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RESUMO

Melanoma é um tumor altamente metastatico e invasivo que apresenta
aumento na incidéncia de mortalidade nos dltimos anos. Marcadores podem ser
usados para diferenciar populacdes celulares ndo malignas de malignas,
especialmente alteracdes de proteinas que sinalizam o desenvolvimento do cancer.

Melan-a € uma linhagem imortal de melanécitos pigmentados derivada de
melanoblastos da epiderme normal de embrides de camundongos C57BL. Células
melan-a ndo formam tumores em camundongos nude ou singénicos. Foram
estabelecidas em nosso laboratoério células transformadas derivadas da linhagem
nao tumorigénica melan-a, obtidas apds co-cultivo com linfocitos B-1. Essas células
de alto potencial metastatico sdo capazes de formar tumores subcutaneos e
metastases espontaneas no pulmao, constituindo importante ferramenta para o
estudo de proteinas envolvidas em transformacao e metastase.

O sistema de phage display, utilizando bacteriéfagos contendo sequéncias
codificadas de peptideos randémicos, permite varrer a superficie de células, tecidos
ou 6rgdos em busca de novos marcadores moleculares. Utilizando este método
além de outras abordagens, o objetivo deste estudo foi detectar marcadores que
poderiam diferenciar populacbes celulares n&o malignas de malignas,
especialmente alteracdes relacionadas ao cancer.

Em nosso modelo, utilizando a técnica de RT-PCR semiquantitativo,
demonstramos que a expressdo do esqueleto protéico de perlecam apresenta-se
significativamente aumentado apds a transformacdo maligna dos melandécitos
melan-a. Células melan-a transformadas apresentam aumento na expressao de
perlecam, diminuicdo de versicam e niveis inalterados de sindecam-4 quando

comparado as ceélulas melan-a. Essas diferencas fenotipicas, que servem como

XViil



marcadores adicionais podem levar a um melhor entendimento dos mecanismos

celulares envolvidos no desenvolvimento do melanoma.
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1. INTRODUCAO

Estudos recentes tém contribuido com relevantes conhecimentos sobre
mecanismos essenciais que conferem a célula tumoral a capacidade de se
desenvolver, deixar seu sitio primario, migrar e se instalar em outro tecido, contudo
esse mecanismo ainda nao é totalmente esclarecido.

Evidéncias sugerem que a tumorigénese é resultado de uma sucessédo de
alteragdes genéticas que coordenam a transformacao maligna de células normais.
Baseado em dados experimentais, Hanahan e Weinberg (2000) sugerem seis
alteragdes essenciais na fisiologia de células normais que causam sua transformacéao
maligna e que podem ser encontradas na maioria dos diferentes tipos de cancer: 1)
auséncia de controle do ciclo celular por fatores de crescimento, 2) insensibilidade a
fatores inibitérios do crescimento, 3) mecanismos de evasdo de apoptose, 3)
potencial de replicagao ilimitado, 4) angiogénese sustentada e 5) metastase.

Apesar da aquisicdo de autonomia do controle de ciclo celular ser uma
explicacdo satisfatéria para a transformagdo maligna, restam duvidas sobre a
participacdo de células constantemente presentes no microambiente tumoral, entre
elas os fibroblastos, as células endoteliais e do sistema imune, todas capazes de
transmitir e responder a estimulos heterotipicos. Nesse contexto, & possivel
considerar que células tumorais seriam capazes de subverter células normais a
interagirem em seu microambiente, favorecendo seu crescimento e disseminagéo
(Skobe and Fusenig, 1998; Kinzler and Vogelstein, 1998; Olumi et al., 1999; Cordon-
Cardo and Prives, 1999; Coussens et al., 1999; Hudson et al., 1999).

Da mesma forma, dentro de um tecido normal, varios sinais antiproliferativos
atuam na manutengcdo da homeostase, incluindo fatores soluveis ou imobilizados na
matriz extracelular e superficie de células. Células tumorais sdo capazes de burlar
esse controle principalmente devido a alteragdes em proteinas responsaveis por sua
progressao nas fases do ciclo celular. A proteina Rb € um dos principais alvos de
mutagdes. Sua fosforilagdo permanente libera moléculas da familia de fatores de
transcricdo E2F induzindo a proliferacdo de células ndo responsivas a fatores
antiproliferativos que atuam normalmente na transicdo de G1/S. Além disso, uma das
principais moléculas envolvidas na inibicdo da diferenciagao celular é o produto do

oncogene c-myc, que codifica para fatores de transcrigdo. A superexpressao da



oncoproteina c-myc favorece o crescimento de células indiferenciadas (Volpert et
al.,1997).

A capacidade de células tumorais em expandir sua populagdo deve-se nao so
a maior proliferacdo, mas também a resisténcia a morte celular programada.
Alteracées em mecanismos envolvidos na inducdo de apoptose estao presentes em
uma variedade de tumores. A primeira evidéncia de que a apoptose poderia estar
envolvida na tumorigénese foi obtida em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie, que
descreveram a presenca de células apoptdticas em uma populacdo em rapida
proliferagdo apos a retirada do estimulo. A descoberta do oncogene bcl-2 em linfomas
foliculares e sua atividade antiapoptética permitiram o inicio dos estudos moleculares
envolvidos na indugdo da morte celular programada (Korsmeyer, 1992; Vaux et al.
1988; Strasser et al., 1990; McDonnell and Korsmeyer, 1991).

A resisténcia a apoptose pode ser adquirida mais comumente pela perda de
reguladores pro-apoptoticos por mutagbes que envolvem principalmente o gene
supressor de tumor p53. Outros mecanismos de resisténcia a morte por FAS/FAS-L
foram descritos em carcinomas de célon e pulmao (Pitti et al., 1998).

Apesar da capacidade de auto-replicacdo e da resisténcia a apoptose
convergirem com as principais causas de tumores, estudos realizados nos ultimos 30
anos demonstram que muitas células tumorais adquirem outros mecanismos de
regulagdo que permitem sua proliferacdo. A capacidade de replicagdo ilimitada deve-
se principalmente a manutengao do teldmero celular. Cerca de 85-90% das células
malignas superexpressam a enzima telomerase, responsavel pela adicao de
hexanucleotideos no final do DNA telomérico (Bryan and Cech, 1999).

Da mesma forma, a manutengdo de oxigénio e nutrientes por vasos
sanguineos € crucial para a sobrevivéncia de células normais ou neoplasicas, sendo
a angiogénese um dos fendmenos mais controlados durante o desenvolvimento de
tecidos ou injuria tecidual. Células tumorais sdo capazes de promover a formagao de
novos vasos sanguineos favorecendo sua proliferagéo e disseminacgéo.

A competéncia em induzir e sustentar a angiogénese parece ser adquirida por
um processo multifatorial que ocorre durante o desenvolvimento do tumor e é
dependente de um switch angiogénico a partir de vasos quiescentes. Células
tumorais parecem iniciar o switch angiogénico por alterar o equilibrio entre fatores pré
e antiangiogénicos, principalmente por alteragdes em sua transcricdo génica. Muitos

tumores apresentam superexpressao de VEGF e FGFs, enquanto a expressao de

3



inibidores como a trombospondina-1 e interferon-B encontram-se suprimidos (Volpert
et al., 1997; Singh et al., 1995).

Os mecanismos responsaveis pelas alteragbes das moléculas envolvidas no
equilibrio entre reguladores angiogénicos nao foi completamente esclarecida.
Resultados sugerem que trombospondina-1 pode ser positivamente regulada pela
proteina p53 em alguns tipos celulares. Consequentemente, a perda de fungao de
p53 causa diminuigdo na producdo de trombospondina-1 (Dameron et al., 1994). O
gene VEGF também se encontra sob controle transcricional e a ativagdo do oncogene
ras ou a perda do gene supressor de tumor VHL causa sua superexpressdo em
alguns tipos de células (Rak et al.,1995).

Proteases controlam a funcdo de ativadores e inibidores da angiogénese.
Varias proteases liberam bFGF estocado na matriz extracelular e sua expresséo
coordenada com fatores pré e antiangiogénicos parece ser resultado de uma fina
regulacdo homeostatica da angiogénese de tecidos normais e da integridade vascular
(Whitelock et al., 1996).

Em conclusdo, assim como a formagao de tumores primarios, a invasao de
novos tecidos é dependente de todas as caracteristicas ja descritas. No entanto, a
capacidade adicional adquirida por células invasivas que as torna capazes de formar
metastases nao foi ainda esclarecida.

Varias classes de proteinas tém sua expressao alterada em células
metastaticas, incluindo moléculas de adeséo célula-célula e célula-matriz. Além disso,
proteases extracelulares sdo associadas a progresséo tumoral. Genes que codificam
proteases encontram-se mais expressos enquanto seus inibidores sao suprimidos
(Werb, 1997; Stetler-Stevenson, 1999). Em muitos tipos de carcinoma, proteases
degradantes de matriz s&o produzidas ndo somente por células epiteliais neoplasicas,
mas também por células estromais e inflamatorias (Werb, 1997).

Apesar dos avangos em diagndstico, técnicas cirurgicas e terapias adjuvantes,
grande parte das mortes causadas por cancer sao resultados da formacado de
metastases resistentes a terapias convencionais (Fidler 1978 e 2002). A
heterogeneidade bioldgica de células neoplasicas que compdem subpopulagbes com
diferentes propriedades angiogénicas, invasivas e metastaticas, preexistentes dentro
da neoplasia (Fidler, 2002), além da influéncia do microambiente tumoral,

representam as principais barreiras a serem ultrapassadas. Entender a origem das



metastases em niveis sistémico, celular e molecular pode representar o cumprimento

de um dos principais objetivos da pesquisa cientifica em cancer.

1.1 MELANOMA

Em 2005 o céancer foi responsavel por 13% das mortes ocorridas no mundo,
sendo que mais de 70% destas ocorreram em paises de média ou baixa renda
(WHO, 2006). No ano passado, foram estimados $9.940 novos casos de melanoma
nos Estados Unidos, com uma expectativa de 8.110 mortes (American Cancer
Society, 2007). Estima-se que em 2008 dentre todos os tipos de cancer, o de pele
sera o mais incidente na populacao brasileira com 120.930 casos novos, dos quais
4,9% serao de melanoma (INCA, 2007). Mesmo sendo o tipo de cancer de pele mais
raro, 0 melanoma é responsavel pela maioria das mortes (aproximadamente 80%)
relacionadas ao céncer de pele (Medic et al., 2007; Lewis et al., 2005), sendo que
apenas 14% dos pacientes com melanoma metastatico sobrevivem por cinco anos
(American Cancer Society, 2003).

A maioria dos pacientes diagnosticados com melanoma primario é curado apods
excis&o cirurgica do tumor (Miller and Mihm, 2006). Porém, em estagios avangados
raramente € tratavel por ndo responder as formas de terapia utilizadas atualmente e
por isso apresenta o prognéstico ruim com taxa de sobrevida de seis meses (Miller
and Mihm, 2006; Wascher et al., 2003). Diferente da maioria dos canceres, o
melanoma nao esta associado a idade, sendo um dos tipos de cancer mais comuns e
letais entre pessoas na faixa dos 20 a 35 anos. Por afligir jovens e adultos na meia
idade, o impacto socioeconbmico e psicolégico € enorme, pois ha perda de
produtividade desses individuos causada pela patologia (Tsao et al., 2004; Houghton
and Polsky, 2002).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma sao
histérico familiar, multiplos nevos (benignos ou atipicos) e ocorréncia de um
melanoma prévio. Fatores de risco adicionais incluem sensibilidade ao sol, exposicao
solar excessiva e doengas imunossupressoras. Cada um desses fatores corresponde
a predisposigao genética ou estressor ambiental que contribuirdo para a génese do
melanoma (Miller and Mihm, 2006). Alias, o melanoma é visto como um dos melhores

exemplos de como genética e meio ambiente interagem na patogenicidade do tumor



(Houghton and Polsky, 2002), ja que sua incidéncia é influenciada pela cor da pele e
parametros geograficos como altitude e latitude (Armstrong and Kricker, 2001).

Melanoma humano corresponde ao primeiro modelo empregado em estudos
experimentais, uma vez que apresentam facil adaptacdo a cultura de células e
respondem fracamente aos tratamentos convencionais com quimioterapia e
radioterapia (Houghton et al., 2001). Originam-se de células pigmentadas,
denominadas melandcitos, presentes na camada basal da pele e em outras
superficies epiteliais como nos olhos e ouvido interno (Herlyn et al., 2000; Houghton
et al., 2001; Chudnovsky et al., 2005). Sao originarios da crista neural, migrando para
a pele, mucosa ectodérmica, uvea e meninges durante a embriogénese.

Na pele, melandcitos normais permanecem sob controle de queratinécitos
através de contato célula-célula mediado por E-caderina, molécula cuja expresséao é
diminuida em nevo e mais ainda em melanoma. A perda da expressao de E-caderina
€ compensada pela expressdao de N-caderina, constituindo importante passo na
transformacdo de melandcitos em melanoma. Apds escape do controle exercido por
queratinécitos, melandcitos transformados deixam a epiderme estabelecendo
comunicacado com fibroblastos, células endoteliais e outros componentes estromais
da derme. Esses, por sua vez, liberam fatores de crescimento e produzem proteinas
da matriz extracelular, que promovem crescimento e aumento da invasividade em
melandécitos  transformados  (Bogenrieder and Herlyn, 2002). Assim, o
desenvolvimento tumoral depende de uma série de eventos complexos influenciados
coletivamente tanto por fatores intrinsecos a célula transformada quanto por fatores
do microambiente tais como fatores de crescimento e citocinas (Smalley and Herlyn,
2003).

O melanoma cutaneo pode ser dividido em diversos subtipos conforme
localizacdo anatdmica e padrao de crescimento (Chudnovsky et al., 2005). De acordo
com sua origem, os melanomas podem ser classificados como cutaneo, ocular, de
mucosa ou de meninge.

Quanto a progressao, caracteriza-se por etapas que diferem no curso clinico e
caracteristicas histopatolégicas (Li and Herlyn, 2000). A proliferacdo de melandcitos
pode gerar nevo melanocitico benigno ou lesdo pré-maligna designada nevo
displasico, que em alguns casos € precursor da neoplasia. Durante processo de
transformacao maligna, células de melanoma passam por fase de crescimento radial

(RGP) podendo ou nao alcangar crescimento vertical (VGP). A fase de crescimento
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radial correspondente a fase inicial do melanoma primario, caracterizado pelo
crescimento horizontal na epiderme. Ainda nesse estagio, o melanoma € curavel por
excisdo cirurgica. Na fase de crescimento vertical, o melanoma encontra-se em
estagio mais avangado e com repertério de moléculas de adesédo alteradas. Nessa
fase, a derme é invadida e o tumor adquire capacidade para metastatizar, culminando
no ultimo estagio do desenvolvimento que é formacdo de metastases em sitios
distantes do local de origem do tumor primario (Li and Herlyn 2000; MacGary et al.,
2003; Chudnovskyi et al., 2005). Alternativamente, como em todos os modelos de
progressao, melanécitos imaturos podem originar qualquer uma das fases tumorais
propriamente ditas (Clark et al., 1984; Clark, 1991).

Embora caracterizados pelo alto potencial de malignidade, nem todas as
células do melanoma primario estardo aptas a concluir com sucesso as etapas
necessarias até desenvolvimento de metastases. Segundo Fidler (1978), metastase é
um processo seletivo que representa a sobrevivéncia ndo randdémica de células
tumorais. Assim, pode-se concluir que metastases resultam do crescimento seletivo e
nao aleatério do tumor.

Embora haja na literatura inumeros trabalhos com diferentes modelos (tecidos,
linhagens celulares e anticorpos) indicando mudancas em varias moléculas
envolvidas na génese do melanoma, alteragdes responsaveis pelo desenvolvimento e

progressao do melanoma ainda ndo sao totalmente conhecidas.

1.2 MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular (MEC) é uma rede complexa composta por quatro
grandes classes de macromoléculas: colageno, proteoglicano, glicoproteina e elastina
(Hay, 1990). A MEC esta dividida em membrana basal (MB), matriz conjuntiva e
matriz sanguinea. Essa estrutura proporciona a formagao de um arcabougo fisico que
promove sustentacdo da estrutura tecidual e consequentemente determina a
hidratacdo da MEC e o volume do tecido. Mais ainda, cria espacos para o transporte
de moléculas, participa da organizacdo dindmica e da resisténcia as forcas de
compresséao (Cooper, 2001; Alberts et al., 1997).

As interagdes entre células e matriz extracelular s&o cruciais para determinar
os padrées de comportamento celular tais como crescimento celular, morte celular,

diferenciagcao e motilidade. O comportamento celular, por sua vez, é importante em



diversos mecanismos celulares como morfogénese, inflamagcao, resposta imune,
invasao parasitaria, transformagao celular e metastase (Chammas and Brentani,
2002).

1.2.1 Neoplasias e matriz extracelular

Nas neoplasias, as interagdes entre células e MEC podem ser totais ou
parcialmente alteradas e com isso influenciar na proliferacdo e invasao tumoral
(Yurchenco and Schittny, 1990; Vlodavsky et al., 1999; Wielenga et al., 2000;
Vlodavsky et al., 2002). A interacdo de células tumorais com membrana basal e
matriz extracelular no processo de invasado tumoral pode ser dividida em trés etapas:
(1) Degradagdao da MEC por enzimas secretadas pelas células tumorais
(metaloproteinases, colagenases, plasmina, catepsinas, glicosidases). Essas enzimas
estdo associadas com invasao, pois levam a desorganizagdo e a fragmentagcdo dos
componentes do estroma e da membrana basal (Liotta et al., 1986; Tryggvason et al.,
1987; Yurchenco and Schittny, 1990); (2) Adesédo da célula tumoral via receptores
especificos na superficie celular, que geralmente interagem com componentes da
MEC. Esses receptores podem reconhecer glicoproteinas, colagenos ou
proteoglicanos presentes na MEC (Liotta and Rao, 1986; Liotta et al., 1986); (3)
Locomogdo da célula tumoral na regido da MEC previamente degradada pelas
enzimas (Liotta et al., 1986; Bernfield et al., 1999).

1.2.2 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoclicanos (GAGs) sédo heteropolissacarideos que apresentam
como estrutura basica unidades alternadas de hexosamina (a-D-glucosamina, B-D-
glucosamina ou B-D-galactosamina) e um agucar nao nitrogenado, que pode ser
acido urdnico (B-D-glucurdnico ou a-L-idurdnico) ou agucar neutro (B-D-galactose),
unidos por ligagdes glicosidicas (Brimacombe and Weber, 1964; Kjellén and Lindhal,
1991). As cadeias de GAGs sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico e no
complexo de Golgi e sdao degradadas por agdo de enzimas especificas nos
lisossomos (Marks, 1994).

Os principais GAGs encontrados sao condroitim 4-sulfato (C4S), condroitim 6-
sulfato (C6S), dermatan sulfato (DS), heparam sulfato (HS), heparina (Hep), queratam
sulfato (QS) e acido hialurdnico (AH) (Tabela 1).



Esses compostos de natureza acida possuem carga negativa devido presencga
de grupamentos sulfato na estrutura e/ou carboxilas dos acidos urdnicos. Devido alta
densidade negativa, sdo altamente hidrofilicos e assim incorporam grande quantidade
de agua na estrutura (Hatae et al.,1977). Os glicosaminoglicanos sao divididos de
acordo com: (1) tipo de acucar nao nitrogenado (AU ou Gal); (2) tipo de hexosamina
(galactosamina ou glucosamina); (3) tipo de ligagao inter ou intradissacaridica (alfa ou

beta); (4) grau e posigcédo (Meyer et al., 1938).

1.2.2.1 Condroitim sulfato

Condroitim sulfato (CS) consiste do acido D-glucurbénico unidos por uma
ligagdo B (1-3) a N-acetil-galactosamina-O-sulfatada. A sulfatacédo pode ocorrer nas
posicoes 4 e/ou 6 da N-acetil-galactosamina. A ligagao interdissacaridica é do tipo 3
(1-4). Os condroitim sulfatos quando degradados pela enzima bacteriana
condroitimase AC (Suzuki et al., 1968), formam dissacarideos insaturados sulfatados
na posigcao C4 ou C6 da N-acetil galactosamina, ou ainda, dissacarideo ndo sulfatado
(Michelacci and Dietrich, 1973).

Estudos de diversos tecidos neoplasicos mostraram aumento de condroitim
sulfatos na matriz extracelular, principalmente do condroitim 6-sulfato. Durante a
histogénese de invertebrados e vertebrados foi observada grande variacdo na
concentracdo desses condroitins no espaco intercelular, com pico maximo no inicio
da citodiferenciacao, decrescendo gradativamente até o desaparecimento nos tecidos
adultos (Dietrich et al., 1980; Sampaio et al., 1977; Sampaio and Dietrich, 1981;
Jerdnimo et al., 1994; Berto et al., 2001).

1.2.2.2 Dermatam sulfato

O dermatam sulfato (DS) difere do condroitim sulfato por apresentar acido f3-
D-glucurdnico, acido a-L-idurdnico ligado a N-acetil D-galactosamina 4 sulfatada,
através de uma ligagdo a (1-3) (Brimacombe and Weber, 1964). As ligacdes
hexosaminidicas sédo do tipo B (1-4). Igualmente ao condroitim sulfato, o dermatam
sulfato de diferentes origens € um polissacarideo heterogéneo ou hibrido, pois além
de variar de acordo com o tipo de acido urénico, varia também segundo o grau e
posicao da sulfatacdo que na maioria das vezes ocorre no C-4, mas pode ocorrer

também no C-6, em ambos, ou na posi¢ao C-2 do acido idurénico (Fransson, 1968;



Fransson and Malmstrom, 1971; Malmstrom and Fransson, 1971; Poblacién and
Michelacci, 1986; Petricevich and Michelacci, 1990).

1.2.2.3 Acido hialurénico

O acido hialurdnico (AH) € um polissacarideo que nao esta covalentemente
ligado a proteina, sendo constituido por unidades dissacaridicas repetitivas de acido
D-glucurénico (GIcUA) e N-acetilglucosamina (GIcNAc) unidas por ligagoes
glicosidicas B (1-3) e B (1-4) intra e interdissacaridica, respectivamente. A densidade
de carga negativa dessa molécula € conferida pelos grupamentos carboxilicos, uma
vez que nao apresenta sulfatagao.

No cancer, o acido hialurénico pode promover crescimento neoplasico e
metastase. Células neoplasicas exibem diversos sitios de ligagdo para esse
glicosaminoglicano, como CD44 e RHAMM (molécula que faz o reconhecimento do
AH nos processos de migracao especifica em varios tipos celulares), e sua adeséao
pode influenciar na mobilidade celular (Kim et al., 2004; Delpech et al., 1997).

AH apresenta importante papel na progressdo neoplasica, sendo que muitas
neoplasias contém elevados niveis de AH e em alguns casos, o nivel de AH é
prognoéstico de progressdao maligna (Toole, 2002). Por outro lado, AH implica na
regulacdo da conducdo da neoplasia maligna, por exemplo, no ancoramento
independente do crescimento maligno (Toole, 2002), motilidade das células
neoplasicas (Hayen et al.,1999), secre¢cao das metaloproteinases matriciais (Zhang et

al., 2002) como também, na angiogénese neoplasica (Liu et al., 2001).

1.2.2.4 Heparam sulfato

Heparam sulfato (HS) contém D-glucosamina (N-acetilada ou N-sulfatada)
ligada ao acido B-D-glucurdnico ou a-L-idurénico por uma ligagdo do tipo a (1-4).
(Silva and Dietrich, 1975).

O heparam sulfato € o mais complexo dos glicosaminoglicanos, sendo
constituidos por pelo menos quatro tipos de unidades dissacaridicas que se
diferenciam pelo numero de grupamentos sulfato e a posigdo que se ligam:
dissacarideo 2,6-dissulfatado, dissacarideo N-acetilado 6-sulfatado, dissacarideo N-
sulfatado e dissacarideo N-acetilado (n&do sulfatado) (Dietrich et al., 1979). Em alguns
tipos de heparam sulfato pode ocorrer também dissacarideos trissulfatados com

grupamento sulfato extra ligado ao acido urdnico (Nader et al., 1987).
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A proporgao das unidades dissacaridicas do heparam sulfato varia de acordo
com o tecido e a espécie de origem (Silva et al., 1976; Dietrich et al., 1999,1983) e
quanto ao grau de sulfatacéo e acetilagéo.

O heparam sulfato pode participar no processo de divisdo celular promovendo
a proliferagdo celular ou atuando como agente antimitogénico. O HS pode ser
estimulador do crescimento celular quando atua como co-receptor para fatores de
crescimento, ou pode ser antimitogénico, quando presente no meio de cultura. Atua
neutralizando a atividade mitogénica dos fatores de crescimento, interferindo na
ligacado do fator ao seu receptor (Gambarini et al., 1993; Porcionatto et al., 1999). A
heparina e o heparam sulfato regulam uma variedade de processos bioldgicos,
incluindo hemostasia, inflamag&o, angiogénese, crescimento celular, adesao celular

entre outros.

1.2.2.5 Heparina

A heparina (Hep) é constituida por residuos alternados de acido urénico unido
por ligacdo glicosidica do tipo (1-4) a uma a-D-glucosamina (Hoffman and Meyer,
1962). O acido a-L-idurbnico tem uma participagédo significativa na constituicdo da
heparina, ocorrendo com variagéo de 70-80% e apresentando intensa sulfatagao (70-
90%) em C2 (Wolfrom et al., 1971; Perlin et al., 1971). Pelo alto teor de sulfatagao,
juntamente com efeito dos grupos carboxila, a heparina é considerada o polieletrdlito
natural que apresenta maior numero de cargas negativas.

Diferentemente do heparam sulfato, a heparina esta presente em alguns
vertebrados, porém ausente ou em menor quantidade no cérebro, musculo e rim de

muitas espécies (Nader and Dietrich, 1989; Nader et al., 1999).
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GAG LOCALIZACAO FUNCOES

Todos os tecidos. Superficie | Molécula de adesao e
HEPARAM SULFATO |celular, matriz extracelular e |reconhecimento celular. Divisdo
membrana basal celular

Matriz de tecidos conjuntivos,

CONDROITIM cartilagens, 0SSO0S, vasos | Crescimento e ossificagao.
SULFATO sangliineos. Matriz de tecidos | Proliferacéo celular

embrionarios e tumorais

Relacionada com a organizagao,

DERMATAM Egi?’uonrﬂ\'/’i”é‘znsos ﬁrr:‘tesﬁnotsec'decl’z velocidade de deposicio e
SULFATO Junt ’ P manutengdo das fibrilas de
e tendao .
colageno
) Tecido conjuntivo, cordao umbilical, Lubrifica e proteqe as articulacdes
ACIDO liquidos sinovial e amnidético, matriz retém 4 uapna mgatriz intera egcom,
HIALURONICO extracelular, humor vitreo e 9 . ’ 9
; outros proteoglicanos
cartilagem
Distribuicdo irregular. Mastdcitos, | Fungdo bioldégica possivelmente
pulmao, pele e intestino de adultos. |associada com  defesa  do
HEPARINA : . : .
Exclusivamente em tecidos [ organismo. Potente anticoagulante
hematopoiéticos e fetais e antitrombdtico
QUERATAM Estroma da cornea e cartilagem |Confere transparéncia optica a
SULFATO articular adulta cornea. Processos de crescimento

Tabela 1. Localizag&o e fungao dos glicosaminoglicanos (Escudero, 2002).

1.2.3 Proteoglicanos

Todos glicosaminoglicanos ocorrem nos tecidos sob forma de proteoglicanos
(PGs), com excegdo do acido hialurbnico que é encontrado como cadeia
polissacaridica livre (Esko, 1991). Os PGs s&o constituintes da superficie celular,
MEC, MB (Dietrich, 1984; Nader and Dietrich, 1989) e sao macromoléculas
compostas de esqueleto protéico ao qual estdo covalentemente ligadas uma ou mais
cadeias de glicosaminoglicanos e oligossacarideos do tipo O-ligados e/ou do tipo
complexo N-ligados. Os proteoglicanos estdo presentes em grandes quantidades na
matriz extracelular (versicam e agrecam) e na superficie celular (glipicam e sindecam)

e estdo envolvidos em processos celulares fundamentais como proliferacdo celular,
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angiogénese, morfogénese e diferenciacdo celular (Hascall and Hascall, 1981;
Lindahl and H6ok, 1978; Chiarugi and Vannucchi, 1976).

Existem trés possiveis classificagbes para proteoglicanos que sao baseadas
em: (1) localizagdo celular; (2) tipo de glicosaminoglicano; (3) sequéncia de
aminoacidos do esqueleto protéico.

A classificacdo pela localizacdo celular divide os proteoglicanos em trés
categorias: intracelular, superficie celular e extracelular. A classificagdo pelo tipo de
glicosaminoglicano presente ndo tem sido mais utilizada, pois existem proteoglicanos
que possuem mais de um tipo de glicosaminoglicano, o que dificulta a classificagao. A
classificagao pela homologia do esqueleto protéico refere-se a atividade biolégica ou
a sequéncia de aminoacidos.

Ha indicios de que essas macromoléculas possam atuar como conectoras
entre os ambientes intra e extracelulares, estando relacionadas com transducéao de
sinais bioldgicos. Outras funcdes relacionadas aos PGs sao cicatrizagao, divisdo e
crescimento celular e imunidade (lozzo and San Antonio, 2001). A tabela 2 apresenta

caracteristicas estruturais e funcionais de alguns proteoglicanos.

1.2.3.1 Proteoglicano de heparam sulfato e progressao tumoral

O proteoglicano heparam sulfato (PGHS) constitui a maior classe de
proteoglicanos encontrados na matriz extracelular, membrana basal e superficie
celular associado com membrana plasmatica. Sdo macromoléculas formadas por
esqueleto protéico ao qual estdo ligados covalentemente a cadeias de
glicosaminoglicanos (heparam sulfato) (Gallagher, 1989; David, 1993).

O entendimento da atividade biolégica dos PGHS baseia-se essencialmente na
diversidade estrutural das cadeias polissacaridicas (Bernfield et al., 1999).

Assim, a determinagao da sequéncia das unidades dissacaridicas do heparam
sulfato em tecidos embrionarios, adultos normais e neoplasicos de diferentes
patologias, bem como de células normais e células mantidas em cultura fornecem
informacgéao sobre atividade bioldgica desses compostos (Dietrich et al., 1977; Dietrich
and Armelin, 1978; Pinhal et al., 1994; Porcionatto et al. 1999).

Na grande maioria das vezes sdo as cadeias de heparam sulfato que
determinam o papel biolégico dessa classe de macromoléculas, agindo no controle de
mecanismos fisioldgicos normais e patoldgicos, tais como morfogénese, reparo de

tecidos, inflamacao, vascularizagao, proliferagado celular e metastases tumorais
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(Sanderson, 2001), porém, deve-se salientar que existem casos em que o esqueleto
protéico do proteoglicano também possui papel importante (Bernfield et al., 1999).

A penetracdo de células tumorais através da membrana basal dos vasos
sanguineos e linfaticos € um passo crucial no processo de metastase (Kosir et al.,
1999). Dentre as varias alteragcbes que ocorrem na superficie celular e matriz
extracelular, um dos eventos importantes observados € a quebra das cadeias de
heparam sulfato do PGHS presente na superficie celular e na MEC, os quais
participam da interacéo célula-célula e células-MEC (Bernfield et al., 1999; Franco et
al., 2001).

Os PGHS podem potencializar a interacdo de fatores de crescimento soluveis
com seus receptores de superficie celular (Gambarini et al., 1993; Zcharia et al.,
2004). Células tumorais em cultura apresentam aumento na expresséo de PGHS
presente na fragdo celular e secretado para meio de cultura (Lopes, 2004). O
heparam sulfato tem importante funcdo na divisdo e ciclo celular (Dietrich and
Armelin, 1978; Porcionatto et al., 1999).

As cadeias HS podem estar ligadas a diferentes esqueletos protéicos. Esses
esqueletos protéicos podem ser pertencentes a familia do glipicam (ancorados por
glicosil-fosfatidil-inositol), perlecam (PGHS de membrana basal) e sindecam (presente
na superficie celular, ancorados através de uma porgao transmembranica hidrofobica)
(Kjellén and Lindahl, 1991; Salmivirta and Jalkanen, 1995; Esko and Lindahl, 2001).

Na matriz extracelular tem sido identificados PGHS como perlecam, colageno
XVIIl e agrim, enquanto que na superficie celular encontram-se as familias dos
sindecans e dos glipicans.

Sabe-se que o perlecam esta envolvido na migragdo, adeséo e proliferacéo
celular. E um proteoglicano amplamente expresso em todas as membranas basais e
influencia o extravasamento de células malignas. Diversos relatos tém apontado o
perlecam na mudanca qualitativa e quantitativa do fendétipo neoplasico. A expressao
de perlecam pode ser fundamental para o inicio da invasao (Cohen et al., 1994).

O complexo pleiotropico do perlecam sugere que a produgéo desse gene esta
envolvida em diversos processos, em ambos os estagios precoces e tardios da
embriogénese, como também em doengas humanas como céncer e diabetes (lozzo
et al., 1994). Perlecam & um potente indutor do crescimento tumoral e angiogénese in
vivo e é alvo para intervengdes terapéuticas na modulagdo da progressdo tumoral

podendo melhorar o tratamento de cancer (Sharma et al., 1998).
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GAG = ~
PROTEOGLICANO (NOMERO/TIPO) LOCALIZACAO FUNCAO
PROTEOGLICANOS INTRACELULARES
CROMOGRANINA A 0-1/CS Granulos, cromafins Condensacgao granular
! . . . . _|Ligacdo a proteases,
SERGLICIM 10-15/ CS; DS; Qel_ulas mieléides, mas condensagao granular,
HEP tocitos, plaquetas ) L
processos inflamatérios
PROTEOGLICANOS DE SUPERFICIE CELULAR
) Epitélio, fibroblasto, en- Morfoaénese  adesio
FAMILIA DOS 2-3/HS dotélio, sistema nervo celula? o ’ atividade
SINDECANS 1-3/CS so, células musculares ;
i anticoagulante
isas
FAMILIA DOS 3-4 | HS Epitélio, fibroblasto, | Endocitose e coagula-
GLIPICANS sistema nervoso central | cédo
Proteoglicanos facultativos
Células ~de melanoma Estabiliza a interacdo
INTEGRINA a531 nd / CS; HS humano, osteossar- . : ¢
com a fibronectina
coma humano
BETAGLICAM 0-4/CS; HS Fibroblastos Receptor do TGF-
CADEIA INVARIANTE 0-1/CS Macréfagos Processamento
antigénico
CDh 44 0-4/CS; HS Linfocitos e epitélio Interacao célula-celula
RECEPTOR DE . Mediar a captacdo de
TRANSFERRINA 4-61HS Fibroblastos transferrina
TROMBOMODULINA 0-1/CS Endotélio Controle da coagulagao
NG2 2.3/CS Ce_lulas neurais, mesén- ngagéo ao Ncolageno
quima tipo VI e adeséo celular
PROTEOGLICANOS DE MEMBRANA BASAL
Jungdes neuromuscu- | Regulacdo do cresci-
AGRIM 3/HS lares, membrana basal | mento axonal, interagcao
renal e de pulmao célula-célula
BAMACAM 3/CS Membrana basal cstablidade - da - mem-
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LEPRECAM

nd/CS

Membrana basal

Nao definida

PERLECAM

3/CS; HS

Membrana basal, carti-
lagem

Estrutural

PROTEOGLICANOS DE MATRIZ EXTRACELULAR

Familia dos "Hyalectans"

~100/CS Cartilagem, cérebro, [ Suporte mecanico,
AGRECAM 20-30/QS vasos sanglineos transporte de soluto
BREVICAM 1-3/CS Cérebro Nao definida
NEUROCAM 3-7/CS Cérebro, cartilagem Nao definida
VERSICAM 10-30 / CS; DS | Tecido embrionario Orientagao da migragao
da crista neural
Familia "Leucine-Rich"
Adesao celular, fibri-
BIGLICAM 2/CS; DS Tecido conjuntivo nogénese, regulagao
hematopoiética
DECORIM 1/CS: DS Tecido conjuntivo, Ade§éo celular, fibri-
0ssos, dentes nogénese
EPIFICAM 2-3/CS; DS Cartilagem epifisaria Nao definida
FIBROMODULINA 2.3/QS Tecido conjuntivo Adesdo  celular,  fibri-
nogénese
Cornea, intestino, | Transparéncia da cor-
LUMICAM 3-4/QS figado, musculo e|nea e outras funcgdes
cartilagem nao definidas
MIMECAM OU Cérnea e tecido |~ -
OSTEOGLICINA 23/Qs conjuntivo N&o definida
Promove ligagcdo nas
OSTEOADERINA 2-3/QS Ossos células pela integrina
avp3
PRELP 2-3/QS Tecido conjuntivo N&o definida
QUERATOCAM 3-5/QS Cornea e esclera Nao definida
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Proteoglicanos facultativos
COLAGENO 1/CS: DS Qarhlagem e humor ngggéo na banda D do
vitreo colageno tipo Il
APICAM nd/CS Cérebro Envolvimento ~ ~ na

doenga de Alzeihmer
Modulacao de

FOSFOCAM nd/CS Cérebro interacdes celulares no
cérebro

TESTICAM 1-2/HS; CS Testiculos e cérebro Nao definida

nd: ndo determinada.

Tabela 2. Caracteristicas estruturais e funcionais dos proteoglicanos (Escudero, 2002).

1.3 MARCADORES MOLECULARES

A procura de marcadores moleculares com potencial diagnostico e terapéutico
€ uma ardua tarefa e um dos principais objetivos da ciéncia médica. A pesquisa
basica tem sido fundamental nesse processo, nao apenas identificando tais alvos,
mas também auxiliando no desenvolvimento de farmacos, vacinas, meétodos
diagndsticos e outros insumos. Com o desenrolar dos diversos projetos genomas e o
inicio da era dos proteomas, metodologias que pudessem lidar com quantidades
massivas de informagdes (manipuladas ou geradas durante os estudos) se tornaram
quase que ferramentas obrigatérias em centros de pesquisa, impulsionados também
pela competicdo com a iniciativa privada. Centrais de bioinformatica comparam
genomas em busca de novos genes; milhares de fragmentos de transcritos celulares
(ESTs) sado sequienciados e comparados a bancos de dados com finalidade de
encontrar novos genes; técnicas de separagao de proteinas e peptidios associados a
métodos cada vez mais sofisticados e sensiveis de espectroscopia de massa buscam
a identificacdo de cada proteina expressa numa célula, tecido ou 6rgao; analises
comparativas entre regides nao transcritas de mRNAs (SAGE), procuram identificar

transcritos especificos de determinadas células ou tecidos.

1.3.1 Marcadores tumorais de melanoma
Moléculas que distinguem tumores da linhagem melanocitica de linhagens nao

melanociticas sdo classificados como marcadores de diferenciagdo. Atualmente,
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alguns dos marcadores de diferenciacao empregados em melanoma sao as proteinas
S100, gp100/HMB-45, tirosinase, MART-1/Melan-A e antigeno de alto peso molecular
associado ao melanoma (HMW-MAA). Em imunohistoquimica, o antigeno S100
apresenta boa sensibilidade, uma vez que é encontrado em quase todas as fases do
desenvolvimento tumoral. Contudo, esse marcador apresenta baixa especificidade
porque também €& expresso por células ndo melanociticas. Por sua vez, antigeno
melanossomal gp100/HMB-45 é especifico para células pigmentadas, mas pouco
sensivel. O mesmo ocorre para outros antigenos que correspondem as enzimas
relacionadas a melanogénese ou produtos advindos da sintese de melanina e
melanossoma, de forma que geralmente é utilizada combinagdao de S100 com pelo
menos dois outros antigenos de diferenciagdo melanocitica. A enzima tirosinase
representa potente marcador para melanoma, ja que a expressdo do seu gene é
restrita as células de origem melanocitica. Além disso, em melanomas grandes
quantidades de mRNA para essa proteina sdo detectadas, o que favorece o
diagndstico por técnicas de hibridizag&o in situ.

Outras moléculas s&o consideradas marcadores de progressdao em melanomas
pelo fato de serem expressas em apenas uma ou poucas fases durante o
desenvolvimento do tumor e distinguem lesbes benignas de malignas. Esses
marcadores s&o derivados predominantemente de melandcitos, embora alguns
componentes do estroma também tenham representatividade nesse grupo.
Significativo numero de marcadores de progressdo tem sido descritos e podem ser
caracterizados de acordo com a fungao bioldgica (de Wit et al., 2004).

Melanomas expressam antigenos intracelulares reconhecidos por linfécitos T
citotoxicos, dos quais se destacam os da familia MAGE (Van den Eynde et al., 1995).
A familia MAGE compreende 12 genes conhecidos sendo que seis deles séo
expressos por tumores e nao por células normais, exceto células da placenta e
testiculo (Lassam and Bickford, 1992; Sauter and Herlyn, 1998).

De maneira geral, o diagnostico de lesdes melanociticas pode ser obtido
através da analise minuciosa de cortes histolégicos convencionais. Entretanto,
marcadores tumorais sao de suma importancia para diagnéstico de melanomas
pobremente diferenciados ou que apresentam padrdo histolégico heterogéneo.
Nesses casos, a partir da imuno-histoquimica pode ser confirmada a origem
melanocitica e ainda o tipo da lesdo proliferativa (benigna ou maligna). Para

prognostico da doencga, alguns critérios analisados conjuntamente como espessura
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da lesao, ulceragao e ainda caracteristicas histologicas tais como profundidade, taxa
mitética, presenca de linfécitos infiltrados e vascularizagdo, revelam o grau de
agressividade das células tumorais no melanoma primario. Assim como para
diagndstico, resultados obtidos por imuno-histoquimica contribuem para progndstico
correto do melanoma. Em consequéncia, novos marcadores de diferenciacdo e
progressao sdo sempre necessarios e de grande utilidade para prognostico e
diagndstico precoce de melanomas.

De modo geral, o desenvolvimento do céncer € um processo com muitas
etapas envolvendo genes de supressao tumoral e oncogenes, eventos que ocorrem
pré ou pos transcricionalmente e irdo refletir mudancas distintas em uma grande
quantidade de proteinas.

Proteinas participam de funcdes celulares e a analise da expressao diferencial
dessas moléculas em tecidos no estado normal e patolégico, permite entender melhor
0s mecanismos celulares envolvidos na doencga. A identificacdo de mudancas na
expressao de proteinas durante o processo de desenvolvimento da neoplasia, pode
conduzir a descobertas tanto de marcadores protéicos como de novas e melhores
estratégias de detecgao precoce, diagndstico e terapia. Visto que, marcadores podem
ser usados para diferenciar populagdes celulares ndo malignas e malignas,
especialmente alteragdes de proteinas inicialmente expressas que sinalizam
desenvolvimento do cancer (Cazares et al.,, 2002), a andlise comparativa e
identificacdo de diferentes proteinas encontradas sido essenciais para entender
melhor esses eventos (Wilson et al., 2004). Uma das técnicas utilizadas na busca de
moléculas que possam elucidar mecanismos de transformacdo envolvidos no

processo oncogénico é o phage display de peptideos.

1.4 PHAGE DISPLAY

Phage display de peptidios consiste em uma colecédo de bilhdes de peptidios
apresentados na superfifice de bacteriéfagos (virus de bactéria) que podem ser
utilizados para identificar ligantes de qualquer molécula de interesse. Mais ainda,
essa colecdo de peptidios pode ser utilizada para varrer a superficie de células,
tecidos ou 6rgéos, em busca de novos marcadores moleculares. O phage display é
uma poderosa ferramenta que nao apenas permite a identificacdo de novos alvos

terapéuticos, mas também fornece informagdes importantes com relagao a atividade
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bioldégica dos alvos identificados. Os peptidios isolados através dessa metodologia,
assim como seus respectivos receptores, podem ser rapidamente levados a clinica,
seja como alvo diagnéstico (Mintz et al., 2003), agentes carregadores de drogas
(Arap et al.,, 1998; Ellerby et al., 1999), vetores para terapia génica (Trepel et al.,
2000; Mdller et al., 2003), entre outras aplicagdes.

Bacteridfagos filamentosos (género Inovirus) pertencem a um grupo de virus
de genomas circulares e DNA de fita simples que sdo envolvidos por longo capsidio
cilindrico. A classe Ff, da qual fazem parte os fagos Fd e M13, tém sido amplamente
estudados. Como o nome sugere, fagos Ff utilizam a estrutura conjugativa do F-pilus
como receptor para infecgao e sao, portanto, especificos para Escherichia coli. Esses
fagos n&do matam a bactéria hospedeira durante processo replicativo. O genoma do
bacteriéfago é sintetizado a partir de um intermediario dupla fita, enquanto as
proteinas do capsidio sdo produzidas no citoplasma e transportadas para regido
periplasmica da membrana celular. Novas particulas virais sdo entdo montadas e
secretadas a partir dessas regides especificas da membrana. A bactéria tolera muito
bem esse processo e continua crescer e se dividir. Inicialmente ha uma producao de
~1.000 particulas virais durante a primeira geragao e entdo 100-200 particulas nas
geracdes seguintes, resultando numa producéo total de 10''-10"? particulas virais por
mililitro de cultura. A estrutura e o modo de replicagdo dos fagos filamentosos o
tornaram importante ferramenta de laboratério. Podem ser utilizados como vetores de
clonagem, ja que ha inserg¢do de fragmentos de DNA em regides nao essenciais do
genoma do fago, que resultam em particulas virais mais longas contendo uma cépia
do inserto de DNA na forma de fita simples. Toleram relativamente bem a inser¢ao de
pequenas sequéncias peptidicas, fundidas a diversas proteinas capsidicas (plll, pVIII,
pVI, pX) sendo portanto, excelentes vetores para apresentacdo de peptidios e
proteinas.

A construcdo da biblioteca comeca pelo desenho e sintese de um
oligonucleotidio degenerado que ira codificar a sequéncia aleatéria de peptidios
apresentada pelo fago. Cada residuo da sequéncia recombinante geralmente é
codificada por um codon degenerado NNK ou NNS (N = qualquer nucleotidio A, G, C
ouT, K=GouT;, S=G ouC) Ambos (NNK e NNS) codificam para os 20
aminoacidos, incluindo um cédon de terminacdo (amber) e com uma distribuicdo
idéntica no numero de aminoacidos gerados (3 codons para Arg, Leu e Ser; 2 codons

para Pro, Val, Gly, Ala, Thr; 1 cddon para os demais 12 aminoacidos).
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Em seguida deve-se escolher o vetor apropriado, isto €, em qual proteina do
capsidio o peptidio sera apresentado. As proteinas plll e pVIIlI sdo as mais utilizadas,
sendo plll a mais versatil e de facil manipulacédo. Porém, plll é expressa com apenas
3-5 cépias por particula viral, enquanto ~3000 coépias da proteina pVIIl podem ser
encontradas por virus (Smith and Scott, 1993). Entretanto, por ser muito pequena (50
aminoacidos) e praticamente a unica constituinte do capsidios, modificacbes na
proteina pVIll frequentemente inviabilizam a particula viral. No estudo aqui proposto,
utilizaremos bibliotecas desenhadas e construidas para expressar pequenos
peptidios (5-15 aminoacidos) na proteina plll (Figura 1). Mais detalhes com relagao
as opgoes de vetores e tipos de phage display podem ser encontrados na literatura
(revisto por Barbas Il et al., 2001).

Phage Particle

B T R R T

pIX pVIIL pVIII pIII

Proteina pIII é composta
de 3 dominios (D1, D2 e D3)

peptidio ~
apresentado

D1 = D2 H D3

Figura 1: Esquema da estrutura do bacteridfago. Pertence a um grupo de virus bacterianos com
fita unica de DNA envolta dentro de um longo capsideo protéico cilindrico. A proteina pVIll é a
principal formadora do capsideo protéico e a proteina plll € a que utilizamos para a apresentagao
dos peptideos nesse estudo. pVI, pVIl e pXIX representam outras proteinas formadoras da particula
viral.

Diversos tipos de bibliotecas podem ser construidas. As mais simples,
denominadas de lineares, contém apenas a sequéncia aleatdoria de aminoacidos
(geralmente entre 5 e 15 residuos) e sdao chamadas de X, onde n representa o
numero de aminoacidos encontrados (por exemplo, X7 para 7 aminoacidos, X5 para
15 aminoacidos, etc). As bibliotecas mais utilizadas em nossos estudos geralmente

conttm um ou dois residuos de cisteinas, criados durante o planejamento e

21



construgdo da biblioteca. Esses residuos de cisteina precedem ou flanqueiam o
inserto de aminoacidos aleatdrios, formando pontes de dissulfeto e restringindo o
grau de liberdade do peptidio. Essas bibliotecas sdo denominadas de bibliotecas
ciclicas (CX1, CX;C, etc). As bibliotecas a serem utilizadas nesse projeto foram
produzidas nos laboratérios do Dr. Wadih Arap e Renata Pasqualin (UT - MD
Anderson Cancer Center, USA) e Dr. Erkki Koivunen (Univesidade de Helsinke,
Finlandia).

Geralmente, nessa técnica, os peptideos identificados apresentam atividade
bioldgica relacionada com a natureza da molécula em estudo, por exemplo, no caso
de um receptor de superficie, o peptideo assemelha-se a uma proteina ligante do
receptor, competindo com aquela ligagéo (Jouault et al., 2001; Giordano et al., 2001).
O processo de selegcédo de peptideos ligantes mais recomendado € aquele realizado
diretamente na superficie da célula. Entretanto, a realizacdo desse processo em
células apresenta alguns empecilhos como o reconhecimento de clones inespecificos
quando a colegdo de fagos é incubada com a suspensdo de células e o elevado
numero de lavagens requeridas para remover esses fagos inespecificos. Além disso,
células e ligantes em potencial podem ser perdidos durante as repetidas lavagens
que além de trabalhosas, sao ineficientes (Giordano et al., 2001).

Para melhorar o processo de selegdo de fagos ligantes a células vivas, uma
nova metodologia que consiste na separagdo de células e fagos através de uma
unica centrifugacdo foi desenvolvida. Esse método de varredura, selegdo e
identificacdo de receptores de superficie celular foi designado BRASIL — Biopanning
and Rapid Analysis of Selective Interactive Ligands, (Giordano et al., 2001), e é
baseado em centrifugagbes de células anteriormente incubadas com fagos que
expressam na superficie sequéncias peptidicas aleatérias (Figura 2). Esse sistema
permite a selecdo de uma variedade de peptideos que marcam tecidos normais,
cancer e outras doengas associadas a angiogénese. O método de phage display tem
possibilitado a identificacdo de muitos receptores para esses peptideos. Estudos
complementares estdo ajudando a caracterizagcdo funcional e ocorréncia de
anormalidades nos vasos sanguineos durante a progressao tumoral (Zurita et al.,
2003).
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Fagos néo ligados

Células melan-a transformadas +

Células melan-a + biblioteca de fagos
fagos ndo ligados a células melan-a

CX;C

Infeccéo

Figura 2. A metodologia de phage display foi utilizada para a identificacdo de moléculas
diferencialmente expressas por células melan-a e melan-a transformadas. Representacdo
esquematica da estratégia adotada para isolamento de fagos carregadores de peptideos ligantes
de moléculas expressas em células melan-a transformadas.
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1.5 MODELOS ANIMAIS DE TRANSFOMACAO

Modelos animais de carcinogénese comegaram a ser desenvolvidos ha um
século, quando William Castle e Clarence Cook criaram o conceito de linhagens de
animais isogénicos (Morse, 1978). Esses animais possuiam maior suscetibilidade
para desenvolver canceres espontaneos ou induzidos por carcindégenos. Mais tarde
descobriu-se que a suscetibilidade dessas linhagens de camundongos em
desenvolver tumores estava relacionada a presenga de virus no seu genoma
(Jonkers e Berns, 2002). No entanto, o mecanismo genético de carcinogénese
induzido pelos virus so foi estabelecido com o desenvolvimento de sistemas in vitro,
que permitiram que as células de mamiferos fossem estudadas isoladamente. Com o
desenvolvimento de meios de crescimento seletivos e fatores de crescimento
especificos para uma variedade de tipos celulares, foi possivel estabelecer e
propagar células ex vivo.

A infeccdo de células em cultura com os virus tumorais induziu dramaticas
alteragdes tanto morfolégicas quanto na capacidade de proliferagdo. O termo
transformacao foi utilizado a partir de entdo para designar alteracées de células em
cultura in vitro, as quais seriam equivalentes aquelas observadas em tumores
animais.

Dessa maneira, a identificacdo inicial de genes associados ao
desenvolvimento de tumores sé foi possivel com advento de duas abordagens
técnicas: (1) estabelecimento de culturas de células embrionarias de camundongos;
(2) transformacédo dessas células com material genético vindo de tumores humanos,
num primeiro momento, seguido de transfecgéo de genes candidatos a oncogenes ou
genes supressores de tumor (Hahn and Weinberg, 2002). Desses estudos, foi
possivel identificar mais de uma centena de genes potencialmente envolvidos
diretamente no processo de tumorigénese. Com a possibilidade de geragdo de
animais geneticamente modificados, a participacdo de genes candidatos no
desenvolvimento de tumores tem sido recapitulada em diversos ensaios, incluindo
aqueles que exploram o cultivo de células embrionarias.

Operacionalmente, os genes transformantes frequentemente estdo associados
ao desenvolvimento de uma segunda capacidade das células imortalizadas: o
crescimento independente de ancoragem. Essa capacidade é operacionalmente

definida como crescimento em agar mole (soft agar), situagao experimental onde as
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células privadas de superficie aderente crescem em focos empilhando-se umas sobre
as outras. Esses focos sdo chamados focos de transformagado. Essa capacidade
guarda boa correlagdo com capacidade de crescimento na forma de tumores em
animais imunodeficientes. A transformacao de células em cultura, portanto, provaram

ser um modelo bastante eficiente para se estudar as etapas da carcinogénese.

1.6 LINFOCITOS B-1

Os linfocitos B-1, subtipo de células B, foram inicialmente identificados como
células B CD5" que participam de processos auto-imunes em camundongos
(Hayakawa et al., 1983), com caracteristicas similares as das células responsaveis
pela Leucemia Linfocitica Cronica em humanos (Boumsell et al., 1978). Essas células
diferem das células B-2 convencionais por sua localizacdo anatdmica, expressao de
marcadores de superficie e funcionalidade (Hayakawa et al., 1985; Herzenberg et al.,
1986; Martin et al., 2001).

Linfécitos B-1 representam somente 1-5% das células B totais em
camundongos, mas sao a principal populagao de células B nas cavidades peritoneal e
pleural, podendo ser também encontradas no bago, linfonodos e intestinos (Kantor
and Herzenberg, 1993). Fenotipicamente essas células expressam B220 (CD45R)"°,
IgM" IgD", CD9*, CD43*, CD11b, e podem ser divididas em pelo menos duas
subpopulagdes, B-1a (CD5") e B-1b (CD5’) (Berland and Wortis, 2002; Won and
Kearney, 2002; Duan and Morel, 2006).

As diferengas funcionais entre os linfocitos B-1 e B-2 sdo numerosas e tém
sido revisadas extensamente (Kantor and Herzenberg, 1993; Martin et al., 2001;
Berland and Wortis, 2002; Hardy, 2006). Células B-2 respondem eficientemente a
antigenos protéicos e participam da resposta imune adaptativa por sofrer
hipermutagdo somatica dos genes das imunoglobulinas e maturagdo da afinidade do
receptor. Em contraste, linfocitos B-1 respondem rapidamente a antigenos timo-
independentes, razado pela qual tém sido reconhecidos como veiculos da imunidade
inata (Hardy, 1992; Herzenberg, 2000; Baumgarth et al., 2005). Além disso,
observacdes mostraram diferengas funcionais mesmo entre os subtipos de linfocitos
B-1 (Alugupalli et al., 2004; Haas et al., 2005; Alugupalli and Gerstein, 2005; Hsu et
al., 2006). Linfocitos B-1a secretam IgM de forma espontanea, provendo a primeira

barreira contra bactérias encapsuladas como Streptococcus pneumoniae. Em

25



contraste, a produgao de anticorpos por linfécitos B-1b € induzida e esta envolvida na
remocao final de patégenos e na protegcao em longo prazo (Haas et al., 2005).

Por outro lado, diferentemente das células B-2, que tém periodo de vida curto
e sao continuamente geradas por progenitores na medula 6ssea, os linfocitos B-1 séo
mantidos por proliferacdo homeostatica ou auto-renovacdo, como mostraram o0s
experimentos de transferéncia adotiva de linfocitos B-1 em animais imunodeficientes
(Hayakawa et al., 1985; Forster and Rajewsky, 1987). Em 1997, Karras e
colaboradores demonstraram que essa propriedade de crescimento dos linfécitos B-1
€ devida a ativagao constitutiva da proteina Stat3 (Signal transducer and activator of
transcription 3), que substitui o sinal de proliferagdo mediado pela ligagdo BCR-
antigeno (Berland and Wortis, 2002; Casola et al., 2004). Adicionalmente, linfocitos B-
1 também expressam niveis constitutivos de quinase regulada por sinais
extracelulares (Wong et al., 2002).

Linfécitos B-1 também produzem grandes quantidades de interleucina 10
(O’Garra et al., 1992; Gieni et al., 1997), uma citocina do tipo Th2, antiinflamatéria,
que participa da supressao de respostas pro-inflamatérias (Moore et al., 1993). Os
linfécitos B-1 utilizam essa citocina como fator autécrino de crescimento (O’Garra et
al., 1992) e, por essa razao, a eliminacao de linfocitos B-1 induzida pelo tratamento
com anticorpos anti-IL-10 é acompanhada por drastica diminuicdo dos titulos de
imunoglobulinas séricas (Ishida et al., 1992).

A participagao dos linfécitos B-1 tem sido demonstrada em varias patologias,
tanto em humanos como em camundongos (Aramaki et al., 1998; Mohan et al., 1998;
Hayakawa et al., 2000; Antsiferova et al., 2005; Hardy, 2006; Duan and Morel, 2006).
A expansao de linfécitos B-1 autorreativas foi associada ao desenvolvimento de
doencgas auto-imunes (Murakami et al., 1992; Murakami and Honjo, 1995; Mohan et
al., 1998) e leucemias de células B (Chevallier et al., 1998). Além disso, Minoprio e
colaboradores (1993) demonstraram que na infecgdo chagasica experimental ocorre
aumento significativo de linfocitos B-1 esplénicas na fase aguda da doenga e ainda,
camundongos Xid, geneticamente modificados e desprovidos de linfécitos B-1,
resolvem com maior eficiéncia a infeccdo por esse protozoario. Resultados
semelhantes foram obtidos também em infecgdes causadas por Paracoccidioides
brasiliensis e por filarias linfaticas (Paciorkowski et al., 2000; Marcelino Franga et al.,
2006). Por outro lado, estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que

essas células sao capazes de migrar para focos inflamatérios inespecificos induzidos
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por corpo estranho, diferenciando-se em fagdécitos mononucleares com
caracteristicas similares a macrofagos (Almeida et al., 2001; Bogsan et al., 2005).
Outros trabalhos do nosso grupo, alguns deles em andamento, mostraram também a
participacao dos linfécitos B-1 na evolucdo da infecgdo causada por P. brasiliensis
(Godoy et al., 2003), no lupus eritematoso sistémico murino (Brito et al., 2007), na
cicatrizacao (Oliveira et al., em preparagao), na formacdo de células gigantes
(Bogsan et al., 2005) e de granulomas (Vigna et al., 2006).

Além do papel imuno-modulador dos linfécitos B-1 nas patologias descritas
acima, resultados recentes do nosso grupo (Pérez et al.,, 2008; Staquicini et al.,
submetido) mostraram que o contato prévio de linfocitos B-1 com células de
melanoma murino da linhagem B16 foi capaz de induzir aumento no potencial
metastatico dessas células tumorais, sugerindo assim, a participagao dos linfocitos B-
1 também na regulagdo de mecanismos que controlam metastases.

Pérez e colaboradores (2008) demonstraram que um dos mecanismos pelos
quais linfécitos B-1 induziam aumento no potencial metastatico nas células B16
envolvia interagbes célula/célula e aumento na ativacdo de ERK (extracellular-signal
regulated kinase), via de sinalizagao intracelular cuja superexpressao tem sido
amplamente descrita na progressao tumoral e metastases de varios tipos de cancer,
entre eles o melanoma (D’Angelo et al., 1995; llan et al., 1998; Krueger et al., 2001;
Sahai et al., 2001; Davies et al., 2002; Cohen et al., 2002; Satyamorthy et al., 2003;
Choo et al., 2005).

A participacao de células do sistema imune e fatores humorais no controle da
formacdo de metastases tém sido exaustivamente investigados em melanoma.
Evidéncias sugerem a eficacia da vacinacdo e da imunoterapia ativa enquanto a
imunizacdo com células dendriticas e peptideos isolados de tumores parecem
recrutar eficiente resposta antitumoral (Mendiratta et al., 2001; Tanaka et al., 2002;
Bjorkdahl et al., 2000). No entanto, apesar de todos os esfor¢gos despendidos para o
esclarecimento dos reais fatores imunolégicos envolvidos na resposta ao cancer, a
participacao das células B-1 no crescimento e metastatizacdo do melanoma e outras

neoplasias ainda nao foi completamente investigada.
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1.7 CELULAS MELAN-A

Melan-a é uma linhagem de melandcitos pigmentados imortalizados,
estabelecida de melanoblastos epidermais normais de embrides de camundongos
C57BL. Essas células proliferam em condicbes semelhantes aquelas requeridas
pelos melanécitos e melanoblastos de camundongos normais nao estabelecidos,
como dependéncia de forbol miristato acetato (PMA) e pH extracelular baixo. Essas
células nado formam tumores em camundongos singénicos ou nude, mesmo quando
inoculadas em quantidade elevada (2x10” células por animal), e retém todas as
caracteristicas de melandcitos normais testadas, exceto pela resposta proliferativa a

toxina da cdlera na presenca de PMA e pela senescéncia (Bennett et al., 1987).

1.8 LINFOCITOS B-1 E CELULAS MELAN-A

Ha alguns anos, nosso laboratério dedicou-se ao desenvolvimento de modelos
experimentais que visam melhor compreensdo de aspectos fisiopatoldégicos das
células B-1. Foram obtidos resultados que mostram que essas células transformam-
se em fagocitos mononucleares distintos de macréfagos derivados de mondcitos
(Almeida et al., 2001) e que participam da composi¢ao de células gigantes (Bogsan et
al., 2005). Mais ainda, demonstram a participagdo de células B-1 na formagao de
granulomas (Vigna et al., 2006) e na evolugdo do lupus eritematoso experimental
(Brito et al., 2007).

Visando caracterizar seu envolvimento em outros aspectos patoldgicos, testes
in vivo foram realizados sobre sua possivel interferéncia no desenvolvimento do
melanoma experimental em camundongos. Os resultados indicam que tumores
primarios e metastases de melanoma podem estar diretamente relacionados a
presenca das células B-1. A influéncia direta dessas células no potencial metastatico
do melanoma foi obtida em modelo de co-cultivo in vitro. Foi demonstrada maior
expressao de moléculas de adesao e sintese de proteases por células de melanoma
apos contato com linfécitos B-1 (Staquicini et al., submetido).

Com o objetivo de estudar algumas interrelagées de maneira direta, o modelo
de estudo de transformagdo maligna de melandcitos murinos utilizado durante esse
trabalho foi desenvolvido a partir de duas populacdes celulares distintas, células
melan-a e linfécitos B-1, que apds co-cultivo gerou uma terceira populagao celular:

células melan-a transformadas. A utilizagao de células B-1 num modelo experimental
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de melanoma murino foi descrita pela primeira vez em nosso laboratério (Staquicini et
al., submetido). Deplecao de linfocitos por irradiacdo pode interferir no crescimento
tumoral e estabelecimento de metastase experimental. Nos obtivemos evidéncias que
populacdes de células B-1 podem modular o crescimento de células de melanoma.
Além disso, interacdes entre ambas as células podem ser observadas apos dois dias
de co-cultivo. Células de melanoma previamente cultivadas na presencga de células B-
1 mostram alto potencial metastatico quando comparado ao grupo controle num
modelo in vivo (Pérez et al.,, 2008). Essas células transformadas s&o capazes de
formar tumores subcutdneos e metastases espontaneas no pulméo, constituindo
importante ferramenta para o estudo de proteinas envolvidas em transformacéao e
metastase (dados n&o publicados).

Considerando que a metodologia BRASIL e outras abordagens oferecidas pela
técnica de phage display mostram-se bastante eficientes na busca de proteinas
expressas em varios tipos celulares, incluindo células tumorais, o principal objetivo
desse projeto foi caracterizar moléculas diferencialmente expressas em células
melan-a (ndo tumorigénicas) e melan-a transformadas (tumorigénicas), que possam
contribuir para elucidagdo dos processos envolvidos em transformagao e progressao

tumoral.
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2. OBJETIVOS

GERAL
Caracterizar moléculas diferencialmente expressas em células melan-a e
melan-a transformadas envolvidas no desenvolvimento de melanoma pela

metodologia de Phage display.

ESPECIFICOS

1. Selecionar fagos ligantes de moléculas diferencialmente expressas em
células melan-a antes e apoés transformacgéo.

2. Analisar os peptideos selecionados.

3. Investigar possiveis atividades biolégicas das moléculas identificadas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 SOLUCOES

As solug¢des aqui descritas foram preparadas com agua bi-destilada ou com
padrao Milli-Q.

3.1.1 Solucao estoque de tampao fosfato-salina (PBS) 20x: NaCl 2,7378 M,
KCI 0,053 M, NapHPO4 0,1301 M e Ko;HPO4 0,0229 M. A solucao estoque foi diluida
20 vezes para o uso (PBS 1x).

3.1.2 TBE 5x: 5,4 % de Tris-base, 2,75 % de acido bérico, 1,86 % de EDTA
(pH 8,0) (Sambrook et al., 1989).

3.1.3 Suplemento para meio Terrific Broth (TB): 2,31 % de KH,PO4, 12,54 %
de K;HPO4. Apo6s dissolver por completo esta solugéo foi filtrada (filtro de 0,22 um).

3.1.4 Suplemento para Meio Minimo: este suplemento foi composto de quatro
solugdes, autoclavadas separadamente, e, apds atingir temperatura ambiente, as
trés ultimas solugcbes foram adicionadas a primeira e estocado a temperatura
ambiente. Solucao 1: 32,3 mL de 40 % (p/v) de glicose; solugéo 2: 25 mL de 0,4 M
MgSO, (acondicionada em garrafa de plastico); solugdo 3: 3 mL de 0,1 M CaCl,
(acondicionada em tubo de polipropileno) e solugdo 4: 10 mL de 1 % de tiamina
(vitamina B1, HCI; acondicionada em tubo de polipropileno).

3.1.5 Tampao glicina: glicina 50 mM (Synth), NaCl 150 mM (Merck), pH 2,8.

3.2 MEIOS DE CULTURA
Os meios de cultura descritos a seguir foram preparados com agua bi-
destilada e autoclavados a 120°C por 15 minutos. Para cultura de células de

mamiferos os meios foram esterilizados por filtracao positiva em filtros de 0,22 um.

3.2.1 Meios para cultivo de células

3.2.1.1 Meio RPMI: RPMI 1640 (Sigma-Chemical) acrescido de acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico 10 mM (HEPES - Sigma), L-glutamina 2 mM
(Sigma), bicarbonato de sédio 24 mM (Sigma) e 40 ug/mL de sulfato de gentamicina
(Schering).

3.2.1.2 Meio RPMI suplementado (R-10): meio RPMI suplementado com 10 %
de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas), pH 7,2.
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3.2.1.3 Meio RPMI suplementado (R-5): meio RPMI suplementado com 5 %
de SFB, 200 nM de forbol miristato acetato (PMA), pH 6,9.

3.2.1.4 Meio RPMI suplementado (R-30): meio RPMI suplementado com 30 %
de SFB, pH 7,2.

3.2.1.5 Meio de congelamento: SFB acrescido de 10 % de dimetil-sulféxido
(DMSO).

3.2.2 Meios para cultivo de bactérias

3.2.2.1 Meio Luria Bertani (LB): 1 % de triptona, 0,5 % de extrato de levedura
e 1 % de NaCl, pH 7,0.

3.2.2.2 Meio LB kanamicina (kan)/tetraciclina (tet): meio LB acrescido de 40
ug/mL de tet e 100 ug/mL de kan. As solug¢des de antibidticos foram adicionadas em
meio com agar antes de solidificar (temperatura menor que 60°C). As placas prontas
para uso foram mantidas a 4°C protegidas da luz.

3.2.2.3 Meio LB kan placas: meio LB acrescido de 1,5 % de agar e depois de
autoclavado adicionou-se 100 pg/mL de kan.

3.2.2.4 Meio TB: 1,2 % de triptona, 2,4 % de extrato de levedura, 0,4 % de
glicerol.

3.2.25 TB suplementado (sup/kan): meio TB acrescido de 10 % de
suplemento TB e 50 ng/mL de kan.

3.2.2.6 Meio Minimo (MM): 0,9 % de KH,PO4 anidro, 1,66 % de Na;HPO,
anidro, 0,2 % NH4Cl. O meio foi colocado em garrafas de vidro e autoclavado e,
apos atingir a temperatura ambiente, foi adicionado 0,88 ul/mL de suplemento para

meio minimo e 100 ug/mL de kan.

3.3 CULTURA DE CELULAS

As linhagens de melandcitos murinos imortalizados, melan-a, foram cultivadas
em R-5 e a linhagem melan-a transformada, obtidas em nosso laboratério apds co-
cultivo com células B-1 (Staquicini et al., submetido), em meio R-10.

Todas as culturas celulares foram mantidas em atmosfera umida com 5 % de
COz a 37°C.
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3.4 CULTIVO DA BACTERIA E. coli K91kan

Uma colbnia da cepa E. coli K91kan foi previamente semeada em LB kan
caldo overnight, sob agitagéo rigorosa a 37°C. No dia seguinte, 100 ul da cultura foi
transferida para 10 mL TB sup/kan e incubada a 37°C sob agitagéo rigorosa até a
densidade ética (DO 600nm) atingir 1,5 — 2,2.

3.5 CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DE CELULAS

O congelamento das células foi realizado em meio contendo 90 % de soro
fetal bovino e 10 % de DMSO. As células foram transferidas para tubos conicos de
15 mL (Costar Corp. Cambridge, MA) e centrifugadas a 1500 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em meio de
congelamento. Cada aliquota de 1 mL contendo de 1 a 2 x 10° células foi estocada
por 24 horas a -70°C e posteriormente transferida para nitrogénio liquido.

O descongelamento das células foi efetuado em banho-maria a 37°C,
transferindo-as imediatamente para tubos cénicos de 15 mL e diluindo gota a gota
com 9 mL de meio R-10 ou R-5 de acordo com a linhagem celular. Foram entéo
centrifugadas a 200 x g por 6 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, as células
foram ressuspendidas em 5 mL de meio completo e transferidas para garrafas de

cultura de 25 cm?. Foram depois cultivadas conforme descrito no item 3.3.

3.6 PHAGE DISPLAY
3.6.1 Biblioteca de phage display

A biblioteca de fagos utilizada neste projeto (CX;C) consiste de 7 aminoacidos
aleatdrios dispostos entre duas cisteinas dando origem a um peptideo ciclico. A
biblioteca foi produzida nos laboratérios do Dr. Wadih Arap e Renata Pasqualini (UT-
MD Anderson Cancer Center, USA) e Dr. Erkki Koivunen (Universidade de Helsinki,
Finlandia). Utilizou-se o vetor fUSES e metodologia desenvolvida por George Smith
(Smith and Scott, 1993) com algumas modificagdes para melhor eficiéncia e maior
numero de clones finais (Koivunen et al., 1993; Koivunen et al., 1999; Koivunen et
al., 1999).
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3.6.2 BRASIL - selecdo de fagos especificos para células

melan-a transformadas
A selecao de fagos ligantes de células melan-a transformadas (tumorigénicas)
foi realizada em trés etapas: pré-selecdo, eliminagcdo de fagos ligantes de células

melan-a e selecéo de fagos ligantes em células melan-a transformadas (Figura 2).

3.6.2.1 Pré-selegcdao e selegdao de fagos ligantes de células melan-a
transformadas

Os fagos obtidos da pré-selegédo foram transferidos para outro tubo contendo
células melan-a transformadas (10° fagos para 10° células) em RPMI contendo 2 %
de BSA. Nessa etapa foram removidos os fagos que carregavam peptideos ligantes
de células melan-a e recuperados os fagos que carregavam peptideos ligantes de
células melan-a transformadas. Apos 1 hora de incubagdo em gelo, células e fagos
nao ligados foram separados por centrifugagao (10.000 x g / 10min) sobre dleo
ftalico (dibutil-ftalato:ciclohexano [1:1 v/v]) (Giordano et al., 2001). Apods
centrifugacéo, a fase aquosa - que permaneceu na parte superior do tubo e que
contém os fagos n&o ligados - foi transferida para outro tubo contendo células
melan-a transformadas. Seguiu-se incubagdo em gelo por 2 horas e nova
centrifugacado. Nessa etapa, o botdo de células contendo fagos ligados foi removido
e os fagos recuperados por infecgdo com E. coli K91kan, (Smith and Scott, 1993;
Koivunen et al., 1999) cultivados em meio Luria Bertani (LB) contendo 20 ug/mL de
tetraciclina e crescidos a 37°C por 18 horas. Os fagos secretados para o meio
durante o cultivo foram precipitados utilizando solugdo a 20 % de polietilenoglicol
8000 (PEG) e 23,4 % de NaCl (Smith and Scott, 1993) e recuperados para

sucessivos ciclos de selegédo. Foram realizados trés ciclos de selecéo.

3.6.2.2 Larga Escala

Uma colbnia da cepa E. coli K91kan foi previamente semeada em LB kan
overnight, sob agitac&o rigorosa a 37°C. No dia seguinte, 100 pl desta cultura foi
inoculada em 10 mL TB sup/kan, a 37°C sob agitacao, até a densidade ética (DO
600nm) atingir 1,5 — 2,2. Cerca de 200 nul desta cultura fresca foi infectada com
botdo celular contendo os fagos selecionados. Apés uma hora a temperatura

ambiente, todo este conteudo foi transferido para tubo contendo 10 mL de meio LB
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kan/tet, incubado sob agitacdo overnight a 37°C com o objetivo de aumentar a

quantidade de fagos.

3.6.2.3 Precipitacédo dos fagos

Os fagos foram precipitados e concentrados utilizando polietilenoglicol 8000 e
cloreto de sodio (Smith and Scott, 1993). Apds a infecgcédo das bactérias e incubagéao
por 18 horas a 37°C, sob agitagcdo, a cultura de bactérias infectadas pelos fagos foi
centrifugada a 3600 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo contendo 15 % da solugédo de PEG/NaCl. Apés 2 horas de incubagéo em
gelo, este tubo foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O botao foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e novamente foi adicionado 15 % da solucédo de
PEG/NaCl e incubado por 1 hora em gelo. Apos o periodo de incubagédo, o tubo foi
centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C e o botao foi novamente centrifugado
por mais 10 minutos, garantindo que todo o PEG/NaCl havia sido removido do
botdo. Entdo, o precipitado de fagos foi ressuspendido em 50 pl de PBS estéril e
centrifugado 10.000 x g por 5 minutos para remover todos os contaminantes

bacterianos.

3.6.2.4 Titulagado dos fagos

O titulo de fagos € indicado por unidades de transformacado (TU). Para
titulagdo, estes foram diluidos em LB 1000 vezes (1 pl em 1) e submetidos a uma
diluicdo seriada 1/10 vezes iniciando do tubo 1. Foram utilizados 10 uyl de cada uma
das diluigdes para infectar 200 pl de cultura fresca de E. coli K91kan na fase log (DO
600nm), durante 40 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagao foram
plaqueados 50 pl e 10 pl de cada diluicdo, em triplicata, em placas contendo LB
agar-kan/tet mantidas a 37°C. No dia seguinte, as placas contendo entre 50-200
colonias foram selecionadas para a contagem. Multiplicando o numero de colénias

encontradas pela diluigdo obteve-se o titulo de fagos da solugéo estoque.

3.6.3 Selecao de clones, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Ao final da fase de cada selegdo, os fagos obtidos foram semeados em

placas de LB-agar-kan/tet. As colonias de E. coli infectadas foram selecionadas,
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recuperadas aleatoriamente e cada col6nia foi ressuspendida em 100 pL de PBS por
poco da placa de 96 pogcos com fundo em U. A regidao do DNA contendo o inserto foi
amplificada a partir de 2 pl da amostra por reacédo de PCR (Taq PCR Master Mix —
Qiagen), utilizando-se oligonucleotideos especificos (IDT) (5-
TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCTGATAAACCGATACAATT-3' e 5-
CCCTCATAGTTAGCGTAACGATCT-3’) e termociclador (Personal Eppendorf) por
35 ciclos (desnaturagdo 94°C, 15 segundos; anelamento 60°C, 30 segundos e
extensdo 72°C por 1 minuto). Os produtos de PCR foram sequenciados, analisados
e traduzidos no UT-MD Anderson Cancer Center (Houston, USA) e Instituto Ludwig

de Pesquisa Sobre o Cancer (Sao Paulo, Brasil).

3.6.4 Sequenciamento do inserto para determinacdo do

peptideo apresentado pelo fago

O método utilizado para o sequenciamento dos produtos de PCR foi o
automatico, realizado no aparelho ABI Prism®3100 Genetic Analyzer com o kit
comercial Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems).

Para reacao de sequéncia utilizou-se 0,5 ul do produto de PCR, 1,6 pmol do
oligonucleotideo iniciador especifico (5°-TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCTG
ATAAACCGATACAATT-3'), 1,5 ul do Big Dye Mix, 1 ul de tampdo de
sequenciamento (5 vezes) e completou-se o volume para 10 ul com agua ultrapura.
O programa de termociclagem utilizado foi de 25 ciclos sendo, desnaturagao 96°C,
10 segundos, anelamento 50°C por 5 segundos e extensao 60°C por 4 minutos.

O DNA foi precipitado (15 minutos a 25°C) pela adi¢do de 40 uL de etanol 80
% (Merck) e apos centrifugagao (1 hora, 2.500 x g, 25°C) o material foi lavado com
150 uL de etanol 70 % (Merck) e em seguida centrifugado por 30 minutos, 2.500 x g,
25°C. Antes de serem levadas ao sequenciador as amostras foram ressuspendidas
em 10 uL de formamida HiDi (Applied Biosystem), desnaturadas a 90°C, por 2 a 5

minutos e imediatamente colocadas em gelo por alguns minutos.

3.6.5 Andlise dos peptideos selecionados
Os peptideos traduzidos a partir das sequéncias dos insertos dos fagos
obtidos nas etapas de seleg¢ao foram analisados com relagao a diversos critérios de

distribuicdo, repeticdo e similaridade entre si ou com proteinas conhecidas em banco
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de dados. Uma analise importante € a distribuicdo de tri ou tetra peptideos dentro da
populacdo de peptideos identificados. A comparagao entre a distribuicdo dessas
sequéncias pode fornecer informagdes com relagcédo a distribuicdo e enriquecimento
dos peptideos, auxiliando na selecdo dos melhores candidatos a serem
posteriormente investigados. Essa andlise pode ser ainda associada ao alinhamento
das sequéncias obtidas em busca de peptideos homodlogos (com caracteristicas
semelhantes). Os peptideos selecionados foram analisados quanto ao seu
enriquecimento de motivos pelo programa Clustal W, que realiza o alinhamento e
organizagao dos peptideos por motivos iguais ou semelhantes. Este programa utiliza
como parametro aminoacidos semelhantes por carga, agrupando motivos
hidrofébicos, hidrofilicos e anfipaticos.

Apos a triagem e selegdo dos melhores candidatos, a andlise comparativa
com proteinas conhecidas em banco de dados (National Center for Biotechnology
Information [NCBI] BLAST) auxilia na identificagao do par ligante receptor. Os clones
contendo as sequéncias mais promissoras foram investigados em maior detalhe. Os
peptideos que apresentaram similaridade significativa com proteinas encontradas

em bancos de dados foram validados por ensaio de ligagao.

3.6.6 Ensaio de ligacao

Para validar a interacdo entre possiveis pares peptideo-receptor foram
realizados ensaios de ligagdo em células utilizadas nos processos de selegao inicial.
Nesse ensaio, 10° TU (transforming units) dos fagos a serem testados ou do fago
controle (Fd-tet, sem inserto de peptideo) foram incubados com 10° células melan-a
ou células melan-a transformadas, coletadas por raspagem das garrafas de cultura
(25cm), em RPMI contendo 2 % de BSA (USB), por 2 horas em gelo. Fagos nao
ligados foram separados por centrifugacéo sob fase orgénica (BRASIL) e os fagos
ligados as células foram recuperados por infec¢gdo de E. coli K91kan. Diluicbes em
série foram plaqueadas em meio LB-agar-kan/tet para quantificagdo do numero de
fagos aderidos as células por contagem de colbnias de bactéria apés 16 horas de

incubagao a 37°C.
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3.6.7 Ensaio de internalizacao

A analise da especificidade de ligacdo foi também realizada por ensaio de
imunofluorescéncia. Para tanto, 10° células de melan-a e melan-a transformadas
foram cultivadas por 18 horas em laminulas de vidro contidas em placa de 24 pogos,
com R-10. Apds esse periodo, sitios inespecificos foram bloqueados com RPMI
contendo 30 % de SFB (soro fetal bovino) por 1 hora a 37°C. As células foram ent&o
incubadas com 10° TU dos fagos em estudo por 12 horas a 37°C. Apds sucessivas
lavagens com tampao glicina e posteriormente PBS, células e fagos ligados foram
fixados com PBS contendo 4 % de paraformaldeido por 5 minutos em temperatura
ambiente. Apos a fixagao, as laminulas foram lavadas com PBS. Posteriormente as
células foram permeabilizadas com 0,2 % de Triton X-100 por 5 minutos, lavadas
com PBS e bloqueadas com PBS contendo 1 % de BSA (USB) por 2 horas a
temperatura ambiente.

As amostras foram entdo submetidas a incubagdo com anticorpo primario
policlonal antibacteriéfago (SIGMA) por 2 horas a temperatura ambiente e lavadas 5
vezes com PBS contendo 1 % de BSA (USB). As células foram incubadas por 1 hora
com anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a Alexa Fluor 488 (1:500) e
fixadas com PBS contendo 4 % de paraformaldeido. A detecgdo de imagens foi feita

por microscopio confocal (LSM510, Carl Zeiss).

3.7 RT-PCR PARA DETECCAO DE mRNA ESPECIFICOS PARA
PERLECAM, SINDECAM-4 E VERSICAM
3.7.1 Extracao de RNA total

O RNA total das linhagens melan-a e melan-a transformadas foi extraido por
Trizol® (Invitrogen), de acordo com protocolo sugerido pelo fabricante. Para
extragado, as células aderidas foram cultivadas até atingirem subconfluéncia, lavadas
em PBS, removidas da placa de cultura com solucéo de tripsina, lavadas em meio R-
10 e mais uma vez em PBS. Ao final das lavagens, as células foram ressuspendidas
e homogeneizadas em 0,5 mL de Trizol®. Para permitir a completa dissociagdo dos
complexos nucleo-protéicos, as amostras homogeneizadas foram mantidas a
temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados 100 pl de cloroférmio, os
tubos agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados a temperatura ambiente

por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g, durante 15 minutos, a
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4°C, separando a solugao em trés fases distintas — a fase superior aquosa, contendo
o RNA, foi transferida para tubos novos. O RNA foi precipitado com 250 ul de
isopropanol durante 10 minutos a temperatura ambiente, e em seguida, os tubos
foram centrifugados a 12000 x g, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 75 %, e centrifugado a 7500
X g, durante 5 minutos, a 4°C. Os tubos ficaram abertos a temperatura ambiente até
que todo o etanol evaporasse. O RNA foi entdo ressuspendido em agua MilliQ
tratada com DEPC estéril (dgua DEPC) e imediatamente congelado a - 80°C.

Para a quantificacdo do RNA extraido, 5 ul da suspensao foram diluidos em 1
mL de agua destilada e a concentracdo determinada em espectrofotdmetro pela
leitura da densidade Optica (DO) em comprimento de onda de 260 nm, obedecendo
a propor¢cao de 40 pg de RNA/ por absorbancia de 1 (Sambrook et al., 1989).
Também foram efetuadas medidas a 280 nm para avaliar a pureza do RNA. A
relacdo dos valores obtidos a 260 e 280 nm (razdo 260/280) deveria estar em torno
de 1,9 para que o material fosse considerado puro o bastante para analise. Caso
este valor ndo fosse atingido, o material era descartado e procedia-se nova extragéo
de RNA.

A integridade do RNA total extraido das diferentes linhagens celulares foi
analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5 %, preparado em tampéo fosfato
de sodio 10 mM, contendo 16 % de formaldeido. Para 50 mL de gel, 0,75 g de
agarose foi acrescentado a 41,5 mL de agua DEPC e 0,5 de tampao fosfato 1 M pH
7,5. Esta solugcdo foi aquecida até que toda a agarose se dissolvesse. Apds
acrescentar 8 mL de formaldeido, a solugao foi colocada no suporte e mantida a
temperatura ambiente durante 1 hora. Utilizou-se 5 ug de RNA total de cada
amostra, adicionados a 3 vezes o volume do RNA de tampao de amostra e 1 ul de
brometo de etidio 1 mg/mL. As amostras foram desnaturadas a 65°C por 5 minutos,
esfriadas em gelo e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada em
tampao fosfato de sédio 0,01 M a 60 volts por 2 horas. A cada 20 minutos o tampao
era circulado para equilibrar o pH. O gel foi visualizado em transluminador de luz

ultravioleta e a imagem digitalizada.

41



3.7.2 Sintese da fita de DNA complementar (cDNA) -

Transcricdo reversa e reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Para excluir a possibilidade de contaminagédo por DNA gendmico, 4 ug de
RNA total foram tratados com a enzima DNase |, Amp Grade (Invitrogen) seguindo
as instrugdes do fabricante. O volume da solugdo de RNA foi ajustado para 21 pl
com agua DEPC. Foram acrescentadas 1U da enzima DNase | e 20U do inibidor de
ribonuclease, RNaseOut (Invitrogen) em uma solugao contendo 20 mM Tris-HCI (pH
8,4), 50 mM KCI, 2 mM MgClI; e incubados a tempertura ambiente por 15 minutos. A
enzima foi inativada pela adigdo de 1 yl de EDTA 25 mM (pH 8,0), seguida de
incubacgao a 65°C por 10 minutos.

Aproximadamente 1 ug do RNA total tratado com DNasel (6,25 ul) foi
incubado a 65°C por 5 minutos em solugdo contendo 500 ng de Oligo(dT)12-18
Primer (Invitrogen) e 1,56 mM dNTP Mix em um volume de 6,5 ul, e imediatamente
em gelo por 2 minutos. Apds 2 minutos foram acrescentados 7 yl de uma solugéo
contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl,, 5 mM de
DTT, 40U de Rnase Out (Invitrogen) e 200U da transcriptase reversa Superscript™
[l (Invitrogen) e a reacé&o realizada a temperatura de 25°C por 5 minutos, seguidos
de 60 minutos a 50°C e mais 60 minutos a 55°C, finalizando com 70°C por 15
minutos. Os cDNAs foram estocados a -20°C.

Para a verificagcdo da sintese e integridade da primeira fita do cDNA, o
produto sintetizado por RT-PCR foi amplificado com oligonucleotideos especificos
para o gene da enzima gliceraldeido-3’-fosfato desidrogenase (GAPDH). Nesta
reacao adicionou-se 1 uL do cDNA sintetizado, tampao contendo 75 mM de Tris—HCI
(pH 9.0), 2 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 20 mM de (NH4)2SO4, 0,36 mM de dNTP
Mix (0,36 mM de cada nucleotideo), 0,36 mM de cada oligonucleotideo (GAPDH
Foward e GAPDH Revese), e 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas). A reacao foi
realizada com uma desnaturagdo a 94°C por 5 minutos; seguida de 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e extensao de
72°C por 10 minutos. As amostras de RNA total, antes e depois de serem tratadas
com DNasel, também foram submetidas a esta reagao para descartar a hipotese da
amplificagdo do gene ser decorrente de uma contaminagéo por DNA gendémico. Este
controle sempre era feito quando se utilizava um cDNA pela primeira vez e quando

nova aliquota do mesmo era feita a partir do estoque. Além deste, em todas as
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PCRs foram realizadas reagdes sem a adicdo de cDNA para garantir que os
reagentes utilizados estavam livres de contaminagao.

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1 %
preparado em tampao TBE. A corrida eletroforética foi realizada a 100 volts por 45
minutos em tampéao TBE. A visualizagao do gel foi realizada em transluminador de

luz ultravioleta e a imagem digitalizada.

3.7.3 RT-PCR semiquantitativo

Diversas diluigdes foram utilizadas para a amplificagédo do gene de perlecam,
sindecam-4, versicam e GAPDH (controle da reagéo). As reacbes foram realizadas
em volume final de 25 pL, utilizando-se 1 uL de cDNA, tampao contendo 75 mM Tris-
HCI (pH 9,0), 2 mM MgCl,, 50 mM KCI, 20 mM (NH4)2S0O4, 0,36 mM dNTP Mix, 0,36
uM de cada oligonucleotideo: perlecam (forward: 5'-
GCCCGTGCACGCTGAGATTGA-3"; reverse: 5-GGGGCAGACCCTGGATCTAAG-
3", sindecam-4 (forward: 5-TGCTGCTCCTCGGAGGCTTC-3’; reverse:
5CCTTGGGCTCTGAGGGGACA-3’),  versicam  (forward:5-CAAACCCATGCC
TCAACGGAGG-3'; reverse:5CCTTCAGCAGCATCCCATGTGCGT-3") e GAPDH
(forward: 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’; reverse: 5-TCCACCACCCTGTTGC
TGTA-3’) e 1 U de DNA polimerase. Para analise semiquantitativa da expresséo de
perlecam, sindecam-4 e versicam foram realizadas trés reacdes para cada amostra,
utilizando cDNA em diferentes dilui¢des. Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1 %. O gel foi visualizado em transluminador de luz
ultravioleta e a imagem digitalizada.

A intensidade das bandas foi quantificada através do programa ImagedJ 1.38b
(Wayne Rasband, National Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Os
resultados foram normalizados pela relacdo dos valores obtidos na amplificagao dos
dois genes (razdo da expressdao de perlecam/GAPDH, sindecam-4/GAPDH e
versicam/GAPDH).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Analise estatistica foi realizada pelo Student’s t-test.
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO DE MOLECULAS DIFERENCIALMENTE
EXPRESSAS EM CELULAS MELAN-A E MELAN-A TRANSFORMA-
DAS

Com o objetivo de identificar modificacbes na expressao de moléculas em
células melan-a ap6s contato com linfécitos B-1 (melan-a transformadas) -
potencialmente envolvidas na interagdo entre células e nas mudangas fenotipicas
observadas no melanoma, foi adotada a metodologia de phage display de peptideos.

O método BRASIL (Biopanning and rapid analysis of selective interactive
ligands - Giordano et al., 2001), permite que proteinas diferencialmente expressas
em nosso sistema celular sejam identificadas, além de predizer os possiveis
receptores presentes em células melan-a transformadas. Na Figura 2, foram
esquematicamente representadas as principais etapas adotadas para a selecdo de
fagos carregadores de peptideos que se ligam especificamente a células melan-a
transformadas. Resumidamente, uma biblioteca de bacteriéfagos que expressam
peptideos compostos de 7 aminoacidos aleatérios flanqueados por duas cisteinas
(CX7C) foi previamente incubada com células melan-a, a fim de eliminar os fagos
ligantes dessas células. Nessa etapa, bacteridfagos ligados a células melan-a foram
eliminados por centrifugacdo em fase organica. Bacteriéfagos remanescentes na
fase aquosa foram recuperados e incubados com células melan-a transformadas.
Nessa segunda etapa foram recuperados os bacteri6fagos ligados a essas células,
enriguecidos de peptideos especificos.

Apés 3 etapas de selecdo, observa-se enriquecimento expressivo de fagos

especificos para células melan-a transformadas (Figura 3).
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Figura 3: Selecdo de fagos especificos para células melan-a transformadas. A biblioteca de
fagos CX;C foi previamente incubada com células melan-a e os fagos nado ligados foram
recuperados e entdo incubados com células melan-a transformadas. Fagos ligados a células
transformadas foram recuperados por infeccéo utilizando a bactéria E. coli K91kan, purificados e
submetidos ao mesmo procedimento, sendo somadas trés etapas de selecdo. Observa-se
enriguecimento de fagos especificos para células melan-a transformadas a cada etapa de selecao.
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4.2 SELECAO DE FAGOS, PCR E SEQUENCIAMENTO DO
INSERTO PARA DETERMINACAO DO PEPTIDEO APRESENTADO
PELO FAGO

Ao final da fase de selecdo dos fagos ligantes de células melan-a
transformadas, col6nias de E. coli infectadas com fagos, foram obtidas por selecéo
aleatoria. A regido do DNA contendo o inserto foi amplificada pela reacdo em cadeia
polimerase (PCR). Os produtos de PCR foram sequenciados, analisados e

traduzidos no MD Anderson Cancer Center.
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Figura 4: Andlise eletroforética em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio.
Coluna 1 - marcador de massa molecular low DNA mass ladder (Invitrogen). Colunas 2 a 10,
referem-se a amostras aleatdrias dos insertos dos fagos selecionados (em torno de 300 pb).

4.3 ANALISE DOS PEPTIDEOS SELECIONADOS

Os fagos obtidos nas etapas de selecdo anteriores foram analisados com
relacdo a diversos critérios de distribuicdo, repeticdo e similaridade entre si ou com
proteinas conhecidas em banco de dados. Uma analise importante € a distribuicéo
de tri ou tetra peptideos dentro da populacdo de peptideos identificados. A
comparacao entre a distribuicdo dessas sequéncias fornece informacdes com
relacdo a distribuicdo e enriquecimento dos peptideos, auxiliando na selecdo dos
melhores candidatos a serem investigados. Essa andlise foi ainda associada ao
alinhamento das seqiiéncias obtidas em busca de peptideos homdlogos. Apds a
triagem e selecdo dos melhores candidatos, foi realizada analise comparativa com

proteinas conhecidas em banco de dados (BLAST — basic local alignment search
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tool) auxiliando na identificacdo do receptor. Os fagos contendo as sequéncias mais
promissoras foram investigados em maior detalhe. Os peptideos que apresentaram
similaridade significativa com proteinas encontradas em bancos de dados foram
validados por ensaio de ligacdo. Foram obtidos varios motivos de repeticao, dentre

esses, 0s trés primeiros apresentados na tabela 3, os de escolha.

Tabela 3: Sequéncias de maior frequéncia encontradas nas etapas 2 e 3 de

selecéao.

Sequéncias 2° Ciclo 3° Ciclo

GVV 0 (0.0 %) 5 (6.17 %)
GAR 1 (1.16 %) 4 (4.94 %)
AAL 0 (0.0 %) 3 (3.70 %)
AGG 4 3 (3.70 %)
ARS 1 3 (3.70 %)
GAl 0 3 (3.70 %)
GGR 3 3 (3.70 %)
GGV 2 3 (3.70 %)
GLR 1 3 (3.70 %)

48



4.4 ANALISE DA AFINIDADE E ESPECIFICIDADE DOS FAGOS
SELECIONADOS

Ensaio de ligacdo com os fagos carregando as sequéncias de maior repeticao
revelou que grande parte dos fagos selecionados se liga com maior freqiéncia a
células melan-a transformadas (Figura 5).

A analise por BLAST (basic local alignment search tool) das sequéncias de
repeticdo de maior frequéncia revelou uma série de proteinas possivelmente
envolvidas na caracterizagéo diferencial de moléculas presentes em células melan-a
e melan-a transformadas. Foi selecionada para posterior andlise a sequéncia
peptidica CRAGQVRSC que apresenta homologia com perlecam, molécula
expressa por células de melanoma altamente metastaticas. Além da andlise de
proteinas em bancos de dados, consideramos a frequéncia de repeticdo das
sequéncias e proteinas de interesse para o estudo.

Andlises demonstraram que foram obtidos varios peptideos com homologia
ao perlecam, um proteoglicano heparam sulfato, indicando participacdo efetiva
dessa proteina em nosso sistema. Seis fagos carregadores de diferentes sequéncias
peptidicas, localizadas em diferentes dominios da proteina, foram testados sendo
que 3 (F5, F6 e D4) apresentaram maior ligacdo a células melan-a e os outros (F2,
D5 e B2) apresentaram maior ligacdo a células melan-a transformadas.

A especificidade de interacdo dos fagos selecionados foi testada
considerando que o receptor/fago por ele mimetizado poderia ser uma molécula de
perlecam heparam sulfato. Esse proteoglicano caracteriza-se por sua capacidade de
promover aumento metastatico, uma vez que esta envolvido no controle do
crescimento celular e estruturagédo de matriz (Adatia et al., 1997). A capacidade de
internalizacdo dos fagos pelo receptor de células melan-a transformadas demonstra
maior afinidade e especificidade pela sequiéncia peptidica expressa pelo fago D5.
Resultados com o fago F2 também sao apresentados. O mesmo ensaio foi realizado
utilizando células melan-a, e ndo houve internalizagdo dos fagos selecionados pelo
receptor destas células (dados ndo mostrados). Essas andlises foram realizadas por

imunofluorescéncia (Figura 6).
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Figura 5: Ensaio de ligacdo. Fagos ligados as células melan-a e melan-a transformadas foram
comparados. Fago sem inserto de peptideo (Fd-tet) foi utilizado como controle. O ensaio de
ligacdo foi realizado trés vezes com resultados similares. F2, F6, F5, D5, D4, B2: fagos
selecionados.
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Figura 6: Ensaio de internalizag&o. Células melan-a transformadas foram incubadas com 10°
TU de cada fago selecionado por 12 horas. Apoés incubacgdo, os fagos internalizados foram
detectados com anticorpo primario policlonal anti-bacteri6fago e com anticorpo secundario anti-
IgG de coelho conjugado a Alexa Fluor 488. Coluna a esquerda: fagos internalizados
fluorescentes. Coluna central: indica imagens de contraste de fase (DIC). A direita, imagens
sobrepostas. Fd-tet: fagos sem inserto foram usados como controle negativo; D5: fago D5
internalizado por células melan-a transformadas; F2: fago F2 internalizado por células melan-a

transformadas. Aumento 400X.
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4.5 EXPRESSAO DE PROTEOGLICANOS POR CELULAS
MELAN-A E MELAN-A TRANSFORMADAS

A heterogeneidade de proteoglicanos (PG)s contribui para sua diversidade
funcional. Muitas funcbes dependem da sua habilidade de ligar e modular a
atividade de componentes da matriz extracelular (MEC). A capacidade de PGs se
ligarem e modularem com outras moléculas, como fatores de crescimento, é
determinada pelas cadeias de glicosaminoglicanos (GAG). Tumorigénese esta
associada, entre outros fatores, as mudangas na sintese de PGs. PGs de heparam
sulfato (HS) estdo envolvidos em diversos aspectos da biologia do cancer incluindo
progressdo tumoral, angiogénese e metastase, podendo tanto promover como
suprimir atividades tumorais (Fjeldstad et al., 2005).

AlteracBes na expressdo ou funcdo de moléculas como integrinas, CD44,
caderinas e proteoglicanos de superficie celular tém sido documentadas na
progressdo de melanoma primario (Bogenrieder and Herlyn, 2002). Uma vez que
diversos proteoglicanos estdo envolvidos em mecanismos moleculares de
disseminacéo tumoral e para melhor caracterizar as alteragbes que ocorrem durante
a transformacdo do melandcito, analisamos a expressao do core protéico de trés
proteoglicanos (perlecam, versicam e sindecam) por RT-PCR semiquantitativo
(Figura 7).

O aumento da expressao de perlecam por células melan-a transformadas foi
investigado considerando que o ligante mimetizado pelo fago selecionado poderia
estar envolvido no processo tumoral. Como demonstrado na Figura 7A, células
melan-a transformadas tém expressdo aumentada de perlecam comparado a células
melan-a. Outras moléculas envolvidas foram estudadas. Perlecam e versicam
(Figura 7A e 7B), mas néo sindecam-4 (Figura 7C) apresentaram a expressao do

core protéico alterado.
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Figura 7: Expressao de perlecam, versicam e sindecam-4. cDNA foi obtido por RT e apds
diluicdo amplificado por PCR semiquantitativo para perlecam (A), versicam (B) e sindecam-4
(C), com os produtos resultantes visualizados em gel de agarose. A intensidade de marcacao
com brometo de etidio foi analisada para cada gene e por um controle interno (GAPDH).
NUmeros no eixo y representam a raz@o entre a expresssao do core protéico/GAPDH para
cada tipo celular, determinado por quatro diferentes diluicdes de cDNA. Produtos amplificados
da diluicdo inicial de cDNA foram descritos abaixo de cada painel para perlecam (1:2,5),
versicam (1:2,5) e sindecam-4 (1:5) e GAPDH (mesma diluicdo que o respectivo core
protéico). ma, melan-a; mt, melan-a transformada. Student’s t test foi usado para analise
estatistica.
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5. DISCUSSAO

Apesar dos significativos avangos obtidos nos ultimos anos em estudos
experimentais e clinicos, a biologia do melanoma permanece pouco esclarecida.
Cada nova informacgao, portanto, representa importante passo para a elucidagao e
tratamento da doenca. Crescentes esforcos sdo concentrados na identificacido de
marcadores tumorais importantes para diagnéstico e desenvolvimento de novos
protocolos terapéuticos.

O progresso em biologia do melanoma foi feito em diversas areas, tanto pelo
estudo de oncogenes e genes de supressao tumoral quanto a matriz extracelular
(Herlyn et al., 2002). Admite-se que durante a progressao tumoral, células adquirem
aumento na capacidade de migragao e proliferacédo e regridem a um fenétipo menos
diferenciado. Em melanoma, esse processo € caracterizado pela expressao ou
repressao, em diferentes periodos, de diversas moléculas (Domenzain et al., 2003).

Com o avango das técnicas em biologia molecular veio a identificacao de
marcadores de melanoma, os quais podem ser usados clinicamente para a
otimizacdo de diagndstico e detecgdo de metastases. Muitos marcadores para
melanoma tém sido identificados, permitindo diferenciar células tumorais de baixo e
alto potencial metastatico (Bottoni et al., 2003).

George Smith foi o primeiro a demonstrar que fagos filamentosos poderiam
ser utilizados para apresentar peptideos antigénicos fundidos a proteina plll do
capsideo viral (Smith, 1985). Fagos que apresentam peptideos poderiam ser imuno-
capturados pelo respectivo anti-soro dirigido contra o antigeno contendo os
peptideos presentes na superficie do capsideo viral. Assim surgiu o conceito de
“Peptide Phage Display”, inicialmente empregado para caracterizagdo de epitopos
de anticorpos monoclonais e policlonais (Smith, 1985). Desde entéo, bibliotecas de
phage display tém sido amplamente utilizadas na identificacdo de peptideos ligantes
a qualquer alvo bioldgico, tais como anticorpos, receptores, enzimas, moléculas de
adeséo, entre outras.

Phage display de peptideos consiste em uma colegéo de bilhdes de peptideos
apresentados na superficie de bacteriofagos que podem ser utilizados para
identificar ligantes a qualquer molécula de interesse. Essa colegcdo de peptideos
pode ainda ser utilizada na busca de moléculas diferencialmente expressas, como

por exemplo, sub-linhagens celulares com diferentes potenciais metastaticos
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originarias de uma mesma linhagem celular. Além de permitir a identificagdo de
novos alvos terapéuticos, essa metodologia fornece ainda informagdes importantes
relativas a atividade biologica dos alvos identificados e seus receptores. Os dados
obtidos podem ser rapidamente levados a clinica, como alvos terapéuticos (Mintz et
al., 2003), agentes carregadores de drogas (Arap et al., 1998), vetores para terapia
génica (Trepel et al., 2000; Mdller et al., 2003) entre outras.

Dentre as metodologias que poderiam ser utilizadas em nosso sistema, phage
display de peptideos destaca-se por permitir ndo apenas a identificacdo de
proteinas, mas também por fornecer informagdes importantes referentes a sua
atividade biologica. Varias sé&o as possiveis aplicagdes dessa metodologia como, por
exemplo, peptideos identificados apresentarem atividade biologica relacionada com
a natureza da molécula em estudo. No caso de enzimas, o peptideo imita o
substrato e liga-se ao sitio alvo inibindo sua atividade (Koivunen et al., 1999; Cloutier
et al., 2002), ou no caso de receptores de superficie, o peptideo se assemelha a
uma proteina ligante do receptor competindo por sua ligagdo (Koivunen et al.,
1993).

A selecao de peptideos pode ser feita de diversas formas com resultados
finais significativamente distintos. Biopanning com moléculas imobilizadas em
plastico ou particulas inertes € recomendado para anticorpos, uma vez que esses
podem ser purificados de soro e facilmente manipulados sem perda significativa de
atividade (Mintz et al., 2003). Outro processo de selegdo amplamente utilizado é
aquele realizado diretamente na superficie da célula. Nesse sentido, foi
desenvolvido um método que consiste na separacédo de células e fagos utilizando
uma unica centrifugacdo. Esse processo foi chamado de BRASIL (Biopanning and
Rapid Analysis of Selective Interactive Ligands) desenvolvido por Giordano e
colaboradores (Giordano et al., 2001), que demonstraram que células contendo
fagos ligados a sua superficie podem ser separadas de fagos n&o ligados através de
passagem por fase organica enquanto os nao ligados permanecem na fase aquosa.
Os peptideos identificados por essa metodologia tém sido empregados no desenho
racional de farmacos, terapia direcionada, terapias génicas, producdo de vacina,
melhores métodos de diagndstico, entre outras aplicagoes.

A identificacdo de moléculas que poderiam participar de alteracdes
fenotipicas entre as células, induzidas apds contato com linfocitos B-1, foi abordada

pela metodologia de phage display. Em nosso sistema, a selecdo de peptideos
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ligantes de moléculas expressas preferencialmente na linhagem de melanoma apds
contato com linfécitos B-1, melan-a transformadas, foi feita em duas etapas,
utiizando a metodologia BRASIL (Giordano et al., 2001). Primeiramente, células
melan-a foram utilizadas em uma etapa de pré-selecdo de fagos ligantes dessa
linhagem celular. Fagos ligados a células melan-a foram descartados e aqueles nao
ligados foram utilizados em uma segunda etapa de selegcdo. Na segunda fase da
selecéo, fagos que nao se ligaram a primeira linhagem celular foram incubados com
células melan-a transformadas, sendo nesse caso recuperados apenas aqueles
ligados as células. Foram obtidos por essa metodologia fagos carregadores de
peptideos ligantes de proteinas superexpressas ou exclusivamente expressas por
células melan-a transformadas (Figura 3).

Nesse sentido, a busca por moléculas responsaveis pelo potencial
metastatico de células melan-a transformadas e possivelmente envolvidas entre
células e matriz extracelular, nos levou a varias moléculas prontamente
identificadas, estando entre elas o proteoglicano heparam sulfato - perlecam,
intensamente investigada por varios grupos de pesquisadores em todo o mundo e
considerada como marcador de progressao tumoral (Cohen et al., 1994; lozzo et al.,
1994). Como demonstrado posteriormente, células melan-a transformadas
apresentam aumento na expressao de perlecam, verificado pelo método de RT-PCR
semiquantitativo (Figura 7A).

Os proteoglicanos heparam sulfato sao fatores-chaves em muitas interagoes
entre as células e seu ambiente. Durante a disseminacédo de células tumorais essa
relacdo €& modulada, aumentando a desorganizagdo da membrana basal. A
presencga de proteoglicanos heparam sulfato na membrana basal indica que cadeias
glicosaminoglicanas sulfatadas sao degradadas mais rapidamente por células com
alto potencial metastatico, em um processo mediado por endoglucuronidase ou
heparanase, reforgando a importancia funcional das cadeias de heparam sulfato na
invasao tumoral.

O core protéico de perlecam é capaz de interagir com componentes da matriz
extracelular influenciando o comportamento na adesao celular. Perlecam parece
estar diretamente envolvido no crescimento e invasdo de células tumorais in vivo
pela sua habilidade em capturar e armazenar fatores angiogénicos, como bFGF.
Estudos de proteoglicanos em células de melanoma humano tém mostrado que a

superexpressao de proteoglicanos heparam sulfato € um marcador de fendétipo mais
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agressivo. Mais ainda, perlecam isolado de tumores EHS estimulam invasdo de
células de melanoma em ensaio in vitro. O crescimento de células endoteliais
malignas, mas n&o de células transformadas, em membranas basais reconstituidas
€ severamente suprimida quando perlecam € degradado (lozzo et al., 1994).

Baseado nesses dados, perlecam foi rapidamente considerado como alvo
para nosso estudo. Ha cada vez mais evidéncias para o envolvimento de perlecam
em progressao e vascularizagdo tumoral (lozzo, 1998; lozzo et al., 1996). Um tema
comum emergente de evidéncias experimentais € que o comportamento agressivo
coincide com a sintese e secregcao desse potente estimulante angiogénico (Aviezer
et al., 1994; Aviezer et al., 1997). Além disso, perlecam ¢é sintetizado tanto por
células do estroma, quanto tumorigénicas (Sharma et al., 1998). Assim, o
crescimento de células neoplasicas e estromais poderia se beneficiar da alta e
constante producido de suplementos nas cadeias de heparam sulfato e motifs de
adesao a célula no core protéico de perlecam (Benitz et al., 1990), como também
facilitando a ligagdo de FGF-2 e estimulo mitogénico dessas ceélulas (Forsten et al.,
1997).

A expressao do gene de perlecam confere ndo somente vantagens de
crescimento, mas € um componente essencial para processos altamente complexos
e multifatoriais que levam a angiogénese. Nao surpreende que agentes como fator
de necrose tumoral o e fator de necrose tumoral 3, ambos antiangiogénicos, s&o
também potentes inibidores da expresséo génica de perlecam. Consequentemente,
terapias focadas em eliminar a expressdo de perlecam podem ser benéficas e
melhorar potencialmente o tratamento de cancer (Sharma et al., 1998).

PGs também estao envolvidos na transformagao neoplasica de diversos tipos
celulares. HS e CS tém sido particularmente implicados na formagdo tumoral,
incluindo melanoma, devido a essa capacidade de ligar e modular um grande
numero de moléculas que sado importantes para o desenvolvimento tumoral, como
fator de crescimento basico de fibroblasto e fator de crescimento endotelial vascular
(Sasisekharan et al., 2002; Liu et al., 2002).

A expressao do core protéico de outros PGs foram determinadas por RT-PCR
semiquantitativo. Como mostra a Figura 7, os niveis de perlecam aumentam apds a
transformacao, os niveis de versicam diminuem e os niveis de sindecam-4 nao se
alteram. Dentre os PGs de matriz extracelular, perlecam parece promover a

progressédo tumoral (Sharma et al.,, 1998, Timar et al., 2002). Perlecam
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aparentemente sustenta o crescimento e invasdo de células tumorais através da
habilidade de fatores angiogénicos armazenados (lozzo et al., 1994).

Considerando que as sequéncias peptidicas selecionadas ligam-se a
moléculas presentes em células melan-a transformadas e que podem, portanto,
fornecer informagdes importantes na identificacdo de moléculas de adesao,
migracao e proliferacdo presentes na interagcdo entre as células, foi investigada
também a expressdo de sindecam-4 e versicam (Figura 7B e 7C). O fato de
proteoglicanos interferirem no potencial metastatico fortalece a hipotese da
expressao por células melan-a transformadas e ainda indica sua participacdo como
uma das moléculas efetoras no processo tumoral.

Sindecam & um proteoglicano ligado a membrana que contém um grande
dominio extracelular com cadeias de glicosaminoglicanos heparam sulfato ligados.
Esse proteoglicano possui um conservado domino transmembrana € um dominio
citoplasmatico pequeno que varia conforme o tipo de sindecam (Sasisekharan et al.,
2002; Tumova et al., 2000a; Tumova et al., 2000). Existem 4 tipos de sindecans ja
descritos em vertebrados: sindecam-1, sindecam-2 (fibroglicam), sindecam-3 (N-
sindecam) e sindecam-4. Sindecam-4 ao contrario dos outros sindecans é encontrado
em muitos tipos celulares e € o unico que se localiza em um sitio especializado em
adeséo célula-matriz conhecido como adeséao focal. Adeséao focal € um complexo de
membrana especializado em que integrinas e PGHSs cooperam para conectar matriz
extracelular e citoesqueleto (Tumova et al., 2000a; Tumova et al., 2000). Sindecam é
um proteoglicano presente na superficie celular, participa em processos de adesao
celular, invasdo e metastase. Componentes de MEC ligam ao sindecam, incluindo
colageno, fibronectina e varios fatores de crescimento (como bFGF, VEGF, fator de
crescimento de queratindcito, entre outros) via cadeias de heparam sulfato. As
cadeias de HS de sindecam também atuam como sitio de armazenamento para
citocinas e promovem ligagcdo de fatores de crescimento em receptores (Reiland et
al., 2004; Tumova et al., 2000a; Tumova et al., 2000).

Versicam €& um grande proteoglicano de condroitin sulfato produzido em
diversos tipos celulares e tumorais, incluindo melanoma. A presenga de versicam na
matriz extracelular tem papel fundamental no crescimento celular tumoral, adeséo e
migragdo, os quais podem ser alterados pela razdo entre isoformas de versicam
(Serra et al., 2005). Foi inicialmente descrito em fibroblasto fetal humano, e, em

humanos adultos tem sido encontrado no tecido conjuntivo e freqlientemente
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associado a rede de fibras elasticas, musculo liso, cartilagem, sistema nervoso
central e periférico, e em paredes de vasos e artérias elasticas. Na pele de adultos
normais, versicam parece estar localizado na camada basal da epiderme, como
também na camada reticular e papilar da derme (Touab et al., 2002). Versicam € um
proteoglicano produzido por diversos tipos celulares tumorais, incluindo melanoma,
também presente na MEC. Quantidades aumentadas de versicam na MEC
contribuem para crescimento celular, adesdo e migragcdo tumoral (Touab et al.,
2002). Ha poucos relatos sobre melanoma e versicam numa correlagdo positiva
entre aumento do seu nivel e fendétipo tumorigénico. Entretanto, ha evidéncias de um
possivel papel duplo de versicam, atuando como inibidor de crescimento tumoral e
indutor de metastase (Serra et al.,, 2002; Serra et al., 2005). Mais ainda, numa
linhagem celular canina (CML-10c2), que ndo expressa versicam, descrita por Serra
et al. (2004), foi demonstrado que o aumento da expressdo de versicam nao é
caracteristica comum de todas as linhagens celulares tumorigénicas, e, talvez, nem
de todos melanomas.

Muitos achados correlacionando a expressao de proteoglicanos e melanoma
foram obtidos de melanoma canino ou humano em diferentes estagios de
progressao, e, todos os modelos experimentais de transformagdo melanocitica
empregavam agentes quimico ou carcinogénico e manipulagédo genética para avaliar
a progressdo dessa doenga. Nesse trabalho, ndés mostramos o perfil de
proteoglicanos num modelo in vitro, previamente obtido em nosso laboratério, no
qual a linhagem celular ndo-tumorigénica, melan-a, co-cultivada com células B-1
resultou um fendtipo tumorigénico. Além disso, essa linhagem melan-a transformada
expressa um perfil anormal de proteoglicanos quando comparado a linhagem celular
nao-transformada. Usando a metodologia de phage display definimos que perlecam
€ diferencialmente expresso nas células melan-a transformadas. Nossos resultados
sugerem que a quantidade de perlecam presente nas células transformadas é maior
que nas células normais, o que foi confirmado posteriormente por RT-PCR
semiquantitativo. Esses achados ndo sao suficientes, por si proprios, para
considerar a expressao de perlecam como um marcador para malignidade, mas
essa caracteristica adiciona um perfil mais completo para essa condigéo.

Nosso trabalho mostra que niveis de sindecam-4 foram similares em ambas as
linhagens celulares estudadas. Sindecam-4 ao contrario dos outros sindecans é

encontrado em muitos tipos celulares e € o unico que se localiza em um sitio
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especializado em adeséao célula-matriz conhecido como adesao focal (Tumova et al.,
2000a; Tumova et al., 2000).

Surpreendentemente, os niveis de versicam observados nas células melan-a
transformadas € menor em comparagdao as nao-transformadas. Relatos sobre
expressao de versicam em melanoma sao escassos e um papel duplo dessa
molécula €& possivelmente sugerido. Aumento da expressdao de versicam reduz
crescimento tumoral por alterar capacidade apoptética e proliferativa das células
tumorais. O aumento de versicam induz também, alta producéo de acido hialurénico
pelas células do estroma e inflamatdrias, aumentando a migragao celular (Serra et
al., 2006). Nosso trabalho suporta a idéia que a expressao de versicam pode
também atuar como inibidor, visto que sua expressdo é menor na linhagem celular
transformada.

Células de melanoma variam no grau de pigmentagado, morfologia celular e
crescimento. Isto sugere que a heterogeneidade do melanoma reflete numa
correspondente diversidade em fendtipos celulares normais que sofrem
diferenciagdo melanocitica (Domenzain et al., 2003). Assim, n&do todos os
melandcitos transformados poderiam apresentar o mesmo perfil de expressao
génica, o que poderia explicar diferencas entre nossos achados e de outros
trabalhos.

Em nosso modelo, a expressao de perlecam é significativamente aumentada
apo6s transformacao (Figura 7A). Em paralelo, ha diminuicdo da expressdo de
versicam na linhagen de melanoma, e niveis inalterados da expressao de sindecam-
4 em ambas as linhagens (Figura 7B e 7C, respectivamente). Esses dados
corroboram com o demonstrado no trabalho desenvolvido por Oba-Shinjo et al.,
2006, utilizando a mesma célula, melan-a, e outras linhagens tumorais derivadas
dessa através de ciclos de bloqueio de adesao ao substrato, ao invés de co-cultivo
com linfécitos B-1. Essa observagcao suporta a idéia de que o perfil de expressao
génica pode corresponder ao fendtipo do melanécito de origem. Essa
heterogeneidade em melanomas associados com a escassa literatura sobre
versicam desafia o uso desse proteoglicano como um marcador tumoral e sugere
que versicam poderia ser usado como indicador de melanoma, mas em associagao
com outros marcadores, 0 que tornaria o diagndstico clinico mais confiavel.

Nosso modelo de carcinogénese melanocitica permite a identificagdo de

alteragdes moleculares que precedem a transformacdo maligna. A expressao
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elevada de perlecam em melanomas invasivos pode representar um marcador do
fendtipo mais agressivo (Cohen et al., 1994). Estudos posteriores sao necessarios
para determinar como perlecam influencia a invasao de células tumorais e quais

dominios da molécula podem implicar nesse processo em nosso modelo.
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CONCLUSOES




6. CONCLUSOES

Pela metodologia de phage display observou-se que células melan-a
transformadas, através do co-cultivo com linfécitos B-1, apresentam alteracfes na
expressao de proteoglicanos;

Determinamos aumento da expressado de proteoglicano heparam sulfato,
perlecam, em células melan-a transformadas quando comparado a células melan-a,
niveis reduzidos de versicam em células melan-a transformadas e inalterados de

sindecam-4 nas duas linhagens celulares estudadas.
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