes da matriz podem influenciar substancialmente o resultado
experimental. Por exemplo, o cultivo de células tumorais em matrizes 3D de coldgeno
pode ser iniciado a partir de células individualizadas, em pequenos agregados ou
grandes agregados, resultando, respectivamente, em migracdo e invasdo individual,

invasdo celular coletiva ou um composto de células migratorias e células necroticas [76,
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77]. O motivo de serem observadas células necroticas nos cultivos com grandes
agregados celulares é a impossibilidade de difusdo de oxigénio, nutrientes e excretas em
regido tdo densa e desprovida de vascularizacdo. Conseqlientemente, a medida que o
modelo de cultivo torna-se maior e/ou mais denso, limitacbes no transporte de
macromoléculas por difusdo torna-se um fator limitante na sobrevivéncia e homeostase
celular. Apesar destas restricdes nutricionais serem mais parecidas com o que ocorre em
tecidos in vivo e microambientes tumorais do que a difusdo uniforme e rica em oxigénio
das culturas 2D com monocamadas de células, elas também introduzem variaveis
significativas e incontrolaveis no modelo 3D, uma vez que 0s microambientes em
diferentes profundidades da matriz podem apresentar estados nutricionais e respostas
celulares distintas [78, 79]. Por isto, para a maioria dos estudos in vitro com explantes
de tecidos, o fragmento de cultivo ndo deve ter dimensdes superiores a 0,3 mm. Ainda
que as matrizes protéicas fabricadas em laboratério costumem apresentar maior
capacidade de difusdo do que explantes de tecidos, ndo ¢ indicado o desenvolvimento de

matrizes com dimensdes superiores a essa.

Diversos tipos de matrizes simples (com apenas um componente molecular), de
origem natural ou sintética, foram desenvolvidos, sendo aqueles compostos por
colageno do tipo | os mais comumente empregados. Os colagenos do tipo | utilizados na
preparacdo de matrizes 3D para cultivo de células geralmente sdo derivados dos tenddes
de rabos de rato [19, 21, 80] ou de cartilagens bovinas [81, 82]. A purificacdo é
normalmente realizada por digestdo acida, e o colageno gelifica sob pH neutro e
temperatura de 37°C, em densidade que usualmente varia de 1,5 a 30 mg/mL. Ha relatos
de geéis com densidades inferiores a 1,5 mg/mL, mas em geral colagenos puros nédo

gelificam em densidades abaixo deste limite.

Se comparados aos tecidos naturais, as matrizes colagenas sdo menos densas,
mais hidratadas e mecanicamente mais frageis (tabelas 1 e 2). Geéis deste género ja
foram utilizados em uma série de estudos, com diversos tipos celulares, tais como
contracdo e migracao de fibroblastos [19, 21, 80, 83, 84], invasdo e contragdo de células
tumorais [80, 81, 85, 86], angiogénese [87, 88], vasculogénese [89, 90], formacdo de
dutos glandulares epiteliais [91, 92], migracdo de células do sistema imune [93, 94, 95,

96], e muitas outras.

O tamanho dos poros e o diametro das fibras de colageno podem ser

manipulados com altera¢des na concentragdo ou pH durante o processo de gelificacao,
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Tabela 1: Valores tipicos de algumas propriedades de MECs in vitro e in vivo. Adpatagio de Pedersen e Swaitz, 2005

Gel de colageno Gel de fibrina Carcinoma mamario

reconstituido reconstituida Figado Pulmso

G 2 L350 enlgEns 15-2,2 (fibrina pura)  200-300° SL2 (B0 ©.3 1807 Variavel, porém alta
proteinas (mg/mL) puro) apenas colageno)
Agua (%) 99 99 70-80 20 82 50-80

Outras proteinas da Blkeeite) (2 o))
MEC P MN&o ha MN&o ha proteoglicanas WVariavel Elastina (5%) WVariavel

(0,1%), etc.

4,164, 126, 180

Referéncias 160, 163, 123, 158 167, 4 161 153 103

" Computado a partirda percentegem de agua, considerando uma densidade tecidual de 1 g/mL. Tabela adaptada de Pedersen e Swartz, 2005.

Tabela 2: Propriedades mecanicas tipicas de matrizes 3D de colageno e fibrina.

Gel de coldageno reconstituido Gel reconstituido de fibrina
Densidade de proteinas (mg/mL) 0,3-30[160,163] 1,5-2 2 [167]
Diametro das fibras protéicas (nm) 30-300 [30], 90-400 [2], 200-350 [69], 320-800 [24],

302,500 [160], 4-500 [4], 44-150 [167], 110-160 [189], 110-260 [20]

Diametro dos porors da matriz (um) 1-10[4,118169] 0,5-11[189], 0,1-10 [4]
Modulo de cisalhamento de armazenagem (Pa) 0,15-50 [13,114 118] 150-520[10,29]
Modulo de cisalhamento de perda (Pa) 0,02-8[13,114,118] 30[29]

Médulo de Elasticidade (kPa) 1-33 [160] 31-112 [140,165]

Tabela adaptada de Pedersen e Swartz, 2005.
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apesar das alteracdes em pH serem limitadas quando se adicionam células a solugéo
[97]. Quando a solucdo de coldgeno gelifica, os monémeros de colageno condensam e
se associam lateralmente formando fibras. Entretanto, a formagdo da matriz com
caracteristica de gel ndo ocorre via ligacdes covalentes entre as fibras mas apenas pelo
entrelacamento destas [98]. O entrelacamento por ligacdes covalentes pode ser realizado
pelo empego de vérios crosslinkers, principalmente glutaraldeido [99, 100, 101, 102,
103]. Entretanto, todos os agentes utilizados apresentam deficiéncias que evitaram o
emprego em maior escala, como por exemplo o fato de glutaraldeido ser toxico tanto in
vitro quanto in vivo [104, 105], ou o tempo de crosslinking por acucares redutores
demorar semanas [103]. Os géis de colageno do tipo | sdo, portanto, mecanicamente
frageis, mas biologicamente compativeis e servem como ambiente in vitro para estudos
de curto prazo ou como arcaboucos a serem remodelados por células em estudos mais

longos.

De certa forma, € surpreendente a larga escala de valores observados para 0s
didmetros das fibras e o tamanho das malhas dos géis de coldgeno (tabela 2). Estas
caracteristicas sdo determinantes tanto para a arquitetura da matriz quanto para o
comportamento da células cultivadas dentro delas. Entre as razGes para estas diferencas
podemos citar (1) os métodos utilizados para fazer as medi¢des, que podem apresentar
artefatos de técnica e (2) o fato da arquitetura da matriz ser bastante dependente da
pureza e condicdes de gelificacdo (como, temperatura, pH, forca ibnica, tempo, etc.).
Muitas medicdes foram realizadas por meio de microscopias eletrénicas, que podem
gerar resoluc@es na escala nanométrica. Contudo, os processos de fixacao e desidratacéo
das amostras podem colapsar a malha protéica, que é sempre altamente hidratada,
diminuindo a distancia entre as fibras. Além disso, em matrizes de colageno o diametro
das fibras e o0 espagamento entre elas depende da concentracdo de colageno assim como
do pH e forca idnica da solucdo a ser gelificada [106]. Por exemplo, utilizando-se
valores de pH na faixa de 6,0 a 9,0 pode-se formar fibras com didmetros de 500 a 392
nm (o didmetro diminui com o aumento do pH), enquanto o0 aumento da concentragdo
de colageno aumenta também a densidade das fibras mas ndo afeta significativamente o
didmetro delas [97]. Em relagcdo ao espacamento entre as fibras, calculos tedricos
estimam a distancia entre fibras na ordem de 5 a 10 um, enquanto em estudos de difusdo
as estimativas sdo menores em uma ordem de grandeza (~ 1 pum) [107]. Curiosamente,

calculos tedricos estimam que a distancia méxima entre fibras é apenas fracamente
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dependente da concentracdo de colageno; a distancia maxima seria proporcional a

1/./[colageno] [107]. Claramente, sdo necessarios mais estudos para se definir com
clareza o espagamento entre fibras em matrizes 3D de coldgeno sem a interferéncia de
artefatos de técnica, apesar dos dados sugerirem que o tamanho dos poros deve estar na

ordem de alguns poucos micrémetros.

As propriedades mecanicas de tecidos fibrosos dependem tanto da arquitetura,
ou disposicdo espacial, das fibras que compdem o tecido, quanto da forca delas. A
tensdo exercida sobre muitos tecidos com MEC densa e organizada é dissipada
inicialmente pela perda de organizacdo das fibras (por exemplo, fibras organizadas
aleatoriamente tornam-se alinhadas no sentido da tensdo exercida), mas quando a
entropia organizacional é consumida a tensdo deve ser suportada pela forca das fibras
(determinada pelas ligacGes intra- e intermoleculares das fibras), até que estas sejam
rotas [108]. Em tecidos in vivo a organizacao fibrilar é adaptada as cargas fisioldgicas
comuns a cada tecido com capacidade de resposta especifica a funcdes biomecanicas.
Nos tenddes, por exemplo, as fibras colagenas se organizam em feixes paralelos a
direcdo das tensdes exercidas sobre eles, de modo que a resisténcia do tecido se deve
quase que exclusivamente a forca conjunta das fibras (a entropia organizacional do
tecido € minima). Na pele, por outro lado, as fibras de colageno e elastina sao orientadas
aleatoriamente, de modo que a resisténcia do tecido é exercida, preponderantemente,

pela perda de entropia organizacional do tecido [108].

Curiosamente, enquanto a tensdo em tecidos in vivo induz um comportamento
mecanico entalpico, em matrizes reconstituidas o comportamento é entropico. Isto
porque em matrizes 3D de colageno a resposta mecanica a tensdo decorre,
principalmente, (1) da dindmica de fluidez da 4gua contida no gel e (2) da reorganizagéo
de arquitetura fibrilar que ndo apresenta ligagGes intermoleculares fortes. Como a fragéo
solida dos géis de colageno é minima, cerca de 99% da massa consiste de fase liquida
[109], e as interagOes intermoleculares ndo sdo covalentes [98], as propriedades
mecanicas do gel sdo geralmente independentes da forca das fibras. A densidade,
organizacéo e taxa de entrelagcamento das fibras colagenas determinam a porosidade da
matriz que, por sua vez, responde pela facilidade de movimento intersticial dos fluidos
no gel. Assim, a fluidez (entrada e saida de agua do gel) responde em grande parte pelas
deformacdes da matriz. Além disso, a resisténcia a tensdo dos géis se deve muito mais

ao rearranjo macromolecular, por dobras e deslizamentos das fibras colagenas, do que
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por resisténcia individual ou coletiva das fibras [110, 111]. Como a fase liquida dos géis
é extremamente alta e a mobilidade dos fluidos na matriz é muito grande, a resisténcia a

tensdo e compressdo dos géis de colédgeno do tipo | € bastante baixa.

Por outro lado, quando as células estdo presentes no interior dos géis, a tenséo
sobre as matrizes 3D de colageno costumam levar ao alinhamento das fibras, uma vez
que as células atuam como pontes entre as fibras entrelacadas, tornando estas
fisicamente interligadas. Neste caso, a maior tenséo exercida sobre estes géis advém das
préprias células, cujo efeito torna as matrizes mais compactas a medida que a rede
fibrilar concentra-se. Ainda assim, como comentado acima, a resisténcia a tensdo dos
géis de colageno com células é bem pequena, porque as fibras estdo apenas entrelacadas
no gel e ndo interligadas por ligagdes covalentes [98]. Além disso, fibras reconstituidas
de colageno sdo muito menos resistentes a tensdo do que suas similares in vivo;
enquanto as fibras reconstituidas sdo rotas com tensGes de 10kPa, as fibras in vivo

podem resistir até 1000 Mpa de carga [97].

Portanto, a dissipacdo da tensdo nas matrizes 3D de colageno é funcéo,
principalmente, da dindmica de seus fluidos e da liberdade de movimento das fibras
colagenas. Isto significa que os estresses mecanicos impostos sobre os géis induzem a
formacdo de deformacgdes ndo uniformes na matriz 3D; fato este com implicagOes
importantes nas respostas celulares observadas em ambientes 3D, quando comparados a
cultivos 2D. As células aderidas a superficies 2D geralmente ndo experimentam
diferencas entre tensdes locais e globais porque a maioria destes substratos sdo rigidos e
ndo se deformam com as forcas exercidas pelas células. J& em substratos 3D,
geralmente as forcas exercidas pelas células sdo capazes de deformar o substrato,
causando impactos locais (nas fibras as quais a célula esta aderida) e globais (em toda a
matriz), que influenciam ndo s6 a prépria célula e agquelas imediatamente a sua volta

mas, potencialmente, todas as células da matriz 3D, como sera revisto a seguir.

1.4. Remodelamento de matrizes 3D de colageno por fibroblastos

Uma importante caracteristica observada em culturas em géis de colageno é que
estes podem ser fisicamente reorganizados por fibroblastos. O processo de

remodelamento da MEC, que ndo pode ser observado em cultivos com monocamadas

19



de células, resulta em dois processos 0s quais neste momento chamaremos de
remodelamento local e remodelamento global. Estes dois processos encontram-se

intimamente interligados e exercem efeitos semelhantes, porém em escalas distintas.

O remodelamento local diz respeito ao rearranjo das moléculas da MEC
imediatamente a volta das células contidas em uma matriz 3D. No caso de géis de
coldgeno, por exemplo, as fibras tornam-se paralelas entre si em funcdo de forcas
tracionais realizadas pelas células [112, 113, 114, 115]. O remodelamento local pode
ainda ser decorrente de protedlise local por enzimas secretadas ou associadas a

membrana das células [116, 117].

O remodelamento global, por outro lado, diz respeito ao processo de contracéo
da MEC como um todo, pela atividade celular, resultando em diminui¢&o do volume da
matriz. In vitro, o fendbmeno de remodelamento global é observado pela contracdo de
géis de colageno contendo células [19, 21, 81, 82] que pode chegar a menos de 95% do
volume original em 24 horas [39]. Como sera observado em maiores detalhes a frente, a
forga que induz a contragdo das matrizes envolve o citoesqueleto de acto-miosina e/ou o
fendmeno de ruffling de membrana [21, 30, 98, 118, 119]. O presente trabalho tem
como foco de estudo o que foi chamado de remodelamento global e, por simplificacéo,
doravante considera o termo “remodelamento” sinonimo de “contracdo”, seja de uma
MEC in vivo ou de um gel de colageno in vitro. Portanto, quando empregado o termo
“remodelamento” ele sera referente ao processo de remodelamento global, e ndo ao de

remodelamento local.

A devida atengdo ao fendmeno de remodelamento de MEC foi dada somente a
partir da década de 1970, com o estudo pioneiro de Elsdale e Bard [19] seguido
daqueles desenvolvidos pelo laboratorio de Eugene Bell [21]. Bell tinha objetivos muito
claros ao estudar tal fendmeno: ele objetivava entender o processo de cicatrizacdo de
injarias na pele, processo no qual o remodelamento tem papel fundamental. Ocorre que
0 reparo de injurias na pele que atingem o tecido conjuntivo envolve trés processos:
contragédo, deposicdo de tecido conjuntivo e re-epitelizagdo. A contribuicéo de cada
processo varia de acordo com a extensdo, localizagdo e espécie animal lesada mas, em
geral, a contragcdo diminui a area da lesdo aproximando suas margens, a deposicao de
tecido conjuntivo resulta em reposicdo da derme, e a re-epitelizacdo resulta em
fechamento da lesdo ao meio extra-corporeo pela formacdo da epiderme [120]. A

contragdo, ou remodelamento, do sitio lesionado foi descrito como sendo funcéo da
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atividade de células chamadas miofibroblastos, cuja principal caracteristica é sua alta
atividade contrétil [17, 121]. A relacdo entre reparo tecidual e remodelamento é
exemplificado ainda por células provenientes de pacientes com trombastenia de
Glanzmann. Os pacientes com esta desordem exibem reparo tecidual deficiente [122], e
fibroblastos extraidos de pacientes com a doenca sdo incapazes de contrair coagulos de
fibrina [123] e remodelam géis de colageno de modo bastante ineficiente [80],
sugerindo que a habilidade de remodelamento de MEC pelas células esta diretamente

relacionada a capacidade de reparo tecidual in vivo.

Estudos iniciados na década de 1950 ja sugeriam que as células que compunham
o tecido conjuntivo eram aquelas responsaveis pela geracdo de forcas durante a
contracdo de lesbes [14]. Outros estudos mostraram que as células com capacidade
contrétil localizavam-se principalmente na margem das lesdes [16] até que Gabbiani e
colaboradores, em 1972 [17], denominaram estas células de “mio-fibroblastos” (do
inglés, myo-fibroblasts). A andlise subseqliente de marcadores moleculares mostraram
que apesar dos miofibroblastos apresentarem a-actina de musculo liso, estas células
eram descendentes de fibroblastos da derme, e ndo de células de musculo liso [124, 125]
por processo de diferenciacdo que precedia, ou ocorria conjuntamente, com a contracdo
da leséo [124, 126]. De todo modo, a0 menos em parte a diferenciacdo de fibroblastos
em miofibroblastos parece ser positivamente regulada quanto maior é a resisténcia da
lesdo ao processo de contracdo. Além disso, sugeriu-se que a forca exercida por
fibroblastos em migracdo na margem das lesdes poderia ser suficiente para iniciar o
processo de contracdo [124, 126]. Assim, acredita-se que fibroblastos migratérios
iniciam o processo de contracdo e, a medida que a resisténcia da lesdo aumenta, estas
células se diferenciam em miofibroblastos cujos microfilamentos tornam-se organizados
em fibras alinhadas ao eixo de maior resisténcia aumentando ainda mais a tenséo sobre
o tecido [127].

Apesar da maior parte dos trabalhos de remodelamento de matrizes de colageno
terem sido realizados com o emprego de fibroblastos, diferentes linhagens destas células
apresentam capacidades distintas de contragcdo. Uma observacdo intrigante € a de que
fibroblastos recém-isolados remodelam matrizes mais efetivamente do que linhagens
estabelecidas de fibroblastos que, por sua vez, remodelam matrizes melhor do que
fibroblastos transformados [80, 86]. Além disso, outros tipos celulares tais como células

endoteliais, epiteliais, 6sseas e mesenquimais, também podem apresentar capacidade de
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remodelar matrizes de coladgeno. Diferentemente de fibroblastos, células endoteliais e
epiteliais aderem in vivo a MEC principalmente através de seu dominio basal (a
membrana basal, mais especificamente), e ndo ficam envoltas por matriz como no
modelo de cultivo em géis de colageno. Ainda assim, o remodelamento de matriz
apresentado por estas células pode apresentar papel relevante durante o
desenvolvimento embrionario. Por exemplo, quando cultivados em matrizes 3D ambos
os tipos celulares foram capazes de realizar branching morphogenesis (formagédo de
estruturas ramificadas) tal como ocorre com capilares e tecidos glandulares [128, 129,
130, 131]. Outros tipos celulares, como neutréfilos e linfocitos, migram pela matriz sem
induzir sua contracdo [96, 132, 133], enquanto tantas outras células modificam a matriz
por protedlise [116, 134].

Outra ressalva importante diz respeito a composicdo da matriz empregada. O
tecido conjuntivo in vivo € extremamente complexo e contém, para ficar apenas no
plano estrutural, muito tipos de colageno, elastina, outras glicoproteinas, proteoglicanas
e glicosaminoglicanas. Além disso, durante o processo de cicatrizacdo forma-se uma
matriz de fibrina/fibronectina na regido lesada que eventualmente é substituida. Esta
diversidade de componentes de MEC pode ser combinada e polimerizada de diversas
formas, acarretando em matrizes com propriedades quimicas e fisicas variadas [97, 103,
108, 135, 136, 137]. Certas modificagdes podem estimular o processo de
remodelamento por fibroblastos, como por exemplo a adicdo de fibronectina a matriz
[138, 139, 140], ou pode inibi-lo, como pela adi¢do de tenascina-C em matrizes de
fibrina [141].

As bases moleculares para tais variagdes sdo pouco compreendidas, mas
certamente envolvem a ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo por receptores de
membrana dos fibroblastos. Por exemplo, o remodelamento de géis compostos por
colageno e glicosaminoglicanos se mostrou dependente de integrinas do tipo asf; [142],
apesar desta integrina ndo ser necessaria no remodelamento de matrizes compostas
apenas por colageno [143, 144]. Neste caso (géis compostos apenas de colageno), uma
série de outras integrinas podem participar do processo tais como a3B1 [145], op1 [146,
147], 011B1 [148] e avPs [149].
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1.4.1. Modelos de remodelamento in vitro

Hé varios modelos de remodelamento de MEC in vitro que, em grande parte, sao
decorrentes de estudos focados na elucidacdo do processo de contracdo de lesdes
cutaneas. Bell e colaboradores (1979) introduziram os modelos de floating matrix
contraction (FMC), o qual chamou de “collagen lattice contraction”, e de anchored
matrix contraction (AMC) [21]. Um terceiro modelo, stress-relaxed matrix contraction
ou stressed matrix contraction (SMC), com caracteristicas de ambos os modelos FMC e
AMC foi desenvolvido posteriormente e inicialmente chamado de “stress relaxation”
[150].

A figura 4 ilustra as trés variagdes comumente encontradas na literatura
cientifica. Cada modelo apresenta caracteristicas mecanicas proprias. No caso do
modelo FMC a distribuicdo de forcas no interior do gel é isotropica, isto €, igual ou
semelhante em todas as direcGes. Neste caso, a tensdo sobre todas as células contidas na
matriz € semelhante e o gel contrai tanto em altura quanto no seu diametro. Em
contraposicdo, no modelo AMC a tensdo é dita anisotrdpica, isto é, varia de acordo com
a direcdo, uma vez que uma regido do gel encontra-se presa ao substrato. Neste modelo
a matriz contrai apenas na sua altura. Dessa forma, matrizes contraidas pelo metodo
FMC, apesar de compactas, apresentam como caracteristica mecanica o relaxamento e
complacéncia (baixa tensdo mecanica interna), enquanto as matrizes contraidas pelo
método AMC apresentam-se como tecidos rijos (detentores de alta tensdo mecanica
interna). Por fim, no modelo SMC desenvolve-se uma tensdo na matriz, no periodo em
que ela se encontra presa ao substrato, igual aquela observada no modelo AMC. Em
seguida, o gel é solto do substrato, e a tensdo interna é dissipada. Independentemente do
modelo, contudo, o fim do processo de contragcdo ocorre quando h& o desenvolvimento
da chamada “tensdo isométrica” nas células, uma situacdo na qual a tensdo mecanica
interna e externa a célula se contrabalanceiam. Em outras palavras, a contracao exercida

pela célula é resistida com igual forca pela MEC.

Estes trés modelos foram desenvolvidos de modo a representarem fendémenos
observados durante o fendmeno de contracdo de lesdes in vivo. O modelo FMC leva a
formacgdo de um tecido parecido com uma derme saudavel, dai a denominacdo de
“equivalente dermal”, onde a tensdo entre fibroblasto e MEC ¢ isométrica e as células se
encontram em estado de baixa proliferacéo e deposicdo de MEC (comentado em maior
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profundidade adiante). Ja 0 modelo AMC foi criado com vistas a tentar observar o que
ocorre durante o processo de contracdo de tecidos lesados, uma vez que nestes ocorre
uma tensdo anisotropica decorrente da inexisténcia de epiderme, e as células tornam-se
ativadas: proliferam, migram e depem MEC. Por fim, 0 modelo SMC pretende refletir
0 processo de readaptacao do tecido contraido durante o processo de cicatrizacdo para

um tecido saudavel de baixa tensdo interna (figura 4).

Floating Matrix Anchored Matrix Stress-released
Contraction Contraction Matrix Contraction
{FMC) (AMC) (SMC)

24 horas em 24 horas em
DMEM + SFB 10% DMEM + SFB 10%

Equivalente do tecido de
Desprende a matriz granulagéo

1horade
polimerizacéo

Desprendea
4 horas em matriz

DMEM +

agonista \/ RN L _______

1horaem
DMEM + agonista

Equivalente dermal

Equivalente ao tecido cicatrizado

Figura 4. Modelos FMC, AMC e SMC de remodelamento de matriz de colageno.

1.4.2. Mecanismos in vitro de remodelamento de MEC por fibroblastos

As evidéncias cientificas sugerem que 0s mecanismos moleculares responsaveis
por desencadear o fendmeno de remodelamento nos diferentes modelos de contracéo de
geéis de colageno séo, pelo menos, semelhantes. Contudo, ha mecanismos moleculares
distintos envolvidos no remodelamento de MEC pelas células. Além disso, ha
diferengas na relevancia de cada mecanismo em cada modelo de contragdo in vitro,

tanto no plano funcional quanto no curso temporal do remodelamento.

Em 1981, Harris e colaboradores propuseram que o processo de contracdo dos

tecidos deveria ser conseqliéncia da atividade migratoria das células que o compunham
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[83]. Os pesquisadores denominaram este fendmeno de remodelamento tracional (em
inglés, “tractional remodeling”) para diferenciar de contragcdes semelhantes aquelas
observadas em células de musculo liso. Segundo a tese proposta, a contracdo ocorreria
primordialmente pelo espalhamento celular e alongamento de projecdes citoplasmaticas,
e ndo pela retracao de prolongamentos ja formados [82, 151, 152]. Desta forma, células
migratorias reorganizariam as fibrilas de colageno a sua volta [82, 153, 154] e,
subsequentemente, o resto da matriz, uma vez que as forgas tracionais seriam

propagadas por toda a rede interconectada de fibrilas de colageno [155].

De fato, uma correlacdo direta entre os fendmenos de remodelamento de MEC e
migracdo de fibroblastos foi proposto baseado em novas evidéncias por Ehrlich e
Rajaratnam [156]. Por outro lado, 0s mesmos autores mostraram que miofibroblastos
apresentam capacidade contratil sem necessariamente se locomoverem. Em seguida,
muitas outras publicacdes apresentaram linhas de evidéncia que demonstravam uma
relacdo direta entre os fendmenos de remodelamento e migragédo [157, 158, 159, 160,
161]. Além disso, se mostrou que mecanismos moleculares muito parecidos regulavam
ambos 0s processos. Por exemplo, a contracdo de matrizes de coldgeno pelos modelos
AMC e SMC se mostrou ser dependente de mecanismos proprios da migracédo celular
como: a adesdo ao colageno via integrina opf; [143, 146, 147, 162], a atividade de
miosina Il [163, 164], a formacdo de complexos semelhantes a adesdes focais,
chamados juncdes fibronexus, e a formacdo de fibras de tensdo [21, 98, 118, 139, 165,
166]. Outras integrinas também foram eventualmente descritas como participantes do

processo de remodelamento: a;B1 [145], 011p1 [148] e o3 [149].

Todavia, a capacidade de remodelamento de matrizes de colageno por
fibroblastos é relativamente baixa se ndo for induzida por um agonista extracelular. Os
trabalhos originais com remodelamento foram desenvolvidos na presenca de fracGes de
soro animal [19, 21] que, subseqlientemente, se mostrou ser um pré-requisito para a
contracdo das matrizes [80, 98]. Hoje se sabe que a atividade contratil induzida pelo
soro pode ser substituida ou aumentada por fatores de crescimento purificados. O fator
de crescimento transformador B (TGF-B) foi o primeiro descrito como indutor da
contragdo tanto de matrizes flutuantes quanto ancoradas [167, 168, 169]. N&o por
coincidéncia, TGF-B também ¢ um indutor de diferenciacdo em miofibroblastos [170,
171]. Entretanto, a diferenciacdo em miofibroblastos induzida por TGF-f também

parece ser dependente da formacdo de jungGes fibronexus [121, 172]. Como apenas
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fibroblastos cultivados em matrizes ancoradas, e ndo em flutuantes, desenvolvem estas
juncdes, a caracteristica mecanica da MEC também parece regular a diferenciacdo ou
regressao de miofibroblastos [173, 174].

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) também estimula a
contracdo de géis de colageno [143, 175], porém apenas nos modelos FMC e AMC.
Além disso, 0 mecanismo de acdo do PDGF é distinto e independente do mecanismo
induzido por TGF-B [175, 176]. Outros fatores que estimulam remodelamento de
matriz, ainda que por vias de sinalizacdo e em modelos distintos, incluem acido
lisofosfatidico (LPA) [177], fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF) [165],
fator de crescimento epidermal (EGF) [178], trombospondina-1 [179] e IGF-1 [159,
180]. Todavia, a regulagdo do remodelamento por bFGF parece ser mais complexa, uma
vez que foi descrito como potencial indutor ou inibidor do fenémeno dependendo da
dose empregada [167]. H& também biomoléculas que inibem o remodelamento de
matrizes 3D de colageno por fibroblastos, como bFGF em altas doses [167], fator de
crescimento de fibroblastos acido (aFGF) [181], interleucina-lbeta [182], gama-
interferon [183] e prostaglandina E2 [161, 184]. A tabela 3 faz um resumo das
biomoléculas descritas na literatura como reguladoras do remodelamento in vitro de

matrizes 3D de colageno por fibroblastos.

Dentre os fatores de crescimento que promovem a contracdo de matrizes 3D de
colageno, observa-se que ha uma especificidade de acdo entre o agonista empregado e o
modelo de remodelamento utilizado. Por exemplo, SFB, TGF-$ e LPA podem induzir a
contragdo tanto de matrizes flutuantes (modelo FMC) quanto daquelas ancoradas
(modelo AMC) ou soltas apos estresse (modelo SMC) [185]. O tratamento com PDGF,
por outro lado, s6 leva a contracdo de matrizes flutuantes ou ancoradas. Em
correspondéncia com estas observaces, as vias de sinalizacdo disparadas também séo
distintas dependendo do conjunto agonista/modelo empregado. Hoje se conhecem
algumas vias, ainda incompletas, que estdo associadas ao processo de remodelamento
de matrizes 3D de colageno induzidas por fatores de crescimento em matrizes flutuantes
(figura 5). Duas delas sdo dependentes de Rho mas, aparentemente, sdo disparadas por
agonistas distintos: uma somente por LPA e outra por PDGF (e bFGF). Por outro lado,
hé& outras duas vias, uma disparada por PDGF e outra por LPA, que convergem na

ativacdo de quinase ativada por p21 (PAK1).
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Tabela 3: Efeito de diversos fatores extracelulares sobre a contracédo de géis de
colageno por fibroblastos.

_ Contracao de géis de coladgeno por fibroblastos

N&o ha dados [177, 186]
PDGF-bb ++ + +/0 [143, 175, 186]
Soro Fetal Bovino ++ =F ++ [82, 186]
Soro Humano ++ N&o ha dados + [186]
IGF-1 + N&o ha dados N&o ha dados [159]
S1P + N&o ha dados + [186]
TGF-B + + 0 [167, 168, 169, 186]
Trombospondina-1 + N&o ha dados N&o ha dados [179]
Endotelina-1 +/0 N&o ha dados + [186]
bFGF + (- emalta Néo ha dados 0 [165, 167, 186]

concentracao)

aFGF - N&o ha dados N&o ha dados [181]
EGF = N&o ha dados 0 [178, 186]
Interferon-y - N&o ha dados N&o ha dados [183]
Interleucina-18 - N&o ha dados N&o ha dados [182]
Prostaglandina E2 - N&o ha dados N&o ha dados [161, 184]

++ : potente indutor da contragéo; + : indutor da contraco; O : ineficaz na contrag&o; - :inibidor da contrag&o.

Durante o processo de migracdo, as células aderentes também se utilizam de
mecanismos de protrusdo de membrana para translocar-se sobre um substrato. Um
destes mecanismos se chama ruffling de membrana e caracteriza-se por uma grande
dindmica de microfilamentos que formam ondulacGes nas extremidades das protrusdes
celulares [187, 188]. Nao deixa de ser inesperado, entretanto, que recentemente tenha se
demonstrado que a inibicdo da formacdo de rufflings de membrana em fibroblastos
bastam para evitar o remodelamento em modelos FMC [119]. O mecanismo de
remodelamento via ruffling de membrana pode ser induzido por diferentes ligantes
extracelulares, como PDGF e LPA. Os fatores de crescimento PDGF e LPA disparam
vias de sinalizacdo distintas (PISK e proteina G, respectivamente) em células
cultivadas em matrizes flutuantes de colageno [164, 185]. Estas vias convergem para

PAK1 que indiretamente sinaliza para a formacéo de rufflings de membrana e contracao
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do gel de colageno (figura 5). No entanto, Racl atua upstream de PAK1 [189] e

também deve fazer parte desta via de sinalizacéo.

As proteinas da familia Rho de pequenas proteinas G sdo reguladoras da
sinalizacdo para miosinas associadas a microfilamentos, complexos estes responsaveis
por gerar as forcas de tracdo requeridas para a translocacdo celular [190, 191]. A
inibicdo de Rho pela toxina botulinica C3 exotransferase previne o espalhamento celular
e a formacdo de microfilamentos e adesfes focais em células ja aderidas [192, 193]
assim como inibe a migragdo celular, tanto em cultivos 2D quanto em 3D [165, 194,
195]. Né&o surpreende, portanto, que a toxina botulinica também aja como inibidor da
contragcdo de matrizes, tanto flutuantes quanto ancoradas [185]. Curiosamente, as vias
de sinalizacéo intracelular downstream a Rho que sinalizam para a contragdo de géis
flutuantes de colageno variam de acordo com o fator de crescimento utilizado como
agonista do fenémeno (figura 5) [119, 165]. Quando o fator utilizado para contrair géis
flutuantes é o PDGF, o remodelamento pode ser inibido pelo reagente Y27632, um
inibidor da Rho quinase, mas ndo por RNA interferencial (RNAI) para mDial [119]. O
oposto ocorre quando se emprega LPA como agonista: o remodelamento € inibido por
RNAI para mDial mas ndo por Y27632. Para remodelamentos estimulados por bFGF
sabe-se que Rho quinase é essencial, mas ndo se testou a relevancia da sinalizagdo por
mDial [165].

E importante notar que o mecanismo de remodelamento de matrizes flutuantes
de colageno por ruffling de membrana é independente daquele disparado por Rho e
mDia, uma vez que tratamentos com Y27632 e RNAI para mDia ndo inibem a atividade
de ruffling [119]. Deste modo, as sinalizacfes provenientes dos agonistas extracelulares
PDGF e LPA induzem tanto os processos de remodelamento decorrentes dos complexos

de microfilamentos e miosina Il quanto da atividade de ruffling de membrana (figura 5).

Afora estas vias, observa-se ainda que a dinamica de polimerizacdo de
microtibulos pode afetar o remodelamento por fibroblastos. Foi observado, por
exemplo, que o tratamento de cultivos de fibroblastos em matrizes flutuantes com
nocodazol inibe completamente a capacidade de contracdo dos géis de colageno, seja
quando tratados com LPA ou com PDGF [196]. Por outro lado, fibroblastos cultivados
pelo modelo SMC, os quais desenvolvem fibras de tensdo, apresentam aumento na
habilidade de contracdo dos geis quando tratados com nocodazol. Ainda ndo ha

descricdo conclusiva da causa deste comportamento antagonico.
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Figura 5. Modelo das vias de sinalizacéo ativadas durante o processo de contragdo

de matrizes flutuantes (FMC).



Mesmo que 0s mecanismos moleculares responsaveis pela contracdo dos geéis de
coladgeno ndo sejam compreendidos por completo, sabe-se que as vias de sinalizacao
disparadas em fibroblastos dependem, ndo apenas do agonista extracelular, mas também
do estado mecanico da matriz. E mais, a medida que a tensdo interna da matriz aumenta
durante o processo de remodelamento, as vias de sinalizacdo podem se adaptar ao novo
estado. No caso de matrizes flutuantes tratadas por LPA, antes que a tensdo isométrica
se desenvolva o remodelamento das matrizes depende principalmente do mecanismo via
rufflings de membrana, uma vez que a inibicdo da enzima Rho quinase em pouco ou
nada altera a contracdo das matrizes [196]. Mas, uma vez desenvolvida a tensdo interna
da matriz (por exemplo, ap6s 2 a 4 horas de contragdo), a continuidade do processo de
remodelamento passa a ser dependente da atividade de Rho quinase, assim como da
contracdo dependente de fosforilagdo de miosina Il [196, 197, 198]. Curiosamente, a
contracdo de matrizes flutuantes tratadas com PDGF é dependente de Rho quinase ao
longo de todo o processo de remodelamento [196, 199] ainda que também sejam

capazes de induzir o mecanismo de ruffling de membrana [119].

As vias de sinalizacdo ativadas durante o processo de remodelamento pelo
modelo SMC foram menos estudadas. No entanto, o fato de certos agonistas serem
capazes de induzir o remodelamento nos modelos FMC e/ou AMC, mas ndo no modelo
SMC (como o PDGF), demonstra que 0 conjunto das vias de sinalizagdo que atuam em
cada caso € distinto. Além disso, os dados disponiveis demonstram que as vias ativadas
por um agonista no modelo FMC podem ser ativadas por agonistas distintos no modelo
SMC. Por exemplo, a via Rho/Rho quinase ndo apresenta papel efetivo na contracéo de
geéis flutuantes induzida por LPA [119]. Contudo, no modelo SMC o tratamento com a
toxina botulinica C3 exotransferase inibe em aproximadamente 66% a contracao
induzida por LPA [185], enquanto o inibidor de Rho quinase, Y27632, é capaz de inibir
esta contracdo por completo [163]. Por outro lado, a toxina de Pertussis (inibidor de
proteina G), que se mostra um potente inibidor da contracdo induzida por LPA no
modelo FMC [119], n&o exerce efeito algum na contracdo induzida por LPA no modelo
SMC [185]. Por fim, como comentado anteriormente, o efeito da despolimerizagdo de
microtubulos pelo tratamento com nocodazol é depende da presenca ou nédo de fibras de
tensdo, mas no modelo FMC as células nunca apresentam estas estruturas enquanto no

modelo SMC a presenca das fibras de tensdo depende do tempo de incubacdo com a
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matriz ancorada. Portanto, a importancia dos microttbulos varia em fungcdo do modelo

de remodelamento empregado.

Alguns estudos, contudo, demonstram que 0S processos de migracdo e
contracdo ndo sdo diretamente correlacionados, ainda que ambos 0S processos sejam
dependentes de mecanismos semelhantes dependentes de integrinas, microfilamentos e
vias de sinalizacdo como Rho/Rho quinase e Rho/mDial. Por exemplo, condic¢des que
ndo exercem efeitos intensos sobre a migracdo de fibroblastos em matrizes 3D de
colageno, como a adicdo de LPA ou SFB ao meio de cultivo [200], induzem altas taxas
de remodelamento [80, 177]. Além disso, a migracdo de fibroblastos em matrizes 3D é
inibida por blebistatina, um inibidor da atividade de miosina 11, mas ndo exerce nenhum
efeito sobre a contragéo observada no modelo FMC quando estimulados por LPA [200].
Estas observacgdes sugerem que a tese de Harris [83], de que a migracdo celular induz ao

remodelamento de matriz, pode estar errada ou incompleta.

1.4.3. Fendtipo de fibroblastos em matrizes remodeladas

O fendtipo que se observa em fibroblastos cultivados em matrizes 3D flutuantes
(no modelo FMC) é extremamente distinto daquele observado em cultivos com matrizes
ancoradas (no modelo AMC) em fungdo, principalmente, da variagdo mecanica
observada em cada um destes modelos e a respectiva adaptacdo das células. A contracédo
de géis flutuantes resulta em matrizes com baixa tensdo mecanica interna e fibroblastos
morfologicamente e fisiologicamente parecidos com o observado na derme in vivo. Por
outro lado, a contracdo do gel ancorado acarreta no desenvolvimento de uma matriz
com alta tensdo mecénica interna, semelhante ao observado no tecido de granulagéo
(tecido recém-formado e remodelado por miofibroblastos nos sitios de lesdes).
Corrobora com esta afirmativa o fato de medicdes das cargas mecéanicas exercidas por
fibroblastos demonstrarem que a forca exercida sobre matrizes ancoradas é comparavel
aquelas geradas na contracdo de lesdes da pele ou durante a erupgdo de dentes [201,
202, 203].

Em matrizes flutuantes, fibroblastos desenvolvem uma morfologia dendritica,
similar aquela observada em neurdnios, caracterizada por processos citoplasmaticos

longos, finos, ramificados, sustentados por microfilamentos e interconectados por
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juncbes do tipo gap [21, 81, 204]. Estes dendritos (assim chamados em fibroblastos
apenas pela semelhanca morfoldgica com as estruturas homénimas de neurdnios) em
fibroblastos podem ter sua formagdo induzida pelo tratamento com PDGF e inibida
quando estimulado por LPA [163] de maneira similar ao que ocorre em neurdnios, cuja
formacéo e retracdo também sdo regulados por estes agonistas e pela sinalizacdo das
pequenas proteinas G Rac e Rho [205, 206]. Assim, as morfologias observadas em
fibroblastos cultivados no modelo FMC tratados com PDGF ou LPA séo extremamente

distintas entre si e também do observado em cultivos 2D (figura 6).

Figura 6. A morfologia de fibroblastos varia em fungdo do substrato e do agonista
empregado. Fibroblastos humanos cultivados em laminulas de vidro recobertas com
colageno do tipo | apresentam muitas projecGes de membrana do tipo lamelipddios e
desenvolvem fibras de tensdo, independentemente do tratamento com agonista (A-C). Ja
fibroblastos cultivados em matrizes 3D flutuantes de coldgeno do tipo | projetam
extensdes de membrana semelhantes a dendritos (D-F). No entanto, estas projecdes séo
afetadas pelo tratamento com agonista, ou seja, sdo induzidos na presenca de PDGF (E)
e sdo inibidos na presenca de LPA (F). (A, D) representam fibroblastos em meio de
cultivo com BSA; (B, E) representam fibroblastos em meio de cultivo com 5 mg/ml de
BSA e 50 ng/mL PDGF; (C, F) representam fibroblastos em meio de cultivo com 5
mg/ml de BSA e LPA 10uM . Barra: 80 um. Figura adaptada de Grinnell et al., 2003.
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Em contraste, as matrizes ancoradas oferecem resisténcia a contragdo exercida
pelos fibroblastos e a estimulacédo, seja por LPA ou PDGF, torna as células bipolares e
orientadas ao longo das linhas de tensdo desenvolvidas nas fibras de colageno de modo
semelhante ao observado em cultivos sobre vidros e plasticos [118, 207]. Os
microfilamentos das células se organizam em fibras de tensdo associadas a juncfes
fibronexus e os fibroblastos apresentam caracteristicas de miofibroblastos [150, 208,
209]. Portanto, os fibroblastos podem remodelar matrizes in vitro sem que haja
diferenciacdo em miofibroblastos, ainda que haja uma correlagdo entre a morfologia e
fisiologia de ambos os tipos celulares em matrizes mecanicamente tensas (fibroblastos)

e em injdrias in vivo (miofibroblastos).

Fibroblastos cultivados em matrizes flutuantes e ancoradas também apresentam
profundas diferencas na capacidade proliferativa. Apds o remodelamento de matrizes
flutuantes e desenvolvimento de tensdo isométrica, o nimero de células no gel regride
[38], enquanto as células que permanecem entram em G, [210] e apresentam um rapido
declinio na sintese de DNA, que pode chegar a 90% [39, 211, 212]. Ao menos em parte,
a baixa capacidade de proliferacdo de fibroblastos cultivados em matrizes flutuantes
parece ser reflexo da diminuicdo na capacidade destas células de responder a fatores de
crescimento [39, 213, 214]. Por exemplo, foi demonstrado que fibroblastos cultivados
em matrizes flutuantes perdem a capacidade de auto-fosforilagéo dos seus receptores de
PDGF [215]. Todavia, o PDGF induz a contracdo de matrizes flutuantes pelos
fibroblastos, demonstrando que os receptores de PDGF estdo sujeitos a uma regulacédo

complexa e ainda incompreendida em fungéo da tensdo mecénica do substrato.

Se fibroblastos cultivados em matrizes flutuantes diminuem em até 90% sua
capacidade de sintese de DNA, células cultivadas em matrizes ancoradas continuam a
sintetizar DNA e proliferar mesmo ap0s estabelecida a tensdao isométrica, ainda que em
uma taxa até 50% menor que cultivos 2D [38, 39, 211, 215]. Da mesma forma, se uma
matriz flutuante for sujeita a estimulo mecénico externo (por uma méaquina associada as
extremidades do gel) os fibroblastos respondem aumentando sua capacidade
proliferativa [216]. Fibroblastos cultivados em matrizes flutuantes também apresentam
baixa biossintese de coldgeno e aumento na secre¢do de colagenase, quando comparadas
a celulas cultivadas em géis ancorados [168, 217, 218, 219], em virtude de mudancas

em mecanismos tanto transcricionais quanto pos-transcricionais [220, 221, 222].
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Se no modelo FMC de remodelamento os fibroblastos apresentam morfologia e
fisiologia similar aquela observada na derme, enquanto no modelo AMC as células
lembram o tecido de granulacdo em lesGes, 0 modelo SMC representaria a transi¢cao
entre o tecido de granulacédo e a derme neoformada, ainda que em uma escala de tempo
extremamente menor do que o observado in vivo (figura 7). Por exemplo, em resposta
ao relaxamento da tenséo interna da matriz, quando desprende-se a matriz do substrato
no modelo SMC, ha o desaparecimento de fibras de tensdo, a exocitose de vesiculas
contendo anexinas e actina [223], desassociacdo da fibronectina associada a membrana
plasmatica [150], inativacdo dos receptores de PDGF [215] e ativacdo de vias de
sinalizagdo como AMP ciclico/proteina quinase A [224, 225]. Assim como no modelo
FMC, o relaxamento da tensdo induz ainda uma rapida diminuicdo na sintese de

colageno e reducdo da proliferacdo celular tornando a célula quiescente [150, 226].

Lesao (soro, fatores de crescimento,...)

>

Derme Saudavel Tecido de Granulacao
Fibroblasto Dendritico (Mio)Fibroblasto Lamelar
MEC em baixa tensao MEC em alta tensao

Fendtipo Quiescente Fendtipo Ativado

Proliferagéo - OFF Proliferagéo - ON
Biosintese de MEC - OFF Biosintese de MEC - ON
<

Migragao celular
Biossintese de MEC

Figura 7. Os modelos de cultivo em matriz 3D FMC, AMC e SMC séo
representacdes de fendmenos que ocorrem durante a cicatrizacéo tecidual in vivo.
A derme saudavel é caracterizada por apresentar MEC com baixa tensdo mecanica e
fibroblastos dendriticos e quiescentes. No modelo de matriz flutuante (FMC) estas
caracteristicas sdo reproduzidas. Quando a derme é lesada forma-se um coagulo
sanguineo seguido pelo aparecimento de um tecido de granulagdo com MEC de alta
tensdo mecanica e células com fendtipo de miofibroblastos ativados. As caracteristicas
marcantes deste tecido de granulacdo séo reproduzidas no modelo de remodelamento
em matriz ancorada (AMC). O tecido de granulagdo eventualmente evolui para um
derme saudavel recém-formada, principalmente pela deposicao de nova MEC que leva a
diminuicdo da tensdo mecénica do tecido. Os miofibroblastos desaparecem e as células
do novo tecido voltam a apresentar fendtipo quiescente. O modelo de stress-relaxed
matrix contraction (SMC) pretende reproduzir este fendbmeno, ainda que em uma escala
de tempo muito reduzida em relagdo ao processo in vivo.
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Portanto, as mudancas observadas na fisiologia dos fibroblastos apds o
relaxamento da tensdo no modelo SMC, como diminuicdes da proliferacéo celular e
sintese de MEC, séo consistentes com o processo in vivo de transformacéo do tecido de
granulacdo em uma derme normal (figura 7). Enquanto o tecido de granulagdo encontra-
se sob alta tensdo mecénica, a proliferacdo e biossintese persistem. Entretanto, quando
h& o relaxamento da tens&o no tecido, em geral por uma combinagdo de fechamento da
leséo e deposicdo de nova MEC, as células adquirem um fenotipo ndo-proliferativo e os
miofibroblastos desaparecem. Esta visdo do processo de remodelamento em lesbes
também é consistente com a experiéncia médica e cirurgica de que o incremento na
tensdo exercida sobre a pele induz a formacdo de tecido fibroso, como os quelGides
[227, 228]. Além disso, também explica porque a aplicacdo de pressao externa reduz a

extensdo ou chance de aparecimento de contraturas nas lesbes [229, 230].

1.4.4. Remodelamento de MEC por células transformadas

Em 1980, Bettie Steinberg e colaboradores realizaram estudos de
remodelamento de matrizes de colageno utilizando uma série de células em diversos
estagios de transformacao [80]. Entre as linhagens de células empregadas, havia aquelas
de células pré-crise, imortalizadas, linhagens transformadas espontaneamente in vitro, e
outras transformadas por infeccdo com virus SV40. Os dados obtidos com fibroblastos
murinos demonstraram que para contrair um gel de coldgeno a metade de seu tamanho
original em 24 horas sdo necessérias, em média, 6 x 10° células pré-crise, 58 x 10°
células imortalizadas, 150 x 10° células espontaneamente transformadas e 160 x 10°
células transformadas com SV40. Além disso, a inibicdo do antigeno T em fibroblastos
transformados com SV40 voltava a aumentar a capacidade contratil das células a um
nivel semelhante ao de células imortalizadas (em média, eram necessérias 52 x 10°
células para contrair um gel de colageno a metade de seu tamanho original em 24
horas). Experimento semelhante com fibroblastos humanos de origem cutdnea ou
pulmonar, também demonstraram que células em estagio pré-crise apresentavam
capacidades de contrair géis de coldgeno muito superiores a fibroblastos humanos
transformados com SV40 (tabela 4). Em conjunto, os dados do trabalho mostram que ha

claras diferencas nas habilidades de fibroblastos em contrair géis de colageno, porém
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estas diferencas ndo sdo decorrentes da espécie de origem das células, mas refletiriam as

diversidades fenotipicas entre células em diferentes estagios de transformacéo.

Tabela 4: Habilidade de fibroblastos humanos em contrair géis de colageno.

Linhagem das . 3, | Média + Desvio

1379 Pulmao

1380 Pulméo 20
|_|_nhagens pré- 1381 Pele 10 8.8 +6.1
crise 189 Pele 5

301 Pele 2

167 Pele 7
Transformados SVv80 Pele 200 200+ 0
por virus SV40 NG8 Pele 200 -

* Numero médio de células necessérias para reduzir a area do gel de colageno a metade em 24 horas.
# Média e desvio padréo do NA,, x10° para cada grupo de linhagens celulares.
Tabela adaptada de Steinberg et al., 1980.

Mais dois trabalhos na literatura parecem corroborar com os resultados de
Steinberg e colaboradores, ambos comparando fibroblastos com células de sarcomas de
rato [81, 86]. No primeiro, desenvolvido por Bellows e colaboradores (1981),
fibroblastos de ligamentos periodontais de macacos, fibroblastos de gengiva humana,
celulas de calvaria embrionaria de ratos, células epiteliais de ligamentos periodontais
porcinos e células de osteosarcoma 17/2 de ratos (ROS) foram incorporadas em
matrizes 3D de colageno e a capacidade de contracdo dos géis por cada tipo celular foi
analisada [81]. Em um periodo de 72 horas de analise somente a linhagem ROS,
também a Unica linhagem de células transformadas estudada, foi incapaz de contrair 0s
géis de colageno. Segundo os autores, estas células também apresentaram uma
morfologia na matriz 3D bastante distinta dos demais tipos celulares: elas se
espalhavam muito pouco sobre o gel e também ndo estendiam processos citoplasmaticos
entre as fibras coladgenas. No segundo trabalho, a capacidade de contrair matrizes de
colageno foi comparada entre fibroblastos de rato provenientes de derme normal ou de
sarcoma [86]. A linhagem de células transformadas apresentou menor capacidade de
contracdo dos geéis no periodo de até 2 semanas de cultivo, quando finalmente os
tamanhos dos geéis se tornaram semelhantes aqueles contraidos por células normais.
Contudo, ao final das 2 semanas de cultivo a densidade celular nos géis com células

transformadas era 8 vezes superior aquela observada nos géis com fibroblastos normais,
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sugerindo que foram necessarias mais células transformadas para gerar um efeito

semelhante ao induzido por células normais.

Ainda que os trés trabalhos descritos corroborem com a idéia de que a
transformacéo celular inibe a habilidade das células de remodelar MEC, ndo ha dados in
vivo ou com linhagens primarias tumorais que demonstrem resultados semelhantes.
Além disso, ndo se estabeleceram teorias que indiquem os mecanismos causais deste

fendmeno nem que expliquem sua relevancia na Biologia do Cancer.

1.5. Migracao de fibroblastos sobre matrizes de colageno

1.5.1. Migracéo sobre coldgeno adsorvido em substratos 2D

Como amplamente comentado acima, os tipos de interacGes mecanicas que
ocorrem entre células e substratos 2D sao diferentes daqueles observados em matrizes
3D. Pelo fato da geometria e rigidez do substrato serem diferentes nos ambientes 2D e
3D, a morfologia e fisiologia celulares tornam-se também distintas. No caso da
migracdo ou translocacdo celular, ha diferencas e semelhancas no fendtipo de
fibroblastos cultivados em substratos 2D e 3D. Em ambos os casos, as tracfes exercidas
pela célula sobre o substrato sdo funcdo de uma combinacdo de mecanismos que
envolvem a ancoragem ao substrato, o turn-over destes pontos de adesdo e a regulacdo
da dindmica de microfilamentos. Contudo, a resisténcia do substrato as forgas exercidas
pelas células, a qual pode ser bastante distinta entre substratos 2D e 3D, também
apresenta papel crucial no translocamento celular. Pela coordenacdo destes eventos,
incluindo ainda a magnitude das forgas exercidas e as constantes de ligagéo das adesdes
da célula em diferentes regifes no plano da membrana plasmatica, torna-se possivel o

fendmeno de migracdo celular em determinada direcao.

Na década de 1970, por meio do desenvolvimento da técnica de microscopia de
reflexdo interferencial (interference reflection microscopy, ou IRM, em inglés) se
observou que células humanas aderidas sobre superficies 2D rigidas estabelecem pontos
discretos de contato com a MEC nos quais a membrana plasmatica fica a menos de

30nm de distancia do substrato [231, 232]. Estes pontos de adesdo sdo 0s principais
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responsaveis pela migracdo celular observada sobre proteinas de MEC. Estas adesdes
sdo formadas pela associacdo da MEC a receptores do tipo integrinas, 0os quais tornam-
se ativados e agrupam-se na membrana plasmatica. Os dominios citoplasmaticos das
integrinas podem recrutar entdo um conjunto de mais de 100 proteinas estruturais e
sinalizadoras em complexos protéicos que fazem tanto transducéo de sinais ao ndcleo
quanto a ponte entre as integrinas e as fibras de tensdo, estruturas contrateis formadas
principalmente por microfilamentos e miosina Il [32, 33, 35, 36, 41]. Esta organizagéo,
ao mesmo tempo complexa e versatil, faz destas ades6es estruturas sensiveis a estimulos
mecanicos capazes de responder a diversos sinais tais como densidade protéica da MEC
[233, 234], sua topografia [235, 236], rigidez [63, 237, 238], e perturba¢Ges mecanicas
[53, 239, 240].

Pelo menos trés diferentes tipos destas adesdes foram descritas como ocorrendo
em células aderidas a substratos 2D em funcédo de sua localizacdo na célula, tamanho, e
composicéo, principalmente de proteinas estruturais e sinalizadoras [34, 241]. S&o eles:
complexos focais, adesdes focais e adesdes fibrilares. Ha ainda um quarto tipo, apesar
de ser ainda pouco definido, que ocorreria em substratos 3D, o qual serd comentado em

outro topico.

Os complexos focais s30 pequenos (aproximadamente 0.25 pm?) em relacdo aos
outros tipos de adesdo e ocorrem na periferia das células migratorias, principalmente no
lamelipodio de células cultivadas em substratos 2D [242, 243], onde sdo formados e
dissociados continuamente (apresentam rapido turn-over) [37, 243]. A forca tracional
dos complexos focais que ndo se dissociam diminui ao longo do processo de migragéo
porgue o vetor de tensdo torna-se cada vez mais perpendicular a direcdo do movimento.
Neste momento, as adesfes se encontram mais longes da periferia celular, ocorrendo
mais especificamente na regido entre o lamelipddio e o ndcleo da célula em migracéo.
Conjuntamente, a forca exercida sobre a estrutura de adesdo aumenta levando ao
aumento do seu tamanho e a formacéo de fibras de actina associadas. Este processo de
maturacdo do complexo focal leva a estrutura a ser chamada de adeséo focal, a qual é
estacionaria em relacéo a célula, mas mével em relacdo ao substrato [244]. As adesdes
focais apresentam maior forca de ligagdo ao substrato, turn-over lento, e encontram-se
associadas a fibras de tensdo (enquanto os complexos focais ndo). Este modelo é
sustentado por experimentos com substratos 2D elasticos, 0s quais mostraram que séo

0s complexos focais nascentes que aplicam forgas tracionais elevadas e seriam o0s
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principais responsaveis pela translocacdo celular [242], enquanto as adesdes focais
teriam como funcdo resistir as forcas propulsoras de modo a manter a morfologia da
celula e dar direcionamento ao movimento [245]. Em parte, a maturagdo de complexos
focais em adesdes focais € mediada pela contracdo induzida por RhoA [51, 246] e seu
efetor Rho quinase [247, 248], que sinalizam para a formacdo e aumento das fibras de
tensdo associadas as adesdes. Este processo pode ser mediado por uma série de fatores
extracelulares, dentre eles soro, LPA e PDGF [249]. Ja as adesdes fibrilares formam-se
a partir da interagdo de integrinas do tipo asB; com fibrilas de fibronectina [241, 250].
Elas diferem das adesdes focais em sua morfologia alongada, distribuicdo mais central,
no tipo de integrina (asP; na adesdo fibrilar e principalmente o,f3 em adesdes focais) e
na composicao de proteinas associadas na porcao citoplasmatica.

Além das adesdes célula-MEC, vérios fatores foram descritos como reguladores,
diretos ou indiretos, da migracdo de fibroblastos, tais como EGF [251], bFGF [252],
PDGF [253, 254], TGF-beta [255, 256], entre outros [257, 258, 259, 260, 261]. Dentre
os fatores indutores de migracdo, o PDGF é aquele mais bem estudado [262],
principalmente porque experimentos in vitro demonstraram que a inducdo da migracao
de fibroblastos ocorre preferencialmente pelo estimulo por este fator de crescimento
[253, 254]. O PDGF, além de induzir a migracdo de fibroblastos, age ainda como
mitdgeno e estimula a producdo de proteinas de MEC, incluindo fibronectina [263],
colageno [264], acido hialurénico [265] e colagenases [266]. A aplicacdo in vivo da
isoforma BB de PDGF (PDGF-BB) em lesdes da pele induz a formacdo do tecido de
granulacdo [267, 268], diminuindo o tempo de cicatrizacdo [269].

Curiosamente, algumas observacgdes sugerem que o PDGF néo induz a migracéo
celular, mas apenas aumentaria sua atividade e a direcionaria atuando como agente
quimiotatico [253, 254, 270]. O fator iniciador da migracéo celular seria o substrato de
MEC, particularmente de coladgeno do tipo I, uma vez que fibroblastos iniciam a
migracao sobre este substrato sem que haja presenca de soro ou fatores de crescimento
[270]. Uma vez iniciada a migracédo sobre o substrato, PDGF-BB atuaria no aumento da
atividade migratoria assim como no direcionamento da translocacdo em direcdo a locais
de maior concentracdo do fator de crescimento. O PDGF é reconhecido pelas células via
dimeros de receptores de PDGF (PDGFR). A dimerizacdo e ativacdo de PDGFRs, pela
ligacdo com PDGF, ativam a sitio tirosina quinase do receptor que apresenta capacidade

de auto-fosforilagdo seguida do recrutamento de uma seria de moléculas sinalizadoras
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tais como Rho, fosfolipase Cy, fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), pp60°, SHC e o
complexo Grb2-Sos. Estas proteinas sinalizadoras associadas ao receptor medeiam, por
sua vez, a ativacdo de cascatas de sinalizagdo como Rho quinase, proteina quinase C
(PKC), Akt, Rac e Ras, que em ultima instancia irdo desencadear os eventos que levam
a respostas celulares, como a migracdo [262]. Todavia, é importante notar que 0s
mecanismos que medeiam os efeitos da MEC e de fatores de crescimento sobre a
migracdo celular parecem ser, em grande parte, interdependentes no sentido de que, (1)
fatores de crescimento exercem efeitos diretos sobre a sintese de macromoléculas da
MEC, receptores celulares e enzimas de degradacdo da MEC, enquanto (2) a natureza
macromolecular do substrato exerce efeitos regulatérios sobre a resposta celular aos
fatores de crescimento [254, 271, 272, 273].

Dentre as proteinas que se associam e/ou sdo ativadas por PDGFRs, aquelas da
familia Rho merecem maior destaque no processo de migracéo celular [274]. A familia
Rho de pequenas GTPases é composta por aproximadamente 20 genes distintos que
codificam proteinas ligantes de GTP, dentre as quais RhoA, Rac e Cdc42 se destacam
no fenbmeno de migracdo celular ao cooperarem na regulacdo da polimerizacdo de
microfilamentos. RhoA ativa proteinas tais como mDia 1/2 e Rho quinase, que
promovem a polimerizagdo de fibras de tenséo e a fosforilacdo das cadeias leves de
miosinas Il associadas [249]. Ja Rac e Cdc42 estimulam a polimerizacdo de actina que
leva a formacdao de lamelipddios e filopddios, respectivamente. Além disso, tanto Cdc42
guanto Rac induzem a formacdo dos complexos focais [249, 275, 276]. Em fibroblastos
Swiss 3T3 observou-se que estas GTPases sdo ativadas sequencialmente em uma
cascata linear, onde a ativacdo de Cdc42 levava a ativacao de Rac e, subseqgiientemente,
de Rho [249, 276]. Contudo, estudo posterior demonstrou que a sinalizacdo por
mutantes com Cdc42 e Rac constitutivamente ativos, assim como a ativagdo de Rac por
incubacdo celular com PDGF, levam a diminuicdo da atividade de Rho [277]. Em
contraste, a ativacdo de Rho ndo afetou a atividade de Rac, indicando que h& uma
sinalizac&o unidirecional de Rac para Rho que leva a inibigéo da atividade do segundo.
Curiosamente, o mutante com Rac constitutivamente ativa inibiu também a atividade
migratoria dos fibroblastos, e a restauracdo da atividade de Rho pela expressdo de um
mutante constitutivamente ativo resultou no resgate do fendtipo migratério, indicando
que o balanco reciproco entre as atividades destas GTPases é fator determinante no

fendtipo migratdrio.
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A figura 8 resume simplificadamente o modelo mais comum de migracdo de
fibroblastos sobre substratos 2D, que envolve trés elementos interdependentes: adeséo
do lamelipddio ao substrato, contracdo no corpo celular e retragdo de membrana na
porcdo posterior. Do ponto de vista morfologico, fibroblastos migrando em superficies
2D apresentam uma morfologia achatada, com formato proximo a um semicirculo,
decorrente dos processos de adesdo e organizagdo do citoesqueleto [278]. Na porgéo
anterior da célula, integrinas em baixa densidade se associam & MEC formando adesdes
do tipo complexos focais que se associam a microfilamentos. Estas adesdes sdo
estacionarias em relacdo ao substrato e, portanto, mudam de posicdo no plano da
membrana durante a translocacdo celular [244]. Concomitantemente, Cdc42 e Rac
induzem a polimerizacdo de actina resultando na formacdo de filopddios e lamelipddios
[279]. Como os microfilamentos encontram-se ancorados aos complexos focais, a
continua adicdo de actina aos microfilamentos empurra as membranas de lamelipodios e
filopddios promovendo a translocacdo da porgdo anterior da célula [280]. Enquanto a
célula expande sua membrana a frente, os complexos focais aproximam-se do centro da
célula e podem ter dois destinos: dissociarem-se ou maturar em adesdes focais. As
adesoes focais formam-se pela atividade de RhoA [51, 246] e Rho quinase [247, 248], e
sdo caracterizadas por apresentar alta densidade (clustering) de integrinas e associacéo
com fibras de tensdo. Estas adesdes sdo responsaveis por realizar forgas contrateis que
auxiliam as forcas de tracdo da célula migratéria, provavelmente determinando a
direcdo do movimento [245]. Na porcdo posterior da célula também encontram-se
adesdes focais, mas com composicao de proteinas citoplasmaticas associadas um pouco
distinta. A estas adesfes sdo direcionados microtubulos que ajudam a dissociar as
integrinas da MEC permitindo a retracdo da por¢do posterior da membrana e a migracéo
a frente pela célula [41, 281].
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Figura 8. Modelo de migracao celular em substrato 2D. Adaptado de Wehrle-Haller e
Imhof, 2003.

1.5.2. Migracgdo em matriz 3D de colageno

As investigacfes da migracdo celular sobre substratos 2D ajudaram a definir a
dindmica das interacOes entre células e substrato mediadas por integrinas, transducdo de
sinais, organizacdo do citoesqueleto e mobilidade celular. Contudo, o modelo de
migracdo sobre substratos planos apresenta diversas deficiéncias como modelo de
estudo do fendmeno in vivo, principalmente se considerarmos que no corpo humano as
células migram quase que exclusivamente em ambientes de MEC 3D, um ambiente
fisico e bioquimico muito mais complexo. Ha caracteristicas do fenémeno de migragéo
que sdo fundamentalmente diferentes entre os modelos 2D e 3D, sendo particularmente
importantes na translocagdo de fibroblastos em ambientes 3D 0s mecanismos de: (1)
dindmicas de morfologia e adesdo celular, (2) remodelamento local de matriz
dependente de contato e (3) protedlise local da matriz por proteases expostas na
membrana ou secretadas pelas células. Apenas os dois primeiros serdo detalhados em
vista da importancia para os resultados do presente trabalho.

Do ponto de vista fisico podemos citar uma série de diferencas importantes entre

0s modelos 2D e 3D de migracao celular. Primeiro, as superficies plasticas e vitreas

42



utilizadas em cultivos 2D ndo se deformam com a forca exercida pelas células, fazendo
com que a resisténcia do substrato, e conseqiientemente a forca de tracdo celular,
atinjam o valor méaximo. Por outro lado, nos substratos flexiveis utilizados em cultivos
3D a forca de tracdo da célula pode deformar o substrato e diminuir, ou mesmo inibir,
translocacdo celular. Segundo, as forcas exercidas pelas células sobre a matriz 3D
alteram tanto localmente quanto globalmente a resisténcia da MEC, potencialmente
influenciando o comportamento migratério de todas as outras células da matriz.
Terceiro, enquanto células que migram sobre substratos 2D s6 podem tracionar no plano
do substrato, em um ambiente 3D as ades@es celulares podem ocorrer ao longo de todo
o plano da membrana plasmética. Quarto, a porosidade da MEC 3D pode cercear 0
movimento da célula se as dimensdes dos poros da rede forem menores que as
dimensGes da célula. Quinto, apesar da composi¢cdo macromolecular da matriz 3D poder
ser idéntica a de substratos recobertos, sua organizacdo € completamente distinta,
alterando o0 modo de interagdo com as células. Sexto, uma gama de outros fatores fisicos
menos estudados, mas ndo necessariamente de menor relevancia dos que aqueles
expostos acima, podem influenciar na migracdo celular, entre eles: dinamica dos
fluidos, difusdo dos gases, resisténcia a rompimento dos componentes poliméricos da

matriz, etc.

A importancia dos fatores fisicos do ambiente também pode ser apreciada no
impacto que causa sobre a fisiologia da célula. Por exemplo, foi comentado acima que
as dimensdes das adesBes focais e de suas fibras de tensdo sdo proporcionais as forcas
aplicadas sobre o complexo. Decorre deste fato que células migrando sobre matrizes
deformaveis (pouco resistentes as forcas tracionais das células) ndo apresentam adesdes
focais, ou estas sdo subdesenvolvidas [95]. Outro exemplo pode ser observado em
estudos com fibroblastos cultivados em géis de colageno ou superficies 2D recobertas
com colageno, ou seja, substratos que apresentam quimica idéntica mas ambiente fisico
distinto. Nestes experimentos, demonstrou-se, por exemplo, que os fibroblastos
cultivados em géis eram capazes de apresentar maior expressdo de receptores do tipo
integrina oy, [146]. Este fato torna-se extremamente relevante quando se observa que a
migracédo de fibroblastos em matrizes 3D foi demonstrada como sendo dependente da
expressao desta integrina na membrana plasmatica [282] enquanto em substratos 2D

outras integrinas tém maior relevancia na migragéo celular [162, 244].
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Os modelos de migracdo in vitro em matrizes 3D sdo poucos. Aqueles que tém
apresentado melhores resultados sdo caracterizados por apresentarem uma matriz
contendo células e uma segunda matriz polimerizada sem células a volta da primeira,
para as quais as células migram. E o caso, por exemplo, de explantes de tecidos envoltos
por matrizes de colageno puro [207, 283, 284]. Um modelo semelhante que oferece
maior controle das varidveis experimentais foi desenvolvido por Clark e colaboradores
para estudos acerca da migragdo celular em tecidos lesados [285, 286]. Neste, se
observa a migracdo celular a partir de matrizes de colageno contraidas (equivalentes
dermais contendo células) para géis de fibronectina/fibrina, sem células, que envolviam
a primeira matriz. Contudo, a velocidade de migracdo nestas matrizes é lenta e 0s
ensaios in vitro requerem dias, e até semanas, para serem avaliados [287, 288, 289]. Um
terceiro modelo, que melhor se presta ao estudo da migracao de fibroblastos nos tecidos
conjuntivos foi desenvolvido por Grinnell e colaboradores [200]. Este modelo é bastante
parecido com aquele desenvolvido por Clark e colaboradores, porém tanto a matriz com
células quanto aquela sem células é formada apenas por colageno do tipo |.

Assim como em sistemas 2D, a migracdo de fibroblastos por tecidos ou cultivos
3D ocorre via mecanismos de adesdo e de-adesdo acoplados a mudancas na morfologia
celular e protedlise de componentes da MEC [34, 134, 241, 290]. Além disto, os
elementos basicos da migracdo celular observada em substratos 2D sdo mantidos na
migracdo de fibroblastos em matrizes de colageno 3D (figura 9A): (1) polarizacédo
celular, (2) processo membranoso a frente da célula que realiza a forca tracional, (3)
contracdo do corpo celular, e (4) retracdo da porcdo posterior da célula [84, 278]. Por
exemplo, a migragdo de células MV3 de melanoma em matrizes 3D de colageno
envolve uma projecdo de membrana na porcao frontal da célula, a qual chamaremos de
pseuddpodo, muito parecida com o observado em fibroblastos [291]. Este pseuddpodo
adere ao substrato onde ocorre o agregamento de subunidades P; de integrinas nos
pontos de interacdo com o colageno. A medida que a célula migra sobre a matriz as
integrinas ; aproximam-se do corpo celular e passam a localizar-se lateralmente na
célula [114], até que na porgdo posterior, onde ocorre a retracdo da célula, as integrinas
sdo soltas na matriz de coladgeno ou internalizadas [114, 292, 293]. De modo muito
similar ao que ocorre na migracdo sobre superficies 2D recobertas com colageno ou

fibronectina, a migracdo de fibroblastos em matrizes 3D de colageno € inibida pela
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adicdo de anticorpos anti-P; e anti-ay [292, 294], demonstrando a importancia da adesédo

no processo migratorio desta célula.

Células migrando individualmente

Clustering de

(A)Migracao “fibroblastoéide” receptores
{integrinas,...)
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Figura 9. Modelos de migracdo em matrizes 3D. Representacdes esquematicas da
morfologia celular, distribuicdo de receptores de superficie e interagdes com as fibras da
MEC, como detectadas por microscopias de fluorescéncia e de reflexdo [9,98]. A
migracdo “ameboide” ocorre preferencialmente quando ha tratamento com inibidores de
proteases. Figura adaptada de Friedl e Brocker, 2000.

Do ponto de vista morfoldgico, fibroblastos migrando em superficies 2D

apresentam uma morfologia achatada, com formato préoximo a um semicirculo,
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decorrente dos processos de adesdo e organizacgdo do citoesqueleto [278]. Normalmente
observa-se um largo e chato lamelipddio na sua porcéo anterior, ainda que por vezes
possam ocorrer dois ou mais (figura 8). Os lamelipodios apresentam ruffling de
membrana e pequenas e finas projecdes em suas bordas, chamados filopodios, onde se
iniciam as interacGes entre integrinas e MEC [19, 295, 296]. Atras dos filopodios
observa-se o corpo celular, onde se localizam as organelas da célula, inclusive o nucleo.
Na porcéo posterior da célula observam-se prolongamentos de membrana plasmaética
que estdo em processo de retracdo. Tanto a velocidade de migracdo quanto o aspecto

morfol6gico, neste caso, sdo praticamente constantes.

Em tecidos in vivo, ou em géis de colageno, os fibroblastos sdo também
polarizados mas nunca apresentam esta morfologia achatada e em forma de semicirculo,
uma vez que a organizacao fisica do ambiente é tridimensional. Da mesma forma, nédo
h& migracdo persistente e a morfologia da célula é modificada ao longo do processo
[291]. Em MEC 3D, as células migratorias sdo predominantemente bi- ou tripolares [19,
278, 297]. Ao contrario dos lamelipddios observados em cultivos 2D, as porgdes
anteriores de fibroblastos em matrizes 3D lembram finos pseudépodos cilindricos, em
cujas extremidades observa-se a atividade de ruffling de membrana, e nos “corpos” a

presenca de microprojecdes de membrana [19, 295, 298].

Apesar dos pseuddépodos cilindricos em cultivos 3D serem analogos aos
lamelipddios chatos observados em cultivos 2D [84], ha diferencas importantes nas
adesOes e na estrutura do citoesqueleto de actina presentes nos dois modelos. Uma das
primeiras demonstracfes da formacédo de adesdes fibroblasto-MEC em matrizes 3D foi
realizada por Cukierman e colaboradores (2001) empregando matrizes derivadas das
proprias células [62]. Os pesquisadores observaram que integrinas com a subunidade as
colocalizavam-se com paxilina nos cultivos 3D, mas ndo nos cultivos 2D. Nestes
ultimos, integrinas as, mas ndo paxilina, colocalizavam-se com fibrilas de fibronectina
do substrato (nas chamadas adesdes fibrilares), enquanto paxilina, € ndo integrinas os,
colocalizavam-se com adesfes focais. Esta simples diferenca de composicdo protéica
das adesdes sugere que fibroblastos em matrizes 3D ndo formam adesGes do mesmo
tipo que aquelas observadas em substratos rigidos 2D. Outra diferenga significativa
observada era que as adesdes dos fibroblastos cultivados em matrizes 3D perdiam a
capacidade de auto-fosforilacdo de Fak em seu sitio de tirosina 397 [62]. Os autores

denominaram estas adesdes de “adesdes de matriz 3D” (do inglés, “3D matrix
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adhesions”) para separa-las tanto de adesdes focais quanto de adesdes fibrilares
observadas em cultivos 2D. Diferencas entre adesdes focais, adesoes fibrilares e adesoes
de matriz 3D [241, 299] podem ser resumidamente apreciadas na tabela 5.

Tabela 5: Diferencas moleculares entre adesdes célula-matriz in vitro.

Complexos ~ . Adesdes Adesdes de
: Adesoes focais - :
focais fibrilares matriz 3D

Substrato A0 menos uma A0 menos uma FIEEAEEITTE Fibronecting €
empregado proteina da MEC  proteina da MEC alggma outra CLIES PITEITES
proteina da MEC da MEC
Integrina as - - I +
Integrina B - + + +
Integrina o,f3 - + S -
Paxilina + + = n
Tensina = L + +
Talina + + +
Vinculina e + = +
Fosfo-tirosina + + = 4k
ppl25Fak + + = 4k
ppl25Fak — pY3’ - + - -

+ presente,; - ausente

Apesar das adesdes de matriz 3D de Cukierman e aquelas observadas em géis de
colageno serem mediadas por integrinas distintas, asp; ¢ app; respectivamente, a
presenca da subunidade B, em ambos os casos é sintomética [146, 147, 294, 297]. O
agrupamento (clustering) de integrinas ; observado em adesdes focais de fibroblastos
[300] e nas adesdes de matriz 3D também ocorre nos pontos de associacdo dos
pseudopodos de células de melanoma com as fibras de colageno em matrizes 3D
confirmando que o conceito de clustering de receptores mediados por ligantes
extracelulares também ocorre em modelos 3D [114, 292]. Ap6s o blogueio da interacdo
integrina-ligante em matrizes 3D, a distribuicdo dos receptores torna-se constante ao
longo de toda a membrana plasmatica e as células perdem a morfologia polarizada,

tornando-se arredondadas, apesar de apresentarem oscilagdes continuas na organizacéo
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do citoesqueleto [292]. Este dado reforca a tese de que a adesdo mediada por integrinas,
e particularmente daquelas que apresentam a subunidade P;, € necessaria para a
interacdo celular com matrizes 3D durante a migragéo. In vivo, experimentos de inibi¢ao
de integrinas por anticorpos, antagonistas peptidicos ou oligonucleotideos antisense
sugerem que as subunidades f; de integrinas também sdo importantes na migracédo de

celulas da crista neural, mioblastos e neuroblastos [301].

Todavia, a adesdo de matriz 3D descrita por Cukierman e colaboradores é
apenas um caso especifico de adesdo a MEC preparada pelos autores. Claramente as
adesbes de fibroblastos sdo altamente adaptaveis ao ambiente em que a célula se
encontra. Basta lembrar que o tamanho das ades®es via integrinas e das fibras de tenséo
associadas é diretamente proporcional a forga ou resisténcia aplicada sobre elas [53, 54,
55]. Este fato contribui para que, potencialmente, as fibras de tensdo apresentem
atividade anti-migratoria ao invés de promover o translocamento. Em concordéncia com
esta hipotese, a expressdo de fibras de tensdo € maior em células estaticas aderidas a
substratos rigidos [302]. Em ambientes 3D, a formacdo de fibras de tensdo pode ser
observada em células estaticas tanto em processos de contracdo de les@es in vivo quanto
em fibroblastos cultivados em matrizes 3D de colageno fixadas ao substrato [126, 303].
Contudo, no tecido de granulacdo in vivo, assim como em géis flutuantes de colageno, a
migracdo de fibroblastos ocorre sem que se observe a formagdo de feixes de
microfilamentos [126, 303]; a distribuicdo de actina é difusa por todo o corpo celular
[278, 298]. Torna-se claro, portanto, que o modelo de adesdo observado em células
migratorias em matrizes 3D requer um refinamento ainda ndo observado na literatura,
inclusive porque o modelo de adesdo a matriz 3D de Cukierman e colaboradores
representa um caso especifico e ndo deve compreender o que ocorre durante a dindmica

de migracdo em matrizes 3D de colageno do tipo I.

Seja qual for o modelo macromolecular de adesdo, ou os modelos, a migragéo
em matriz 3D apresenta caracteristicas comuns aquelas observadas em superficies 2D
no que tange a sinalizagdo intracelular. Por exemplo, foi comentado acima que a
migracdo de fibroblastos em matrizes 3D é dependente da expressdo de certas integrinas
na membrana da célula, mas a inibicdo de moléculas citoplasmaticas como miosina Il e
Rho quinase séo igualmente capazes de cessar a translocacdo de fibroblastos [200]. As
pequenas GTPases reguladoras da dindmica de microfilamentos Cdc42, Rac e Rho

também apresentam papel preponderante no modelo 3D. Por exemplo, a expressao de
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isoformas dominante negativas de Cdc42, Rac ou Rho inibe a invasdo de géis de
colageno por fibroblastos estimulados por PDGF, enquanto apenas a ativacdo de Rac se
mostrou necessaria para a migracdo em substrato 2D [304]. Curiosamente, a invasdo
também foi inibida por formas constitutivamente ativas de Cdc42 ou Rho e, em menor
grau, Rac. Em 1999, Moorman e colaboradores demonstraram que os efeitos sobre a
dindmica do citoesqueleto das células sdo dependentes, ndo do nivel absoluto de
expressdo e atividade destas pequenas GTPases, mas de um balango na atividade de

todas elas [305]. E provavel que o mesmo seja verdadeiro para células em cultivos 3D.

No que tange a sinalizacdo extracelular, ha diferencas marcantes entre a
capacidade de inducdo da migracdo de fibroblastos em matrizes 3D. Os primeiros
estudos de migracédo celular em matrizes 3D de colageno foram realizados na presenga
de soro [19, 85, 289, 306]. Entretanto, estudos posteriores mostraram que o soro fetal
bovino, assim como seus componentes LPA e fibronectina, ndo sdo capazes de induzir a
migracdo de fibroblastos por matrizes de colageno acima de um nivel basal observado
independentemente do tratamento [200]. Assim como nos cultivos sobre substratos 2D
[253, 254], PDGF parece ser o principal agonista para a migracdo em géis de colageno
[200]. Este comportamento contraditorio, uma vez que PDGF estd presente em altas
concentragfes no soro, pode ser explicado em parte pela presenca também de
antagonistas da migracao celular no soro, ou que exista algum componente do soro que
seja capaz de inibir a sinalizacdo disparada por PDGF. Por exemplo, o lipidio
sphingosine-1-phosphate (S1P), presente no soro, pode ser um potente inibidor da
migracdo de fibroblastos dependendo dos receptores expressos na membrana plasmatica
[186]. Além disso, foi descrito que a adesdo a fibras de coladgeno desnaturadas,
normalmente utilizadas em recobrimentos de substratos 2D, é dependente de soro (ou
dependente de fibronectina), enquanto a adesdo a fibras nativas de colageno pode
ocorrer de modo independente do soro [307]. Como a migracdo de fibroblastos em géis
de colageno ocorre independentemente da adicdo de fibronectina na cultura [200] é
possivel que a falta de migracdo na presenca de soro seja funcéo de alta forca de adeséo

celular, a qual restringiria a migracao.

H& também um modelo de migracdo em matrizes 3D independente de adesdo via
integrinas ;. Este & um topico controvertido que foi descrito em alguns tipos celulares,
ainda que nunca em fibroblastos. A migracdo de leucocitos pode ser reduzida por

anticorpos anti-f; tanto in vitro [294, 308, 309, 310] quanto in vivo [311], apesar de
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nunca ser completamente inibida. Em géis de colageno, linfécitos T, mondcitos e
células dendriticas também continuam a migrar apds bloqueio das subunidades B; das
integrinas [297, 312]. Em células T cultivadas em matrizes de coldgeno também néo ha
compensagOes migratorias via CD44 ou integrinas com subunidades B2, B3 ou ay apos 0
bloqueio das subunidades PB; [95]. Experimentos in vivo no mesentério de ratos
demonstraram que neutrofilos tratados com anticorpos anti-B; continuam migrando;

apenas a velocidade é diminuida [311].

Estes dados sugerem que em alguns tecidos, principalmente aqueles que sdo
compostos por MEC de baixa densidade, a migracdo pode ocorrer independentemente
de adesdo via integrinas 1. Demonstram ainda que ha significativa migragdo in vivo
ocorrendo independentemente destas integrinas, de um modo que os modelos de
migracdo em substratos 2D ndo poderiam prever. Um mecanismo plausivel que explica
0 comportamento migratorio sem o emprego de adesdes via integrinas 1 € aquele no
qual as células modificam o receptor de MEC utilizado para tracionar o substrato. Um
segundo € aquele no qual uma gama de interagdes inespecificas de baixa afinidade com
0 ambiente tecidual, por exemplo por residuos de glicoproteinas carregados
eletricamente, poderiam gerar conjuntamente a forca tracional necessaria a migracao.
Porém alguns dados sugerem que mecanismos fisicos, como simples mudancas na

forma da célula, poderiam ser responsaveis por estes movimentos.

Quando migram, as células se adaptam morfologicamente ao ambiente 3D,
provavelmente utilizando os caminhos de menor resisténcia ao corpo celular, e podem
utilizar a sua morfologia para imprimir a forga necessaria ao seu movimento. Por
exemplo, videomicroscopias de neutréfilos migrando em matrizes 3D de membrana
alantoide ou policarbonato mostram que estas células utilizam pseuddpodos laterais para
empurrar a matriz e gerar a tragdo necessaria a translocacdo [313]. Aparentemente a
membrana das células deformam sobre as fibras da matriz formando ‘“anéis” de
constricdo que ancorariam e dariam suporte para a propulséo da célula [312, 313]. Outro
exemplo advém de células T e células dendriticas cultivadas em géis de colageno onde
observa-se que a migragéo celular ocorre ao longo de fibrilas de colageno preexistentes
enguanto areas em que a matriz é densa sao circundadas ao invés de penetradas [95,
314].

Por fim, observacfes com inibidores de proteases em modelos de cicatrizagao

de lesdes in vitro também reforcam a tese da migracdo mediada por mudangas na
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morfologia celular. Em géis de fibrina pouco densos, fibroblastos continuam migrando
na presenca de inibidores de metaloproteinases de matriz (MMPs) [315] ou serino-
proteases [316], indicando que h& mecanismos de migracdo independentes de protedlise
da matriz protéica. A migracdo independente de protease pode resultar em uma
mudanca na morfologia da célula, de alongada para amebdide (figura 9B), associada a
perda dos agrupamentos de integrinas nos locais onde a tracdo celular é exercida [116,
117].

Portanto, se os poros da MEC de um tecido forem elasticos ou de dimensdo
suficiente em relacdo ao tamanho e flexibilidade de uma célula, um processo mecanico
determinado pela dindmica morfoldgica pode ser uma estratégia suficiente para superar
barreiras e mediar a migragao [95, 313, 315]. Uma mudanca similar ocorre pela ativacao
de ROCK, gerando um aumento na contracdo celular, rigidez dos complexos de actina e

miosina Il, arredondamento celular, e migragdo em matriz 3D [317].

1.1.1. Migragéo de fibroblastos transformados em matrizes 3D

Para que tumores se espalhem e realizem metastase, normalmente através de
vasos linfaticos e sanguineos, a migracdo celular através de tecidos conjuntivos € um
pré-requisito. Entretanto, ndo ha descrigdo de um mecanismo especifico de migragdo em
células transformadas; assim como ocorre com as células normais, as células tumorais
translocam-se por tecidos ou matrizes 3D com a ajuda de mecanismos adesivos e
proteoliticos [318, 319]. Baseados em observac6es histoldgicas e estudos in vitro, pelo
menos dois mecanismos de invasdo tumoral foram descritos [76, 318]: a migracdo de
células individuais e a invasdo e migracdo de agregados celulares ou clusters (figura 9).

Apenas o primeiro serd comentado devido a sua importancia para o presente trabalho.

A ocorréncia de metastases por meio de células individualizadas corresponde ao
deslocamento entre tecidos de células transformadas que modificaram, perderam, ou
nunca tiveram, adesdes do tipo célula-célula e célula-MEC [320, 321]. Mutacdo ou
menor expressdo de receptores que medeiam interacBes célula-célula, como caderinas e
cateninas, favorece mudancgas na sinalizagdo, morfologia celular e comunicacgdo célula-
célula, causando o descolamento das células do tumor priméario [320, 322]. Apds o

descolamento, as células individualizadas invadem os tecidos adjacentes mantendo
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principalmente interac6es do tipo célula-MEC ao invés de célula-célula. Em decorréncia
deste fenbmeno, linhagens celulares tumorais continuam migrando mesmo quando se
deparam com outras células transformadas ou células estromais residentes do tecido
invadido. Em células normais, por outro lado, ocorre a chamada inibicdo do movimento
por contato [323], e a perda deste mecanismo caracteriza o paradigma de migracao de

células tumorais representado normalmente em estudos de invasdo tumoral.

Fibroblastos apresentam, por natureza, poucas adesdes do tipo célula-célula, e as
células de outros tecidos sdo ditas fibroblastoides quando apresentam caracteristicas
invasivas e migratorias em tecidos conjuntivos. Com efeito, células de diversas origens,
ao se tornarem tumorigénicas e metastaticas passam por uma transformacao fenotipica
denominada de “transicdo epitelial para mesenquimal” (do inglés, epithelial to
mesenchimal transition ou EMT) na qual as células adquirem um fendtipo
fibroblastoide [324]. Além disso, as células dos tecidos conjuntivos, como 0s

fibroblastos, também podem gerar tumores chamados fibrosarcomas.

Ha diversas evidéncias de que células transformadas migram em tecidos da
mesma forma que fibroblastos normais deslocam-se em substratos 3D. Primeiramente,
células transformadas cultivadas em matrizes 3D apresentam polaridade na morfologia
migratoria, estendendo uma ou mais projecdes citoplasmaticas na direcdo do
movimento. Em segundo lugar, observa-se o agrupamento (clustering) de integrinas no
plano da membrana plasmatica, que por sua vez se associam as fibras da MEC [116,
292, 297, 299]. Em terceiro, ap0s a interacdo entre integrinas e fibras da MEC o
citoesqueleto de acto-miosina exerce forgas tracionais sobre o substrato, evidenciadas
pelo remodelamento local da MEC a volta das células [114, 325, 326]. E finalmente,
células transformadas também secretam e/ou expdem enzimas proteoliticas na regido
pericelular [116, 117, 327, 328].

Um dado relevante, contudo, se refere a observacdes de que, assim como em
substratos 2D [329, 330, 331, 332, 333], células transformadas costumam apresentar
taxas de migracdo mais elevadas do que células normais também em matrizes 3D.
Resultados deste género foram observados com linhagens tumorais [289], células
transformadas por virus SV40 [334], com alelo oncogénico de h-ras [333] ou mesmo
pela inativacdo somente de p53 [335]. De todo modo, diferentes tipos de células
transformadas também podem apresentar velocidades de migracdo extremamente

distintas. Por exemplo, células derivadas de fibrosarcomas e de melanoma migram em
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géis de colageno de forma individualizada e lenta, com velocidades médias que variam
de 11 a 36 pum/hora [114, 116, 336], enquanto certos tipos de carcinoma migram in vivo
a velocidades médias de até 180 + 132 um/hora [337]. Esta disparidade pode estar
relacionada a diferentes modos de migracéo celular [134]. No entanto, o tratamento com
inibidores de protease em células de fibrosarcoma cultivadas em geéis de colageno, ou
injetadas na derme de camundongos, permite que estas células continuem a migrar em
velocidades muito parecidas aquelas de células ndo tratadas [116, 117]. Ou seja,
diferentes linhas de transformacéao induzem fenotipos migratdrios distintos e é possivel
que as diferencas nas velocidades de migracdo em nada tenham a ver com a habilidade

proteolitica das células.
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2. Racional e premissas de trabalho

O papel do fenémeno de remodelamento de MEC ainda é pouco compreendido,
em particular seus mecanismos de regulacdo. Trabalhos na década de 1980
demonstraram que fibroblastos murinos e humanos transformados pelo virus SV40,
assim como linhagens de sarcoma de ratos, apresentam reduzida habilidade de
remodelar matrizes 3D de coldgeno quando comparados a fibroblastos normais. Estes
dados sugerem que em algum momento do processo de transformacéo celular as células
tém desregulados um ou mais de seus mecanismos de remodelamento de MEC. A
transformacdo celular que ocorre in vivo e inicia o processo de tumorigénese é um
fendmeno complexo que, todavia, tem sido reproduzido in vitro através da perturbacédo
de elementos genéticos definidos [338, 339, 340, 341]. Entre estes elementos, destacam-
se a manutencdo da estrutura telomérica, pela introducdo de genes ativos de hTERT,
desregulacdo das vias de p53 e pRB, por oncogenes virais, € a ativacdo de uma serie de
vias mitogénicas e promotoras de migracdo, como pela insercéo alelos oncogénicos das
proteinas ras. Portanto, sera que alguma destas moléculas indutoras da transformacao in

vitro regula a habilidade de remodelamento de MEC de fibroblastos humanos?

Em 1981, Harris e colaboradores propuseram que o processo de contragdo dos
tecidos ocorreria em decorréncia da atividade migratdria das células na matriz protéica.
Em seguida, varias descricdes na literatura também demonstraram uma correlacéo direta
entre os fendbmenos de migracdo e remodelamento de matriz. Por exemplo, ambos o0s
fendmenos podem ser dependentes de sinalizacdo por Rho, Rho quinase, mDia 1,
miosina Il, a as dindmicas de microfilamentos e microtubulos. Algumas evidéncias,
entretanto, sugerem que a relacéo entre os dois fendbmenos poderia ser mais complexa.
Em primeiro lugar, ha evidéncias de que células transformadas perdem a habilidade de
remodelar MEC, enquanto outro conjunto de estudos demonstra que a transformacéao
induz o aumento na habilidade migratoria das células. Além disso, condi¢bes que nao
exercem efeitos intensos sobre a migragéo de fibroblastos em matrizes 3D de colégeno,
como a adicdo de LPA ou SFB ao meio de cultivo, induzem altas taxas de
remodelamento. Em terceiro, a migragdo de fibroblastos em matrizes 3D é inibida por
blebistatina, um inibidor da atividade de miosina Il, mas ndo exerce nenhum efeito
sobre a contracdo observada no modelo FMC quando as células sdo estimuladas por

LPA. Estas observacOes sugerem que a relagcdo entre capacidade de remodelamento de

54



MEC e migracdo celular é mais complexa do que inicialmente imaginada, se € que ha

algum tipo de relacdo capaz de ser prognosticada.
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3. Objetivo e hipoteses de trabalho

O objetivo mais geral deste trabalho foi estudar aspectos da migracdo e

remodelamento de matriz extracelular por fibroblastos humanos pré-senescentes,

normais ou transformados, cultivados em géis de colageno do tipo 1.

Considerando o racional, as premissas de trabalho e o objetivo tracado, as

seguintes hipoteses foram testadas:

1)

2)

3)

A habilidade de contrair matrizes 3D compostas de colageno do tipo | por

fibroblastos humanos pré-senescentes, pode ser reduzida

a) por inibicdo das proteinas pRB e p53, via insercdo de oncogenes virais
SV40-LT ou E6/ET7,;

b) e pela hiperativacdo de H-Ras, via expressdo de um alelo oncogénico, o H-

RaSV12

A habilidade de migrar em matrizes 3D compostas de colageno do tipo | por
fibroblastos humanos pré-senescentes, pode ser aumentada:

a) pela hiperativacdo de H-Ras, via expressdo de um alelo oncogénico, o H-

RaSV12

N&o h4, necessariamente, uma relagdo direta entre a habilidade de fibroblastos
humanos remodelarem matrizes de colageno do tipo | e a atividade migratoria

destas células nessa matriz.
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais e suas procedéncias

Solucéo de colageno Vitrogen-100 foi adquirida de Cohesion Technologies, Palo
Alto, EUA. Soro fetal bovino benchmark foi obtido de Gemini, West Sacramento, EUA.
PDGEF (isotipo BB) foi obtido de Upstate Biotechnology, Lake Placid, EUA. Polibreno,
BSA (livre de acidos graxos) e LPA foram adquiridos de Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA. Meio de cultivo CO,-independente, tripsina/EDTA e Opti-MEM foram
adquiridos de GIBCO, Grand Island, EUA. Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), faloidina-alexa 488, faloidina-alexa 594, anticorpo monoclonal anti-mouse-
alexa 488, anticorpo monoclonal anti-rat-alexa 488, e o sistema de RT-PCR Platinum
Pfx DNA Polymerase foram obtidos de Invitrogen, Gaithersburg, EUA. Anticorpos
monoclonais anti-p53, anti-H-Ras (259), anti-SV40, anti-actina e anti-beta-tubulina
foram obtidos de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA. Anticorpo monoclonal
anti-mouse conjugado a HRP e anticorpo monoclonal anti-rato conjugado a HRP foram
adquiridos de MP Biomedicals, Solon, EUA. lodeto de propideo foi obtido de
Molecular Probes, Eugene, EUA. Fluoromount G foi obtido de Southern Biotechnology
Associates, Birmingham, EUA. Reagente quimioluminescente Western Lightning foi
obtido de PerkinElmer Life & Analytical Sciences, Waltham, EUA. FUGENE6 e
RNAse DNAse-free foram adquiridos de Roche, Basel, Suica. O plasmideo pBABE-
puro SV40-LT (13970) foi obtido de Addgene, Cambridge, EUA. Os plasmideos
PLXSN e pLXSN-E6/E7, assim como os primers de cDNA para HPV-16 E6 e E7 foram
generosamente doados pelo Dr. Jerry Shay (University of Texas Southwestern Medical
Center, Dallas, TX). Os plasmideos pCLAmMpho, pBabe-GFP e pBabe-hygro-H-Ras"*?
foram generosamente doados pelo Dr. Michael White (University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas, TX).
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4.2. Células

4.2.1. Linhagens celulares e origens

Amostras de diferentes linhagens foram doadas por professores da University of
Texas Southwestern Medical Center (Dallas, TX, EUA). Células embrionarias de rim
humano da linhagem celular 293T foram generosamente doadas pelo Dr. Michael
White. A linhagem de células Phoenix ecotrofica foi generosamente doada pelo Dr.
Jerry Shay. Fibroblastos humanos transformados com o virus SV40 da linhagem celular
SV589 foram generosamente doados pelo Dr. Richard Anderson. Fibroblastos humanos
da linhagem BR-5 foram isolados de prepucios de doadores humanos e transfectados

com hTERT no laboratério do professor Frederick Grinnell.

4.2.2. TransfecgBes com SV40-LT, HPV E6/E7 e H-Ras'*

Células BR-5 foram transfectadas estavelmente com o plasmideo pBABE-puro
SV40-LT, que codifica o antigeno large-T do virus SV40, utilizando um vetor retroviral
anfotrépico. Para tal, 6x10° células 293T foram transfectadas transientemente com 3 pg
pBABE-puro SV40-LT e 3 pg pCLAmpho, que codifica as proteinas empacotadoras do
vetor retroviral, em solucdo contendo 300 pL de Opti-MEM e 18 uL de FuGene 6 em
8mL de DMEM suplementado com 10% SFB. Paralelamente 6 x 10° células 293T
foram transfectadas com 3 pg pBABE-GFP e 3 pug pCLAmpho, para se determinar a
eficiéncia da transfeccdo por microscopia de fluorescéncia. Apds 24 horas de incubagéo
a 37°C o meio de cultivo foi substituido por 2 mL de DMEM suplementado com 10%
SFB. Apds novas 24 horas de incubacdo, a eficiéncia da transfeccdo foi avaliada por
microscopia de fluorescéncia paras células transfectadas com GFP. A eficiéncia do
protocolo é de 50-90%. O meio de cultura contendo as particulas retrovirais (virions)
das células transfectadas com pBabe-puro SV40-LT foi coletado com seringa e filtrada
em membrana de 0,45 pum. O filtrado foi adicionado a 2,5 mL de DMEM suplementado
com 10% SFB e polibreno na concentracdo final de 8 pg/ml. A solucéo foi adicionada a

placa contendo 10° células BR-5.Apés incubacdo overnight, a 37°C, o meio de cultivo
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foi substituido por DMEM suplementado com 10% SFB e puromicina 2 pug/mL, onde a
linhagem foi cultivada por 10 dias.

A expressdo das proteinas E6 e E7 do virus do papiloma humano (HPV) foi
realizado como descrito com pequenas modificacGes [342]. Brevemente, o plasmideo
contendo os genes para HPV E6 e E7 foram transfectados em células Phoenix
ecotroficas pelo método de precipitacdo com fosfato de célcio. O sobrenadante contendo
os virions foi coletado com seringa e filtrado em membrana de 0,45 um. O filtrado foi
adicionado a 6 mL de DMEM suplementado com 10% SFB e 8 ug/mL polibreno, e
incubado em placa contendo 10° células BR-5. Ap6s 48 horas de incubagéo a 37°C, 0
meio de cultivo foi substituido por DMEM suplementado com 10% SFB e 1 mg/ml
G418, onde a linhagem foi cultivada por 7 dias.

Foram desenvolvidas linhagens BR-5 expressando H-Ras"*?

, 0 alelo oncogénico
da proteina H-Ras, mas estas células entraram em senescéncia (dados ndo mostrados).
Para superar esta dificuldade, o gene para H-Ras“*? foi expresso em células BR-5 que
expressavam as proteinas E6 e E7 de HPV. O protocolo foi o mesmo utilizado para
transfectar as células com SV40-LT, sendo que se utilizou a linhagem BR-5 E6/E7 (e

ndo a BR-5) e a selecdo ocorreu com 50 pg/mL de higromicina.

4.2.3. Manutencéo de culturas

Células das linhagens 293T, SV589, BR-5, BR-5 SV40-LT, BR-5 E6/E7 e BR-5
E6/E7 H-Ras"*? foram cultivadas imersas em meio de cultivo DMEM suplementado
com 3,7 g/L bicarbonato de sédio e 20mM HEPES (DMEM) e 10% SFB em garrafas de
poliestireno tratado para cultivo, com 75 cm? de area cultivavel. As garrafas foram
mantidas em incubadora imida a temperatura constante de 37°C com atmosfera de 5%
de CO..

4.2.4. Condicdes experimentais de cultivo

Experimentos que incluiam incubacdo de células BR-5 sobre substratos

adsorvidos com coladgeno ocorreram em incubadora umida a temperatura constante de
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37°C com atmosfera de 5% de CO,. O meio de cultivo foi DMEM suplementado com 5
mg/mL BSA (livre de &cidos graxos), 50 ng/mL PDGF, 10 uM LPA e/ou 10% SFB,
segundo descrito na legenda das figuras. Os substratos utilizados foram laminulas de
vidro incubadas a 37°C por 1 hora com 50 pg de colageno bovino tipo | diluido em 1
mL de DMEM. Logo apds a incubacdo com solucdo de colageno, as laminulas foram

lavadas por duas vezes com DMEM para retirar o coldgeno ndo adsorvido.

As condigdes experimentais de cultivo de células em ambientes 3D estéo

descritas em detalhes em tdpicos subsequentes da se¢do “Materiais ¢ Métodos”.

4.3. RT-PCR

Analise por RT-PCR foi empregada para verificagdo da expressdo do RNA
mensageiro de E6 e E7. O design dos primers foi realizado para amplificar
especificamente E6 ou E7. Fita molde para E6 (nucleotideos 201-220): 5’-
GCAAGCAACAGTTACTGCGA-3, Fita reversa para E6 (nucleotideos 503-522): 5°-
CAACAAGACATACATCGACC-3’; Fita molde para E7 (nucleotideos 652-671): 5°-
AGCTCAGAGGAGGAGGATGA-3’, Fita reversa para E7 (nucleotideos 835-854): 5°-
GGTTTCTGAGAACAGATGGG-3’. O PCR foi realizado pelo sistema Platinum Pfx
DNA Polymerase, através de método indicado pelo fabricante, em um equipamento
GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystem, Foster City, EUA). Primers para o
RNA mensageiro de GAPDH foram utilizados como controle positivo da reacdo de RT-
PCR. Para se assegurar que 0 ensaio permaneceu na faixa linear, o niamero de ciclos e a

quantidade de RNA utilizada em 3 experimentos distintos foram variados.

4.4. Eletroforese, transferéncia eletroforética e immunoblotting

Para realizar experimentos de SDS-PAGE seguidos de immunoblotting,
proteinas celulares foram extraidas a 4°C em tamp&o adequado (150 mM NaCl, 6 mM
Na;HPO4, 4 mM NaH,PO,4, 2 mM EDTA, 1% sodium deoxycholate, 1% Nonidet P-40,
0.1% SDS, 1 pg/ml leupeptina, 1 pg/ml pepstatina A, 1 mM AEBSF, 50 mM NaF, 1

mM NazVO,, e 1 mM molibdato de amonio tetra hidratado, pH 7,0). Os extratos foram

60



clarificados por centrifugacdo a 11.000 g por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes
dissolvidos em tamp&o de amostra concentrado 4X (250 mM Tris, 8% SDS, 40%
glicerol, 20% beta-mercaptoetanol, 0,04% azul de bromofenol) e fervido por 5 minutos.
A concentracdo de proteinas nas solugdes foi determinada pela mistura com reagente de
Bradford e ensaio de absorbancia em espectrofotometro na faixa de 595 nm. Os géis de
SDS-PAGE foram preparados para uma concentracdo final de 12% de acrilamida. As
proteinas contidas nos géis de SDS-PAGE foram transferidas para membranas de PVDF
sob corrente de 100V por 1 hora. As membranas foram incubadas em solucéo
bloqueadora (leite em pd 5% dissolvido em T-TBS: 0,1% Tween 20, 150 mM NacCl, 20
mM Tris, pH 7,5) por 2 horas a temperatura ambiente, seguida de incubacdo por 12
horas a 4 °C em solugdo bloqueadora contendo anticorpos primarios conforme descrito
na legenda das figuras. Apo6s lavagem em T-TBS, as membranas foram incubadas na
presenca de anticorpos secundarios conjugados a HRP. Apds nova lavagem em tampao
T-TBS, os sinais nas membranas foram revelados pelo sistema Western Lightning, de
acordo com indicagOes do fabricante.

4.5. Ensaios de imunofluorescéncia por microscopia 6ptica

Para imunomarcag¢fes com anticorpos fluorescentes, amostras de cultivos de
células sobre laminulas de vidro ou matrizes de colageno foram fixadas por 10 minutos
em temperatura ambiente imersos em tampao PBS (mM KCI, 1 mM KH,PO,, 150 mM
NaCl, e 6 mM NayHPO,4, pH 7,2) contendo formaldeido 3,7%. As amostras fixadas
foram lavadas em tampédo PBS, bloqueadas por 30 minutos em tampao PBS contendo
BSA 2% e glicina 1%, e permeabilizadas por 15 minutos em tampédo PBS contendo
Triton X-100 0,5%. As amostras permeabilizadas foram incubadas por 1 hora a 37°C
em tampdo PBS contendo BSA 1% e corantes ou anticorpos conforme descrito na
legenda das figuras, seguido de lavagem em tampdo PBS. Se necessario, foi realizada
nova incubacdo por 1 hora a 37°C em tampdo PBS contendo BSA 1% e anticorpo
secundario conforme descrito na legenda das figuras. As amostras imunomarcadas
foram montadas entre laminas e laminulas de vidro na presenca de 5 pL de
Fluoromount G. As imagens das amostras imunomarcadas foram coletadas por software

de aquisicdo MetaVue 6.2r6 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) com auxilio de uma
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camera COOL Snap ES (Photometrics, Tucson, EUA) acoplada a microscépio Nikon
Eclipse E600 utilizando objetivas Nikon PlanApo 10x/0.45, 20x/0.75, e 40x/0.75.

4.6. Curvas de crescimento

Amostras de linhagens celulares foram incubadas em placas de poliestireno de 6
pocos na concentracdo de 2x10* células por poco e incubadas em DMEM contendo SFB
10% por 28, 55, 70, 85, 110 ou 140 horas, em estufa Umida a temperatura constante de
37°C com atmosfera de 5% de CO,. Para determinar o nimero de células em cada ponto
de coleta, as amostras relativas a determinado ponto foram “tripsinizadas” e o numero

de células soltas foi estimado por contagem em camara de Neubauer.

4.7. Crescimento em soft-agar

O experimento de crescimento celular em soft-agar foi realizado como descrito
anteriormente com pequenas modificacdes [343]. Amostras contendo 2x10* fibroblastos
foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% SFB e 0,35% (p/v) de agar nobre
sobre uma camada de DMEM suplementado com 0,5% de &gar nobre, em uma placa de
poliestireno com 6 pocos. Sobre cada poco de cultura, adicionou-se semanalmente 1 mL
de DMEM suplementado com 10% SFB para evitar ressecamento das amostras. Apds
duas semanas de cultivo em estufa Umida a temperatura constante de 37°C com
atmosfera de 5% de CO,, as amostras foram fixadas em formaldeido 3,7 % e
visualizadas por microscopia de contraste de fase em microscopio invertido Zeiss
Axiovert 200M. A estimativa do crescimento celular ancoragem-independente foi

realizada pelo célculo do nimero médio de col6nias em 10 campos fotografados por

poco.
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4.8. Microscopia de contraste de fase

Para realizacdo de microscopias de contraste de fase, imagens de amostras vivas
de culturas de células foram adquiridas por software de aquisicdo Metamorph 7.1.1.0
(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) com auxilio de uma camera Nikon DXM1200F
acoplada a um microscépio invertido Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss, Thornwood,
EUA) equipado com objetiva Zeiss Achroplan 10X/0.25 PH1.

4.9. Remodelamento de matriz de colageno

4.9.1. Preparo da matriz 3D de colageno com células

O método de preparo das culturas de matriz de colageno 3D encontra-se descrito
na literatura [185]. Brevemente, fibroblastos em solugdo DMEM suplementada com
coldgeno bovino tipo | na concentracdo de 1,5 mg/mL e neutralizada eram pré-
aquecidos em banho-maria a 37°C por 4 minutos, e aliquotas de 0,2 mL eram postas
sobre marcac@es circulares de 12 mm de didmetro feitas com compassos em placas de
poliestireno de 24 pocgos (figura 10). As amostras eram entdo cuidadosamente
transportadas para estufa seca com temperatura constante de 37°C para gelificagdo
(polimerizac&o) da matriz por 1 hora. A excecdo de quando especificado o contrario, a
densidade de células nas solucBes era de 2x10° células por matriz em experimentos de

remodelamento e 10* células por matriz em experimentos de microscopia 6ptica.
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12 mm 200 4L Incubacaopor1 Adicao de meio de
Colageno 1,5mg/mL hora a 37°C cultivo e nova
incubacao
conforme desejado

Figura 10. Preparo da matriz 3D de colageno do tipo | contendo células.

4.9.2. Floating matrix contraction (FMC)

Para experimentos de floating matrix contraction (FMC), aos pogos com
matrizes polimerizadas se adicionaram 1 mL de DMEM suplementado como descrito na
legenda das figuras apds o qual as matrizes com células eram soltas do substrato
plastico com o auxilio de espatula (figura 11). As matrizes flutuantes eram entdo
incubadas pelos tempos descritos nas legendas das figuras em estufa Umida a
temperatura constante de 37°C com atmosfera de 5% de CO,, ap6s o qual as amostras

eram fixadas por 10 minutos em formaldeido 3,7% em tampé&o PBS.

4.9.3. Stress-relaxed matrix contraction (SMC)

Para experimentos de stress-relaxed matrix contraction (SMC), aos pogos com
matrizes polimerizadas se adicionaram 1 mL de DMEM suplementado com 10% SFB e

as amostras foram incubadas por 24 horas em estufa imida a temperatura constante de
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37°C com atmosfera de 5% de CO,. A seguir, as amostras foram lavadas trés vezes com
DMEM e foram entdo soltas do substrato plastico com o auxilio de espéatula (figura 11).
As amostras flutuantes foram adicionados 1 mL de DMEM suplementado como descrito
na legenda das figuras e as placas foram incubadas por 1 hora em estufa imida a
temperatura constante de 37°C com atmosfera de 5% de CO,. Subseqiientemente, as
matrizes remodeladas eram fixadas por 10 minutos em formaldeido 3,7% em tampéo
PBS.

4.9.4. Avaliacdo quantitativa do remodelamento das matrizes

A extensdo do remodelamento das matrizes de colageno fixadas era determinada
pela medida, em software MetaVue 6.2r6 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA), da

area das amostras a partir de imagens escaneadas e utilizando a seguinte formula:
R = Ai — Af

onde R corresponde & extensdo de remodelamento, Ai a area inicial da matriz (antes do
remodelamento) e Af a area final (ap6s o remodelamento). Como as marcas onde as
matrizes eram polimerizadas apresentavam diametro igual 12 mm, Ai é sempre igual a

113 mm?2.

1.1.1. Estimativa da densidade de coldgeno em matrizes remodeladas

A area das matrizes remodeladas foi estimada em software MetaVue 6.2r6 a
partir de imagens digitalizadas dos géis fixados. A densidade foi estimada pela seguinte

férmula;

onde Dy correspone a densidade de colageno na matriz remodelada, D; € a densidade
inicial de colageno na matriz (igual a 1,5 mg/mL), A; é a area inicial do gel (igual a 113
mm?) e Ay corresponde a area final da matriz remodelada. E preciso lembrar que esta é

uma estimativa aproximada da densidade real, pois esta deve levar em consideragéo nao
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a area do gel, mas seu volume, assim como parametros adicionais tais como producéo e

degradacéo das fibras colagenas ao longo do tempo de cultivo.

Floating Matrix Stressed Matrix
Contraction Contraction

< >
N 12mm ’i 24 horas em
(113mm?) 2horasem
1 horade Equivalente
i i 5 dotecido de
polimerizacao granulacdo

4 horas em
DMEM+
agonista

1horaem
"""""""""" Equivalente DMEM+ agonista

dermal

Desprende a

Scanner e analise das areas

Figura 11. Modelos FMC e SMC de remodelamento de matriz de colageno.
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1.2. Migracéo celular

1.2.1. Ensaio de scratch-wound

As células foram coletadas e semeadas na concentragdo de 5x10°
células/laminula em laminulas de vidro preparadas conforme descrito na se¢do 3.2.4. As
placas contendo as amostras foram incubadas overnight a 37°C em DMEM contendo
SFB 10%. Em seguida as camadas de células foram lesionadas com o auxilio de um tip
plastico de poliestireno (scrape wounded), lavadas com DMEM puro por duas vezes, e
incubadas por 16 horas a 37°C em meio conforme descrito na legenda das figuras. Ao
fim do periodo de incubacdo as amostras foram fixadas em formaldeido 3,7 %,
incubadas com faloidina-alexa 488 1:150, iodeto de propideo 8 pg/mL e RNAse
DNAse-free 20 pg/mL, e montadas entre lamina e laminula com o auxilio de
Fluoromount G (5 pL). As imagens foram captadas por software de aquisicdo MetaVVue
6.2r6 com auxilio de uma camera COOL Snap ES acoplada a microscopio Nikon
Eclipse E600.

1.2.2. Avaliacdo da velocidade de migracéo celular em coladgeno adsorvido

sobre laminulas de vidro

As células foram coletadas e semeadas na concentragdo de 10* células/laminula
em laminulas de vidro preparadas conforme descrito na se¢éo 4.2.4. As placas contendo
as laminulas foram incubadas por 6 horas a 37°C em DMEM contendo SFB 10%. Em
seguida as amostras foram lavadas em DMEM e incubadas por 5 horas a 37°C em meio
COg-independente contendo 5 mg/ml de BSA e 50 ng/ml de PDGF. Esta incubagdo
ocorreu em camara ambiental acoplada a um microscopio invertido Zeiss Axiovert
200M equipado com camera digital Nikon DXM1200F. As amostras foram fotografadas
em intervalos de 5 minutos e videos foram compilados a partir de fotos de cada ponto de
tempo, utilizando o programa Metamorph 7.1.1.0. A velocidade de translocamento so
foi mensurada em células individualizadas, que ndo sofreram mitose nem sairam do

campo fotografado ao longo de todo o periodo de incubacdo. Ao todo, as velocidades de
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60 células de cada linhagem foram mensuradas com o auxilio do plugin “Manual

Tracking” do programa ImagelJ 1.38X.

1.2.3. Migracao celular em matriz 3D de colageno aninhada

O método de preparo de matrizes aninhadas (nested matrix) para avaliacdo da migracdo
celular em matriz 3D de coladgeno encontra-se descrito na literatura [200]. Brevemente,
matrizes remodeladas por 6 horas (ou como descrito na legenda das figuras) pelo
método FMC foram aninhadas sobre gotas de 40 pL de solucdo de colageno
neutralizado na concentracdo de 1.5 mg/mL e, em seguida, recobertos com 160 L da
mesma solucdo (figura 12). O conjunto foi incubado em estufa seca a 37°C por 1 hora
para que a matriz externa (sem células) pudesse polimerizar-se. As amostras foram
entdo incubadas em DMEM suplementado como descrito na legenda das figuras em
estufa imida a 37°C e atmosfera com 5% de CO, por 16 horas, para que houvesse
migracdo da matriz aninhada para a matriz externa. Ao final do periodo de migragéo, as
amostras foram fixadas por 10 minutos em tampédo PBS contendo formaldeido 3.7%,
lavadas por trés vezes em tampéo PBS e coradas e fotografadas como descrito na secao
“Microscopia de Imunofluorescéncia”, exceto que, ao invés de anticorpos primarios e
secundarios, foi empregado tampdo PBS contendo 8 pg/mL de iodeto de propideo, 20
png/mL de RNAse livre de DNAse e faloidina-alexa-488 diluida na proporcao de 1:150.

As amostras foram montadas entre lamina e laminula com o auxilio de Fluoromount G
(5 pL).

As imagens foram captadas por software de aquisicdo MetaVue 6.2r6 com
auxilio de uma camera COOL Snap ES acoplada a microscopio Nikon Eclipse E600. O
namero de células migratorias foi estimado pela contagem do nimero de nucleos
corados com iodeto de propideo fora da matriz aninhada (celulas que migraram da
matriz aninhada para a matriz externa) em 15 campos microscopicos aleatérios para

cada categoria amostral.
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Figura 12. Modelo de migracéo celular em matriz de col
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1.2.4. Microscopia de time-lapse da migracdo em matriz de colageno
aninhada

Matrizes aninhadas preparadas em placas de poliestireno de 24 pocos foram
colocadas em cdmaras ambientais acopladas a um microscopio invertido Zeiss Axiovert
200M equipado com objetiva Zeiss Achroplan 10X/0.25 PH1 e uma camera digital
Nikon DXM1200F. A temperatura da cdmara foi ajustada para permanecer constante a
37°C e em cada pog¢o foi adicionado 1 mL de meio de cultivo CO,-independente
suplementado como descrito na legenda das figuras. As amostras foram fotografadas em
intervalos de 10 minutos e em Z stacks, num total de 25 planos separados 15 um entre
si, utilizando o software de aquisicio Metamorph 7.1.1.0 (Molecular Devices,
Sunnyvale, EUA). A cobertura de 375 um nos Z stacks se fez necessaria para assegurar
que as células em migracdo fossem captadas em foco ao longo de todo o tempo de
migragcdo, uma vez que o conjunto matriz externa/matriz aninhada tipicamente contrai
no plano Z ao longo do tempo. Assim, a cada tempo em que as amostras eram
fotografadas, as células migratérias se localizavam em um plano de foco distinto. Os
videos foram compilados a partir da foto relativa ao plano Z em que as células
migratérias apareciam em maior foco a cada ponto de tempo, utilizando o programa
Metamorph 7.1.1.0.

1.2.5. Avaliagdo da relagdo remodelamento/migracdo em matrizes de
colageno aninhadas

Para avaliar a relacdo entre remodelamento e migracgdo celular, amostras foram
preparadas, incubadas e fotografadas como em microscopias de time-lapse. Em cada
video foi mensurada a velocidade de translocamento de pelo menos 5 células
individuais, isto é, células ndo associadas a outras células, que ndo sofreram mitose nem
sairam do campo fotografado ao longo de todo o periodo de incubacdo. Também foram
mensuradas a velocidade de translocamento de pelo menos 5 pontos fixos na malha de
colageno da matriz externa. As velocidades foram corrigidas em relacdo ao movimento

da interface entre as matrizes aninhada e externa. As medidas de velocidade foram
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realizadas com o auxilio do plugin “Manual Tracking” do programa ImageJ 1.38X. As
médias e desvio padrdo de cada ponto de tempo foram determinados a partir da
velocidade de pelo menos 15 velocidades distintas de fibroblastos ou pontos da matriz

externa.
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2. Resultados

2.1. Linhagem de fibroblastos transformados com SV40 apresenta menor
capacidade de remodelamento de géis de colageno do que fibroblastos de

uma linhagem preé-crise

Para confirmar os resultados de experimentos anteriores, 0s quais reportam que
linhagens estabelecidas e/ou transformadas perdem a capacidade de remodelar géis de
colageno [80, 81, 86], comparou-se a habilidade de remodelamento das linhagens BR-5
(fibroblastos pré-crise transfectados com hTERT) e SV589 (fibroblastos pos-crise e
transformados com virus SV40) nos modelos FMC e SMC (figuras 13 e 14). Observa-se
que, independentemente do modelo de remodelamento empregado, a capacidade basal
(apenas na presenca de BSA) da linhagem SV589 de contrair géis de colageno do tipo |
é aproximadamente 50% inferior aquela da linhagem BR-5, corroborando com os dados
previamente publicados. Quando sdo empregados agonistas do fenémeno de
remodelamento (LPA, PDF ou SFB), também se observa uma diminui¢éo na inducdo da
contracdo de géis de colageno, porém o padrdo de regulacdo é modificado. Além disso,
a dindmica do fenbmeno de contracdo de matrizes flutuantes de colageno mostra que
mesmo apos 24 horas de cultivo a contracdo realizada por células da linhagem SV589

ndo se aproximam daquelas efetuadas pelas células BR-5 (figura 14).

2.2. Controles das transfeccOes estaveis da linhagem BR-5 com large-T do
SV40, HPV E6/E7 e H-Ras"*?

As perturbagdes mais importantes induzidas pelo virus SV40 sdo a ligagdo e
inativacdo das proteinas p53 e pRb pelo antigeno large-T do SV40, levando a
desregulacdo do ciclo celular. Para estabelecer o papel desta proteina na capacidade de
remodelamento de matrizes 3D de colageno por fibroblastos, células BR-5 foram
transfectadas com o gene que codifica o antigeno large-T do SV40. As figuras 15C e
16A confirmam a eficdcia da transfeccdo em experimentos de western blot e

microscopia de imunofluorescéncia.
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Entretanto, outras proteinas do SV40, como o antigeno small-T do SV40, séo
capazes de perturbar a funcdo de outras enzimas do hospedeiro [338, 339]. Verifica-se,
portanto, que os circuitos regulatorios da célula eucaridtica afetados pela infec¢do com
0 virus SV40 sdo variados e ndo foram completamente mapeados. Por conta da
multiplicidade de alvos das proteinas do virus SV40, decidiu-se por investigar as
consequéncias da perturbacdo especifica das proteinas p53 e pRb no remodelamento de
matrizes de colageno. Este objetivo foi alcancado através da expressao das proteinas E6
e E7 do papilomavirus humano (HPV) em fibroblastos BR-5, uma vez que a proteina E6
¢ capaz de induzir a degradacdo especifica de p53, enquanto a proteina E7 inativa
especificamente pRb [344]. A figura 15A mostra a andlise por RT-PCR da expressao
das proteinas E6 e E7 em células BR-5, confirmando a eficicia da transfeccdo. Para
confirmar a funcionalidade da expressdo conjunta de E6/E7 em fibroblastos BR-5,
foram analisadas a expressdo da proteina p53 e a desregulacdo do ciclo celular. As
figuras 15B e 16B confirmam que a expressdo de p53 foi suprimida e o tempo de
geracdo de fibroblastos transfectados com HPV E6/E7 foi diminuido.

Para determinar o papel da proteina H-Ras no remodelamento de matriz 3D de
colageno, células BR-5 foram transfectadas com o alelo oncogénico, constitutivamente
ativo, H-Ras"*?. Entretanto, a transfeccdo estavel das células BR-5 com H-Ras"*? ndo
foi possivel, uma vez que os fibroblastos entravam em Gy, provavelmente em resposta a
p53 e outros inibidores do ciclo celular, como p16™ *?* [345, 346]. Para sobrepor esta
dificuldade, H-Ras"*? foi expressa em fibroblastos BR-5 jé transfectados com E6/E7. A
analise por western blot confirmou o aumento na expressdo de p2lras (figura 15C) em
fibroblastos BR-5 E6/E7 transfectados com H-Ras''?, e experimento de
imunofluorescéncia por microscopia Optica demonstrou que o nivel de expressdo é
homogéneo entre a populacdo transfectada (figura 16A). A andlise funcional da
expressdo de H-Ras"*? foi realizada por meio do exame da curva de crescimento e do
crescimento celular independente de contato (figuras 16B e 16C). Células transformadas

com H-RasV?

exibiram crescimento logaritmico em cultivos 2D mesmo ap0s as
linhagens BR-5 e BR-5 E6/E7 terem seu crescimento inibido, demonstrando a perda da
inibicdo do crescimento por contato célula-célula nesta linhagem celular. Além disso,

V12

somente a linhagem de fibroblastos transfectada com H-Ras”"“ apresentou crescimento

efetivo em soft-agar (figura 16C), corroborando com dados da literatura que indicam
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que o aumento na atividade de p21ras proporciona o crescimento celular independente
de ancoragem [347, 348].

2.3. Aspectos morfoldgicos das linhagens celulares desenvolvidas

A figura 17 mostra micrografias de contraste de fase das linhagens celulares
desenvolvidas e identificadas daqui em diante como BR-5 (para a linhagem de
fibroblastos humanos pré-crise transfectados com hTERT, que serviu de base para
transfeccdo das outras linhagens), BR-5 SV40-LT (para a linhagem BR-5 transfectada
com o antigeno large-T do SV40), BR-5 E6/E7 (para a linhagem BR-5 transfectada com
HPV E6 e E7) e BR-5 E6/E7 H-Ras"*? (para a linhagem BR-5 transfectada tanto com
HPV E6/E7 quanto H-Ras"*?). Quando cultivadas em garrafas de poliestireno tratadas
para cultivo, as linhagens apresentam morfologias parecidas a exce¢do da linhagem BR-
5 E6/E7 H-Ras''?. Nesta, as células ndo apresentam inibicdo do crescimento pelo
contato (figura 16C), de modo que as células crescem em mdltiplas camadas (figura 17).

Também foram analisadas as morfologias das linhagens celulares por
microscopia de fluorescéncia, com marcacGes para microfilamentos e microtibulos
(figuras 18 e 19). Como mostrado na figura 17, em substratos 2D as células nédo
apresentam modificagdes significativas na morfologia celular a excecdo daquelas
transfectadas com o alelo oncogénico de H-Ras (figura 18). Tanto células BR-5 E6/E7
(dado ndo mostrado) quanto células BR-5 SV40-LT apresentam padrdes de
microfilamentos e microtubulos semelhantes a linhagem parental, BR-5, inclusive um
alongamento e afilamento da morfologia celular quando tratadas com PDGF. Por outro
lado, as células da linhagem BR-5 E6/E7 H-Ras''? apresentam morfologia mais
alongada e afilada e menor expressdo de fibras de tensdo do que células de outras

linhagens, independentemente do agonista empregado no cultivo.

A morfologia apresentada pelas células em matrizes 3D de colageno também
ndo diferiu substancialmente entre as linhagens, independentemente do agonista
empregado (figura 019). Todos os mutantes apresentaram alteracdes morfoldgicas em
funcdo do tratamento com agonistas semelhantes as alteracGes observadas na linhagem
parental, BR-5. Isto é, apresentaram inibicdo da extensdo de projecdes dendriticas

quando tratadas com LPA ou SFB, e inducdo da formacéo dos dendritos quando tratadas
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com PDGF. No entanto, ensaios morfométricos sugerem que as proje¢des dendriticas de
fibroblastos BR-5 E6/E7 H-Ras** tratados com PDGF s#o significativamente maiores
do que as projecdes emitidas por fibroblastos das outras linhagens também tratados com
PDGF (dado ndo mostrado).

2.4. Fibroblastos transfectados com large-T do SV40, HPV E6/E7 e/ou H-Ras"*
ndo apresentam menor capacidade de remodelamento de géis de coldgeno

do que aqueles da linhagem BR-5

Inicialmente os ensaios de remodelamento de matriz foram realizados pelo
modelo FMC, no qual as células sdo misturadas a uma solucdo de colageno que, apos
polimerizacdo e formacéo do gel, é cultivada solta do substrato. O gel flutuante € entdo
incubado em meio contendo agonista que induz o remodelamento. Surpreendentemente,
a linhagem transfectada com o antigeno large-T do SV40 apresentou capacidade de
remodelamento de géis de colageno, pelo modelo FMC, idéntica a capacidade exibida
por fibroblastos BR-5, independentemente do agonista empregado (figuras 20). A
analise da dindmica temporal de remodelamento no periodo de até 24 horas também néo
mostra diferencas significativas entre as amostras testadas (figura 21). Adicionalmente,
0 mesmo padrdo de remodelamento de matrizes de colageno do tipo | foi observado
para os fibroblastos das linhagens BR-5 E6/E7 e BR-5 E6/E7 H-Ras"*? (figuras 22B e
23). Portanto, as células BR-5 e seus mutantes apresentam habilidades idénticas de
contracdo de geis de colageno, e superiores a habilidade dos fibroblastos completamente
transformados da linhagem SV589 (figura 24).

Um dos motivos para a observacdo de resultados t&o intrigantes poderia ser a
alta concentragdo de células na matriz de coldgeno; isto é, a concentragdo seria tdo alta
que estaria atingindo um limiar no qual pequenas variacbes na capacidade de
remodelamento das amostras estariam sendo mascaradas. A figura 25 mostra que a
medida que a densidade celular é diminuida um padrdo distinto de remodelamento
induzido por diferentes agonistas aparece: 0 PDGF apresenta-se como um estimulo
melhor do que LPA ou SFB. Entretanto, ndo h4 mudanca significativa entre os padrdes

de remodelamento das diferentes linhagens testadas.
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Para confirmar que o remodelamento de matrizes de colageno flutuantes
(modelo FMC) néo difere entre fibroblastos BR-5 e seus mutantes, géis de colageno
com baixa densidade celular foram remodelados por 24 horas pelas diferentes linhagens
e ainda assim ndo foram observadas diferencas significativas entre as amostras (figura
26).

No modelo FMC, o remodelamento da matriz depende principalmente de
rufflings de membrana [119] mediados pela atividade de Rac [249]. Entretanto, este ndo
€ 0 Uunico mecanismo de remodelamento que os fibroblastos utilizam. No modelo SMC,
géis contendo células sdo cultivadas por 12 horas associadas ao substrato, tempo no qual
as forcas exercidas pelas células resultam no desenvolvimento de tensdo isométrica na
matriz. O remodelamento da matriz € medido entdo ao se soltar a matriz do substrato e
cultiva-la por uma hora na presenca de um agonista. Em oposicdo ao modelo FMC, no
modelo SMC a atividade de contracdo do gel é principalmente dependente de vias de
sinalizagdo mediadas por ROCK, uma vez que o tratamento com Y-27632 inibe
completamente o remodelamento induzido por LPA [196]. Assim, também foi
investigada a capacidade de remodelamento de BR-5 e seus mutantes no modelo SMC.
As figuras 22A e 27 mostram ensaios de SMC que confirmam a tese de que a
perturbacdo das proteinas p53, pRB e H-Ras (pela transfeccdo com E6/E7 e H-Ras"'*?)
ndo sdo capazes de induzir alteragdes na habilidade de remodelamento de fibroblastos

humanos pré-senescentes.

2.5. O bloqueio do crescimento por contato, mas ndo a densidade celular,

diminui o remodelamento de geis de colageno

Uma caracteristica importante que distingue, in vitro, células normais daquelas
transformadas € o bloqueio do crescimento por contato (do inglés, growth-arrest by
contact inhibition). Enquanto células normais disparam vias de sinaliza¢do que induzem
0 bloqueio da proliferacdo celular quando o cultivo em 2D atinge certa densidade, um
fendmeno chamado inibi¢do por contato, células transformadas continuam a se dividir

V12

[349]. Considerando que células transfectadas com H-Ras*~“ ndo tiveram o crescimento

bloqueado pela densidade (figura 16B), questionou-se a hipotese da densidade celular
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ou o bloqueio do crescimento influenciarem na capacidade de fibroblastos de remodelar

géis de colageno.

Para tal, células de diferentes linhagens foram plaqueadas em frascos de cultivo
em 3 diferentes densidades iniciais. O ensaio foi desenhado de modo que apos dois dias
de incubacdo em condicédo padrdo de cultivo as células BR-5 em maior densidade inicial
entrariam em bloqueio do crescimento (estariam em Gp) enquanto todas as demais
amostras ndo (figura 28A). Além disso, as células cultivadas das linhagens BR- E6/E7 e
BR-5 E6/E7 H-Ras""? teriam densidades finais bastante distintas no momento da coleta
para os ensaios de remodelamento, mas ndo estariam em G,. Observa-se que tanto em
experimentos de FMC (figura 28B) quanto de SMC (figura 28C), células de uma mesma
linhagem, porém advindas de cultivos com densidades distintas, apresentam habilidades
de remodelamento similares. No entanto, a amostra da linhagem BR-5 com crescimento
bloqueado (amostras com asteriscos nas figuras 28B e 28C) demonstrou perda

significativa (entre 30 e 50%) na capacidade de contrair os géis de colageno.

V12

2.6. A expressdo de H-Ras'™“ potencializa a migracdo de fibroblastos em

laminulas recobertas com colageno

Um dos fendtipos mais marcantes de células transformadas € a sua habilidade de
migrar e invadir tecidos. Estudos cujo objetivo era descobrir a relevancia da atividade
das proteinas Ras no fendtipo migratério de diferentes tipos celulares, incluindo
fibroblastos, demonstraram que a inibicdo da atividade de Ras suprime fortemente a
atividade migratdria. Por outro lado, se a atividade de Ras é aumentada pela expressédo
de alelos constitutivamente ativos, a migragédo celular é mais fortemente induzida [330,
331, 332, 333]. Como os resultados demonstravam que a expressdo de H-Ras“*? ndo
modificam a capacidade de fibroblastos humanos em remodelar géis de colageno, a
hipétese de que o mutante BR-5 E6/E7 H-Ras"*? apresentaria fenétipos de remodelagéo

e migracdo desacoplados foi testada.

Inicialmente, a capacidade das linhagens BR-5, BR-5 E6/E7 e BR-5 E6/E7 H-
Ras"*? de migrar em ensaios de scratch-wound sobre laminulas de vidro adsorvidas com
colageno do tipo I, foi analisada (figuras 29-31). Como esperado, as células

V12

transfectadas com H-Ras*™“ apresentaram aumento na habilidade migratéria quando
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comparadas as outras linhagens, independentemente do tratamento com agonistas.
Também foi realizado ensaio com o objetivo de se demonstrar a velocidade média de
migracdo de células BR-5 e BR-5 E6/E7 H-RasV12 em substratos 2D recobertos com
colageno do tipo | (figura 32). O resultado mostra que fibroblastos da linhagem BR-5
apresentam velocidade média de 21,1 + 12,5 pm/hora enquanto fibroblastos da
linhagem BR-5 E6/E7 H-Ras"*? apresentam velocidade quase 75% superior (36,7 + 8,4
pm/hora).

2.7. O alelo oncogénico de H-Ras induz ao aumento da habilidade migratoria

de fibroblastos cultivados em matrizes 3D de coladgeno do tipo |

Para estudar a migracdo celular em matrizes 3D de colageno foi empregado o
modelo de nested collagen matrix, ou matriz aninhada [200]. Neste modelo, uma matriz
de colageno contraida por fibroblastos € inserida em uma nova matriz de colageno puro,
isto €, sem células. A matriz composta resultante é incubada na presenca de agonistas
que podem induzir a migracdo das células da matriz aninhada para a matriz externa. As
figuras 33 e 34 mostram fotomicrografias de fibroblastos das linhagens BR-5, BR-5
E6/E7 e BR-5 E6/E7 H-Ras*? em processo de migracdo na matriz de colageno na
presenca de BSA, PDGF ou SFB. Assim como observado nos experimentos de scratch-
wound, a estimativa da taxa e migracdo no modelo de matriz aninhada revela que as
células BR-5 E6/E7 H-Ras"*? migram mais rapidamente do que células das linhagens
BR-5 ou BR-5 E6/E7, principalmente nos tratamentos com BSA, LPA e SFB onde as

V12

celulas que ndo tém o alelo H-Ras "™ migram muito pouco (figura 35).

2.8. A migracdo de fibroblastos humanos em matrizes aninhadas pode ser

inibida por S1P e inibidores de p38 MAP quinase e Rho quinase

O lipidio S1P, um dos componentes de soros bovinos e humanos, ja foi
demonstrado como importante inibidor da migragdo de fibroblastos BR-5 tanto em
substratos recobertos com colageno do tipo I, quanto em matrizes 3D também de

colageno [186]. Por outro lado, as proteinas p38 MAP quinase [270, 333] e Rho quinase
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[165, 200] foram demonstradas como essenciais na migracao celular em substratos 3D.
A hipoétese de que as transfecgdes com E6/E7 e H-RasV12 afetem a regulacdo das vias
de S1P, p38 MAP quinase e Rho quinase na migracdo celular em matrizes 3D foi
testada pelo tratamento das linhagens BR-5, BR-5 E6/E7 e BR-5 E6/E7 H-RasV12 com
S1P, SB202190 (inibidor de p38 MAP quinase), e Y27632 (inibidor de Rho quinase). A
figura 36 mostra que os trés tratamentos inibiram fortemente a migragdo das trés
linhagens celulares, independentemente se PDGF ou SFB fossem empregados como
agonistas do fendmeno. De fato, na maioria dos casos a inibi¢do exibida foi maior do
que o estimulo dos agonistas, de modo que as taxas de migracdo na presenca dos
inibidores ficaram abaixo do nivel basal de migracdo (migracdo na presenca de BSA

apenas) das linhagens testadas.

2.9. A morfologia das células migratorias das linhagens BR-5, BR-5 E6/E7 e
BR-5 E6/E7 H-Ras"*? é semelhante

A analise da morfologia por imunofluorescéncia de microfilamentos sugere que
ndo ha diferencas significativas entre os fendtipos migratdrios de fibroblastos das trés
linhagens estudadas, nem mesmo entre células tratadas com agonistas distintos (figura
37). Em todas as amostras estudadas a variacdo entre fenétipos de uma mesma amostra
é, aparentemente, maior do que a variacdo observada entre amostras distintas (seja em
comparagOes entre agonistas ou entre linhagens celulares). Entre os fendtipos
observados destacam-se células polarizadas e longilineas com uma ou duas (em alguns
casos incomuns mais de duas) projecdes de membrana mais pronunciadas na
extremidade anterior das células (leading edges). Praticamente todas estas projecdes
anteriores proeminentes apresentam pequenas ramificagdes ao longo de suas extensoes,
mas principalmente em suas extremidades. Freqiientemente observado em fibroblastos
migratorios tratados com SFB, embora incomum de um modo geral, é a presenca de um

prolongamento de membrana posterior a localizagdo nuclear (trailing edge).
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2.10. A migracao de fibroblastos humanos em matrizes aninhadas ocorre

apos um periodo de remodelamento da matriz externa

A migracdo em matrizes aninhadas das células BR-5, BR-5 E6/E7 e BR-5 E6/E7
H-RasV12 segue um padrdo muito peculiar no que tange a relagdo entre o
remodelamento da matriz externa e o translocamento das células [291]. A observagéo da
migracdo ao microscdpio ao longo do periodo de 16 horas de incubagdo demonstra que
as células sé iniciam a migragdo celular apds uma determinada fase (fase lag) que varia
entre 4 e 5 horas apds o inicio da incubacdo com PDGF. Considerada esta observacéo, a
hipotese de que a migracdo celular dependia de um remodelamento prévio da matriz
externa foi estabelecida. Para testar esta hipOtese, foram realizadas microscopias de
time-lapse das linhagens BR-5, BR-5 E6/E7 e BR-5 E6/E7 H-RasV12 em matrizes
aninhadas de colageno. Além disso, a velocidade do translocamento da matriz externa e

das células foi quantificada.

As figuras 38 e 39 (videos 1-4) mostram que a migracdo dos fibroblastos s6
ocorre ap6s uma fase lag caracterizada por um fluxo centrifugo (em direcdo a matriz
aninhada), de velocidade varidvel, do colageno na matriz externa. Conforme
demonstrado na figura 35, os fibroblastos com alelos oncogénicos de H-Ras
demonstram maior taxa de migragdo do que fibroblastos da linhagem parental (BR-5).
Além disso, a taxa de migracdo na presenca de PDGF (figura 38) é superior a taxa
observada na presenca de SFB (figura 39). A microscopia de time-lapse de células da
linhagem BR-5 E6/E7 é similar & da linhagem parental (dado ndo mostrado). Um
fendmeno que por vezes aparece nas microscopias de time-lapse de matrizes aninhadas
é¢ a movimentacdo centrifuga da matriz interna, mas sua observacdo ou nao é
independente de tratamentos com agonistas ou linhagens celulares, e pode variar em

regides distintas de uma mesma amostra.

A quantificacdo da velocidade de translocamento das células e do colageno da
matriz externa demonstra que a fase lag (fase inicial onde ndo se observa migracdo
celular) corresponde ao periodo de maior velocidade de translocamento do colageno da
matriz externa na direcdo da matriz aninhada, independentemente da linhagem ou
agonista empregado (figuras 40 e 41B). Logo apds o inicio do processo de migracédo
celular, a velocidade do fluxo centrifugo de colageno diminui a um nivel basal
(constante) apds aproximadamente 7 horas de incubacdo (considerando o periodo total
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do experimento de 16 horas). Este nivel basal € maior (aproximadamente 10 pum/hora)
em células da linhagem BR-5 incubadas em PDGF do que nas outras células e agonistas
testados (menores do que 5 um/hora) (figura 40A). J& a média da velocidade dos
fibroblastos migratorios aumenta até um patamar de aproximadamente 40 pm/hora apos
7-9 horas de incubacdo em todas as condicdes testadas, a excecao dos fibroblastos BR-5
tratados com SFB que sO iniciam uma pequena migracdo ap6s 9 horas de incubacédo
(figura 41A). E importante esclarecer que apesar da variagio entre amostras ser grande
(vide valores de desvios padréo) o padrdo que indica o inicio da migracéo celular apos o

declinio do translocamento do colageno externo é bastante consistente.

2.11. A migracao de fibroblastos humanos em géis de coldgeno do tipo | é

dependente do grau de remodelamento da matriz

Como a migracdo em matrizes aninhadas s6 ocorre ap6s uma fase lag onde ha
intenso remodelamento da matriz externa, formulou-se a hipdtese de que a diferencga
entre as densidades das matrizes aninhada e externa poderiam inviabilizar a migracédo
celular por periodo até que a densidade (ou resisténcia) da matriz externa se tornasse
semelhante a da matriz aninhada. Assim, em um periodo inicial do ensaio as células
tracionariam a matriz externa na tentativa de migrar porém a flacidez desta matriz faria
com que ela fosse puxada em direcdo as células. A medida que a matriz externa fosse
retesada, sua resisténcia interna aumentaria até um limiar no qual se tornasse
semelhante a resisténcia da matriz aninhada, permitindo assim a migracdo celular na
direcdo da matriz externa. Para se testar esta hipltese, as matrizes internas foram
remodeladas por periodos distintos de modo a se obter géis em densidades crescentes.
Se a hipotese apresentada fosse correta, as células teriam maior dificuldade de migrar

para a matriz externa quando a diferenca de densidade entre matrizes fosse maior.

A figura 42 mostra a area de matrizes remodeladas por 6, 24 ou 48 horas. A
estimativa da densidade de colageno nas matrizes remodeladas tratadas com PDGF foi
de aproximadamente 11-12 mg/mL (em matrizes remodeladas por 6 horas), 20-24
mg/mL (remodelamento por 24 horas) e 28-31 mg/mL (remodelamento por 48 horas),
independentemente da linhagem celular empregada. Estas matrizes foram entdo

empregadas como matrizes aninhadas para testar a hipotese descrita acima. Com efeito,
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as matrizes com células continuam sendo remodeladas mesmo ap0s o aninhamento, de
modo que apds 16 horas de incubacdo como matrizes aninhadas estes géis apresentam
densidades estimadas de 11-12 mg/mL (em matrizes remodeladas por 6 horas), 22-24

mg/mL (remodelamento por 24 horas) e 35-39 mg/mL (remodelamento por 48 horas).

A figura 43 mostra a migracdo de células das linhagens BR-5 e BR-5 E6/E7 H-
Ras""? ap6s remodelamento das matrizes aninhadas por 6, 24 ou 48 horas. Observa-se
que fibroblastos da linhagem BR-5 tém sua capacidade migratéria diminuida a medida
que o tempo de remodelamento aumenta, alcancando até 90% de inibicdo quando a
matriz aninhada é remodelada por 48 horas. Fibroblastos transfectados com o alelo
oncogénico de H-Ras também apresentam menor migracdo quando a matriz é
remodelada por 24 ou 48 horas mas, ao contrério da linhagem parental, a diminuigdo na
taxa de migracdo é de apenas 25-50% tanto em matrizes remodeladas por 24 quanto em
48 horas. Esta inibicdo parcial é observada ndo somente em ensaios na presenca de

PDGF, mas também em experimentos com SFB ou BSA (figura 44).
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3. Discussao

O presente trabalho foi realizado empregando fibroblastos como modelo de
cultivo porque os fendmenos de remodelamento de MEC e migracdo celular foram
analisados em maior detalhes neste tipo celular. Ainda que a maior parte dos tumores
malignos tenham origem epitelial, claramente a capacidade de invadir tecidos
adjacentes esta ligada ao fenbmeno de transicdo epitelial para mesenquimal (EMT) o
qual, entre outras coisas, causa uma alteracdo no fendtipo das células epiteliais
tornando-as similares a fibroblastos [324, 350]. Por outro lado, a EMT também esta
relacionada com o aparecimento de miofibroblastos e tecidos fibrosos a volta dos
tumores, os quais podem regular a progressdo tumoral [351, 352, 353, 354, 355].
Considerando que a EMT pode dar origem a células altamente invasivas ou altamente
contrateis, compreender os mecanismos regulatérios e relacbes entre estes dois

mecanismos torna-se particularmente importante.

Os mecanismos de regulacdo do remodelamento de colageno, em particular, sdo
ainda pouco compreendidos e a transformacdo celular parece exercer alteracdes nesta
regulacdo. Estudos anteriores demonstraram que fibroblastos murinos e humanos
transformados com o virus SV40, assim como uma linhagem de osteosarcoma de ratos,
exibiram diminuicdo na habilidade de contrair géis de coldgeno e ndés pudemos
reproduzir resultados semelhantes com ceélulas da linhagem SV589. Entretanto, 0s
antigenos do virus SV40 empregados na transformacao celular perturbam as atividades
de diversas proteinas. Por exemplo, o antigeno small-T do SV40 inibe a atividade da
proteina fosfatase 2A (PP2A), que é responsavel pela maior parte da atividade de
fosfatases da classe serina-treonina nas células, e é responsavel pela regulacdo de muitas
vias de sinalizacdo [356]. Neste sentido, um dos objetivos deste trabalho foi determinar
elementos genéticos definidos que poderiam responder pela reduzida habilidade de
remodelamento de células transformadas. Foi proposto que os elementos envolvidos
poderiam ser as proteinas p53, pRB e H-Ras. Para testar tal hipotese, células com as
atividades das proteinas p53 e pRB suprimidas em conjunto, ou ndo, com a
hiperativacdo de H-Ras foram ensaiadas em modelos de remodelamento de géis de

colageno do tipo 1.

No presente trabalho demonstramos que a inibicdo das atividades de p53 e pRB
pela expressdo dos antigenos large-T do SV40 ou E6/E7, assim como a hiperativacéo da
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proteina H-Ras, pela inser¢cdo de um alelo oncogénico constitutivamente ativo de H-
Ras, ndo foram capazes de alterar a habilidade e remodelamento de fibroblastos
humanos pré-senescentes. Este resultado é de certa forma surpreendente, uma vez a
dindmica de microfilamentos é essencial no remodelamento de géis de colageno (vide a
importancia da atividade de miosina Il e de rufflings de membrana; figura 5) e H-Ras
apresenta diversas proteinas efetoras que participam de vias de sinalizacdo que regulam
a dindmica de microfilamentos, regulando indiretamente proteinas como Rho, Rac e
Cdc42 [357, 358]. Entretanto, a expressdo de determinada proteina ndo garante
fenotipos idénticos em linhagens celulares distintas. Por exemplo, ndo foi observado um
aumento expressivo na atividade de rufflings de membrana de fibroblastos BR-5 E6/E7
H-RasV*? quando comparados & linhagem parental (ver figura 19), ainda que a
expressao deste alelo oncogénico tenha sido descrita como capaz de induzir este
fenotipo [359, 360]. De todo modo, presumivelmente o aumento na atividade de
rufflings de membrana deveria aumentar a habilidade de remodelamento de géis
flutuantes pelas células [119] e, segundo a literatura [80, 81, 86] e 0s experimentos com

a linhagem SV589, células transformadas apresentam justamente o fenétipo oposto.

Como a transformacéo de fibroblastos pds-crise com o emprego do virus SV40
foi capaz de diminuir a habilidade de remodelamento celular [80], enquanto a
transfeccdo de fibroblastos pré-crise com o antigeno large-T do SV40 nédo proporcionou
0 mesmo fenotipo, pode-se hipotetizar que o mecanismo responsavel por reduzir a
capacidade de remodelamento de MEC pelas células deve basear-se nas perturbacdes
induzidas por outros antigenos do virus SV40. Um candidato é o antigeno small-T do
SV40, cuja principal proteina efetora é a PP2A. Esta fosfatase apresenta muitas
proteinas efetoras e esta implicada, por exemplo, na atividade fosfatasica de cadeias
leves de miosina em células musculares [361]. Portanto, a proteina PP2A regula o
fendmeno de contracdo celular, de modo que o antigeno small-T do SV40 poderia ter
efeito significativo, ainda ndo descrito, na habilidade de remodelamento de MEC. Por
outro lado, as vias regulatorias perturbadas durante o fendmeno de crise e imortalizacéo
a que células pds-crise se submetem também podem apresentar influéncia importante
sobre a capacidade de remodelamento de MEC [80]. No entanto, estas perturbagdes séo

em grande parte desconhecidas.

Apesar da hiperativacdo de H-Ras néo ter induzido uma alteracdo na habilidade

de remodelamento de MEC, foi observado que células BR-5 com crescimento
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bloqueado (growth-arrested) tiveram suas capacidades de remodelamento reduzidas.
Este resultado sugere que a inibi¢cdo do crescimento por contato (contact inhibition of
growth) regula ndo apenas a progressdo no ciclo celular, mas também a habilidade de
remodelar MEC. Ha pelo menos duas implicacbes importantes para esta hipotese.
Primeiro, explicaria o comportamento de fibroblastos quiescentes em tecidos saudaveis,
quando estas celulas ndo remodelam a MEC de modo significativo. Segundo, poderia
ajudar a esclarecer aspectos importantes de patologias.

Por exemplo, dados da literatura demonstram que uma série de fatores podem
ser responsaveis pela auséncia de cicatrizagdo em lesdes crénicas causadas por Ulceras
[362], sendo um deles a presenca de fibroblastos com caracteristicas senescentes [363,
364]. O fato de o tratamento de Ulceras com PDGF ser um dos mais efetivos em
diversos testes clinicos [365, 366, 367], a0 mesmo tempo em que também é um dos
agonistas mais efetivos na inducéo in vitro do remodelamento de géis de colageno por
fibroblastos (figura 25 e [186]), sugere que a habilidade reduzida de fibroblastos
senescentes em remodelar a MEC é o mecanismo responsavel pela ndo cicatrizacdo de

lesdes cronicas.

Sob o ponto de vista molecular, uma relacdo interessante entre remodelamento
de MEC e bloqueio do crescimento pode ser estabelecida a partir de trabalhos com
proteinas ERK1/2 da via de sinalizacdo das MAP quinases. Em células normais, a
ativacdo permanente de ERK1/2 é necessaria para a progressdo pela fase G1 [368]. Esta
observacao pode ser recapitulada em matrizes 3D in vitro, uma vez que fibroblastos
cultivados em géis de coladgeno flutuantes tornam-se quiescentes e apresentam
diminuicdo na atividade de ERK e ciclina D1, concomitantemente ao aumento da
atividade de p27X"*, um inibidor de quinases dependentes de ciclina (Cdk) [369, 370,
371]. Por outro lado, a quiescéncia observada em células cultivadas no modelo FMC de
remodelamento claramente ndo inibe a contracdo dos géis de colageno, sugerindo que
mais estudos sao necessarios para se estabelecer uma clara relagcéo entre remodelamento

de MEC e bloqueio do crescimento celular.

Apesar dos dados a cerca do remodelamento de géis de colageno, a
hiperativacdo de H-Ras pela expressdo de seu alelo constitutivamente ativo induziu o
aumento na taxa de migracdo, tanto em laminulas de vidro recobertas com colageno do
tipo 1 quanto no modelo de migracdo em matriz 3D aninhada. Em conjunto, as

observacdes deste trabalho suportam a hipdtese de que ndo ha uma relacéo direta entre a
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migracdo celular e a habilidade de fibroblastos humanos remodelarem matrizes de
coladgeno do tipo I, sugerindo que os fendmenos utilizam circuitos regulatorios pelo
menos parcialmente distintos.

Assim como comentado a cerca da (falta de) relacdo entre expressdo de H-

R aSV12

e remodelamento de MEC, o desacoplamento entre os fenbmenos de migracéo e
remodelamento é um tanto contra-intuitivo uma vez que ambos 0S processos Sao
dependentes de mecanismos comuns, como a atividade do citoesqueleto de acto-
miosina, rufflings de membrana e proteinas de sinalizacdo como Rac, Rho, mDial e
Rho quinase [119, 185, 196, 304, 372, 373]. De fato, uma correlacdo direta entre os dois
fendmenos foi proposta em 1990 [156] e muitos trabalhos se seguiram demonstrando
condicBes experimentais nas quais esta correlacdo € observada [157, 158, 159, 160, 161,

291].

Os ensaios com agonistas e inibidores, no entanto, corroboram com a hipotese
de que ndo ha uma relacdo clara entre os fenémenos de remodelamento e migracdo. O
soro € freqglientemente empregado como agonista em estudos de migracdo e
remodelamento de MEC, mas sua composi¢cdo é extremamente complexa. Alguns de
seus componentes sdo o PDGF, o LPA e o S1P, sendo o primeiro de carater protéico e
os dois Ultimos de carater lipidico [374, 375, 376, 377].

O PDGF foi descrito como o componente pro-migratério mais importante
contido no soro [270, 378]. Este fator é capaz de induzir a migracdo de fibroblastos
humanos em substratos de colageno 2D e 3D mas nao induz o remodelamento de géis
no modelo SMC. Apesar disso, a inibicdo de um de seus efetores, a Rho quinase, inibe o
remodelamento de matrizes flutuantes [119, 163, 196] e a migracdo em matrizes
aninhadas, demonstrando que para este agonista hd uma correlagdo direta entre
migracdo e remodelamento pelo modelo FMC. Contudo, se levarmos em conta o
modelo SMC, a correlagédo deixa de existir. O LPA, por outro lado, € um componente
do soro que parece induzir o remodelamento de géis de colageno independentemente do
modelo empregado, mas ndo apresenta papel importante na migracao celular. Ja o S1P ¢é
um indutor razodvel da contracdo de géis de coladgeno [186], mas age como um potente
inibidor da migracéo de fibroblastos humanos no modelo de matriz aninhada, e sua
atividade inibitoria reduz a atividade pro-migratéria dos soros humano e fetal bovino

[186]. A figura 45 mostra a regulacdo destes componentes do soro sobre os fendbmenos
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de migracdo celular e remodelamento de MEC, demonstrando claramente que estes

fenbmenos ndo estdo diretamente relacionados.

Migragao
Celular

Contracdo de Géis Flutuantes Contragdo de Géis Ancorados

Figura 45. Regulagéo por componentes do soro da migragéo e remodelamento de
géis de colageno do tipo | em fibroblastos humanos normais. Modelo desenvolvido a
partir de dados apresentados neste trabalho em conjunto com dados disponiveis na
literatura.

Novos estudos bioguimicos tendo como alvo proteinas envolvidas nos
fendmenos de migracéo e remodelamento de MEC serdo necessarios para compreender
esta relagdo complexa. Uma pista, contudo, advém de estudo por Javelaud e
colaboradores (2003), cujos resultados mostram que fibroblastos jnk-/- (com os genes da
proteina JNK deletados) exibem aumento da migracdo celular e diminuigdo na
habilidade de remodelar géis de colageno [379]. Curiosamente, dados da literatura
sugerem que as vias de sinalizacdo de p21ras e JNK poder estar inter-relacionadas. Por
exemplo, ambas as proteinas sdo capazes de ativar c-Jun [380, 381] e evidéncias
sugerem que a ativagdo de JNK e fosforilagdo de c-Jun s@o necessarias para a
transformacéo celular por p21ras [382]. No entanto, a ativacdo de JNK ja foi descrita
tanto em via de sinalizacdo dependente H-Ras quanto em via independente desta
proteina [383].

Portanto, apesar da relagdo controversa, parece atraente sugerir que a relacdo
entre os fendmenos migratério e de remodelamento de MEC possa estar relacionada as

vias de sinalizacdo de p2lras e JNK, assim como a ativacdo diferencial das vias de
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MAP quinases por estas proteinas [383, 384]. Ainda que neste trabalho, utilizando
fibroblastos humanos, n6s ndo tenhamos observado alteracdo na capacidade de

remodelamento pela expressdao de H-Ras''

, € possivel que em outras linhagens
celulares tais efeitos inibitorios do remodelamento possam ser observados. Além disso,
é possivel que diferentes membros da familia Ras, como K-Ras ou N-Ras, possam
apresentar diferentes resultados no que tange a regulacdo da contracdo de géis de

colageno.

De todo modo, ndo podemos deixar de citar que ha condicdes experimentais nas
quais observamos uma correlacdo direta entre migracdo celular e remodelamento de
MEC como, por exemplo, nos ensaios de time-lapse da migracdo em matrizes
aninhadas. Antes de as células iniciarem a migracdo celular, h& um periodo da
incubacdo das matrizes aninhadas denominado fase lag onde claramente ha um fluxo
(ou translocamento) do colageno da matriz externa em direcdo a matriz aninhada. Este
translocamento de coldgeno também foi descrito em matrizes ndo uniformes de

colageno/fibronectina, e naquele modelo ndo dependia da presenca de células [385].

Neste modelo, o fluxo de coldgeno da matriz externa ndo sO6 depende da
presenca das células [291], como parece depender da atividade migratoria destas
células. Isto porque, o emprego de inibidores da polimerizacdo de microfilamentos
(citocalasina D) e da atividade de miosina Il (blebistatina) e Rho quinase (Y27632)
inibem ambos os processos de migracao e de translocacdo do colageno induzidos por
PDGF [291]. Além disso, o fluxo de colageno s6 ocorre quando ha migracdo celular,
como quando fibroblastos das linhagens BR-5, BR-5 E6/E7 e BR-5 E6/E7 H-Ras"*? sdo
tratados com PDGF, ou quando as células BR-5 E6/E7 H-Ras"*? sdo tratadas com SFB.
Porém, quando fibroblastos BR-5 e BR-5 E6/E7 sédo tratados com SFB, ndo se observa
nem o translocamento do coldgeno na matriz externa nem a migracio celular. E
importante notar, ainda, que o fato de haver condi¢fes experimentais nas quais nao se
observa translocamento de colageno da matriz externa exclui a hipotese de que este
fluxo seja um artefato de técnica decorrente de efeitos fisicos, tal como o aquecimento

da amostra pela iluminacéo, o qual poderia criar um fluxo dos liquidos na amostra.

Foi levantada a hipotese de que a diferenca de densidade da MEC entre as
matrizes aninhada (que segundo estimativas deste trabalho pode chegar a mais de 30
mg/mL) e externa (1,5 mg/mL) seja responsavel pela fase lag. Em substratos elasticos

2D recobertos com col&geno, as células normais e transformadas tendem a se mover de
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substratos mais flacidos para substratos mais rigidos, um fendmeno que foi denominado
durotaxis [237, 386, 387]. Se isto também for valido para matrizes 3D, a fase lag
poderia corresponder a um periodo no qual as células remodelam a matriz externa via
mecanismos migratdrios (tracdo do substrato) até um limiar no qual a densidade da
matriz externa permitiria o translocamento da célula na direcdo da matriz externa. Esta
hipGtese é reforgada por estudos com modelos de matrizes aninhadas ancoradas ao
substrato (como as empregadas neste trabalho) ou flutuantes [291]. Nas matrizes
ancoradas, apos a fase lag ha uma diminuicdo na translocacdo do colageno e um
aumento na migracdo celular. Em matrizes aninhadas flutuantes, por outro lado, hd uma

translocacdo de colageno muito mais intensa e as células ndo conseguem migrar.

A figura 46 € uma representacdo grafica da hipétese formulada e corroborada
pelas observacOes deste e outros trabalhos a cerca da relacdo entre migracdo celular e
translocamento de coldgeno no modelo de matriz aninhada. Se a matriz de colageno na
qual as células estdo inseridas for mais resistente do que as forcas impressas pela tracdo
celular induzida por mecanismos migratérios, entdo a célula se move e o colageno é
pouco ou nada translocado. Se, por outro lado, o substrato for pouco resistente e se
deformar em virtude das forcas tracionais da célula, esta ndo se move com eficacia e seu
mecanismo migratério induz o translocamento do substrato tracionado. Fendmeno
semelhante foi descrito com células se espalhando sobre superficies de silicone liquido:
se a viscosidade do liquido ndo for suficientemente alta para resistir a projecdo de
extensdes de membrana, entdo o liquido flui e as células permanecem arredondadas
[388].

Curiosamente fibroblastos transfectados com o alelo oncogénico H-Ras"*? ndo
apresentam a mesma relacdo de redugdo da migragdo celular quando ha diferencas
significativas de densidade entre as matrizes aninhada e externa. De fato, a taxa de
migracao diminui quando se empregam matrizes remodeladas por tempos mais longos
(matrizes aninhadas mais densas), mas apenas entre 25 e 50% e ndo em até 90% como
ocorre com fibroblastos da linhagem BR-5. Portanto, a hiperativacdo de H-Ras torna a
migracdo celular menos dependente do grau de remodelamento da matriz. Algumas
explicacBes possiveis para este fendmeno sdo: (1) fibroblastos da linhagem BR-5
tornam-se quiescentes e/ou “desativam’”sua maquinaria migratéria em maior grau
quando ha remodelamento por longos periodos do que fibroblastos BR-5 E6/E7 H-

Ras“'?; (2) a hiperativacdo de H-Ras induz ao aumento da degradacdo proteolitica
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pericelular; e, (3) fibroblastos BR-5 desenvolvem ades6es célula-célula e/ou célula-

MEC que inibem sua migracdo, enquanto células que expressam H-Ras'*? nio as
desenvolvem ou desenvolvem em menor grau.
Tracgéo exercida por fibroblastos
Resisténciada MEC = Tracdo celular Tracao celular = Resisténciada MEC
Migracado celular Translocacdo da MEC
a ™
=
=
A J

Fibroblasto -Q Ponto deinteragdoetracédo # Migracio

célula/colageno celular

Matriz de colageno Matriz de colageno =
ST ) el Translocagao
¢/ altaresisténcia ¢/ baixaresisténcia = .
de colageno

interna interna

Figura 46. Modelo da relagdo entre migracdo celular e translocacdo de colageno.

Alguns dados publicados na literatura corroboram com estas hipéteses. Por
exemplo, fibroblastos cultivados por longos periodos em matrizes flutuantes se tornam
quiescentes [369, 370], e apresentam diminui¢do na sintese de RNA mensageiro [389].
Além disso, células tumorigénicas costumam apresentar um aumento na expressdo de
proteases, especialmente de metaloproteases de matriz (MMPs) [390]. Por fim, a adeséo
célula-célula também pode apresentar papel fundamental nas diferencas observadas

entre células normais e transformadas com H-Ras"*?

, uma vez que miofibroblastos
presentes em lesdes contraidas modificam a expressdo de caderinas na sua membrana,

de caderina-N (no inicio da lesdo) para caderina-OB [391].
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Por enquanto ndo podemos distinguir entre estas trés hipoteses. Entretanto,
resultados preliminares de western blot e imunofluorescéncia mostram que apesar da
taxa de expressdo de caderina-N, -catenina e juncfes do tipo Gap serem semelhantes
em fibroblastos das linhagens BR-5 e BR-5 E6/E7 H-Ras"*? (dados ndo mostrados), a
distribuicdo de B-catenina é alterada entre fibroblastos BR-5 e BR-5 E6/E7 H-Ras"**:
enquanto na primeira linhagem h& marcagdo quase que exclusiva na interface entre as
células (provavelmente localizadas em juncdes aderentes), na segunda a marcagdo é

difusa pelo corpo celular e bastante baixa nas interfaces.

Estas hipoteses ndo sdo mutuamente exclusivas e poderiam ser todas
verdadeiras, caso no qual haveria um sinergismo de fendmenos que permitiriam a
migracdo de células com Ras hiperativada de tecidos mais densos para tecidos mais
frouxos. Este resultado pode ser importante para o estudo de diversos fendbmenos como,
por exemplo, a metastase. Os trabalhos que descrevem a metastizacdo de células
tumorais costumam reportar que a perda das adesbes célula-célula e célula-MEC
associadas a producdo e secrecdo de proteases séo os fendmenos fundamentais para o
inicio da metéstase. Estas descri¢bes costumam ignorar o fato de haver tecidos
fibréticos a volta da maior parte dos tumores, chamadas estromas reativos ou
desmoplasias [352]. Os resultados deste trabalho sugerem que células imortalizadas pela
expressdo de HTERT e E6/E7 (linhagens BR-5 e B-5 E6/E7) apresentam muita
dificuldade de migrar de matrizes bastante densas para outras menos compactas. Por
outro lado, fibroblastos com atividade aumentada de H-Ras migram entre estes meios de
densidades distintas com alguma facilidade. Portanto, a transformacdo pela
hiperativagdo de p21ras poderia tornar as células ndo apenas mais migratorias e com
menos adesdes célula-célula, mas também capazes de migrar através do denso estroma

reativo para o tecido saudavel mecanicamente mais fragil.
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4. Conclusao

Das hipOteses testadas no presente trabalho as duas primeiras, que diziam
respeito a reducdo na habilidade de remodelamento induzida pela expressdo de genes
oncogénicos especificos, ndo se confirmaram. Pode-se afirmar que elementos descritos
como necessarios a transformacéo celular in vitro, como a inibigdo da expresséo de p53
e pRB e 0 aumento da atividade de H-Ras, ndo sdo 0os mecanismos pelos quais células
transformadas tornam-se menos capazes de contrair géis de colageno.

A hipétese de que a expressdo de H-Ras'*?

aumenta a taxa de migracdo de
fibroblastos humanos em matrizes 3D de coldgeno do tipo | foi parcialmente
confirmada. De fato, h& um aumento na taxa de migragdo destas células
independentemente do agonista empregado ou do nivel de remodelamento da matriz
aninhada. No entanto, uma vez que as células estejam na matriz externa do modelo de
matriz aninhada, as velocidades médias das linhagens BR-5 e BR-5 E6/E7 H-Ras"*? séo
bastante semelhantes. Este dado pode indicar que as diferencas na taxa de migracao
observadas sejam relativas a habilidade das linhagens em transpor a barreira entre
matriz aninhada e externa do modelo empregado. Os dados relativos a migracéo celular

entre matrizes de diferentes densidades parecem confirmar esta hipotese.

A Ultima hipdtese, a qual diz respeito a inexisténcia de uma relacdo direta entre
migracdo celular e remodelamento de MEC, foi confirmada. Os resultados deste
trabalho demonstram que a contracdo de géis de coladgeno do tipo | pode ou néo
apresentar relacdo direta com a taxa de migracdo celular, dependendo do ensaio
utilizado. Em conjunto, as observagdes sugerem que os fenémenos de remodelamento
de MEC e migracéo celular podem estar acoplados através de certas vias de sinalizagéo,
porém outras vias sdo exclusivas e atuam em cada mecanismo separadamente. Assim,
ha diferencas significativas no conjunto de mecanismos de cada fendbmeno que

impedem, no presente momento, a formalizacdo de qualquer correlagéo entre eles.
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