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Resumo



A incidéncia de casos de melanoma tem aumentado significativamente nos dltimos
anos e esse aumento tem sido correlacionado a uma maior exposicdo da populacao a radiagao
ultravioleta. O contexto de aumento de incidéncia e ainda baixa eficicia terapéutica levaram a
grandes esfor¢cos na busca de novos alvos para terapias mais efetivas. Embora classicamente
relacionados com regulacdo da pressdo arterial sistémica, os sistemas renina-angiotensina e
calicreinas-cininas vém sendo cada vez mais estudados com relacdo a atuacdo local, tendo
importante contribuicdo em patologias como epilepsias, obesidade e inflamagdo. Com relagdo
ao cancer, alguns trabalhos relatam a diminui¢do de tamanho da massa tumoral, diminui¢ao
de angiogénese e reducdo de casos de metdstase apds tratamento com inibidores da ECA
(enzima conversora de angiotensina; cininase II), bloqueadores do receptor AT; de
angiotensina e do receptor B2 de cininas. Com relagdo ao receptor B1 existem poucos
estudos, e estes estdo concentrados principalmente em tumores de prostata e de mama. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a participacdo do sistema calicreinas-cininas,
com énfase no receptor B1, em diferentes etapas da progressdo tumoral de melanoma. Para
isto, utilizamos a linhagem de melanoma murino Tm35, a qual constatamos expressar
constitutivamente o RNA mensageiro deste receptor, bem como da enzima carboxipeptidase
M (uma das enzimas responsdveis pela formacdo dos agonistas deste receptor); e ndo
expressar o RNA mensageiro do receptor B2 de cininas e nem dos receptores AT, e AT, do
sistema renina-angiotensina. A funcionalidade do receptor foi avaliada por ensaios de
sinalizacdo celular, tais como mobiliza¢do de célcio intracelular e fosforilagdo de ERK1/2.
Nos ensaios in vivo, constatamos que o receptor B1 é expresso 4,5 vezes mais em estagios
avancados do que em fases iniciais do tumor; e interessantemente o pré-tratamento de células
Tm5 com o agonista do receptor B1 antes do implante levou a uma queda de mais de 50% na
incidéncia do aparecimento de tumores. No grupo de animais que receberam as células pré-
tratadas com o agonista observamos que 60% destes animais mantiveram-se livres de tumor
por 150 dias apds inoculag@o das células tumorais, enquanto que 100% dos animais que
receberam as células ndo estimuladas morreram até 40 dias apds a inoculagdo. Na busca pelos
mecanismos que poderiam explicar tais fendmenos, realizamos ensaios in vitro de motilidade
celular, que mostraram uma diminui¢do de 50% na habilidade das células tumorais em migrar
apds estimulo com o agonista do receptor B1. Desta forma, nossos dados sugerem que, ao
contrario do receptor B2, o receptor B1 de cininas possui um papel protetor frete a progressio

de melanomas.



Abstract



The incidence of melanoma has increased significantly in the last years and this
augment have been correlated to the exposure to ultraviolet radiation. This context of
increasing in case numbers associated to low therapeutic efficacy enhanced the efforts to the
development of new targets and more effective therapies. Although classically related to
blood pressure control and inflammation, the kallikrein-kinin system has also been described
as an important component in diseases, such as epilepsy, obesity and in many pathologies
which inflammation plays an important role. Related to cancer, it has been already described
that ACE (angiotensin-I converting enzyme — kininase II) inhibitors, AT; and B2 blockers
decrease tumor growth, angiogenesis and metastasis. Concerning the kinin B1 receptor, there
are a few studies describing its role in tumorigenesis, however most of them are in hormone-
related tumors like prostate and breast cancer and nothing so far have been described in
melanoma. Therefore, the aim of this work was to investigate the participation of the
kallikrein-kinin system, with emphasis in the B1 receptor, in different stages of melanoma
progression. For this purpose, we used the murine melanoma Tm5 cell line, which we found
expressing constitutively the mRNA of B1 receptor and also of carboxipeptidase M (one of
the enzymes involved in the generation of B1 agonists), but not expressing kinin B2 receptor
neither angiotensin AT, and AT, receptors mRNA. Intending to confirm whether B1 receptor
was functionally expressed, we performed a calcium mobilization assay and also a western
blotting to look at MAPK pathway phosphorylation and we confirmed the activation of both
signaling pathways after B1 agonist stimulation. Regarding the melanoma progression in
vivo, we observed that B1 receptor has its expression increased in 4.5 times in late stages of
tumor progression compared to the initial stages, and, surprisingly, the treatment of TmS5 cells
with B1 agonist before the inoculation of these cells in mice occasioned the diminution in
50% of the incidence of tumor development. Moreover, 60% of all mices inoculated with B1
agonist-treated cells stayed tumor-free for 150 days after the inoculation, in contrast to 100%
of control mice which died until day 40. Looking for a mechanism of the effects of Bl
stimulation against melanoma progression, we performed a cellular motility assay in vitro
and we could observe a reduction of 50% in cellular migration of B1 agonist stimulated cells.
Taken together, our data indicate that in contrast of B2 receptor, the activation of kinin B1

receptor has a protective role against melanoma progression.
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1. Introducao



1.1. Biologia dos tumores

O cancer é, atualmente, uma das maiores causas de morte em humanos, sendo
responsavel por 13% de todas as mortes do ano de 2007 segundo a Organizacdo Mundial de
Satide e, acredita-se que este numero duplique até 2030. O motivo deste grande aumento na
incidéncia ainda ndo € completamente compreendido, mas acredita-se que esteja relacionado
com o estilo de vida da populagdo (Colditz et al., 2006), o aumento na expectativa de vida,
bem como ao desenvolvimento de técnicas que permitem agora um diagndstico mais preciso,
0 que ndo acontecia anteriormente. Embora as neoplasias sejam muito mais freqiientes em
humanos do que em outros animais, elas ndo sdo exclusividade da nossa espécie. Existem
registros de desenvolvimento de tumores em muitos animais, dentre eles primatas (que
apresentam uma taxa de incidéncia de 1-2%), mamiferos marinhos como as belugas,
marsupiais como o demoénio da Tasménia e invetebrados como moluscos (revisado por
Greaves, 2007). De fato, alguns dos primeiros registros de neoplasias também nio sdo em
humanos, datam do periodo jurdssico e foram descobertos através do estudo de fosseis de
alguns dinossauros (Rothschild et al., 1998; Rothschild et al., 1999). Em um trabalho recente
McAloose & Newton (2009) demonstraram que o atual aumento na incidéncia de tumores
ndo ocorre apenas entre individuos da espécie humana, mas também em animais selvagens,
sugerindo que o impacto da agdo antrOpica e os problemas ambientais a ela associados
também contribuem de forma importante para o aumento na incidéncia de neoplasias.

O desenvolvimento tumoral tem como uma das principais caracteristicas elevada taxa
de proliferacdo celular. Esta caracteristica estd diretamente relacionada ao ilimitado poder
replicativo das células neoplésicas, a auto-suficiéncia na producgéo de fatores de crescimento
e a insensibilidade a estimulos que inibem a proliferacdo e ativam apoptose (Hanahan &
Weinberg, 2000), sendo todas conseqiiéncias de modificacdes ocorridas durante a
transformac@o maligna. As mudancas ocorridas em uma célula normal que d4 origem a uma
célula neoplésica, frequentemente envolvem a superativagcdo de rotas de crescimento/divisao,
0 aumento na expressdo de oncogenes e a delecao/inativagdo de genes supressores de tumores
(Aaronson, 1991). Além disto, as neoplasias também t€m a habilidade de induzir a formacao
de novos vasos, para que haja aporte de nutrientes e oxigénio a toda a massa tumoral em
expansdo, bem como de invadir outros tecidos, alcangar a corrente sanguinea e fazer

metastase em outros 6rgdos (figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo dos sete eventos associados a tumorigénese

(Adaptado de Colotta et al., 2009).

Além disto, alguns trabalhos mostram que o desenvolvimento tumoral inclui, ndo
somente multiplas alteragdes genéticas e epigenéticas nas células tumorais, mas também
alteracdes no tecido ao seu redor. Estas modificagdes periféricas ao tumor possuem
importantes conseqii€ncias na inducdo, selecdo e expansio das células neopldsicas (Ronnov-
Jessen et al., 1996; Coussens et al., 2000). O estabelecimento de um microambiente
inflamatorio na regido da neoplasia €, atualmente, considerado como uma das caracteristicas
associada ao desenvolvimento tumoral (Colotta et al., 2009), pois cria condigdes que
possibilitem a sobrevivéncia e o crescimento das células malignas, angiogénese, aumento da
permeabilidade vascular e evasdo da resposta imune (Park et al., 2000; Mantovani et al.,

2008; Mantovani, 2009).



1.1.1. Cancer: uma abordagem ecoldgica e evolutiva

Como veremos em maiores detalhes posteriormente, a massa tumoral é composta por
indmeros tipos celulares diferentes, bem como por diversas populagdes de células neoplésicas
que convivem em um equilibrio dindmico, no qual algumas populacdes expandem e outras
retraem respondendo as condi¢des que encontram durante a progressdo do tumor (Merlo et
al., 2006). A grande instabilidade gendmica caracteristica das células tumorais ¢ uma das
responsaveis pela co-existéncia de indmeras populacdes diferentes de células neoplésicas e é
causada tanto por problemas na divisdo celular (Bakhoum et la., 2009) quanto por
modificagdes epigenéticas anormais (Campos et al., 2007).

Todas estas modificagdes fazem com que as divisdes celulares ndo ocorram
necessariamente de forma semi-conservativa, originando células filhas diferente e,
consequentemente, aumentando a heterogeneidade entre as células tumorais. Diferentes
populacdes convivendo em um equilibrio dindmico, lutando para obter alimento, buscando
espaco para crescer e mostrando-se com um perfil mais ou menos vantajoso dependendo das
pressdes do meio onde se encontram € uma descri¢do bastante comum em se tratando de
estudos evolutivos e/ou ecoldgicos, mas que se adequa perfeitamente ao contexto de um
tumor.

Tendo em vista esta similaridade, alguns autores defendem que uma abordagem
baseada em conceitos de ecologia e evolugdo permitiria uma melhor compreensao de como a
progressdo dos tumores ocorre e, dessa forma, auxiliaria no desenvolvimento de exames
diagnésticos, estabelecimento de progndsticos, assim como abordagens terapéuticas mais
efetivas.

De fato, Merlo e colaboradores (2006) revisaram a aplicacdo de conceitos e teorias
ecologicas e de evolucdo na progressdo tumoral, evidenciando indmeras “interagdes
ecoldgicas” que podemos observar no ambito de um tumor. Uma das mais evidentes €, sem
davidas, o parasitismo que € uma relagdo ecoldgica desarmdnica onde o parasita (tumor)
retira seus meios de vida do hospedeiro (paciente) prejudicando-o. A literatura especializada
em cancer utiliza amplamente a palavra hospedeiro para se referir ao paciente com cancer.
Além disto, observamos nitidamente uma relacdo de competicio entre as diferentes
populacdes de células tumorais em um ambiente onde espago, aporte nutricional e de
oxigénio sdo limitados. Ao mesmo tempo, 0s autores citam certo grau de mutualismo entre as
diferentes populagdes de células no intuito de modificar o microambiente ao seu redor,
estimular a formag@o de novos vasos bem como escapar da predagdo exercida por células do

sistema imunoldgico do hospedeiro.



Neste contexto, fica claro que evolutivamente falando, aquelas populacdes que
conseguirem vencer a competicdo por nutrientes, escaparem da predacdo do sistema
imunolégico e tiverem um fendtipo mais favordvel a sua progressdo terdo claramente
vantagens e entrardo em expansdo. Para aquelas populacdes menos adaptadas a estas
condicdes, resta a possibilidade de se manterem no ambiente de forma minoritéria (isso se o
seu fendtipo ndo for tdo comprometedor a ponto de extingui-las) ou se langarem na tentativa
de colonizar outras regides e tentar explorar novos nichos, em um processo denominado
metastase (Bernards & Weinberg, 2002; Merlo et al., 2006).

Por viverem em um equilibrio dindmico, o tamanho das populagdes é proporcional a
aptiddo que os individuos (células) possuem de se adaptarem as condi¢des do meio onde se
encontram e, dessa forma, semelhantemente ao que acontece na natureza, o aparecimento de
uma nova pressdo seletiva pode modificar drasticamente este equilibrio. No caso de
neoplasias, um exemplo disto € a exposicdo do hospedeiro a tratamentos quimioterapicos
(Kobayashi et al., 2005; Gorre et al., 2001). Muitos dos farmacos utilizados no tratamento de
pacientes com tumores interferem diretamente no ciclo celular, por exemplo; provocando a
morte células com alto potencial proliferativo, mas negligenciando algumas populagdes,
como as células tronco tumorais, cujo ritmo de proliferagdo é mais lento (Pardal et al., 2004).
Neste caso, esta populacdo que seria inicialmente minoritdria, consegue permanecer vidvel e,
apesar de pequena, é suficiente para a sobrevivéncia da neoplasia, uma vez que a presenca de
apenas algumas células tumorais vidveis permite que novas mutagdes ocorram e assim, novas
populacdes se formem e se expandam, até que o tumor se re-estabeleca. Existe ainda outra
teoria que defende que algumas populagdes celulares, dentre elas as células tronco tumorais,
possuiriam mutagdes/modificacdes que lhes confeririam resiténcia e este tipo de pressdo
seletiva. Sendo assim, as células tronco tumorais parecem exercer um importante papel na
resisténcia das células neopldsicas a tratamentos anti-tumor, ndo sendo resistentes apenas por
seu menor ritmo proliferativo, mas também por possuirem alguns trasportadores que lhes
confere resiténcia a diferentes tipos de drogas (Donnenberg & Donnenberg, 2005) e por

conseguirem ativar sistemas de reparo de DNA apds exposicdo a radiacdes (Bao et al., 2006).

1.1.2. O microambiente tumoral

Embora a heterogeneidade entre as células tumorais seja fundamental no
desenvolvimento e sobrevivéncia, o contexto dentro do qual a neoplasia estd inserida também
parece influenciar diretamente na sua progressdo. De fato, muitos trabalhos evidenciam a

importancia da interface tumor-hospedeiro onde o hospedeiro participa diretamente na



inducdo, selecdo e expansdo das células neoplasicas. A contribuicdo do hospedeiro inclui a
ativacdo tanto de elementos celulares quanto de matriz extra-celular e parece ser fundamental
também no processo de metdstase através da secre¢do de fatores que estimulam a
transformacdo epitelial-mesenquimal (TEM) e a invasdo. Especificamente no caso da
invasdo, ja foi mostrado que a transicdo entre um carcinoma normal e um invasivo é
precedida, ou pelo menos concomitante, a ativacdo local do estroma do hospedeiro (Tomakidi
et al., 1999); e que grande parte das enzimas secretadas durante o processo de invasdo tem
origem de células do proprio hospedeiro que parecem trabalhar para o tumor.

Atualmente acredita-se que o microambiente tumoral possa exercer papel inibitdrio
mesmo sobre as células tumorais mais agressivas; entretanto, durante a sua progressao, o
tumor é capaz de vencer estes sinais inibitdrios e passar a explorar este microambiente em
seu favor (Joyce & Pollard, 2009). Em um trabalho classico em 1975, Mintz & Illmensee
demonstraram experimentalmente, pela primeira vez, a importdncia do microambiente
tumoral no desenvolvivento tumores. Os autores inseriram células de teratocarcinomas em
blastocistos e geraram uma prole de quimeras que se desenvolveram normalmente, sem
interferéncia ou manifestagdo da neoplasia, sugerindo que a retirada das células tumorais do
seu microambiente e introdu¢do em um novo microambiente induz a perda da malignidade.
Neste mesmo sentido, dois trabalhos da década de 90 mostram que componentes importantes
da interface tumor-hospedeiro como fibroblastos e o préprio mesénquima do hospedeiro

modulam diretamente a progressdo tumoral (Hayashi et al., 1991; Olumi et al., 1999).

1.1.3. A luta por oxigénio e nutrientes

Com o crescimento de uma grande massa tumoral, é necessdrio garantir o aporte de
nutrientes e oxigénio para todas estas células. Por isto, os tumores de forma geral, secretam
fatores que estimulam a proliferacdo de células endoteliais e assim a formacdo de novos
vasos. A primeira descricdo de que os tumores sdlidos poderiam estimular neovascularizacio
para se nutrir foi feita por Folkman em 1971, mas permaneceu por 10 anos sem muita
credibilidade. Neste periodo ndo se conhecia o0s mecanismos envolvidos na
neovascularizacdo, mas Folkman publicou a hipdtese de que o crescimento tumoral estd
vinculado ao que se chamava de angiogénese (do grego “aggeion” = vaso e “genesis” =
formacédo/origem). Em outras palavras, um tumor ndo poderia atingir tamanho superior a 1 ou
2 mm’ sem um continuo recrutamento de novos capilares sanguineos e que isso deveria

acontecer através da secre¢@o de alguns fatores difusiveis (revisado por Folkman, 2007a).



Atualmente, a formacdo de novos vasos € vista como oriunda de dois processos: da
neovasculogénese, que ocorre pela formagcdo de novo de células endoteliais (como na
embriogénese); ou da angiogénese, que acontece pelo crescimento de novos vasos a partir de
vasos pré-existente. O processo de angiogénese € o mais comum em tumores sélidos e a
formacdo de novos vasos € finamente regulada pelo balanco entre fatores que estimulam ou
inibem a neovascularizacdo. Dentre os fatores que estimulam, a familia de fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGF), em especial por causa de uma subfamilia,
conhecida como fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF), desempenha um
importante papel. Esta subfamilia atualmente é composta por 5 VEGFs chamados de VEGF
A, B, C, D e E, e possuem diferente afinidade pelos 3 tipos de receptores para VEGF
conhecidos (VEGFRI, 2 e 3). Enquanto que os VEGFs A e B estdo mais relacionados com a
formacdo de vasos sanguineos, VEGF C e D estimulam a formacao de vasos linfaticos, sendo
que a ativagdo do VEGFR?2 pelo ligante VEGF A ¢ descrita como principal responsavel pela
proliferacdo e pela migracdo de células endoteliais em tumores. Além disto, a ativagdo do
VEGFR2 também estimula a criagdo do limen dos vasos e a formacdo de fenestras que
juntamente com a ativag¢do de vias que promovem a liberagdo de oxido nitrico (um potente
vasodilatador), aumentam a permeabilidade vascular (Karamysheva, 2008).

Por maior que seja a organizacdo da massa tumoral e sua tentativa de manter alto o
ritmo de formacdo de novos vasos, nem sempre € possivel suprir a demanda, como acontece
em tumores muito agressivos cujo ritmo proliferativo ¢ muito grande. Estes tumores
frequentemente apresentam zonas de necrose, especialmente nas partes mais centrais,
causadas por um aporte de oxigénio insuficiente e em alguns casos até mesmo inexistente. No
entanto, o artigo de Bottaro & Liotta (2003) sugere que o fato de estarem sem ar, nao
significa que estas tumorais estejam sem a¢do, ou seja, que estas zonas de necrose teriam
papel em modular positivamente a agressividade dos tumores. De fato, trabalhos clinicos
mostram que a presenca de zonas necrdticas em tumores sélidos estd associada a um pior
prognoéstico dos pacientes (Hockel & Vaupel, 2001). Neste mesmo sentido, alguns trabalhos
mostram que a falta de oxigenagdo promove a expressio de alguns fatores, conhecidos como
HIFs (fatores induzidos pela hipdxia), na tentativa de sobreviver a este estresse. Os HIFs
modificam o metabolismo das células, e também estdo envolvidos na inducao e secrecdo de
fatores pré-angiogénicos, uma tentativa de re-estabelecer o aporte sanguineo naquele tecido
(Bottaro & Liotta, 2003). Tentando compreender os mecanismos que associam a hipdxia ao
aumento da agressividade dos tumores, Koong e colaboradores (2000) utilizaram a estratégia
de micro-arranjos para identificar genes relacionados com o fenétipo de hipéxia dos tumores,

mas foi somente em 2003 que o primeiro mecanismo correlacionando aumento da



agressividade de tumores pela hipéxia foi elucidado. Pennacchietti e colaboradores (2003)
mostraram que a hipdéxia induz HIFs e estes promovem um aumento na expressao de c-met,
uma proteina que normalmente estd expressa em baixos niveis em regides com normal aporte
de nutrientes e oxigénio, e que estd envolvida em modular positivamente motilidade celular,
invasdo, producdo/secrecdo de proteases e proliferacdo celular, todos eventos diretamente
associados com metdstase, como veremos nos proximos itens.

Estas descobertas auxiliam a elucidar os motivos pelos quais, os inibidores de
angiogénese, inicialmente tdo promissores, apresentaram um inesperado insucesso quando
foram testados na clinica (Hurwitz et al., 2006; Mayer et al., 2007; Kerbel, 2008). Além disto,
trabalhos pré-clinicos utilizando terapias contra VEGF (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al.,
2009), bem como a delecdo desse gene em células mieldides (Stockmann et al, 2008)
inesperadamente promoveram um agravamento da progressdo tumoral. Neste mesmo sentido,
Greenberg e colaboradores, também em 2008, publicaram um trabalho mostrando que o
VEGF tem fun¢do de regulador negativo na maturacdo dos vasos sanguineos neoformados,
colocando oficialmente em xeque o papel deste fator de crescimento na progressdo tumoral

(Vecchiarelli-Federico et al., 2010)

1.1.4. Células do sistema imunolégico na tumorigénese: mocinhas ou vilas?

A presenca de células do sistema imunoldgio (leucéceitos) em tecidos neoplésicos foi
observada em 1863 por Rudolf Virchow, estabelecendo, pela primeira vez, uma conecgdo
entre inflamacdo e cincer (para revisdo ver Balkwill & Mantovani, 2001). Atualmente ja se
conhece intmeros tipos celulares de origem mieldide residentes nos tumores e existem
muitos grupos investigando o papel que cada um deles desempenha durante a tumorigénese.

Quando se fala sobre imunologia dos tumores alguns termos, como: vigilancia
imunolégica (immunosurveillance), imunoedicdo e escape imunoldgico s@o bastante
utilizados. Na realidade compreender os mecanismos pelos quais o sistema imunoldgico
combate (em muitos casos impedindo e em outros retardando) a progressdo tumoral traz a
tona outro desafio do sistema imune: ser capaz de reconhecer entre o proprio e o proprio
transformado e ndo apenas entre o proprio e ndo préprio (Dunn et al., 2006).

A idéia de que o sistema imunoldgico protege o hospedeiro do desenvolvimento de
tumores primdrios existe hd mais de 100 anos, quando Ehrich propds pela primeira vez a
utilizacdo de imunoterapia para o tratamento de neoplasias. Praticamente cinco décadas
depois, Burnet e Thomas (1957) estabeleceram o conceito de imuno-vigilancia, que descreve

o sistema imunoldgico como tendo agdo protetora anti-tumores. O avanco nas ferramentas



experimentais e a possibilidade de se obter animais que possuam defeito em células da
imunidade inata e/ou adaptativa permitiram comprovar experimentalmente que interferéncias
deste tipo promovem um aumento no desenvolvimento de alguns tipos de tumores primérios
(como sarcomas), tanto espontaneos quanto induzidos por carcinégenos em modelos animais
(Ostrand-Rosenberg, 2008).

No entanto, as novas abordagens experimentais possibilitaram também outras
descobertas inesperadas, que trouxeram a tona um novo papel do sistema imune e agora nio
mais de protecdo do hospedeiro. Muitos trabalhos comecaram a descrever situagdes em que
as células do sistema imunoldgico residentes no tumor pareciam trabalhar em prol da
progressdo deste tumor e ndo mais protegendo o hospedeiro (Joyce & Pollard, 2009). A
descoberta desta funcdo antagdnica a tradicionalmente esperada, originou a terminologia
imuno-edicdo, que engloba os dois papéis do sistema imunoldgico na tumorigenese (Dunn et
al., 2006).

A imuno-edi¢do estd dividida em trés fases: a eliminacdo, o equilibrio e o escape. A
fase de eliminacdo € exatamente a até entdo chamada imuno-vigilancia, na qual o sistema
imune combate as células tumorais e protege o hospedeiro utilizando tanto resposta imune
inata quanto adaptativa. Quando a fase de eliminac¢do é bem sucedida, ou seja, a eliminag¢do
das células tumorais é completa, ndo existe progressao para as demais fases. Quando isto nao
acontece, o tumor passa para um proximo estagio, que consiste da formagdo de um equilibrio
dindmico entre o sistema imunoldgico e os clones que sobreviveram ao seu ataque. Este
equilibrio € mediado pela resposta imune adaptativa do hospedeiro e controla a progressdo do
tumor, mantendo a neoplasia oculta (Koebel et al. 2007). Durante este periodo, a pressio
seletiva exercida pelo sistema imunolégico acaba esculpindo uma nova massa tumoral, agora
composta por clones menos imunogénicos. Esta é, de forma geral, a fase mais longa da
imuno-edi¢do, podendo durar muitos anos em humanos, e ela somente acaba quando
finalmente o tumor consegue se desvencilhar do controle do sistema imune e crescer
utilizando proprio sistema imunoldgico a seu favor (Dunn et al., 2004). A fase de escape
acontece quando os clones menos imunogénicos que sobreviveram a fase de eliminacio e que
eram controlados pelo sistema imunoldogico do hospedeiro foram de tal forma
esculpidos/modificados que conseguem driblar tanto o brago inato quanto adaptativo da
resposta imune do hospedeiro, e crescer. E nesta fase que normalmente diagnosticamos a
maioria das neoplasias (Dunn et al., 2004).

Um caso clinico foi relatado por MacKie e colaboradores (2003) descrevendo que
dois pacientes que haviam recebido o rim de um mesmo doador, faleceram 1-2 anos apds o

transplante com melanoma disseminado. O doador dos 6rgdos teve melanoma 16 anos antes



do momento da doagdo, mas foi considerado livre-de-tumor. No entanto, o que
provavelmente aconteceu foi que este individuo nio eliminou completamente a neoplasia,
mas sim estabeleceu um equilibrio no qual o seu sistema imunoldgico conseguia conter o
crescimento e progressdo deste tumor. Contudo, este equilibrio ndo foi mantido no paciente
receptor, muito possivelmente por causa dos medicamentos imunosupressores administrados
em casos de transplantes e, assim, o tumor progrediu para a fase de escape.

Muitos trabalhos t€ém focado nos mecanismos pelos quais os tumores conseguem
evadir a resposta imune, embora, muito permanece ndo elucidado. Sabe-se que em algumas
situacdes os tumores impedem direta ou indiretamente a resposta imune anti-tumoral tanto
via humoral (secrecdo de algumas citocinas imunosupressoras como TGFp e IL-10) quanto
via celular (com células que desempenham atividade supressora, como € o caso de algumas
células T).

Além disto, os mecanismos de escape podem envolver modificacdes ao nivel do
tumor, como a perda da expressdo de antigenos, diminui¢io na expressdo de MHC de classe
I, bem como desregulacdo do processamento, apresentacio antigénica ou do reconhecimento
do antigeno pelo linfécito T CD8" (Nagaraj et al., 2007), insensibilidade ao IFNy, além de
mecanismos para escapar da destrui¢do pelo sistema imunoldgico, como defeito nos
receptores de morte, expressdo de sinais anti-apoptdticos ou mesmo super-ativacdo de
algumas vias que conferem resisté€ncia a apoptose (Catlett-Falcone et al., 1999; Rajasagi et
al., 2009).

Da mesma forma, acredita-se que para que o escape ocorra € necessdrio uma grande
modifica¢do do ambiente pelo tumor, o que inclui a formagdo de um microambiente rico em
fatores de crescimentos, citocinas, quimiocinas e proteases. A presenca destes elementos esta
muito relacionada, ou pelo menos é bastante comum, em condi¢gdes inflamatérias. De fato, o
processo inflamatério € visto atualmente como um cofator no desenvolvimento tumoral,
sendo de aproximadamente 15% os tumores causados por agentes infecciosos que provocam
processos inflamatérios (Parkin et al., 1999; Allavena et al., 2008). Além de fator de risco, a
inflamacdo também € utilizada no progndstico e diagndstico de muitos tumores (Smith &
Missailidis, 2004).

Embora alguns leucécitos realmente exercam atividade antitumoral, como por
exemplo, linfécitos T CD8* (citotéxicos) e células NK, outras células parecem contribuir
diretamente para a progressdo tumoral, como por exemplo mastdcitos, linfécitos B e células
supressoras de origem mieléide (MDSC) (de Visser et al., 2005 e Mantovani et al., 2008).
Além disto, os linfécitos T CD4" parecem assumir duas fung¢des antagdnicas, dependendo do

fendtipo da resposta envolvida. Atualmente acredita-se que em uma resposta Thl, os



linfécitos T CD4" participam da eliminagio do tumor, enquanto que em respostas Th2, Th17
ou mesmo em respostas mediadas por células T regulatérias (que também sdo linfécitos T
CD4") parecem exercer um papel pré-tumoral (Ostrand-Rosenberg, 2008). Neste mesmo
sentido, o trabalho de DeNardo e colaboradores (2009) demonstrou que linfécitos T CD4"
sdo fundamentais para a formag@o de metastase pulmonar de carcinoma mamadrio e que este
efeito ¢ mediado através do aumento das propriedades pré-tumorais de macréfagos,
sugerindo uma importante participagdo de células do sistema imunoldgico ndo somente no
estabelecimento do tumor primério, mas também na progressao do tumor.

O papel dos macrdéfagos na tumorigénese também vem sendo muito estudado e o que
se acredita é que, de forma semelhante aos linfécitos T CD4", o perfil da resposta imune e da
ativacdo destas células € que determina se eles terdo um papel pr6 ou anti-tumoral. Uma das
teorias atualmente aceitas é que os macrofagos podem ser ativados de duas formas: cldssica
(M1) ou alternativa (M2). Esta nomenclatura se relaciona diretamente as células T auxiliares
que regulam a ativacdo destes macréfagos. Os macréfagos classicamente ativados sao
regulados por citocinas de resposta Thl, como IFNgamma, TNFalpha, GM-CSF, que
induzem o aumento da resposta citotéxica destes macréfagos. Por outro lado, os macréfagpos
alternativamente ativados, sdo aqueles expostos a citocinas de padrdao de resposta Th2, como
IL-4, IL-13 ou IL-10 e que passam a atuar de forma imunosupressora, pro-angiogénica e
favorecendo o remodelamento tecidual. Estes macréfagos alterantivamente ativados sdo
comumente encontrados em tumores sélidos (Mantovani et al., 2009 e Leek et al., 2000).

A presencga de infiltrado inflamatério na massa tumoral ndo define um progndstico
especifico, embora algumas correlagdes ja foram estabelecidas como no caso de tumores
colo-retais e de cabega e pescoco, onde a presenca de células T CD8" e células dendriticas
maduras estdo relacionadas com um bom progndstico. O contrdrio acontece na grande
maioria dos tumores (80%) com relacdo a presenca de macrdéfagos, que estd relacionada
diretamente com aumento da agressividade do tumor e metastase, 6bviamente conferindo um

pior prognéstico (Joyce & Pollard, 2009).

1.1.5. Desbravando novos nichos: o processo de metastase

O processo de metéstase é o espalhamento das células neoplasicas do tumor primério,
qua passam a colonizar outros 6rgdos do hospedeiro e, por isso, é responsavel por grande
parte das mortes causadas por tumores (Fidler, 2002). A alta mortalidade de pacientes com
tumores metastaticos (cerca de 90%) esta diretamente relacionada a resisténcia das células

tumorais metastdticas as terapias antitumorais convencionais, sendo que isso parece ser uma



conseqiiéncia direta da grande heterogeneidade de fendtipos das células neopldsicas nestes
tumores (Gupta & Massagué, 2007).

A busca pelo entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de metéstase tem
mais de 100 anos e, embora muito ainda permaneca por ser elucidado, comecamos a
compreender alguns dos eventos que estdo envolvidos no processo de metastase. Uma das
teorias mais aceitas sobre o processo de metdstase foi criada em 1889 por Paget e se chama
“semente e solo” (em inglés: seed and soil). Nela, Paget hipotetiza que para a metdstase
acontecer, depende tanto das células tumorais (semente), quanto do microambiente existente
no 6rgdo secundério que estas células vao tentar colonizar (solo). No entanto, quarenta anos
depois a teoria de Paget foi desafiada por Ewing, que defendia que a metdstase era
determinada pelos vasos que drenavam o tumor primdrio e este conceito perdurou por muitos
anos, até que Fidler demonstrou que apesar das células tumorais chegarem aos vasos de todos
os Orgaos, existem alguns onde ocorrem metdstase e outros nio (Fidler & Kripke, 1977; Hart
& Fidler, 1980; Fidler, 2002). Esta descoberta trouxe a tona novamente a teoria de semente e
solo de Paget.

Atualmente, sabemos que € necessdrio para que as células tumorais estabelecam
metistase que ao menos algumas populagdes pioneiras consigam migrar, invadir a matriz
extracelular e cair na circulacdo (seja ela sanguinea ou linfitica). Uma vez na circulacio,
estas células tumorais precisam evadir a resposta imune do hospedeiro e se manter circulantes
até a chegada ao 6rgdo alvo. Quando chegam ao 6rgdo alvo, elas precisam reconhecé-lo,
serem margeadas e, de forma semelhante a0 que acontece com os leucdcitos, aderirem a
parede do vaso, fazerem o rolamento até pararem, e passarem através das células do endotélio
para chegar ao seu destino final (figura 2). Embora a chegada ao 6rgdo alvo pareca em um
primeiro momento o final de uma longa jornada, ela é apenas o comego, pois estas células
pioneiras precisam efetivamente colonizar aquele novo nicho, modificando o seu
microambiente para que possam proliferar e se desenvolver e, desta forma, se estabelecerem

efetivamente como uma coldnia secundaria.
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Figura 2: Esquema representativo dos processos envolvidos no processo de metastase

(adaptado de Fidler 2002)

A velocidade, o sucesso e o nimero de metdstases estabelecidas dependem de
inimeros fatores e por isso é tdo varidvel entre os diferentes tipos de neoplasias e mesmo
entre diferentes pacientes com o mesmo tipo de tumor. O grau de heterogeneidade das
populacdes na massa tumoral primdria, o tipo celular do qual este tumor teve origem,
propriedades intrinsicas do tumor (neste caso bastante relacionado a capacidade desta
neoplasia em transformar o microambiente onde se encontra e utilizd-lo a seu favor), o tipo
de tecido onde se estabeleceu a colonia primdria e a forma como a circulagdo ocorre sio
fatores que participam ndo apenas na determinacdo de qual 6rgdo serd colonizado, mas
também tém efeito determinante sobre a severidade e o curso de tempo em que a metistase

vai ocorrer (Nguyen et al., 2009).



1.1.5.1. Migracao e invasao

O processo de metdstase comega quando algumas células do tumor primdrio que
tenham adquido capacidade de migracdo e invasdo consigam alcancar um vaso sanguineo ou
linfatico e caiam na circulacdo. Os processos de migracdo celular e invasd@o ocorrem
fisiologicamente, como em casos de cicatrizagdo, de crescimento de neuritos e de
neovascularizacdo. Em todos estes exemplos, o movimento das células é direcionado por um
gradiente de fatores tr6ficos que, assim que o problema for resolvido, € retirado do local,
dando fim a migragdo/invasdo. A principal diferenca da migracao/invasao fisiologica para o
que acontece em neoplasias € que no dltimo caso os estimulos tréficos nunca sio retirados e,
desta forma, a migracdo/invasao das células tumorais persiste (Liotta & Kohn, 2001).

A transicdo de um carcinoma normal (primério) para um carcinoma invasivo &
precedida pela ativacdo local do estroma do hospedeiro, passando a secretar fatores que
auxiliam tanto na motilidade (fatores tréficos) e na invasao (proteases que degradam matrix
extra-celular), quanto na transformagdo destas células neopldsicas em células de maior
motilidade, através da secre¢@o de citocinas como, por exemplo, o TGFB (Giampieri et al.,
2009). A presenca de TGFP induz uma das mudancas consideradas essenciais para a
progressdo tumoral ao qual denominamos Transformacdo Epitelial-Mesenquimal (TEM). A
TEM ¢ um processo que ocorre fisiologicamente e um exemplo disto é a formacéo do sistema
nervoso a partir de células da crista neural durante a embriogé€nese. No entanto, as neoplasias
parecem utilizar esta transformacdo para adquirirem uma condicdo de maior agressividade,
onde as células tumorais que possuiam um fendtipo epitelidide, ou seja, células que
expressavam moléculas de superficie que lhes permitiam estabelecer jun¢des com outras
células ou mesmo com a matriz extra-celular, que tinham morfologia cubdide e que eram
polarizadas como sdo as células epiteliais, passam a assumir uma morfologia mais
semelhante a uma célula mesenquimal (como um fibroblasto) e, assim, acabam tanto
perdendo a polarizacdo, quanto deixando de expressar algumas proteinas como a E-caderina,
importantes para o estabelecimento de junc¢des de adesdo (Chen & Obrink, 1991; Chen et al.,
1997). A conseqiiéncia direta desta TEM € que células que até entdo pouco migravam se
transformam em células que ndo estdo mais ligadas/aderidas a outras células ou a matriz e,
por isso, t€ém uma motilidade muito maior (Gavert & Bem-Ze’ev, 2008).

As vias de sinalizacdo intracelular que regulam motilidade celular sdo muitas, mas
dentre elas duas pequenas proteinas G, denominadas Rho e Rac vém ganhando atengdo. Além
de modularem a polimerizacdo e despolimerizacdo de microfilamentos de actina (regulando

assim diretamente o movimento celular) (Hall, 1998; Ridley et al., 1992), estas proteinas



também participam no estabelecimento de jungdes célula-célula dependentes de caderinas
(Braga et al., 1997). De fato, o trabalho de Sanz-Moreno e colaboradores (2008) mostrou que
a ativag@o de ambas as proteinas promove migracdo, mas de formas distintas.

Atualmente sdo descritas duas estratégias de migracdo/invasdo: a mesenquimal e a
ameboide. Na primeira, a célula tumoral apresenta uma morfologia mais alongada
(mesenquimal) e o movimento € bastante dependente da secre¢do de proteases extracelulares
para auxiliar na degradacdo da matriz. Na segunda, as células apresentam uma morfologia
mais arredondada (como uma ameba) e por isso sdo menores e mais dgeis, exigindo assim
menor dependéncia de degradacdo de matriz extra-celular para moverem-se, o que as torna
mais independente da secre¢do de proteases. Contudo, células com estratégia amebodide
necessitam de altos niveis de ativacdo da via de Rho para conseguirem manter os altos niveis
de contractilidade dos filamentos de actina e miosina que promovem a movimentacdo destas
células (Sahai & Marshall, 2003). Por outro lado, a ativacdo da via da Rac estd diretamente
relacionada com a movimentacdo do tipo mesenquimal, pois estd associada a uma menor
contractilidade dos filamentos de citoesqueleto (Sanz-Moreno et al., 2008). A escolha por um
tipo de movimento ou outro é bastante dindmica, podendo ser adaptado conforme a
necessidade da célula tumoral. Sanz-Moreno e colaboradores (2008) sugerem que o

mecanismo de interconversibilidade € mediado pela ativagéo e inativagdo da via da Rac.

1.1.5.2. Entrada no vaso e a passagem pela circulacao

O proximo passo fundamental no processo de mestastase € a entrada das células
tumorais na circulag@o. Este processo € de certa forma, facilitado ndo apenas pelo fenétipo de
maior motilidade das células tumorais, mas também pelo préprio microambiente de um tumor
s6lido que € rico em vasos recém formados. Como € de se esperar, um vaso recém formado é
normalmente de pequeno calibre e em muitos casos ainda ndo estd completamente
estruturado, ou seja, as juncdes entre as células endoteliais ainda ndo estdo tdo estruturadas
como em um vaso ji bem estabelecido, assim como outros tipos celulares que auxiliam na
estruturacdo do vaso ainda ndo estdo presentes (pericitos e células da musculatura lisa). Todo
este contexto torna os neovasos mais permedveis, o que facilita a entrada das células tumorais
na circulacdo (Karamysheva, 2008).

Além disto, Gavard & Gutkind (2006) mostraram que o proprio VEGF (que
normalmente estd aumentado em neoplasias, para estimular angiogénese) induz a endocitose
de uma das moléculas fundamentais na manutencdo das juncdes entre as células endoteliais, a

VE-caderina, contribuindo diretamente para o aumento da permeabilidade vascular. Outra



possibilidade é a entrada das células tumorais pela via linfatica, que é um caminho também
facilitado, considerando que as células endoteliais que compdem os vasos linfaticos ndo
fazem juncdes de oclusdo (o que os torna mais permedveis) (Rui-Cheng, 2008). Este &,
provavelmente, um dos motivos pelo qual tantos tumores provocam metastase nos linfonodos
drenantes da regido do tumor primario antes de efetivamente colonizarem outros Orgdos
(Gupta & Massagué, 2006).

Neste mesmo sentido, acredita-se que existam mecanismos facilitadores deixados
pelas células pioneiras para as demais células do tumor conseguirem atingir a corrente
sanguinea. Estes mecanismos ndo foram ainda elucidados, mas acredita-se que envolvam: a
presenga de quimiocinas e citocinas que formariam um gradiente ao longo do trajeto a ser
percorrido; auséncia de necessidade de degradar a matriz extra-celular; assim como a
facilitacdo da passagem das outras células tumorais pela barreira de células endoteliais.

A chegada das células tumorais na circulagdo é um ponto crucial para o processo de
metastase, no entanto, apenas 0,01% das células que efetivamente entram na corrente
sanguinea conseguem estabelecer metastase (Joyce & Pollard, 2009). Neste mesmo trabalho,
os autores citam que até 10.000 células tumorais podem entrar na circulagdo por dia, o que
nos faz questionar: o que acontece com estas células? Porque a grande maioria ndo consegue
chegar ao seu destino final?

Na verdade, a entrada na corrente sanguinea representa mais um grande desafio que
contribui para a baixa eficiéncia do processo de metdstase (Weiss, 1990; Sugarbaker, 1993).
Uma vez na circulagdo, muitas das células tumorais morrem pelo préprio estresse mecanico
exercido pelo fluxo sanguineo, outras sdo reconhecidas e atacadas por células do sistema
imunolégico. Desta maneira, poucas sdo aquelas que conseguem efetivamente atingir a

préxima etapa: a adesdo no endotélio do 6rgdo alvo.

1.1.5.3. A decisao pelo orgao alvo

O que leva uma célula tumoral a estabelecer metdstase preferencialmente em um
orgdo e ndo em outro? Esta pergunta ainda ndo tem uma resposta definitiva e nem conclusiva,
no entanto, acredita-se que dependa do contexto tanto das células tumorais quanto dos
possiveis 6rgdos alvos. A referéncia a possiveis orgdos alvos é feita, pois apesar da teoria
“semente e solo”, a localizacdo do tumor primdrio, a rede vascular (ou seja, o sentido da
circulagdo) e a localiza¢do dos possiveis sitios secunddrios (neste caso, a ordem pelo qual a
circulagdo atinge os diferentes 6rgaos passiveis de serem colonizados pelas células tumorais)

modulam diretamente a probabilidade de metastase. Em outras palavras, dentre os 6rgdos que



se comportem como ‘“um solo fértil”, aqueles que estiverem mais préximos ao tumor
primédrio ou que serdo primeiro irrigados com o sangue onde se encontram as células
tumorais, terdo maior probabilidade de serem “semeado’.

Alguns dos mecanismos moleculares descritos utilizados na parada das células
tumorais no 6rgdo secunddrio envolvem interacdes de adesdo mediadas por receptores de
superficie, semelhantemente ao processo de parada de leucécitos no endotélio (Semple &
Freedman, 2010). De fato, acredita-se que a parada das células endoteliais e sua passagem
pela barreira endotelial para entrar no 6rgdo alvo utilize mecanismos bastante similares aos
utilizados pelas células do sistema imunolégico para chegarem aos locais de dano ou
infecgc@o. Neste caso, incluiria o0 margeamento das células tumorais, ou seja, a saida delas do
fluxo sanguineo para a margem do vaso; o rolamento e finalmente a adesdo ao endotélio
(Abbas & Lichtman, 2005).

Contudo, algumas questdes ainda ndo sdo bem compreendidas, como por exemplo a
escolha do endotélio. Ainda tragcando um paralelo com o sistema imunoldgico, a adesdo de
leucécitos é antecedida por algum evento capaz de ativar o endotélio na regido onde a
presengca dos leucdcitos se faz necessdria e, assim, moléculas de adesdo passam a ser
expressas em grande densidade, possibilitando o rolamento e adesdo destas células. No caso
da metéstase, até onde se sabe, ndo existe nenhum evento prévio que ative o endotélio para a
adesdo das células tumorais, embora alguns trabalhos citem a importincia de mediadores
inflamatdrios neste processo, como por exemplo, as células de cancer de mama que parecem
precisar de CXCR4 para colonizar tecidos ricos em CXCL12, como os pulmdes (Orimo et al.,
2005).

Estratégias de anélise de larga escala, como microarranjos, vém sendo utilizados para
tentar identificar a expressdo diferencial de genes entre populacdes de células tumorais que
colonizam preferencialmente um 6rgdo ou outro. O trabalho pioneiro utilizando esta
estratégia foi desenvolvido por Minn e colaboradores (2005) e se baseou na realizacdo de
inimeros ciclos de sele¢do de células tumorais in vivo, para obtengdo de clones que tivessem
grande tropismo por colonizar pulmdes. Estes clones tiveram seu transcriptoma decifrado e
comparado com o de células ndo selecionadas para colonizar pulmdes e assim alguns genes
candidatos foram identificados e testados para esta fungdo, elucidando mecanismos

importantes para a metdstase pulmonar de carcinoma mamério.



1.1.5.4. Migracao trans-endotelial

Uma vez aderida ao endotélio do 6rgdo alvo, a célula tumoral precisa passar pelo
endotélio para chegar efetivamente ao drgdo. Este processo ¢ chamado de migragdo trans-
endotelial ou extravasamento. Esta € mais uma etapa fundamental no processo de metastase,
mas cujos mecanismos ainda sdo pouco compreendidos.

Uma hipdtese bastante aceita € que neste ponto também deve existir um mecanismo
facilitador para que vérias células, e ndo apenas alguns clones isolados, entrem no novo sitio
e, assim, aumente a probabilidade de sucesso na colonizag@o. Neste contexto, acredita-se que
ap6s a adesdo da(s) primeira(s) célula(s) tumoral(ais), esta(s) permaneca(m) ancorada(s) ao
endotélio, induzindo a ativacdo destas células endoteliais e, consequentemente, fazendo com
que novas moléculas de adesdo sejam expressas. Assim sendo, o rolamento e adesdo de
outras células tumorais neste endotélio ativado passa a ser mais provavel. Além disto, as
células tumorais aderidas ao endotélio parecem ter capacidade replicativa (Al-Mehdi et al.,
2000), aumentando a sua densidade e assim facilitando a modificag¢do do endotélio. Aqui vale
a pena salientar que a aderéncia de um nimero maior de células tumorais pode facilitar a
entrada das células neopldsicas por gerar algum tipo de lesdo no vaso (Gupta & Massagué,
2006), ou mesmo pela modulacdo da sua permeabilidade através da secre¢do de fatores como

VEGF (Weis & Cheresh, 2005; Gavard & Gutkind, 2006)

1.1.5.5. Colonizacao do novo nicho — modificacoes no microambiente

Uma vez dentro do sitio secunddrio, o processo todo reinicia. Tudo que foi descrito
nos itens anteriores é valido. Estas células precisam: se diferenciar, dando origem a diferentes
populacdes de células tumorais; modificar o microambiente ao seu redor; evadir resposta
imune; estimular a formag@o de vasos para entdo se estabelecer e progredir. Este processo
pode ser longo e, assim, muitos tumores permanecem dormentes ou latentes por longos

periodos antes de efetivamente progredirem no sitio secundério (Naumov et al., 2002).



1.2. Melanoma

O melanoma maligno € um dos tipos de tumores mais agressivos e, desta forma, é o
principal responsavel pelas mortes causadas por tumores de pele, muito embora seja também
um dos menos frequentes. A incidéncia de melanomas tem aumentado significativamente nos
ultimos anos e, normalmente, manifesta-se de forma cutinea (90% dos casos), embora
existam casos de aparecimento de lesdes primdrias em mucosa, uvea/ocular e leptomeningeal
(Fecher et al.,, 2007). Por estar diretamente associado a maior exposicdo a radiacio
ultravioleta, o aumento na incidéncia de melanoma ocorre de forma semelhante em ambos os
sexos € em paises ricos ou pobres. O progndstico de pacientes com melanoma estd
diretamente relacionado com o estidgio em que se encontra a doenca quando o diagndstico é
feito, uma vez que pacientes em estdgios iniciais podem retirar cirurgicamente a lesdo
maligna e por isso possuem alta probabilidade de cura completa (Ryu et al., 2007).
Exatamente o contrario ocorre em casos de diagndstico tardio, onde quase 100% dos casos
sdo letais e apenas 54% dos pacientes onde foram identificados nédulos nos lifonodos
drenantes e 6% dos pacientes que possuiam melanoma disseminado chegam a sobreviver por
mais de 5 anos; sendo que a expectativa de vida média neste tltimo caso € de apenas 7,5
meses (Barth et al., 1995; Balch et al., 2001 e Kasper et al., 2007).

Existem diferentes tipos de cancer de pele, mas s@o considerados melanomas apenas
aqueles que se originam de melandcitos, que sdo as células responsdveis pela producdo de
melanina (o pigmento escuro) presentes na camada mais superficial da pele, a epiderme
(figura 3). A homeostasia de uma pele normal € mantida através da interacio entre
melandcitos e seu microambiente, que inclui queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e
do sistema imune, bem como com a matrix extra-celular. No caso dos melandcitos, sabemos
que eles interagem com fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune apenas
através da secrecdo de fatores soliiveis e que se encontram aderidos a queratindcitos. Esta
proximidade fisica entre estes dois tipos celulares permite aos queratindcitos exercerem

controle sobre o fendtipo e crescimento dos melandcitos. (Bogenrieder & Herlyn, 2002).
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Figura 3: Esquema representativo das fases de crescimento do melanoma humano.
Do lado esquerdo vemos um tecido normal, contendo: tecido subcutineo, derme e mais
superficialmente a epiderme, onde se encontram os melandcitos e nevus normais. Do lado
direito observamos o tecido com tumor, onde podemos ver claramente as fases da progressao
tumoral: primeiro a transicdo de um nevus normal para displdsico, depois a fase de
crescimento radial, em seguida a fase de invasdo da derme e sub-cutdneo com o crescimento
vertical e por fim a fase metastdtica que é quando as células de melanoma atingem os vasos

sanguineos e/ou linfaticos (adaptado de www.microvet.arizona.edu/courses/VSC519/Secure/

CaseMelanoma/CaseMelanoma.htm).

A adesdo entre queratindcitos e melandcitos acontece através do contato entre
moléculas de superficie da familia das caderinas, expressas em ambas as células, neste caso
especificamente, a E-caderina. As caderinas sdo glicoproteinas de membrana que realizam
contato célula-célula através de sua ligacdo direta a outra caderina e que possuem uma tnica
regido transmembranar, uma grande regido extracelular, responsdvel pela interacio com
outras caderinas, € uma pequena porcao carboxi-terminal intracelular, que ancora a proteina
ao citoesqueleto de actina; de fato, o ancoramento de caderinas aos filamentos de actina nao

ocorre diretamente, sendo mediado por algumas proteinas citoplasmadticas, dentre elas a 3-



catenina, particularmente importante no ancoramento da E-caderina (Meigs et al., 2002). A
E-caderina estd diretamente relacionada a tumores, uma vez que a perda de sua expressao é
fundamental para a transformacgdo epitelial-mesenquimal, onde as células tumorais perdem
polaridade e adesdo e passam a ter um fendtipo mais agressivo (Polyak & Weingberg, 2009).
No caso dos melandcitos ndo é diferente, a diminui¢do ou perda completa de expressdo de E-
caderina esta diretamente associada a perda do controle feito pelos queratindcitos e tem como
conseqiiéncia a formacdo de um nevus (Hsu et al, 1996), que é um aglomerado de
melandcitos ainda considerado benigno, mas que pode progredir para um nevus displasico,
considerado melanoma de grau I ou mesmo para um melanoma de grau Il que é quando a
lesdo primdria comega a apresentar crescimento radial (figura 3) (Bogenrieder & Herlyn,
2002).

Além da diminuicdo da expressdo de E-caderina, a transformacio maligna que ocorre
de um melandcito para melanoma estd também associada ao aumento da expressdo de N-
caderina, outro membro da familia das caderinas, mas que, ao contrario da E-caderina, estd
associada a aumento da motilidade e invasao de alguns tumores, dentre eles, células de cancer
de mama (Nieman et al., 1999). Desta forma, o melanoma passa a ser capaz de migrar e
invadir camadas mais profundas da pele, o que é chamado de fase de crescimento vertical —
melanoma de grau III - até que consiga entdo atingir vasos linfaticos e/ou sanguineos
estabelecendo o grau mais avancado da doencga, o melanoma de grau IV — metastético (figura
3) (Bogenrieder & Herlyn, 2002). A importancia da expressdo de E-caderina para que os
melandcitos se mantenham sob controle dos queratindcitos foi confirmada por Hsu e
colaboradores (2000), ao demonstrarem que a inducio da expressao de E-caderina em células
de melanoma re-estabelece o controle de crescimento mediado por queratindcitos e induz a
diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo relacionadas com invasdo.

Acredita-se que o maior nimero de modificacdes genéticas na progressio tumoral de
melanomas esteja associado a mudanga de um padrido de crescimento radial, para que as
células possam adquirir um fendtipo mais agressivo e que lhes permita maior mobilidade e
habilidade de invadir e assim crescer verticalmente. As mudangas que ocorrem na
transformag@o de um melanoma de grau II (radial) para um tumor de grau III (vertical) sao
muitas. As células de melanoma de grau III ja s@o capazes de fazer metéstase e sdo bem
menos dependentes de fatores de crescimento exdgenos (normalmente fornecidos pelo micro-
ambiente tumoral). Além disto, elas apresentam grande instabilidade gendmica, crescimento
independente de ancoragem e, uma vez em cultura, ndo necessitam adicdo de fatores de

crescimento para sua sobrevivéncia (Kath et al., 1991).



Segundo Kasper e colaboradores (2007) a forma de se tratar casos de melanoma de
grau III ou IV na clinica ainda € alvo de muita discussao, ndo existindo um protocolo padriao
bem estabelecido. Desta forma, pacientes sdo tratados de forma diferente em diferentes
instituicdes de saide, mas estdo entre as estratégias utilizadas: a quimioterapia, adjuvantes do
sistema imune, vacinas especificas para tumores, algumas citocinas, anticorpos monoclonais
e alguns imunoestimuladores especificos. Infelizmente nenhum destes tratamentos € efetivo
para a cura de pacientes com melanoma disseminado, eles apenas buscam melhorar a
qualidade de vida dos pacientes e tentar prolongar um pouco a sua sobrevida, mas na maioria
dos casos, s@o efetivos apenas no comeco do tratamento (Eigentler et al., 2003). Embora néao
faca parte dos protocolos mais utilizados, a radioterapia também pode ser utilizada no
combate ao melanoma, especialmente aqueles no estdgio IV da doenca, como sugerem
Stevens & McKay (2006).

A falta de protocolos terap€uticos efetivos leva a uma continua busca por novos alvos
para intervengdes farmacoldgicas e para tanto € necessario compreender detalhadamente a
biologia dos melanomas. Neste sentido, buscamos quais sdo as alteracdes genéticas mais
freqiientes e quais as moléculas necessdrias para a progressdao de melanomas, uma vez que
estas informagdes poderiam servir ndo somente como alvos terapéuticos, mas também como
marcadores para diagndstico, progndstico e acompanhamento da doenca.

Mutagdes nos genes que codificam as proteinas CDKN2A, PTEN, P53, RAS e MYC
foram relacionadas com a progressdo de melanoma. No entanto, estas muta¢des ainda ndo
foram correlacionadas especificamente a subtipos ou fases especificas dos melanomas e nem
validados para serem utilizados com marcadores para progndstico (Fecher et al., 2007).
Contudo, Dai e colaboradores (2005) demonstraram em um estudo clinico envolvendo 292
pacientes que a expressdo do oncogene Akt/PKB; envolvido na progressao do ciclo celular,
crescimento celular e inibi¢do da apoptose; tem sua expressdo aumentada com a progressao
do melanoma para fases mais agressivas e de invasdo e que, por isso, o aumento da sua
expressdo estd inversamente relacionado a sobrevida dos pacientes.

Embora a ativagdao de MAPK seja caracteristica de melanomas, a RAS, um oncogene
freqiientemente mutado em tumores e que promove fosforilacdo/ativacdo da via das MAPKs
encontra-se mutado em apenas 15% dos melanomas cutineos, sugerindo que possivelmente
existem outras vias de sinalizacdo alteradas que podem ser mais importantes para a super-
ativacdo das MAPK. Uma das proteinas candidatas ¢ a BRAF (homé6logo B1 do oncogene
viral do sarcoma V-raf murino), uma proteina quinase que também fosforila/ativa a via das
MAPKSs e que encontra-se mutada em 66% dos melanomas malignos. 100% das mutacdes em

BRAF acontecem no seu dominio quinase e cerca de 80% sdo frutos de apenas uma tnica



substituicdo que confere 10,7 vezes maior atividade quinase do que comparada com a
selvagem (Davies et al., 2002). Pollock e colaboradores (2003) demonstraram que mutagdes
em BRAF sao bastante freqiientes em Nevi benignos e, desta forma, sugere que a ativacao da
via de MAPK € importante para o desenvolvimento de melanoma, no entanto, sozinha néo é
suficiente para a transformacg@o maligna.

Também ja foram descritas, em melanoma, mutagdes em genes que codificam
proteinas do ciclo celular diretamente, tais como a pl16INK4a que é fundamental no ponto de
checagem da fase G1 para a fase S, pois em caso de necessidade, liga-se ao complexo ciclina
D/CDK4 inibindo-o e assim impedindo a progressdo do ciclo celular. No entanto, mutagdes
em pl16INK4a parecem ser uma causa de susceptibilidade genética a melanomas em familias,
uma vez que em casos de familias com alta incidéncia da doenca, cerca de 10-40%
apresentam mutacdes nesta proteina e estas mutagdes sdo bastante raras em casos esporadicos
(Eliason et al., 2006). Marini e colaboradores (2006) mostraram que em 75% dos casos de
melanoma p16INK4a ¢ silenciado por hipermetilacdo da regido promotora.

Outro alvo de freqiientes mutagdes em tumores € o gene que codifica a proteina p53,
um supressor de tumor, mas que parece ser um componente importante apenas de melanomas
associados a danos causados no DNA, seja por agentes mutagénicos ou por grande exposi¢ao
a radiacdo UV, pois fora destes casos, p53 € raramente encontrado mutado em melanomas
(entre 0 e 25%) (Lubbe et al., 1994).

Novos alvos continuam sendo investigados e neste sentido, estudos de larga escala,
como andlise de microarranjos, podem contribuir muito. Bittner e colaboradores (2000),
utilizando amostras de paciente e Ryu e colaboradores (2007) utilizando linhagens celulares
de melanomas humanos em diferentes estagios, realizaram uma andlise transcriptomica e
identificaram alguns genes modulados diferencialmente que conseguem determinar tumores
mais agressivos. No trabalho de 2007, os autores ainda dividiram estes genes em 3 classes: 1)
genes que sofriam modulag@o positiva cuja fungdo estd relacionada a ativacdo do ciclo
celular, replicacdo do DNA e mecanismo de reparo, 2) genes cuja expressdo foi perdida e
tinham funcdo de adesdo celular ou na diferenciacdo de melandcitos e 3) genes modulados
positivamente e com fun¢fo de resisténcia a apoptose; abrindo um leque bastante grande de
novos alvos a serem estudados. Lembrando que novos alvos significam a possibilidade de

desenvolvimento de novos farmacos ou estratégias terapéuticas.



1.3. O sistema calicreinas-cininas

1.3.1. Um breve histérico do sistema

A historia do sistema calicreinas-cininas comeca em 1909, quando Abelous & Bardier
relatam uma queda transiente da pressdo sanguinea de humanos que receberam injecdo
intravenosa de fragcdes de urina humana (revisado por Prado et al., 2002). Alguns anos mais
tarde, em 1930, Werle & Frey descrevem uma enzima pancredtica a qual chamaram de
calicreina (do grego: kallikreas, que quer dizer pancreas). Em 1937, Werle descreve pela
primeira vez um dos peptideos ativos do sistema ao qual chamou de DK e que atualmente é
conhecido como calidina (KD), ao perceber que quando trabalhava com calicreinas e soro
sanguineo formava-se uma nova substincia de menor peso molecular e que possuia acdes
semelhantes a da calicreina. No final da década de 40, Rocha-e-Silva e colaboradores
descrevem aqui na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de Sao Paulo,
utilizando veneno de serpentes, a bradicinina (BK) (Rocha-e-Silva et al., 1949).

A seqiiéncia de aminodcidos do nonapeptideo BK somente foi elucidada na década de
60 e foi descrita concomitantemente por dois grupos (Boissonnas et al., 1960; Elliott et al.
1960; Elliott et al., 1961). Um ano mais tarde, Werle e colaboradores (1961) descreveram a

sequéncia de aminoécidos da KD (Figura 4).
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Figura 4: Sequéncia de aminoédcidos dos peptideos ativos do SCC. Preto — residuos de
aminoacido comuns a todos os peptideos; Cinza — residuo de lisina presente na KD e
desArglO—KD; Branco — residuo de arginina ausente nos peptideos desArgg—BK e desArglO—

KD; BK — bradicinina; KD — calidina.

A identificacdo dos receptores do sistema somente aconteceu na década de 70, quando

Regoli e colaboradores descreveram a existéncia de dois receptores - Bl e B2 — e comecaram



as suas caracterizacdes moleculares, demonstrando diferentes perfis famacoldgicos e de
expressdo (Regoli et al., 1977; Regoli et al., 1978; Drouin et al., 1979; para revisdo ver
Regoli & Barabé, 1980 e Leeb-Lundberg et al., 2005). Embora descobertos apenas no final
dos anos 70, no comego da década de 90 os receptores B1 e B2 ja haviam sido clonados
(McEachern et al., 1991; Menke et al., 1994) e poucos anos depois animais com os receptores

deletados ja estavam disponiveis para estudos (Borkowski et al., 1995; Pesquero et al., 2000).

Metabodlitos inativos

Carboxipeptidases

Cininogénio |[—=emmemmes] BK 0u | | des-Arg’-BK ou
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Figura 5: Representacido esquemadtica do sistema calicreinas-cininas, evidenciando os
componentes deste sistema bem como fungdes classicas mediadas pelos seus receptores, no
qual o cininogénio € clivado por calicreinas formando BK ou KD, que podem tanto ativar o
receptor B2 e neste caso mediar respostas de inflamacdo e vasodilatacdo, quanto serem
clivadas pela ECA (que gera peptideos inativos) ou por carboxipeptidases, formando a
desArg’-BK ou desArg'’-KD, que ativam o receptor B1 e assim medeiam dor e inflamagdo.

BK - bradicinina, KD — calidina, ECA — enzima conversora de angiotensina-I.

Em termos gerais, sabemos que o sistema calicreinas-cininas atua de forma sist€mica
modulando a pressdo arterial (Duka et al., 2006), bem como participando de respostas

inflamatérias e de dor (Calixto et al, 2004). Contudo, a expressdo local de componentes



destes sistemas € descrita na literatura em muitos tecidos e 6rgaos, demonstrando que podem
estar envolvidos em outras fungdes que ndo as classicamente conhecidas (para revisdo ver
Costa-Neto et al., 2008). Na figura 5, observamos uma representag¢do esquemadtica e geral do
sistema calicreinas-cininas. Cada uma das partes deste esquema serd detalhadamente

abordada nos préximos itens.

1.3.2. Formacao da bradicinina e da calidina

Os peptideos BK e KD s@o originados a partir de um precursor comum, o cininogénio,
- proteina circulante que possui estes peptideos na sua seqii€éncia de aminodcidos, e que é
produzido de forma sistémica pelo figado. Sdo conhecidos dois cininogénios, o de alto peso
molecular (88-120 kDa) e o de baixo peso molecular (50-68 kDa). Acredita-se que o primeiro
seja restrito ao plasma sanguineo por causa do seu tamanho e que o segundo, de menor
tamanho, consiga extravasar e por isso esteja presente tanto no plasma sanguineo quanto nos
tecidos. Ambos s@o oriundos de um mesmo gene de 11 exons que sofre processamento
alternativo, localizado no cromossomo 3 humano (3q27) (Takagaki et al., 1985). Os
cininogénios sdo glicoproteinas formadas por miltiplos dominios que possuem uma cadeia
pesada na porcdo C-terminal e uma cadeia leve na regido N-terminal. Entre a cadeia pesada
(que compreende os dominios de 1 a 3) e a cadeia leve (formada pelos dominios 5 e 6) estd o
dominio 4, que é a BK (Nawa et al., 1983).

Para ser biologicamente ativa, a BK e/ou KD precisam ser clivadas do cininogénio e
isso € feito por enzimas especificas denominadas calicreinas. As calicreinas sdo serino-
endopeptidases que clivam especificamente o cininogénio (tanto de alto como de baixo peso
molecular) e estdo divididas em dois tipos: a plasmdtica e as teciduais (anteriormente
conhecidas como glandulares).

A calicreina plasmatica € sintetizada no figado, a partir de um tnico gene localizado
no cromossomo humano 4 (4q35), na forma de uma pré-enzima inativa, a pré-calicreina. A
ativacdo desta calicreina ocorre no plasma e é regulada por indmeros fatores, dentre eles: o
fator de Hageman (fator XII de coagulagdo), endotoxina, proteases microbianas, entre outros.
Uma vez ativa, a calicreina plasmadtica cliva o cininogénio de alto peso molecular - presente
no plasma sanguineo — liberando o nonapeptideo BK. Tanto a calicreina plasmética ativa,
quanto o fator de coagulacdo Xlla, que € capaz de ativd-la, sdo finamente regulados e, na
maioria das vezes, rapidamente inativados pelo inibidor C1 do sistema complemento (de

Agostini et al., 1984; Davis, 2004).



As calicreinas teciduais sdo uma familia de enzimas (KLK) que semelhantemente a
calicreina plasmdtica agem como serino-endopeptidases, no entanto, sdo expressas em
diferentes niveis, em uma grande variedade de tecidos. As diferentes KLK sdo oriundas de
diferentes genes, sendo a maioria deles localizados no brago longo do cromossomo 19 e uma
vez expressas na forma de uma pré-enzima, possuem um peptideo sinal que as conduzem ao
reticulo endoplasmético e finalmente a secrecdo. Sua ativacdo acontece nos tecidos pela
clivagem do pré-segmento que promove uma mudanga conformacional re-estabelecendo o
sitio catalitico. Ao contrério da calicreina plasmatica, as teciduais formam principalmente KD
e, embora sejam capazes de clivar cininogénio de alto e baixo peso molecular, as calicreinas
teciduais utilizam principalmente o de baixo peso molecular como substrato por sua maior
disponibilidade nos tecidos. Além disto, estas enzimas estdo relacionadas com outras fungdes
que ndo apenas a clivagem de cininogénio, podendo também clivar/ativar os receptores
ativados por proteases (PARs), outras calicreinas, alguns fatores de crescimento como fator
de necrose tumoral B (TGFp) e indiretamente os fatores de crescimento semelhante a insulina
(IGFs) (pela clivagem de proteinas ligadoras de IGF — IGFBP - que inibem estes IGFs),
degradar matriz extracelular pela clivagem direta de seus componentes (laminina, gelatina,
fibrinogénio bem como diferentes tipos de coldgenos e fibronectinas) ou pelo aumento na
atividade de proteases como metaloproteases (MMPs) e/ou ativacdo do zimogénio do
plasminogénio-tipo-uroquinase (uPA) e inativagdo do inibidor do ativador de plasminogénio I
(PAI-I) — principal inibidor de uPA — e que no aumento da protedlise mediada por uPA e
ligacdo de uPA ao seu receptor uPAR, que converte plasminogénio em plasmina (para

revisdo ver Pampalakis & Sotiropoulou, 2007 e Lundwall & Brattsand, 2008).

1.3.3. Formacao da desArgg-BK e desArgm-KD por cininases do tipo I

A BK e a KD formadas podem exercer seus efeitos diretamente através do receptor
B2 ou podem servir de substrato para as cininases do tipo I que retiram o residuo de Arg da
por¢do carboxi-terminal destes peptideos, dando origem a desArgg—BK e desArglO—KD,
respectivamente, que sao ligantes preferenciais do receptor B1. S@o consideradas cininases do
tipo I as carboxipeptidases M (CPM) e N (CPN) e recentemente a B (CPB) e a D (CPD),
sendo todas metalo-carboxi-peptidases dependentes de zinco (Vendrell et al., 2000).

A primeira carboxipeptidase descrita por ter atividade de cininase do tipo I foi a CPN
por Erdos & Sloane (1962). Neste periodo ainda ndo se conhecia o receptor B1 e por isso ela
foi descrita como uma enzima plasmaética capaz de degradar a BK. A CPN ¢ sintetizada

apenas pelo figado e imediatamente secretada na circulagdo sanguinea, onde sua



concentragio ¢ alta, em torno de 30 ug/ ml (107 M). Ela cliva apenas residuos de Arg ou Lys
carboxi-terminais de peptideos ou proteinas, no entanto, quando se trata de degradacdo de
BK, sua atividade ¢ de menor importancia fisiolégica do que a ECA (enzima conversora de
angiotensina I/cininase II). Contudo, a CPN em pacientes que tomam medicamentos que
inibem a ECA, torna-se peca fundamental para o controle dos niveis de BK circulantes, uma
vez que altas concentragdes circulantes deste peptideo podem ser danosas (para revisdo ver
Skidgel &Erdos, 2007).

A CPM foi descoberta como uma proteina que estd presa a membrana por uma ancora
de GPI (glicosilfosfatidilinositol) e que tem atividade de carboxi-peptidase, retirando
especificamente residuos de Arg e Lys carboxi-terminais. Atualmente esta enzima tem sua
seqiiéncia de cDNA (Tan et al., 1989) e estrutura gendmica (Li et al., 2002) conhecidas, bem
como sua estrutura tridimencional elucidada por cristalografia de raio-X (Reverter et al.,
2004). Zhang e colaboradores (2008a) demonstraram a existéncia de uma relacdo direta da
CPM com a ativagdo de vias de sinalizacdo celular do receptor B1. Os autores demonstraram
que a CPM interage fisicamente com o receptor B1 e que esta interacdo acontece em regides
ricas em caveolina e colesterol conhecidas como balsas lipidicas (lipid rafts) e € fundamental
para a sinalizag¢do via receptor B1, ou seja, indicando que a CPM em direta associagdo ao
receptor B1 seria uma forma de priorizar a sinalizagdo via este receptor em detrimento ao
receptor B2.

Nos ultimos anos foram descritas como tendo atividade de cininase I outras duas
enzimas: a CPD, que assim como a CPM, também ¢ uma proteina de membrana e que foi
caracterizada por Timblin e colaboradores (2002) e a CPB, identificada por sua atividade
formadora de desArg’-BK no perfusato do leito arterial mesentérico de ratos (Oliveira et al.,

2007).
1.3.4. Degradacao da bradicinina e calidina por cininases do tipo II

De forma légica, a segunda classe de enzimas descobertas capazes de clivar BK foi
chamada de cininases do tipo II. Ao contririo das cininases do tipo I que retiram apenas um
residuo de aminodcido, as cininases do tipo II sdo peptidilpeptideo hidrolases e removem o
dipeptideo Pheg—Arg9 da porcdo carboxi-terminal da BK. No comec¢o da década de 70 se
mostrou que esta cininase do tipo II de membrana encontrada era idéntica a enzima
conversora de angiotensina-I (ECA) descoberta por Skeggs em 1956 (Skeggs et al., 1956),
sugerindo de forma bastante inovadora para a época que uma mesma enzima poderia

desempenhar duas fungdes distintas (Yang et al., 1970 e Yang et al., 1971).



Em 1984, Skidgel e colaboradores demonstraram que uma outra endopeptidase
conhecida por NEP (endopeptidase neutra) era capaz de clivar de forma semelhante os
mesmos substratos utilizados pela ECA. A NEP foi descoberta nos rins por Kerr & Kenny
(1974) e no cérebro por Malfroy e colaboradores (1978) e possui atividade de cininase tipo II,
mas ndo de ECA, pois cliva a angintensina [ em um hepta e um tripeptideo além de clivar
também o préprio octapeptideo angiotensina II.

Tanto a NEP quanto a ECA sdo metalopeptidases de membrana que utilizam o {on
Zn>" como cofator, no entanto, a NEP é uma enzima de membrana do tipo II presa na
membrana plasmaética por um peptideo sinal ndo clivado na regido amino-terminal, possui um
Unico sitio catalitico e consegue clivar peptideos maiores do que consegue a ECA. Por sua
vez a ECA é uma enzima de membrana do tipo I e por isso estd presa 2 membrana por uma
ancora na sua extremidade carboxi-terminal e possui dois sitios cataliticos independentes
localizados em dominios extracelulares diferentes da proteina (para revisdo ver Skidgel &

Erdos, 2004).

1.3.5. Os receptores do SCC

Conforme descrito anteriormente, os componentes ativos do SCC sd@o gerados a partir
da clivagem do cininogénio pelas enzimas calicreinas, gerando os peptideos BK e KD e esses
peptideos se ligam com alta afinidade ao receptor B2. Além disto, a BK e a KD podem servir
de substrato para as cininases do tipo I formando os peptideos desArgg—BK e desArglO—KD,
respectivamente, e estes peptideos sdo ligantes preferenciais do receptor B1 (Figura 5).

Os receptores B1 e B2 séo parte da subfamilia de receptores semelhantes a rodopsina
que possuem sete alcas transmembranares (7TM) e s@o acoplados a proteina G (GPCR) na
regido intracelular, mas diferem bastante entre si quanto ao padrdo de expressdo e a forma de
sinalizacdo. Enquanto o receptor B1 tem expressdo muito baixa ou ausente na maioria dos
tecidos, sendo induzido rapidamente em situagdes de lesd@o ou inflamacdo e ndo sofrendo
fosforilagdo quando ativado (pois ndo tem residuos de serina e treonina na cauda carboxi-
terminal) nem internalizagdo/desensibilizacdo; o receptor B2 é constitutivamente expresso e
uma vez ativado € fosforilado e conseqiientemente internalizado/desensibilizado (Faussner et
al., 1998; Blaukat et al., 1999). Existem relatos de que o receptor B2 poderia também ser
ativado diretamente pela acdo de calicreinas e algumas outras proteases, classificando-os
potencialmente em um grupo de receptores-ativados por serino-proteases (Hecquet et al.,

2000 e Biyashev et al., 2006).



Uma vez ativados, estes receptores desencadeiam vias de sinalizacdo celular muitas
vezes similares. No entanto, ja foi mostrado que o padrdo de ativacdo das vias nem sempre €
o mesmo. Em termos gerais, parece que esta variagdo do padrdo de sinalizacdo de um
receptor para o outro estd diretamente relacionado com a duragdo desta sinalizacdo, sendo
normalmente a ativacdo mediada pelo receptor B2 transiente e a mediada por Bl mais
prolongada (Mathis et al., 1996 e Dixon et al., 2002).

O receptor B1, assim como o B2 sinalizam via proteina Goiq e conseqiientemente
ativam fosfolipase C, que cliva fosfaditilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) da membrana em
diacilglicerol (DAG) e inositol-3-fosfato (IP3), que em ultima instincia elevam os niveis de
célcio intracelular. Embora a via de sinalizag@o seja a mesma, Mathis e colaboradores (1996)
observaram que quando estimulavam células em cultura de musculatura lisa da artéria
mesentérica superior de coelhos com BK havia um aumento ripido e transiente da
concentracdo de célcio intracelular, enquanto que quando estimulavam com o ligante do
receptor BI, desArg9—BK, havia uma resposta bifdsica e sustentada. Além disto, ambos
receptores também podem sinalizar via proteina Goi, o que promove uma regulacdo negativa
da adenilato ciclase e estimula a via das MAPKs. A ativagdio de MAPKs promove a
translocacdo do fator de transcricdo AP1 para o nicleo (Naraba et al., 1998), bem como est
relacionada a ativagdo do também fator de transcricio NFxB e aumento na expressdo de
COX2 quando induzida pelo receptor B2 (Chen et al., 2004). A ativacdo do receptor B2 nido
regula a formacdo de eicosandides apenas pela modulacdo da expressio de COX2, mas
também ativa diretamente a primeira enzima da cascata de formagdo destes mediadores
lipidicos, a fosfolipase A2 (Burch et al., 1987). Além disto outros relatos também mostram
que a ativacdo de NFxB pelo receptor B2 envolve a via da PI3K como descreveu Pan e
colaboradores em 1999 e pode induzir a expressao de citocinas como IL1J (Pan et al., 1996).

O receptor B1, por sua vez, também ativa o fator de transcrigdo NFkB levando a sua
translocacdo para nicleo, mas em células da musculatura lisa de humanos este processo
parece envolver a ativacdo de PKC (Moreau et al., 2006). Além disto, por ser indutivel, o
receptor B1 pode entrar em um processo de retro-alimentacdo positiva, uma vez que sua
ativacdo leva a translocagdo de NFkB para o nicleo e o gene que codifica para o receptor B1
tem regides de ligacdo para NFkB na sua regido promotora, conseqiientemente a ativagdo do
NF«B induz a sua prépria expressdo (Schanstra et al., 1998). Esta retro-alimentagdo positiva
ndo acontece somente via NFkB, mas também por outras vias de sinalizagdo, como
PLC/PKC, PI3K/AKT e MAPKSs, desde que induzam a translocag@o para o nicleo de um dos
trés fatores de transcricdo que se ligam a regido promotora do gene do receptor B1: CREB,

AP1 e NFxB (figura 6). Se observarmos que o receptor B2 também induz translocacio de



NFkB e APl para o nicleo, vemos que a ativacdo do receptor B2 também contribui

diretamente para a indugdo da expressdo do receptor B1. Neste contexto observamos que em
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Figura 6: Representagdo dos mecanismos envolvidos na regulagdo da expressdao do
receptor B1. Ativacdo de receptores de citocinas, receptores do tipo Toll ou mesmo dos
proprios receptores B2 e B1 do SCC conseguem ativar muitas vias de sinalizacdo, incluindo
PKC, PI3K e MAPK que regulam a ativacdo e translocagdo para o nicleo dos fatores de
transcrigdo CREB, AP-1 e NFkB que se ligam a regido promotora do gene do receptor Bl
induzindo sua expressdao. AP-1, proteina ativadora 1; AKT/PKB, proteina quinase B; CREB,
elemento ligador responsivo a AMPciclico; ERK, quinase regulada por sinais extra-celulares;
JNK, quinase c-jun NH,-terminal; MAPKKK, proteina quinase da quinase quinase ativada
por mitégenos ; MAPKK, proteina quinase da quinase regulada por mitégenos; NFxB, fator
nuclear kB; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; PLC, fosfolipase C; PKC, proteina quinase C;
TLR, receptor do tipo Toll (Adaptado de Calixto et al., 2004).



um grande nimero de situa¢des o receptor B2 medeia a resposta inicial, mas logo sofre
desensibilizagdo e € substituido pelo receptor B1 que é quem faz uma resposta tardia, mas
mais duradoura.

Uma vez ativado o receptor B1 participa da resposta inflamatoria através da indugdo
da expressdo de citocinas, liberagdao de 6xido nitrico e ativacdo de vias que levam a produgdo
de mediadores inflamatérios lipidicos como prostaglandinas, bem como sensibilizagcdo e
ativacdo de receptores de dor (Davis et al., 1996 , Dray & Perkins, 1993, McLean et al.,
2000aeb). Além disto, j4 foi mostrado que o receptor B, calicreinas e cininogénio sdo
encontrados na superficie de neutréfilos sinoviais e circulantes, representando uma forma de
manter a sinalizacdo por cininas no local da inflamagdo, além de formar um gradiente
quimioatrativo de cininas que recruta mais leucdcitos para o local da inflamacdo (Bockmann
& Paegelow, 2000, Bhoola et al., 2001), induzir a quimiotaxia de neutr6filos humanos
(Ehrenfeld et al., 2006) e também rolamento, adesio e migracdo de leucécitos (McLean et al.,
2000aeb). Da mesma forma, Pesquero e colaboradores (2000) demonstraram que animais
sem o receptor B1 possuem hipoalgesia e resposta inflamatéria alterada, evidenciando a
importancia deste receptor no processo inflamatério (para revisdo ver Bhoola et al., 2001,

Couture et al., 2001 e Calixto et al., 2004).

1.4. O sistema calicreinas-cininas e o cancer

A relacdo entre o SCC e cancer ainda € pouco descrita na literatura, mas foi
recentemente revista pelo nosso grupo (Costa-Neto et al., 2008 — Anexo). As primeiras
conexdes entre o sistema e cancer de prdstata datam da década de 80, quando uma calicreina
entdo denominada antigeno-especifico de prdstata (PSA) comecou a ser utilizada na clinica
como marcador bioldgico para este tipo de tumor, facilitando o diagndstico em estdgios mais
precoces da doenga. Atualmente, outras calicreinas vém sendo utilizadas como marcadores
biolégicos (Paliouras et al., 2007), muitas ainda relacionadas a tumores de prostata (Veveris-
Lowe et al., 2005; Stephan et al., 2006; Gao et al., 2007; Lilja et al., 2007), mas também
existem alguns estudos com tumores de ovdrio (Borgofio et al., 2006; Prezas et al., 2006a;
Shan et al., 2007), mama (Yu et al., 1998; Yousef et al., 2000a; Yousef et al., 2000b; Dhar et
al., 2001), pulméo (Chee et al., 2008) e tumores intracraniais (Prezas et al., 2006b). Alguns
mecanismos pelos quais as calicreinas poderiam agir na tumorigénese comecam a ser

elucidados e acredita-se que elas possam mediar a protedlise da matriz extracelular e,



conseqiientemente, influenciar os processos de crescimento tumoral, angiogé€nese, invasio e
metéstase (Borgofio & Diamandis, 2004). Além disto, Veveris-Lowe e colaboradores (2005)
mostraram a relacdo do PSA e da calicreina 4 com a diminui¢do de E-caderina e a TEM; e
Gao e colaboradores (2007) descreveram a participacdo da calicreina 4 como mediador da
interagdo entre células tumorais e osteoblastos em tumores de prdostata metastaticos.

A modulacdo na expressdo de calicreinas em diferentes tipos de tumores e a direta
relacdo do sistema calicreinas-cininas com inflamacdo, componente fundamental da
progressdo tumoral (Schwartsburd, 2003; de Marzo et al., 2007; Allavena et al., 2008 e
Collota et al., 2009), sugerem que este sistema possa também ter participagcdo na
tumorigénese. De fato, alguns trabalhos descrevem a presenca dos receptores B1 e B2 de
cininas em diferentes tipos de tumores e linhagens tumorais imortalizadas (Hermann et al.,
1999; Wu et al., 2002 e Chee et al., 2008), bem como um aumento na expressdo desses
receptores em células do infiltrado inflamatério de carcinoma de esdfago (Dlamini & Bhoola,
2005).

Existem poucos trabalhos publicados sobre o papel dos receptores do SCC na
tumorigénese e a grande maioria deles sdo estudos com o receptor B2, que parece exercer um
importante papel pré-tumoral, uma vez que aumenta a migra¢do de células de tumor de
bexiga (Baba & Yamaguchi, 2001). Neste mesmo sentido, trabalhos utilizando animais
deficientes na produg¢éo do cininogénio, e que por isso ndo produzem BK enddgena, (Ikeda et
al., 2004), ou tratados com o antagonista de B2 (Hoe-140) (Ishihara et al., 2001), ou mesmo
que receberam antagonista para o receptor B2 como adjuvante na quimioterapia (Stewart et
al., 2005) apresentaram significativa redu¢do do ndmero de vasos e do tamanho do tumor.
Corroborando estes dados, em um estudo in vitro também utilizando antagonista do receptor
B2, Chan e colaboradores (2002) mostraram inibi¢ao do crescimento de células de tumor de
pulm@o e, as doses utilizadas ndo tinham efeito sobre células pulmonares normais. Além
disto, Greco e colaboradores (2004) mostraram que a BK, via receptor B2, ativa vias
mitogé€nicas em tumores de mama e um ano mais tarde mostraram que efetivamente o
estimulo com BK induz proliferacdo em cultura priméria de tumores de mama humanos
(Greco et al., 2005).

Com relag@o ao papel das cininas na préstata, onde primeiro se descobriu a relacdo
entre SCC e cancer, sabe-se que o estimulo do tecido normal com BK induz proliferacio via
ativacdo de ERK 1/2 (Srinivasan et al., 2004), no entanto, quando trata-se de células
neopldsicas, a conversa cruzada entre os receptores Bl e B2 parece ser fundamental para a
sua proliferacdo (Barki-Harrington et al., 2003). Além disto, Taub e colaboradores (2003)

mostraram que enquanto o receptor B2 € expresso constitutivamente em tecidos neoplésicos e



normais, o receptor B1 é expresso somente em lesdes malignas e que uma vez estimulado, o
receptor B1 induz crescimento celular, migragdo e invasdo de células PC3, que sdo de
tumores de préstata independente de andrégeno. Corroborando os achados de Taub e
colaboradores em 2003, Molina e colaboradores (2009) também mostraram que a ativagdo do
receptor B1 contribui para o desenvolvimento tumoral em células de cancer de mama
dependentes de estrégeno, uma vez que estimulam a proliferacdo destas células via ativagdo
da via de sinalizacdo celular que culmina na fosforilacdo de ERK 1/2.

Apesar do aparente efeito pré-tumoral do receptor B2, existem alguns estudos ja em
fase clinica utilizando agonistas sintéticos de B2 como adjuvantes na quimioterapia. Estes
estudos se baseiam nas propriedades vasodilatadoras do receptor B2 e no aumento da
expressdo deste receptor em células endoteliais dos vasos que irrigam os tumores, assim
sendo a co-administracdo de um quimio-terdpico e do agonista do receptor B2 auxiliariam na
chegada preferencial da droga anti-neopldsica nas regides tumorais (pela maior vaso-
dilatacdo) do que em tecidos normais (onde ha menor expressido do receptor B2) (Liu et al.,
2008; Li-Juan et al., 2009 e Wang et al., 2009). Muitos destes estudos sdo feitos em tumores
cerebrais onde a barreira-hemato-encefédlica impde uma importante dificuldade para os
tratamentos quimio-terdpicos e muitos tumores ndo sdo sensiveis a radioterapia (Matsukado
et al., 1998; Easton et al., 2002 ; Prados et al., 2003 ; Packer et al., 2005; Warren et al., 2006).

Com respeito a melanomas, ndo existe até o momento nenhum estudo mostrando se o
desenvolvimento desta patologia conta com a participagdo de componentes do SCC, embora
alguns estudos utilizem modelos de melanoma murino para investigar se o SCC exerce
influéncia sobre a secrecdo e expressdo de endotelina-1 (Andoh et al., 2009) e para estudar o

papel dos receptores B1 e B2 na dor causada pelo cancer (Fujita et al., 2009).



2. Objetivos



2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a participacdo do sistema calicreinas-cininas
no processo de desenvolvimento e progressdo tumoral utilizando modelo de melanoma

murino.

2.2. Objetivos Especificos

e C(Caracterizar o modelo celular de estudo quanto ao padrdo de expressdo de
componentes do SCC relevantes no estudo;

e Padronizar o modelo de melanoma in vivo no laboratoério;

e Investigar a expressdo do receptor B1 em diferentes estdgios da progressdo tumoral;

e Averiguar se a estimulagdo do receptor Bl altera a agressividade e propriedades
tumorigénicas das células de melanoma;

e Avaliar possiveis mecanismos moleculares que auxiliem a compreender de que forma
a ativagdo de B1 altera a agressividade das células de melanoma;

e Investigar se a estimulagdo do receptor B1 influencia na habilidade das células de
melanoma em fazer metastase, bem como investigar se a estimulacdo do receptor B1
se faz importante em alguns pontos cruciais para o estabelecimento da metéstase, tais

como: migragéo celular e invasdo.



3. Materiais e Métodos



3.1. Materiais

O agonista do receptor B1, a DABK, foi comprado da Sigma e o antagonista do
receptor B1, a DLBK foi sintetizado utilizando a estratégia FMOC (Chan & White, 2003),
purificada em HPLC utilizando uma coluna C-18 e uma pequena aliquota sofreu hidrdlise
dcida (Liu & Boykins, 1989) para que tivesse seu conteido de aminodcidos avaliado em
analisador de aminodcidos automdtico (Spackman et al., 1958). Posteriormente o peptideo foi
validado em modelo experimental de contragdo de aorta de coelho (Regoli et al., 1977). A
sintese do peptideo, a purificacdo e andlise da sequéncia de aminoacidos foram feitas em
colaboracdo com o laboratério do Prof. Dr. Eduardo Brandt de Oliveira (Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP) com o auxilio do mestre Felipe Roberti Teixeira. A
validagc@o do antagonista foi realizada em colaboracdo com o laboratdrio da Prof. Dr. Maria
Cristina de Oliveira Salgado (Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto — USP).

Todos os experimentos realizados utilizando animais foram previamente aprovados
pelo comité de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao

Paulo (protocolo CEUA 025-2007).

3.2. Métodos

3.2.1. Cultura de células

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizadas as linhagens B16/F10, Melan-
A (Ma) e TmS5, sendo as ultimas duas gentilmente cedidas pela Prof. Dr. Miriam Jasiulionis
da UNIFESP. As caracteristicas e forma de cultivo das mesmas estdo descritas nos itens

abaixo:

3.2.1.1. Linhagem Melan-a

A linhagem ndo tumorigénica de melandcito murino Melan-a (American type culture
colection - ATCC) foi cultivada em incubadora com atmosfera de 5% de CO, a 37°C em
meio RPMI 1640 (Gibco), suplementado com: 1,5 g/l de NaHCOs, 4.5 g/l de glicose, 2.38 g/l
de HEPES, SFB 5%, 10 nug/mL de gentamicina e 200 nM de forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA). Quando confluentes, as células eram lavadas com PBS e descoladas da garrafa com
uma solucdo de PBS/EDTA de 10 mM. A suspensdo celular era centrifugada a 400 g e o

precipitado ressuspendido em meio de cultura. Dez porcento das células eram entdo



recolocadas em cultura para manuten¢édo da linhagem e o restante utilizado em experimentos
ou descartado. Cada vez que as células eram descoladas, consideramos uma passagem. Para

os experimentos, foram utilizadas células entre as passagens 15 e 40.

3.2.1.2. Linhagem TmS5

Esta linhagem foi desenvolvida pela Prof. Miriam Jasiulionis a partir da linhagem
Melan-a, através de ciclos sequenciais de cultivo em condi¢des que inviabilizam a adesdo das
células (placas recobertas por ldmina de agarose 1%). Desta forma foi possivel selecionar
clones vidveis, resistentes a “anoikis” (que sobrevivem a morte celular induzida pela falta de
adesdo) e com caracteristicas tumorigénicas (Oba-Shinjo et al., 2006). A linhagem Tm35 foi

mantida nas mesmas condi¢des que a Melan-a, mas sem adi¢do de PMA no meio de cultura.

3.2.1.3. Linhagem B16/F10

A linhagem de melanoma murino B16/F10 (ATCC) foi cultivada da mesma forma
descrita no item 3.2.1.1., mas no meio de cultura HAM/F10 (Gibco) suplementado com: 1,2

g/l de bicarbonato de sédio, SFB 10% e 10 pg/mL de gentamicina.

3.2.3. Analise da expressido de RNA mensageiro por PCR

3.2.3.1. Extracao de RNA por Trizol

A extracdo do RNA total foi realizada seguindo o protocolo do reagente Trizol
(Invitrogen), que consiste em adicionar 1 ml de Trizol por amostra e homogenizar bem para
que o reagente consiga atingir toda a sua superficie. Este protocolo foi utilizado para extrair
RNA de dois tipos de amostras, o primeiro de células em cultura, onde o meio de cultura foi
completamente removido e o Trizol foi adicionado diretamente sobre a placa de cultura. O
segundo de amostras de tecidos (tumores retirados dos animais). Os tumores foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido apds excisdo e previamente a adi¢do do
Trizol, foi realizado um passo de pulverizacdo destes tecidos para permitir que o Trizol atinja
homogeneamente toda a amostra, aumentando a eficiéncia da extragdo. Esta etapa de
pulverizagdo foi a retirada do tecido do nitrogénio liquido e imediatamente, com auxilio de

um martelo protegido com papel aluminio tratado com RNAse away (Invitrogen), pulveriza-



lo por pressdo. Com auxilio de uma espatula, alguns fragmentos do tecido pulverizado foram
transferidos para tubos de 1,5 ml onde foi adicionado 1 ml do reagente Trizol.

Seguindo o protocolo do fabricante, foram adicionados 200 uL de cloroférmio por
tubo, seguido de vigorosa agitacdo. As amostras foram entdo submetidas a centrifugagcdo de
12.000 g por 15 min (4°C) e a fase aquosa (onde estd o RNA total) foi isolada em novos
tubos. A esta fase aquosa foram adicionados 500 pL de isopropanol para precipitacio do
RNA. Os tubos foram incubados 10 min a temperatura ambiente e foi feita uma nova
centrifugacdo a 12.000 g por 10 min (4°C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com uma solucdo de etanol 75%. Uma nova centrifugacédo foi realizada, mas agora a
7.500 g por 5 min (4°C), e o precipitado, foi deixado a temperatura ambiente até que
estivesse completamente seco, para entdo ser ressuspenso em agua mili-Q tratada com
Dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC) autoclavada e incubado 10 min a 55°C. Todas as amostras

de RNA foram mantidas a -80°C.

3.2.3.2. Tratamento das amostras com DNAse

As amostras de RNA total a serem utilizadas para sintese de DNA complementar
(cDNA) foram submetidas ao tratamento com DNAse para degradar qualquer possivel
contaminag@o com DNA gendmico.

Para a realizacdo da reacdo de degradacdo de DNA foram colocados em um tubo de
centrifuga de 1,5 mL: 1 puL de solucdo contendo 1 pg de RNA total, 1 uL. de tampdo DNAse |
(10x), 1 uL da enzima DNAase I Amplification Grade 0,1 U/uL (Invitrogen) e 4gua milli-Q
/DEPC (0,1%) para o volume final de 10 pL. A reagdo foi incubada por 15 min a temperatura
ambiente. Apds incubacgdo, cada amostra recebeu 1 UL de EDTA (25 mM) e subseqiiente
incubagdo por 10 min a 65°C para inativar a enzima.

Antes de utilizar estas amostras para a sintese de cDNA, um controle da eficicia de
degradacdo do DNA genodnico foi feito, através da realizacdo de um reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando primers especificos para um gene de controle enddgeno
(ciclofilina B, tabela 1). Neste caso, somente havera amplificacdo dos fragmentos se a etapa
de degradacdo do DNA gendmico nao foi bem sucedida. Como controle da reacao de PCR,
um cDNA previamente testado foi utilizado. Todas as amostras que ndo apresentaram
amplificacdo foram consideradas aptas a realizacdo da transcricdo reversa e aquelas que
apresentaram amplificacdo foram descartadas e novo tratamento com DNAse foi realizado

para estas amostras.



Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos, tamanho do fragmento amplificado (pb) e
temperatura de anelamento (Tm) dos primers utilizados nas reacdes de PCR semi-

quantitativo para os genes analisados. CPM — carboxipeptidase M.

Fragmento [ Tm
Gene (pb) °0) Direto (5'-3") Reverso (5'-3")
Ciclofilina B 300 55 AAA GAC TTC ATG ATC CAG GG TGA CAT CCT TCA GTG GCT TG
B, 291 55 CAC GAA GCTTGG CACTTT GT GTC TGT GAG CTC CTT CCA GAA
B, 341 56 GCA CTG TGG CCG AGA TCT A GCT GTA TTC CCT CAT GGT CCT
AT, 191 55 AAC AAC TGC CTG AAC CCT CT TCA GAA CAA GAC GCAGGCT
AT, 341 55 | TCT GTC TCA AAG AAG GAATCCC | CCA ACACAACAGCAGCTGC
CPM 141 55 AAA CATTTG TCC TCT CTG CGA TGT AGG CCA GGT GTT GGA AA

3.2.3.3. Transcricao reversa

A transcrigdo reversa foi realizada utilizando a enzima Improm II (Promega) segundo
o protocolo do fabricante, que consiste em adicionar ao mesmo tubo onde foi feita a reacdo
de degradacdo do DNA gendmico, 1 uL de Oligo-dT (0,5 pg/uL ), incubé-las por 5 min a
70°C para que o Oligo-dT pareie com a cauda poli-A dos RNAs mensageiros e desta forma
sirva como primer para a enzima transcriptase reversa. Cada tubo recebeu 4 pL de tampio
(5X), 2,4 uL de MgCl, (25 mM), 1 uL da mistura de dNTP em d4gua DEPC (10 mM) e 1 pL
de enzima (1 U/uL). A reacéo foi incubada por 5 min a temperatura ambiente e depois por 60
min a 42°C, que é a temperatura 6tima de funcionamento da enzima, permitindo que ela
sintetizasse a fita de DNA complementar ao molde do RNA. Depois de transcorrida a
incubacgdo a 42°C, os tubos contendo os cDNA foram colocados a 70°C para inativacdo da

enzima e guardados a -20°C.

3.2.3.4. Desenho e padronizacao dos primers especificos para PCR

Os  primers  foram  desenhados  utilizando o  programa  Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), sempre optando por sequéncias de até¢ 20 pb para que
amplificassem uma regido de até 500 pb para PCR semi-quantitativo e de até 350 pb para
PCR quantitativo. Depois de obtidas as sequéncias, os primers foram alinhados contra todo o
genoma murino para testar a sua especificidade. Aquelas sequéncias que se mostraram

especificas apenas para o gene de interesse e que estivessem localizadas em exons diferentes




foram escolhidas. Todos os primers foram sintetizados pela Prodimol e mantidos a -20°C em
solugdes de 100 UM até o momento da utilizagdo.

Antes de comegar as andlises, os primers passaram por um processo de validacdo e
otimizacdo das condi¢des a serem utilizadas. Para o PCR semi-quantitativo, uma reacao
inicial a 55°C com 40 ciclos foi realizada e aqueles pares primers cujas reagdes de
amplificacdo resultaram em apenas uma banda do tamanho esperado passaram para a segunda
etapa de defini¢do do nimero de ciclos a serem utilizado. Os que foram reprovados nesta
etapa pela presenca de bandas de amplificacdo inesepecificas foram novamente testados com
temperaturas de anelamento superiores (entre 58-60°C). Os primers que foram reprovados
por auséncia de amplificacido foram descartados e novas sequéncias desenhadas. Na segunda
etapa de padronizacdo, o nimero de ciclos a serem utilizados foi selecionado para que se
obtivesse produtos de PCR na sua fase exponencial de amplificacdo e, desta forma fosse
possivel observar diferengas de expressdo entre as amostras. Para isto, uma reacdo de PCR
em um volume final de 50 pl foi feita e a reacdo foi parada nos ciclos 28, 30, 32, 35, 38 e 40
para a retirada de uma aliquota de 7 pl do produto de PCR em cada um dos ciclos. Os
produtos de PCR da mesma reagéo nas diferentes ciclagens foram aplicados lado a lado em
um mesmo gel de agarose 1% para que a intensidade das bandas pudesse ser comparada
diretamente e assim nos permitisse escolher o nimero de ciclos necessdrios para que
trabalhdssemos na fase exponencial da reacéo.

Para as andlises de PCR quantitativo, a primeira reacdo de PCR foi feita
acrescentando concentracdes conhecidas de uma mesma amostra, normalmente as dilui¢des
de 1/5, 1/50 e 1/500 foram utilizadas. O CT (cycle threshould) obtido em cada uma das
dilui¢des foi plotado em uma regressdo linear que permitisse observar a existéncia de
correlacdo entre a quantidade de amostra colocada e o CT obtido. Em outras palavras, para
determinar se éramos capazes de identificar que quando reduziamos a quantidade de amostra
a metade, o CT aumentaria em 1. Foram aceitas apenas regressdes com r > 0,98. Além disto,
a eficiéncia de reacdo destes primers foi avaliada a partir da equagdo da reta (y = ax + b)
obtida do mesmo grafico de regressdo linear, mais especificamente a partir do valor de a
(coeficiente de x) que indica a inclinag@o desta reta. Foram aceitos primers que obtiveram
valores de a entre -3,32 e -4, que representam entre 100 e 78% de efici€ncia de reacdo,
segundo o manual da Applied Biosystems. Esta etapa de validagdo dos primers que permite
selecionar sequéncias de nucleotideos que sejam capazes de gerar reagdes de amplificacdo em
uma faixa semelhante de eficiéncia é pré-requisito para analisar os dados de PCR em tempo

real pelo método de AACT (Livak & Schmittgen, 2001).



3.2.3.5. PCR semi-quantitativo

Foi utilizado o protocolo da enzima Platinum Taq polimerase (Invitrogen) em um
volume total de 25 pL. Cada reagdo recebeu: 2,5 uL de tampao para PCR (10X), 0,75 pL de
MgCl, (50 mM), 0,5 uL de ANTP (10 uM), 0,5 puL do oligonucleotideo senso e 0,5 uL do
anti-senso e 0,25 uL da enzima Platinum Taq Polimerase (5 U/uL). Uma vez pronta a reagdo,
os tubos foram colocados no termociclador, onde foram submetidos por 2 min a 94°C, o que
permite a desnaturacdo das fitas de DNA. Depois de separadas as fitas, o termociclador
submete as amostras a ciclos subsequentes de amplificagdo. Estes ciclos consistem em 3
etapas de 1 min, a primeira a 94°C para a separacdo das fitas, a segunda de 55°C (ou mais,
conforme estabelecido na etapa de padronizagdo), para que os primers pareiem com a regiao
da fita ao qual possuam complementaridade, e a terceira de 72°C que é a temperatura 6tima
de funcionamento da polimerase, que vai estender a fita de DNA. O nimero de ciclos
realizados depende do gene de interesse e foi padronizado conforme descrito no item anterior.
As temperaturas de anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados utilizados para

cada um dos genes de interesse estdo mostrados na tabela 1.

3.2.3.6. PCR em tempo real

Para as andlises de PCR em tempo real, foram utilizados: os primers descritos na
tabela 2, o reagente Platinum SYBR Green qPCR Supermix UDG com ROX (Invitrogen) e o
equipamento ABI Prism 7000 sequence detection system (Applied Biosystems). Para as
reacdes cujos primers apresentavam eficiéncia de reacao dentro da faixa aceita no software da
Applied Biosystems, as andlises relativas ao controle endégeno (ciclofilina B) foram feitas
pelo método do 2(-AAC(T)) (Livak & Schmittgen, 2001). Para os oligonucleotideos cuja
eficiéncia de reag@o ndo fosse aceita, mas que apresentassem uma regressdo satisfatoria e que
atendessem a premissa de (a do gene alvo)/ (a do controle endégeno) < 0,1, onde a é o
coeficiente de X na equagdo: y = aX + b; foram aplicadas corre¢cdes matematicas ao método

de Livak & Schmittgen (2001) feitas por Zhu e colaboradores (2003).



Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos, tamanho do fragmento amplificado (pb) e
temperatura de anelamento (Tm) dos primers utilizados nas reagcdes de PCR em tempo real
para os genes analisados. VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial; TGFf - Fator de

crescimento transformador beta; IFNYy - Interferon gamma.

Fragmento | Tm
Gene (pb) 0 Direto (5'-3") Reverso (5'-3")
Ciclofilina B 300 55 AAA GAC TTC ATG ATC CAG GG TGA CAT CCT TCA GTG GCT TG
B, 72 55 CCA GGG TTT GTC ATC ACT GTC TG GCA AAA GGA AGA AGG ACA GGA CTA A

E-caderina 117 56 GCC AAT CCT GAT GAA ATT GGA A CAG AAC CAC TGC CCT CGT AAT C

VEGF 71 55 ACT GGA CCC TGG CTT TAC TG TCT GCT CTC CTT CTG TCG TG

TGFp 94 55 GCA ACA TGT GGA ACT CTA CCA G CAG CCA CTC AGG CGT ATC A
IFNy 179 55 CAG CAA CAG AAG GCG AAA AAG G AAT CTC TTC CCC ACC CCG AAT CA

3.2.4. Ensaio de mobilizacao de calcio intracelular

O fon célcio é um importante mensageiro e por isso os seus niveis intracelulares sio
fortemente regulados. A sinalizagdo através do célcio acontece através da elevacdo rdpida e
localizada da concentracdo deste fon em compartimentos citoplasméticos da célula e
conseqilente ligacdo e modulacdo da atividade de muitas proteinas. A sonda fluorescente
Fluo3/AM ¢ um quelante do fon cédlcio que possui um fluor6foro. Uma vez excitado com
laser de argdnio a 488 nm, emite fluorescéncia no comprimento de onda de 526 nm, mas isso
s6 ocorre quando o quelante estd ligado ao fon Ca*?.

A sonda Fluo3 sozinha ndo consegue passar a membrana das células, por isso € feita a
ligacdo de um grupo penta-acetoxi-metil (AM), que é pequeno e lipossolivel e por isso
permite a passagem da sonda pela membrana plasmatica das células (Kao et al., 1989). Uma
vez dentro das células os grupos acetoxi-metil sdo clivados por esterases enddgenas,
liberando assim a forma ligante de célcio.

O ensaio é realizado em microscépio confocal, que permite a captacdo da
fluorescéncia emitida pela sonda e identificacdo e quantificacdo da variacdo da emissdo de
fluorescéncia pela sonda na célula e assim € possivel obter um monitoramento continuo das
alteracdes no nivel de cdlcio citoplasmético.

Para a realizacdo dos experimentos, 3x10° células foram semeadas em laminulas de

vidro de 42 mm de didmetro, previamente tratadas com poli-L-lisina e permaneceram em

incubadora com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 24-48h. Transcorrido o periodo para




adesdo, as células foram carregadas com Fluo-3/AM (1 uM) durante 30 min, a 37°C.
Posteriormente, as laminulas foram montadas em uma cdmara onde adicionamos 1 ml de
solugdo tampao (NaCl 135 mM, KCI 5 mM, HEPES 10 mM, MgCl, 1 mM, glicose 2 mM,
CaCl, 2 mM, pH 7.2). As células foram focalizadas no microscépio confocal com aumento
de 63X e a fluorescéncia emitida foi monitorada.

Depois de detectada fluorescéncia constante, adicionamos DABK e/ou DLBK em
uma concentragdo final de 1 e 10 uM, respectivamente. A varia¢do da fluorescéncia foi
observada e assim, o aumento da intensidade de fluorescéncia indicou aumento na

- £ 2
concentragio citoplasmatica de Ca*™.

3.2.5. Western Blotting

Para a realizacdo dos ensaios de western blotting, 3x10° células Tm5 foram semeadas
em placas de 6 pocos em meio RPMI, onde permaneceram por 24 h para adesdo.
Transcorrido este periodo, o meio foi trocado e adicionou-se meio RPMI suplementado com
SFB 0,5% por 24 h. No momento do experimento, as células receberam meio sem SFB para o
estimulo. O ensaio foi realizado a 37°C e a concentracdo final de DABK foi de 1 pM.

Depois da incubacdo com o agonista do receptor B1, as placas foram imediatamente
colocadas em gelo, o meio de cultura foi retirado e 100 uL de solug@o contendo a propor¢ao
de 5:1 de tampdo de lise e tampao de amostra gelado foi acrescentado. O tampdo de lise
utilizado foi feito com Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
SDS 0.1% (v/v), Nonidet P-40 1% (v/v) e o tampdo de amostra continha 100 mM Tris, pH
6,8; SDS 4% (v/v); azul de bromofenol 0,2% (p/v); glicerol 20% (v/v) e 200 mM DTT. O
lisado celular foi recuperado, fervido por 10 min e centrifugado por 15 min, a 4°C a 20.000 g.
30 uL da solucdo de proteinas totais foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% em condig¢des desnaturantes (SDS-PAGE).

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare)
e esta foi bloqueada por 1 h com uma solu¢do de TTBS (0,05 M Tris-HCI, pH7.4; 0,5 M
NaCl e Tween 20 0,1%) contendo albumina bovina 0,1% (p/v) (BSA). Depois de bloqueadas,
as membranas foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente com os anticorpos contra
ERK total — tERK (Santa Cruz) ou ERK fosforilada - pERK (Santa Cruz), ambos diluidos
1:1000, e por mais 1 h a temperatura ambiente com os anticorpos secunddrios conjugados a
peroxidase anti-coelho (para ERKt) e anti-camundongo (para pERK), ambos diluidos 1:2500.
As bandas foram reveladas utilizando o kit ECL (Santa Cruz), e o programa Imagel

(http://rsb.info.nhi.gov/ij/) foi utilizado para a quantificacdo densitométrica das bandas. Os



valores densitométricos correspondentes as bandas da pERK foram normalizados pela tERK

e plotados utilizando-se o programa Graph-Pad Prism 4 (Graph-Pad Prism).

3.2.6. Ensaio de viabilidade celular - MTT

Utilizamos o ensaio de MTT (Sigma) como medida de viabilidade celular. O MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) é um sal que na sua forma
oxidada possui coloracdo amarelada. Quando colocado em contato com células que possuam
mitocondrias competentes, este sal € reduzido e passa a ter uma coloracdo violeta. A
intensidade da coloracdo violeta permite inferir a proporcdo de mitocondrias competentes das

células e este valor, por sua vez, é proporcional ao nimero de células vidveis (Figura 7).

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
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Figura 7: Esquema do funcionamento da técnica de MTT para detectar viabilidade

celular.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado apenas com a linhagem tumoral Tm5 e o
protocolo consistiu em semear em placa de 48 pocos, 5x10° células por poco em um volume
de 500 uL de meio. Estas placas foram mantidas em incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de
CO; por 24 h para que as células aderissem na superficie da placa. Transcorrido este periodo,
o meio foi trocado e os diferentes tratamentos foram administrados. As células foram
incubadas por 24 ou 48 h e depois receberam 50 uL de uma solucdo de 5 mg/mL de MTT em
PBS 1X por pogo. O MTT permaneceu em contato com as células por 3 h na incubadora e
depois o meio foi removido de forma cuidadosa para que as células ndo se soltassem. Foram

adicionados 200 pL de isopropanol e entdo as placas foram incubadas a temperatura ambiente



e sob leve agitacdo por 15 min ou até que a coloracdo fosse completamente

solubilizada/homogenizada, para posterior leitura em espectrofotometro a 570 nm.

3.2.7. Modelo de melanoma in vivo

Camundongos C57/BL6 pesando aproximadamente 25 g receberam injecdo
subcutanea na regido dorsal préxima a cabeca de 2 x 10° células de melanoma das linhagens
Tm5 e B16/F10 em 100 ul de PBS (figura 8). Os animais foram monitorados diariamente até
o dia do sacrificio para a medida do peso e deteccdo do primeiro nédulo palpavel. A partir da
deteccdo deste primeiro nédulo, o tumor foi mensurado diariamente com o auxilio de um
paquimetro e o volume da massa tumoral foi calculado de acordo com a formula V=(D x
dz)/2; onde V é o volume do tumor, D é o didmetro maior do tumor e d o didmetro menor do
tumor (Jasiulionis et al., 2006). Animais cujo tumor atingisse tamanho igual ou superior a

3 L .
3000 mm” sofreram eutanasia.

A eutandsia foi feita com os animais anesteziados (quetamina 100 mg/kg e xilazina 10
mg/kg) por decaptacdo e imediatamente apés a morte dos animais as amostras de tumor
foram retiradas e congeladas a -80°C para andlises moleculares ou fixadas em formol 37%

tamponado para andlises histopatoldgicas.
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2x10° células da
linhagem Tm5

Figura 8: Representacdo esquematica da indugcdo de melanoma em camundongos

C57/BL6 a partir da inje¢do subcutinea de células tumorais no dorso destes animais.



3.2.8. Delineamento experimental de pré-estimulo das células tumorais in vitro e

subseqiiente indculo das células in vivo

Conforme observamos na figura 9, as células tumorais foram semeadas em placas de
cultura de 100 mm? e deixadas por 24-48h até que atingissem uma confluéncia de 80%,
quando eram entdo lavadas uma vez com PBS e estimuladas com DABK 1 uM em meio sem
soro por 24 h. Transcorrido o periodo de 24 h em contato com o agonista do receptor B1,
tanto as células controle (sem estimulo) quanto as células “re-programadas” ap6s ativagdo do
receptor B1 foram lavadas com PBS, descoladas da placa com PBS/EDTA e as solugdes de
in6culo foram preparadas contendo 2x10° células em 100 ul. Os animais foram inoculados e
monitorados diariamente com pesagem e avaliagdo dos tumores por 20 — 30 dias, quando
sofreram eutandsia e as amostras tumorais foram coletadas. Quando necessario, amostras de

sangue foram coletadas através de pungdo cardiaca com os animais anestesiados.

Cultura de | | Células 80% Injecdo das Sacrificio e
células confluentes células em coleta das
tumorais camundongos amostras

24-48 h m 20 — 30 dias

DABK (1 uM)
ou veiculo

Meio de cultura
sem SFB

Figura 9: Representagdo esquematica do desenho experimental de pré-estimulo das

células Tm5S. DABK — desArg9—bradicinina; SBF — soro fetal bovino.
3.2.9. Histologia

As andlises histopatoldgicas foram feitas em colaboragcdo com o laboratério da Prof.
Dra. Simone Gusmao Ramos do Departamento de Patologia da FMRP-USP, a partir de
amostras de tumor que foram coletadas preservando todo o microambiente ao seu redor.

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram fixadas em formol tamponado por 24-48 h



antes de dar inicio ao processamento histoldgico. As amostras

momento desidratadas seguindo a seguinte bateria de incubagdes:

9.

e A o B

Alcool 80% por 30min;
Alcool 95% por 30min;
Alcool 100% por 30min;
Alcool 100% por 40min;
Alcool 100% por 40min;
Alcool 100% por 30min;
Xilol I por 30min;

Xilol II por 30min;

Xilol I por 20min.

foram em

um primeiro

Apos a terceira passagem em xilol, as amostras foram deixadas em repouso para a

eliminagdo do xilol restante e logo passaram por varios passos para a inclusdo em parafina:

1.
2.
3.

Parafina I: 20min;
Parafina II: 20min;

Parafina III: 20min.

Os blocos de parafina foram deixados em repouso a -20°C por 24 h, para assegurar

sua solidificagdo. Transcorrido este periodo, os mesmos foram cortados em micrétomo de

Minot e os cortes foram fixados em laminas de vidro.

Para coloracdo dos cortes foi utilizado o protocolo de Hematoxilina-Eosina (HE)

desidratadas seguindo outra bateria de incubacdes:

1

. Xilol I por 15min;

. Xilol IT por 15min;

. Xilol III por 10min;

. Alcool 100% somente uma lavagem;

. Alcool 95% somente uma lavagem;

2
3
4
5
6.
7
8
9

Alcool 80% somente uma lavagem;

. Agua corrente somente uma lavagem;
. Hematoxilina filtrada por 3-5min;

. Alcool 4cido de 1-3 lavagens;

10. Solucao de Scott por 3min;
11. Alcool 80% 3 lavagens;

12. Alcool 95% somente uma lavagem;



13. Eosina por 30 - 60 segundos;

14. Alcool 80% somente uma lavagem;

15. Alcool 85% somente uma lavagem;

16. Alcool 100% I somente uma lavagem:;

17. Alcool 100% II somente uma lavagem;

18. Alcool 100% III somente uma lavagem;

19. Alcool/xilol somente uma lavagem;

20. Xilol I somente uma lavagem:;

21. Xilol II somente uma lavagem;

22. Xilol IIT somente uma lavagem;

23. Montagem das laminas acrescentando-se Balsamo do Canad4 para fixacdo das
laminulas.

Depois de secas, as laminas foram avaliadas pela patologista para identificacdo dos
diferentes tecidos e componentes celulares do microambiente tumoral. Para as anélises
quantitativas de células em mitose e vasos, 10 campos diferentes de grande aumento
(A=10x40) de cada amostra foram avaliados ¢ uma média entre os valores obtidos entre os
campos foi feita. Nos casos onde o tamanho do tumor era muito reduzido e ndo haviam 10
campos diferentes disponiveis para contagem, foram contados tantos campos quanto
possiveis e a média foi feita entre o nimero de campos disponiveis. Para as andlises
quantitativas do infiltrado inflamatério peri-tumoral, foram escolhidos e contados 10 campos
diferentes da regido peri-tumoral também em grande aumento (A= 10x40), baseado na
morfologia de cada um dos tipos celulares, o nimero de macréfagos, neutréfilos e linfécitos
de cada um dos campos. As células em divisdo e os vasos também foram quantificados de
forma semelhante, mas foram selecionados 10 campos de grande aumento localizados na
massa tumoral. O dado de infiltrado inflamatdrio total foi obtido pela plotagem conjunta dos

macrdfagos, neutréfilos e linfécitos por campo de grande aumento (A=10x40).

3.2.10. Ensaio de colonizacio pulmonar por injecio de células tumorais na veia

caudal de camundogos

O ensaio de metdstase pulmonar foi realizado em colaboracio com o Prof. Dr.
Fernando Luiz de Lucca. Para realizacdo do ensaio pulmonar a partir da injecdo de células
tumorais pela veia caudal foi utilizado um desenho experimental bastante semelhante ao
mostrado na figura 9, no qual foram semeadas células da linhagem TmS5 em placas de 100

mm?. As células permaneceram em cultura por 24-48 h até que atingissem confluéncia de



80%. Ao atingirem a confluéncia correta, as células foram lavadas uma vez com PBS e
receberam estimulo com DABK 1 uM em meio sem SFB no grupo tratado ou meio sem SFB
no grupo controle. As células permaneceram com o estimulo por 24 h, quando foram entao
lavadas uma vez com PBS e descoladas com PBS/EDTA para preparagdo do indculo. Cerca
de 10° células Tm5 (em 100 ul de PBS) foram inoculadas na veia caudal de camundongos
C57/BL6 de aproximadamente 25 g. Os animais foram pesados diariamente e sofreram
eutandsia 10 dias apds a injecdo. Os pulmdes foram retirados e analisados com auxilio de
uma lupa para detec¢do e contagem do nimero de colonias de coloracdo marrom, tipicas de

metéstase pulmonar.
3.2.11. Ensaio de migracao celular

Para o ensaio de migracdo celular, foram semeadas 3x10° células da linhagem
B16/F10 por poco em placa de 12 pocos. As células permaneceram em cultura por 48 h até
formarem uma monocamada 100% confluente. As células foram privadas de soro por 24 h e
entdo, utilizando uma ponteira de 10 pl, foi feita uma lesdo na monocamada em forma de
cruz (EP). Apés fazer a lesio, os pocos foram lavados de 2-3 vezes com PBS, para completa
remocao das células que se soltaram, receberam novamente meio de cultura sem soro e foram
fotografados em microscépio invertido de contraste de fase (este foi considerado o tempo
zero). Foram retiradas 5 fotos por pogo de acordo com o esquema mostrado na figura 10.
Depois de fotografadas, as células voltaram para incubadora a 37°C e atmosfera de 5% CO;
por 24 h, quando foram novamente fotografadas nos mesmos campos.

Todas as fotos foram quantificadas para se estabelecer a porcentagem de fechamento
(cicatrizagc@o) da lesdo e para saber o nimero de “free migrating cells”, ou seja, aquelas
células que perdem a ades@o e migram sozinhas para a zona da lesdo, independentemente da
chamada de frente de migracdo, que sdo as células da borda da les@o que comegam a migrar

conjuntamente para re-estabelecer a monocamada (Meigs et al., 2002).

+ 4+ + 4+
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Figura 10: Esquema das fotos retiradas sempre nos mesmos campos nos tempos: 0 e

24h ap6s a lesdo, para quantificagdo da migracdo celular.



3.2.12. Ensaio de ELISA para deteccio de citocinas

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100 puL da solucdo de anticorpo
monoclonal diluido em PBS na concentracio final indicada pelo fabricante para cada uma das
citocinas avaliadas. Ap6s incubacdo por 14-16 h a 4°C as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS/TWEEN 0,05% (pH 7,2), bloqueadas com tampdo de bloqueio (PBS/BSA 1%) e
incubadas por 1-2 h a temperatura ambiente. Apds novo ciclo de lavagens, foram depositados
100 pL de cada uma das amostras seguido de uma incubacdo de 16-24 h a 4°C. As placas
foram lavadas novamente e foi adicionado o anticorpo secunddrio na concentracio
recomendada pelo fabricante para cada citocina, seguido de 2 h de incubagdo a temperatura
ambiente. O conjugado avidina - biotina-peroxidase diluido 200 vezes foi adicionado apds o
ciclo de lavagem e foi incubado por 30 min a temperatura ambiente. As placas foram
reveladas pela adi¢cdo do substrato TMB (Tetrametilbenzidine) apds procedimento de
lavagem. A reacgdo foi finalizada pela adi¢do de 50 pl de dcido sulftrico 2 N por pogo. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro de placa (Molecular Devices VersaMax microplate
reader) em 450 e 570 nm. A determinacdo das concentra¢des das citocinas foi feita por
interpolacdo dos resultados de absorbancia obtidos nas amostras em relacdo aos da curva
padrdo. Todos os reagentes utilizados foram comprados da R&D Systems e utilizados de

acordo com as instrucdes do fabricante.

3.2.13. Ensaio de zimografia para avaliar a atividade das gelatinases MMP2 e 9

O sobrenadante de uma cultura que partiu de 10° células Tm5 por pogo, estimulada
com DABK 1 uM e/ou DLBK 10 uM por 24 h foi coletado, centrifugado a 400 g por 10 min
para retirar células e fragmentos celulares e o sobrenadante foi coletado e congelado a -20°C.
A amostras foram utilizadas menos de 7 dias ap6s a coleta.

No primeiro dia da zimografia, a solu¢do de gelatina de Img/ml em dgua milli-Q
autoclavada foi preparada e levemente aquecida para que fosse obtida uma solucdo liquida e
homogénea. Quando a gelatina ficou pronta, foi mantida aquecida e até a preparacdo do gel

de poliacrilamida 10%, que consistiu em acrescentar:



e 29ml dgua milli-Q

e 375ml Tris-HC1 1M pH 8,8

e 332ml Acrilamida/Bisacrilamida 30%

e 50wl SDS 20% (v/v)

e 30w APS 10% (v/v)

e 100wl gelatina 1 mg/ml — liquida e homogénea
e 10w TEMED

Depois de preparada a solucdo, essa foi colocada no suporte de montagem do gel
(BioRad) e deixada a temperatura ambiente para que polimerizasse por 2-3 h. Depois de
polimerizado o gel de separagdo, iniciou-se a preparacdo do gel de entrada de 4%,

adicionando-se:

e 3 1ml dgua milli-Q

e 125ml Tris-HCI 1M pH 6,8

e 650l Acrilamida/Bisacrilamida 30%
e 25ul SDS 20% (v/v)

e 20l APS 10% (v/v)

e 15u TEMED

O gel de entrada foi colocado sobre o de separacdo e foi deixado também a
temperatura ambiente por 1 h para que polimerizasse. Depois de pronto, o gel foi colocado na
cuba de eletroforese contendo o tampao de corrida. A cuba, contendo o gel e o tampao de
corrida, foi colocada em um isopor com gelo e foi dado inicio a preparacdo das amostras,
fazendo 2 solugdes a partir de cada amostra: a primeira contendo 20ul da prépria amostra
mais 4 pl do tampao de amostra sem a presenca de nenhum agente redutor (125 mM de Tris-
HCI pH 6,8; SDS 6% (v/v); glicerol 20% (v/v), azul de bromofenol 0,1% (v/v) e d4gua milli-Q
suficiente para completar 50 ml; a segunda igual a primeira, mas contendo também 2 ul de
uma solucdo de EDTA 50 mM.

Depois de prontas, as amostras foram aplicadas no gel, de forma que todas as
amostras sem EDTA fiquem em um gel juntas e as com EDTA em outro. E fundamental que

ambos os géis sejam manipulados a0 mesmo tempo e com 0s mesmos reagentes. A migragao



foi feita a 70 V por 3 h sempre com a cuba de eletroforese envolta por gelo para evitar
qualquer possivel degradacio inespecifica da gelatina ao longo da migracdo.

Quando a migracdo chegou ao fim, os géis foram lavados rapidamente em 4dgua
destilada e iniciou-se a etapa de renaturacdo, com a incubagdo dos géis em solucdo de Triton
X100 2,5% (v/v) por 1,5 h; sendo que a solugdo de Triton foi trocada a cada 30 min, para que
o SDS, que é um detergente i0nico, fosse completamente substituido pelo Triton que é
também um detergente, mas ndo idnico e por isso permite a renaturacdo das proteinas (esta
etapa de renaturacdo somente é possivel porque as pontes dissulfeto das proteinas foram
preservadas durante a preparacdo das amostras e, assim, auxiliam o redobramento correto das
proteinas).

Depois de renaturadas as proteinas, o gel foi transferido para uma solu¢do contendo
Tris HCI 0,06 M pH 8,0 e CaCl, 0,2 M a 37°C por 18-20 h. Esta etapa inclui todas as
condicdes de pH, temperatura e co-fatores necessarios a atividade das gelatinases e, portanto,
¢ o momento em que deve ocorrer a degradacgdo especifica da gelatina pelas metaloproteases
2 e/ou 9. Para confirmar se a atividade encontrada é mesmo especifica, o gel onde as
amostras foram preparadas ja na presenca de EDTA foi incubado com a mesma solugdo de
atividade, mas acrescentamos a ela 2 mM de EDTA. O EDTA é um quelante de ions
bivalentes e por isto quela o célcio do tampao de atividade e, sem ele, as metaloproteases nio
tem atividade, ou seja, qualquer degradacdo encontrada no gel incubado com EDTA ¢
insepecifica e ndo deve ser considerada como atividade de gelatinase.

Transcorrido o periodo de incubagdo, o gel foi corado com azul de Commassie (0,5 g
de azul de Commassie R250; 100 ml metanol e 100 ml 4gua destilada) sob leve agitacdo por
30 min e em seguida foi descorado com a solugcdo descorante preparada com 500 ml de
metanol, 100 ml de 4cido acético e 400 ml de dgua destilada. Os géis foram mantidos em
solucdo descorante até que as bandas claras (da degradacdo da gelatina) pudessem ser

vizualizadas e entdo as imagens do gel foram capturadas utilizando um aparelho de scanner.

3.2.14. Analise da expressao de CD44 por citometria de fluxo

Células da linhagem TmS5, estimuladas ou ndo com DABK 1 uM por 48 h foram
lavadas 1 vez com PBS e descoladas da placa com PBS/EDTA 10 mM. A suspensdo de
célula foi centrifugada a 400 g por 10 min e imediatamente fixada com paraformaldeido 4%
por 10 min. Depois da fixacdo, outras duas lavagens com PBS foram feitas e as amostras
foram conservadas a 4°C até o momento da marcagdo utilizando anticorpos especificos pra

CD44.



Para a marcacdo, a suspensdo de células foi centrifugada a 400 g por 10 min, e o
precipitado ressuspenso em 100 pl de solugdo contendo 1:1 (v:v) de meio RPMI e soro para
bloquear os sitios onde os anticorpos poderiam ligar-se as células pela sua por¢do Fc. As
células foram deixadas em contato com a solug¢do de bloqueio por 30 min a 4°C e, entdo,
adicionou-se o anticorpo especifico para CD44 conjugado ao fluoréforo PE-Cy5S (BD -
Bioscience) na dilui¢do de 1:100 feita na prépria solugdo de bloqueio e incubou-se por mais
30 min a 4°C, mas agora protegido da luz. Em um dos tubos foi adicionado o isotipo controle
do PE-CyS5 na mesma diluicdo de 1:100 ao invés do anticorpo contra CD44. Transcorrido o
periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados mais uma vez a 400 g por 10 min,
lavados 1x com PBS/SFB 10% e as células marcadas ressuspendidas em 200 ul de
PBS/formol 1% para realizar a aquisicao de 5000 — 10000 eventos por amostra no aparelho
de FACSCanto. Apés a aquisi¢do, os dados foram analisados utilizando o programa FlowJo

(Tree Star Inc, EUA).



4. Resultados



4. Resultados

4.1. Caracterizacao da linhagem Tm5 quanto a expressao de componentes dos

sistemas calicreinas-cininas e renina-angiotensina

Na primeira etapa deste trabalho, as linhagens Tm5 (melanoma) e Melan-a
(melandécito) foram caracterizadas quanto a expressdo dos receptores cldssicos, tanto do
sistema renina-angiotensina — AT e AT, - quanto do sistema calicreinas-cininas — B1 e B2 —,
tendo como objetivo observar a possivel existéncia de alguma modulacéo na expressdo destes
receptores entre células normais e tumorais. Nesta andlise, observou-se que apenas o receptor
B1 dos quatro receptores avaliados € expresso nas linhagens e que células tumorais
apresentam um discreto aumento na expressdo do RNA mensageiro deste receptor quando
comparado as normais (figura 11A-D).

A presenga apenas do receptor B1 nestas células, levantou a questdo a respeito da
expressdo de enzimas responsaveis pela sintese do agonista do receptor Bl, e se esta
expressao seria modulada diferentemente entre células normais e tumorais. Para isto, foi
realizado RT-PCR para a enzima carboxipeptidase M, uma das enzimas responsiveis por
retirar a arginina C-terminal da BK e KD, originando os ligantes preferenciais do receptor
B1: desArg’-BK e desArg'’-KD, respectivamente. Conforme se observa na figura 11E, existe

a expressio de CPM tanto em Ma quanto em TmS5, mas a enzima € mais expressa na

linhagem tumoral.
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Figura 11: Anélise da expressao do RNA mensageiro por RT-PCR dos receptores do
sistema renina-angiotensina AT, (A) e AT, (B), dos receptores do sistema calicreinas-cininas
B1 (C) e B2 (D) e da enzima Carboxipeptidase M (CPM), responsdvel pela formacido do
agonista do receptor B1 (E) nas linhagens celulares Melan-a e Tm5. Como controle endégeno
da qualidade das amostras foi utilizado a ciclofilina B (F). Ma — Melan-a; C- - controle
negativo; C+ - amostras de cDNA de coracdo; M — Marcador de peso molecular (/kb plus -

GIBCO); CPM - carbobipeptidase M.



4.2. Analise da presenca e funcionalidade do receptor B1 na linhagem de melanoma

Tm5

Uma vez detectada a expressdo do RNA mensageiro do receptor B1, o préximo passo
foi verificar se esse receptor era expresso a nivel protéico e de forma funcional na membrana
das células tumorais. Para isto, foram avaliadas duas vias de sinalizacdo celular classicamente
mobilizadas apds ativacio de GPCRs: mobilizagdo de cdlcio intracelular (figura 12) e

ativacdo da via das quinases-ativadas por mitogenos (MAPK) (figura 13).
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Figura 12: Avaliacdo da mobilizacdo de cdlcio intracelular em células da linhagem
Tm5 através da sonda FLUO3/AM ap6s estimulo com o agonista do receptor B1 (DABK - 1
uM) e/ou antagonista (DLBK - 10 uM). No painel superior vemos uma imagem
representativa da intensidade de fluorescéncia apds o(s) estimulo(s) e no painel inferior a
quantificacdo das intensidades de fluorescéncia dos diferentes experimentos. n=7 DABK e
DLBK. n=5 DABK+DLBK. DABK - desArg’-bradicinina; DLBK — desArg’[Leu®]-

bradicinina.

Conforme se observa na figura 12, o estimulo de células da linhagem Tm5 com o
agonista especifico do receptor Bl — DABK — promoveu um aumento ripido e transitorio da
concentragdo de célcio intracelular. O mesmo ndo acontece quando as células recebem o
antagonista DLBK e nem quando as células foram pré-tratadas com o antagonista e depois
estimuladas com o agonista, sugerindo que o receptor B1 € expresso de forma funcional

nestas células.
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Figura 13: Avaliacdo temporal da fosforilagdo/ativagdo da a quinase-ativada-por-
mitégeno ERK apds estimulo com o agonista do receptor Bl — DABK (1 uM). Painel
superior: imagens representativas do western blotting de ERK fosforilada (pERK) e ERK
total (ERKt). No painel inferior, quantificacio de western blotting de cinco experimentos
independentes. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls.* p<0,05.

n=5. DABK — desArg’-bradicinina; ERK - quinase regulada por sinal extracelular.

Corroborando os dados da figura 12, observou-se na figura 13 que o agonista
especifico do receptor Bl — DABK - foi capaz de aumentar em duas vezes a
fosforilagdo/ativacdo de ERK e esta ativagcdo foi sustentada por até 60 min, retornando aos
niveis do controle somente ap6s 180 min.

Juntos, os dados mostrados nas figuras 12 e 13 ddo evidéncias funcionais da presenca
do receptor B1 na linhagem TmS5 e, com isso, suporte para utilizar a linhagem de melanoma
Tm5 como um modelo de estudo da participacdo do receptor Bl na progressdo desta
patologia. Além disto, é importante salientar que conforme mostrado na figura 11, esta

linhagem celular ndo expressa os receptores B2, AT; nem AT, e, desta forma, trata-se de um

sistema limpo para se estudar o papel do receptor B1.



4.3. Avaliacio do papel exercido pelo receptor B1 na migracio celular

Uma das caracteristicas diretamente associadas & malignidade e a habilidade dos
tumores em colonizarem 6rgdos secundarios (metastase) € a motilidade celular. Por isto, para
avaliar a influéncia da ativagdo do receptor B1 sobre a migracdo das células tumorais, o
ensaio de cicatrizagdo foi realizado. Conforme se observa na figura 14A e B, apds 24 h de
migracdo as células do grupo controle fecham em média 50% do espaco aberto com a pipeta,
enquanto que o grupo tratado com DABK fecha em média apenas 25%. Quando as células
foram tratadas com DLBK, observa-se que existe uma maior migracdo dessas células para a
regido livre (em média 65%) quando comparado ao grupo controle. Quando as células foram
pré-tratadas com DLBK e depois estimuladas com DABK, se observa uma reversao parcial
do efeito observado com o estimulo somente com DABK, apresentando em média 40% de
fechamento.

Além dos dados de fechamento da 4rea da lesdo, observava-se no grupo controle a
existéncia de um nimero grande de células que se desprendiam das demais e migravam de
forma livre para a regido central da fissura e isso acontecia com menor freqiiéncia nas células
tratadas com DABK. Frente a esta observacdo e com suporte no trabalho de Meigs e
colaboradores (2002), o nimero de células em migracdo livre em cada um dos campos
fotografados foi quantificado e o que se observou foi uma diminuicdo de 50% no nimero
destas células no centro da fissura no grupo tratado com DABK apds 24 h de migracdo
(figura 14C).

Embora o ensaio de migragdo celular tenha sido realizado em meio sem SFB, o que
diminui o ritmo proliferativo das células, um ensaio de viabilidade celular foi realizado para
verificar se o nimero de células vidveis era o mesmo apds os tratamentos com DABK e
DLBK e assim descartar um possivel efeito téxico ou mesmo proliferativo dos tratamentos.
Conforme se observa na figura 14D, o nimero de células vidveis mantém-se o mesmo 24 e
48 h ap6s o estimulo.

Depois de confirmado o efeito inibitdrio sobre a migragdo celular da linhagem Tm5
(figura 14), o mesmo ensaio foi realizado em outra linhagem de melanoma murino — B16/F10
- para verificar se este efeito sobre a migracdo seria restrito a linhagem Tm5. Observou-se
que o tratamento com DABK também diminuiu, em média, 50% da migracao das células da

linhagem B16/F10 apds 24 h (figura 15A e B).
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Figura 14: Efeito da ativacdo do receptor Bl na migracdo celular da linhagem TmS5.
A) Imagens representativas das células no tempo Oh e apds 24 h de migracdo sob diferentes
tratamentos (A=10x10). B) Quantificacdo da porcentagem de fechamento das imagens de
quatro experimentos independentes realizados em triplicata. C) Quantificacdo do nimero de
células em migracdo livre por campo de quatro experimentos independentes realizados em

triplicata. D) Andlise da viabilidade celular apds tratamento com DABK (1 uM) e DLBK (10



uM) - dados referentes a trés experimentos independentes realizados em triplicata. Andlise
estatistica: ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls (B e D) e teste ¢ (C). DABK —
desArgg-bradicinina; DLBK — desArgg[LeuS]-bradicinina; A — aumento.

Além disto, o cdlculo do nimero de células B16/F10 em migracao livre neste ensaio
mostrou uma queda ainda mais acentuada do que na linhagem Tm5, chegando a 80% menos
células na regido central da fissura no grupo tratado com DABK (figura 15C), enquanto que

nas células TmS5 esta reducéo é de aproximadamente 50% (figura 14C).
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Figura 15: Efeito da ativacdo do receptor Bl na migragdo celular da linhagem
B16/F10. A) Imagens representativas das células no tempo Oh e ap6s 24 h de migragcdo o
estimulo ou nio com DABK (1 uM) (A=10x10). B) Quantificacdo da porcentagem de
fechamento das imagens de quatro experimentos independentes realizados em triplicata. C)
Quantificacdo do nimero de células em migragdo livre por campo de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. Andlise estatistica utilizada: teste ¢. Consideramos

estatisticamente significativo p<0,05. DABK — desArg’-bradicinina; A — aumento.



4.4. Avaliacao da expressao de CD44 apods estimulo com o agonista do receptor

B1 em células da linhagem Tm5

No intuito de elucidar um possivel mecanismo para o efeito inibitério da DABK sobre
a migracdo celular, avaliou-se a capacidade da DABK de modular a expressdo e
disponibilidade na membrana da molécula de adesdo CD44. Para isto, realizamos andlise em
citometria de fluxo, utilizando anticorpos especificos para CD44. Conforme se observa na
figura 16A e B, o estimulo das células da linhagem Tm5 com DABK ndo modula a

quantidade de CD44.
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Figura 16: Andlise da expressdo de CD44 em células da linhagem Tm5 48 h apds
estimulo com DABK. A) Histograma representativo das células CD44 positivas estimuladas
ou ndo com DABK (1 uM) por 24 h. B) Quantificacdo do experimento realizado em

triplicata. Andlise estatistica: teste 7. DABK — desArg’-bradicinina.



4.5. Avaliacao da atividade das gelatinases MMP 2 e 9 secretadas pelas células Tm5

estimuladas com o agonista do receptor B1

A partir do significativo efeito inibitério da DABK sobre a migragdo das células de
melanoma, levantou-se a possibilidade de que a ativacido do receptor B1 poderia ter efeito
sobre outra etapa também importante na progressdo tumoral: a invasdo. Sabendo que a
secrecao de metaloproteases € parte fundamental para a invasdo de muitos tipos de tumores,
foram feitas andlises, através da técnica de zimografia, para averiguar se o tratamento das

células Tm5 com DABK modula a atividade de gelatinases, no caso MMP2 e MMP9.

Pro-MMP9 ——
MMPS —— |

Figura 17: Analise da atividade das metaloproteases dos tipos 2 e 9 por zimografia
apos tratamento das células Tm5 com DABK (1 uM) e/ou DLBK (10 uM) por 24 h. Imagem
representativa de quatro experimentos independentes. MMP9 — 92 kDa; DABK — desArgg—
bradicinina; DLBK — desArg9 [Leus]—bradicinina.

Conforme observa-se na figura 17, o estimulo com DABK (1 uM) por 24 h nio
modula a atividade da MMP9. Da mesma forma, o tratamento com DLBK (10 uM) ou o co-
tratamento DABK e DLBK também ndo apresentam efeito sobra a atividade da MMP9.
Quanto a MMP2, ndo houve degradacio do substrato em 72 kDa, indicando que a MMP2 nao
possui atividade ou ndo estd presente em quantidade suficiente para que possamos detectar

sua atividade através desta metodologia.



4.6. Padronizacao do modelo in vivo

Paralelamente aos ensaios in vitro, iniciou-se o estabelecimento da metodologia de
inducdo tumoral em camundongos no laboratério com a injecdo subcutinea de células
tumorais no dorso de camundongos C57/BL6 de aproximadamente 25 g. Inicialmente os
tumores foram avaliados nos tempos de 7, 10, 14 e 21 dias, no entanto, observou-se que os
animais que deveriam ser sacrificados com 21 dias freqiientemente precisavam sofrer
eutandsia antes do final do experimento, pois os tumores atingiam os limites pré-
estabelecidos no protocolo experimental e aprovados pelo Comité de Etica. Também
observou-se que quase nao havia diferenca entre os tumores de 7 e 10 dias. Além disto,
analisando a curva de crescimento tumoral (figura 18), percebeu-se a existéncia de duas fases
no desenvolvimento destes tumores: uma inicial - de laténcia - e outra exponencial - de
crescimento. Desta forma, foram coletadas amostras de tumores da fase de laténcia (de 8-11

dias) e da fase exponencial (de 14-18 dias).

Tamanho do tumor
(mm

T T T T 1 o
088 9 10 11 12 13 14 15
Tempo (dias)

Figura 18: Curva de progressdo tumoral dos camundongos C57/BL6 que receberam
injecdo subcutinea de células de melanoma da linhagem TmS5. A direita vemos fotos
representativas dos tumores nos diferentes estigios: de laténcia (inferior) e exponencial

(superior). n=7.



4.7. Avaliacio da expressao do receptor B1 ao longo da progressao tumoral

O préximo passo foi avaliar a expressdao do receptor B1 ao final das duas fases da
progressdo tumoral que foram identificados na figura 18: de laténcia e exponencial. Nesta
andlise quantitativa, a estratégia de PCR em tempo real foi aplicada, utilizando amostras de
tumor do final de ambas as fases. Na figura 19 observa-se a expressao relativa do receptor
B1/Ciclofilina B calculada através do método de AACT das médias dos CT de cada grupo
(Livak & Schmittgen, 2001). Conforme se pode observar, o receptor B1 tem sua expressio

aumentada em 4,5 vezes na fase exponencial, quando comparada a fase de laté€ncia.

Expressao relativa
receptor B1/Ciclifilina B

Latente Exponencial
Fase da progressao tumoral

Figura 19: Expressao relativa do receptor B1 nas fases latente (inicial) e exponencial
(final) da progressao tumoral avaliados por PCR em tempo real. Os valores foram calculados

pelo do método de AACT das médias dos CT de cada grupo.



4.8. Efeito do tratamento das células tumorais da linhagem Tm5 com o agonista do
receptor B1 sobre: a incidéncia de tumores quando inoculadas em camundongos, sobre

o tamanho desses tumores e sobre a sobrevida dos animais

4.8.1. Avaliaciao da viabilidade celular apés estimulo com o agonista do receptor

B1

Antes de injetar células tratadas ou ndo com DABK nos animais, a viabilidade destas
células em cultura foi avaliada logo apds o estimulo com o agonista do receptor B1 por 24 h e
também a cada 3 dias apds o estimulo, durante todo o periodo de um experimento in vivo.
Como se observa na figura 20, o nimero de células vidveis se manteve o mesmo no controle

e no tratado durante todo o periodo do experimento.
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Figura 20: Avaliacdo da viabilidade celular dos grupos controles apds estimulo ou
nao com DABK. Células da linhagem Tm5 foram estimuladas com DABK (1 uM) ou néo no
tempo zero e mantidas em cultura por até 18 dias. A cada passagem (3-4 dias) 10% das
células eram semeadas novamente para manutencio da cultura e outros 6 pocos, também com
10% do total das células semeados para andlise da viabilidade celular. Os dados mostrados
sdo referentes a dois experimentos independentes e as analises de viabilidade (MTT) foram

feitas em 6 replicatas. DABK — desArg9—bradicinina.



4.8.2. Avaliacio da incidéncia de tumores, do tamanho desses tumores e da
sobrevida dos animais que foram inoculados com células de melanoma TmS5 pré-

tratadas por 24h com o agonista do receptor B1

Confirmado que a viabilidade celular ndo se altera apés o estimulo com DABK, os
animais foram divididos em dois grupos. O primeiro recebeu células ndo estimuladas, que
apenas sofreram privacdo de SFB por 24 h. O segundo grupo recebeu as células que foram
estimuladas com DABK (1 uM) em meio sem SFB por 24 h. Conforme se observa na figura
21, a incidéncia de tumores foi significativamente menor no grupo de animais que recebeu as
células previamente tratadas com DABK. Na figura 22 vé-se a curva de progressdo tumoral
de todos os animais que receberam as células (tratadas ou ndo) (A) e a média do tamanho dos
tumores de todos estes individuos (B). Na figura 23 pode-se observar o peso de alguns destes
tumores ao final do experimento, enquanto que na figura 24 vé-se uma curva de
sobrevivéncia. Os animais que permaneceram vivos 150 dias apds o inculo com as células
tumorais sdo todos do grupo que recebeu as células tratadas com DABK e estes animais
permaneceram vivos até o momento da redagdo desta tese (180 dias) e livres de tumores
palpaveis. Desta forma, as figuras 21-24 sugerem fortemente que as células expostas ao

agonista do receptor B1 perdem agressividade.
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Figura 21: Andlise da incidéncia de animais com tumores palpaveis apds injecdo de
células estimuladas ou ndo com DABK (1 uM). Os dados sdo referentes a 21 animais por

grupo, divididos em trés experimentos independentes. Andlise estatistica: teste 7. * p<0,05.

DABK - desArg’-bradicinina.



5000-
- Controle

4000- DABK

3000-

Tamanho do tumor (mm3) 3>

10 20 30
Tempo (dias)

2500+

- Controle
2000~ DABK

1500+

1000+

5004 g
vvvvvvvvvvvvvvvvv [

0-
5 10 15 20 25
Tempo (dias)

Tamanho do tumor (mm%) &

Figura 22: Andlise da progressdo tumoral dos animais injetados com células
estimuladas ou ndo com DABK (1 uM). Os dados sdo referentes a 16 animais por grupo
divididos em dois experimentos independentes. A) Tamanho do tumor de cada animal
estudado. B) Curva de progressdo tumoral média dos grupos controle e DABK. DABK -

desArgg—bradicinina.
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Figura 23: Avaliacdo do peso dos tumores dos animais injetados com células Tm5
estimuladas ou ndo com DABK (1 uM). No dia do sacrificio, amostras de tumor foram
retiradas dos animais, dissecadas para retirada dos tecidos adjacentes ao tumor e a massa
tumoral foi pesada. Como esta andlise ndo preserva o microambiente tumoral e o resultado é
bastante homogéneo, utilizamos 3 animais do grupo controle e 4 animais que receberam

células pré-tratadas com DABK (1 uM). DABK - desArgg—bradicinina.
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Figura 24: Curva de sobrevivéncia dos animais apds receberem indculo de células da
linhagem Tm5 expostas a DABK (1 uM) por 24 h ou nio (controle). Os animais sofreram
eutandsia quando o tumor atingia volume superior a 3000 mm®. Os animais do grupo que

recebeu células tratadas com DABK que permaneceram vivos até 150 dias apds o indculo,

n=5. DABK - desArg’-bradicinina.



4.8.3. Analise histolégica das amostras de tumor dos animais injetados com

células controle ou tratadas com o agonista do receptor B1

Para melhor caracterizar o fendmeno de diminuicéo da agressividade dos tumores que
foram tratados com DABK, anélises histologicas destas amostras foram realizadas utilizando
a coloragdo HE. Conforme se pode observar na figura 25, os tumores do grupo controle, além
de terem um tamanho muito superior aos do grupo que recebeu as células tratadas com
DABK, também causam uma maior modificacio no microambiente onde se encontram,
apresentando maior reagdo estromal (figura 25A), maior infiltrado inflamatério peri-tumoral
(figura 25A) e apresentando dreas de invasdo sobre outros tecidos, neste caso, tecido
muscular (figura 25B). Quanto aos tumores previamente tratados com DABK, se pode
observar que apresentam sempre menor tamanho e presenca de bordas bem definidas (figura
25A e B), causam pouca ou nenhuma reacdo estromal (figura 25A), apresentam pouco
infiltrado inflamatério peri-tumoral (figura 25A), além de nf@o invadirem outros tecidos
(figura 25B).

Com os mesmos cortes, a agressividade destes tumores foi avaliada pela quantificagdo
do niimero de células em mitose e vasos por campo de grande aumento, como se pode ver na
figura 26. Para cada individuo foram quantificados 10 campos no aumento 10x40 sempre que
o tamanho do tumor permitisse. Nos casos onde os tumores eram muito pequenos, foram
quantificados tantos campos distintos quantos possiveis e a média foi feita sobre o nimero de
campos avaliados. Nesta andlise observou-se que os tumores formados a partir das células
tumorais que foram estimuladas in vitro com DABK s@o menos agressivos, apresentando um
nimero menor de células em mitose (figura 26A e B) e um menor nimero de vasos quando
comparado com os tumores do grupo controle (figura 26A e C).

Da mesma forma, o infiltrado inflamatdrio presente na regido peri-tumoral (figura 27)
dos dois grupos foi caracterizado e o que observou-se foi uma menor quantidade de células
inflamatorias infiltradas na regido peri-tumoral nos tumores formados a partir de células
estimuladas com DABK do que nos tumores do grupo controle (figura 27A e B). Quando se
avaliou estas células cuidadosamente e quantificou-se o nimero de macréfagos (figura 27C),
de neutrdfilos (figura 27D) e de linfécitos (figura 27E) percebeu-se uma nitida reducio de
cada uma destas células infiltradas na regido peri-tumoral dos tumores formados a partir de

células estimuladas com DABK comparado aos tumores do grupo controle.
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Figura 25: Anélise histolégica dos tumores obtidos de animais que foram inoculados
com células Tm5 controle ou tratadas com DABK (1 uM) por 24 h. A) Microambiente
tumoral dos grupos controle e DABK. No grupo controle se observa grande reacio estromal e
infiltrado inflamatorio (regido que compreende o tracado preto), bem como borda do tumor
pouco definida (regido abaixo do trago), enquanto que no grupo que recebeu células tratadas
com DABK se observa muito pouca reacdo estromal, pouco inflitrado inflamatdrio (regido do
pequeno tracado preto) e o tumor apresenta bordas bem definidas (regido abaixo do trago)
(A=4x10). B) Invasdo da massa tumoral sobre tecido muscular. No grupo controle as setas
indicam zonas de invasdo e conseqiientemente de regides do tumor que ndo apresentam borda
definida. No grupo DABK a seta indica a borda bem definida do tumor e ndo se observa

células tumorais no tecido muscular (A=10x10). DABK — desArgg—bradicinina; A - aumento.
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Figura 26: Andlise quantitativa do nimero de vasos e células em mitose dos tumores
dos animais que receberam células controle ou estimuladas com DABK (1 uM) por 24 h. A)
Imagens representativas dos tumores (A=10x40). B) Quantificagdo do niimero de células em

mitose em 10 campos diferentes de cada individuo em A=10x40. C) Quantificacdo do
ndmero de vasos em 10 campos diferentes de cada individuo em A=10x40. n=5. * vasos,

—> células em mitose. Andlise estatistica: teste ¢. * p<0,05. DABK — desArg9—bradicinina; A -

aumento.
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Figura 27: Andlise quantitativa do nimero de células inflamatérias: macrdfagos,

neutrofilos e linfécitos na regido peri-tumoral dos animais que receberam células controle ou

estimuladas com DABK (1 uM) por 24 h. A) Imagens representativas do infiltrado

inflamatoério peri-tumoral (A=10x40). Quantificacdo do nuimero de células do infiltrado

inflamatério total (B) de macréfagos (C), neutréfilos (D) e linfécitos (E) em 10 campos

diferentes de cada individuo (A=40x10). n=4. * Macréfagos, —> Neutr6filos,

--#* Linfdcitos. Andlise estatistica: teste 7. * p<0,05. DABK - desArg9—bradicinina; A -

aumento.




4.9. Avaliacdo da secrecao de TNFq, IL-6 e IL-10 apds estimulo das células da

linhagem TmS5 com o agonista do receptor B1 in vitro

Na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos na perda de agressividade
das células tumorais ao serem estimuladas com o agonista do receptor B1, a secrecdo de duas
citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNFa) e uma citocina anti-inflamatéria (IL-10) foram
avaliadas pelo método de ELISA, apds 24 h do estimulo com agonista do receptor B1 in
vitro. Conforme se observa na figura 28A as células TmS5 ndo secretam niveis detectdveis de
IL6, assim como ndo o fazem quando tratadas com o antagonista DLBK (10 uM) por 24 h .
Uma vez estimuladas com DABK (1 uM) por 24 h passam a secretar IL-6 e este efeito é
completamente revertido pelo co-tratamento com DLBK.

No entanto, quando se observa os niveis de IL-10 (figura 28B) e TNFa (figura 28C)
nota-se que nio hd secre¢do de nenhum dos dois fatores nos controles e nem sob nenhum dos

estimulos feitos.
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Figura 28: Avaliacdo por ELISA da secrecdo de IL-6 (A), IL-10 (B) e TNFa (C) nas
células da linhagem TmS35, apds 24 h de estimulo com DABK (1 uM) e/ou DLBK (10 uM) in
vitro. Dados referentes a 4 experimentos independentes em triplicata. Andlise estatistica:
ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls. * p<0,05. DABK - desArgg—bradicinina;

DLBK — desArg9[Leug]—bradicinina; IL — interleucina; TNFo - fator de necrose tumoral alfa.



4.10. Avaliacao dos niveis séricos de TNFa, IL-6 e IL-10 dos animais que receberam

inoculo de células tumorais da linhagem TmS5 tratadas ou niao com o agonista do

receptor B1

Da mesma forma, a concentracdo das citocinas IL-6 e IL-10 e de TNFa circulantes foi
avaliada no plasma dos animais sauddveis, com tumor (grupo controle) e com tumor cujas
células foram estimuladas com DABK (1 uM) por 24 h antes de serem inoculadas nos
animais. Conforme se observa na figura 29, as duas interleucinas e o TNFa, quando

presentes, estdo em baixas concentragdes no plasma dos animais e nao sofrem modulagdo em

nenhum dos grupos.
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Figura 29: Avaliacdo por ELISA da quantidade de IL-6 (A), IL-10 (B) e TNFa (C)
circulante no plasma de animais sem tumor, inoculados com células Tm5 nao estimuladas ou
inoculados com células tratadas com DABK (1 uM) por 24 h. n=3. Andlise estatistica:
ANOVA de uma via seguido por Newman-Keuls. DABK — desArg’-bradicinina; IL —

interleucina; TNFo - fator de necrose tumoral alfa.



4.11. Avaliacdo da expressdao de IFNyY nos tumores dos animais que receberam
inoculo de células tumorais da linhagem TmS5 tratadas ou niao com o agonista do

receptor B1

Uma vez constatada a secre¢do da citocina pré-inflamatéria IL-6 pelas células de
melanoma TmS5 in vitro apds estimulo com o agonista do receptor Bl, levantou-se a
possibilidade de que os tumores formados a partir de células estimuladas com DABK
pudessem ser mais “visiveis” ao sistema imunoldgico dos animais. Desta forma, os tumores
oriundos de células tratadas com DABK poderiam encontrar-se tanto na fase de eliminag¢do
quanto de equilibrio da imuno-edi¢do, enquanto que os tumores oriundos de células ndo
estimuladas possivelmente conseguiram alcancgar a fase de escape.

Para testar esta hipdtese, avaliou-se a expressdo de IFNY, uma citocina proé-
inflamatéria importante na resposta do tipo Thl e que tem sua expressdo reduzida na fase de
escape. Conforme se observa na figura 30 a expressdo desta citocina é significativamente

maior nos tumores dos animais que receberam células estimuladas com DABK.
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Figura 30: Analise da expressdo de IFNY em tumores que se desenvolveram a partir
de células estimuladas ou ndo com DABK 1 uM por 24 h. Os dados foram plotados como
expressdo relativa VEGF/Ciclofilina B, segundo Zhu e colaboradores (2003). n=5. Anélise

estatistica: teste 7. DABK — desArg’-bradicinina.



4.12. Avaliacdo da expressio de VEGF nos tumores dos animais que receberam
inoculo de células tumorais da linhagem TmS5 tratadas ou niao com o agonista do

receptor B1

Na tentativa de compreender as modificacdes que ocorreram nos tumores
desenvolvidos a partir de células estimuladas com DABK foi avaliada a expressdao de VEGF,
um dos principais fatores de crescimento envolvidos na angiogénese. No entanto, conforme
se observa na figura 31, ndo existe modulagdo na expressio de VEGF nos tumores que se
desenvolveram a partir de células estimuladas com o agonista do receptor B1 quando

comparado aos que se desenvolveram a partir de células ndo estimuladas.
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Figura 31: Andlise da expressdo de VEGF em tumores que se desenvolveram a partir
de células estimuladas ou ndo com DABK 1 uM por 24 h. Os dados foram plotados como
expressdo relativa VEGF/Ciclofilina B e foram calculados pelo do método de AACT. n=5.

Andlise estatistica: teste z. DABK — desArgg—bradicinina.

4.13. Avaliacido da expressido de E-caderina e TGFPB nos tumores dos animais que
receberam inéculo de células tumorais da linhagem Tm5 tratadas ou ndo com o

agonista do receptor Bl

Outra possivel modificagdo nos tumores que poderia contribuir para a perda de
agressividade € a re-indug@o da expressdo de E-caderina, normalmente perdida ou bastante
diminuida durante a transformac@o maligna. Desta forma, avaliou-se a expressdo de E-

caderina nos tumores formados por células estimuladas ou ndo com DABK. Além disto,



avaliou-se também a existéncia de modulagdo da expressdo de TGFp, principal citocina
indutora da TEM, um processo marcado pela perda da expressdo de E-caderina.

Conforme se observa na figura 32, os tumores formados a partir de células
estimuladas com o agonista do receptor Bl expressam aproximadamente 5 vezes mais E
caderina do que os tumores oriundos de células nao estimuldas (figura 32A), assim como
também apresentam menor expressao da citocina que estimula a TEM (e consequentemente a

perda de E-caderina) o TGFp (figura 32B).
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Figura 32: Andlise da expressdo de E-caderina (A) e TGFP (B) em tumores que se
desenvolveram a partir de células estimuladas ou ndo com DABK 1 uM por 24 h. Os dados
estdo plotados como expressdo relativa de E-caderina/Ciclofilina B ou TGFp/ciclofilina B e
foram calculados segundo Livak & Schmittgen (2001) e Zhu e colaboradores (2003,

respectivamente. n=5. Andlise estatistica: teste . DABK — desArg’-bradicinina.



4.14. Avaliacao da incidéncia de tumores, do tamanho desses tumores e da sobrevida
dos animais que foram inoculados com células de melanoma da linhagem B16/F10 pré-

tratadas por 24h com o agonista do receptor B1

O mesmo protocolo experimental de estimular ou ndo as células tumorais in vitro foi
realizado utilizando células de melanoma murino da linhagem B16/F10. Contudo, nio foi
observado o mesmo tipo de resposta visto com a linhagem TmS5 e conforme se verifica nas
proximas figuras, o estimulo das células B16/F10 com DABK nio alterou a incidéncia de
tumores nos camundongos (figura 33), ndo interferiu na curva de progressdo tumoral dos
individuos (figura 34) e conseqiientemente todos os tumores apresentaram semelhante peso
ao final do experimente (figura 35). Coerente com os resultados anteriores observa-se na
figura 36 que a sobrevida dos animais que receberam células da linhagem B16/F10

estimuladas com DABK também nao sofreu alteracio.
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Figura 33: Andlise da incidéncia de animais com tumores palpaveis apds injecdo de
células da linhagem B16/F10 estimuladas ou ndo com DABK (1 uM) por 24 h. n=9. DABK -

desArgg—bradicinina.
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Figura 34: Andlise da progressdo tumoral dos animais injetados com células da
linhagem B16/F10 estimuladas ou ndo com DABK (1 uM) por 24 h. A) Progressdo tumoral
de cada individuo estudado. B) Curva de progressdao tumoral média dos grupos controle e

DABK. n=9. DABK - desArgg—bradicinina.
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Figura 35: Avaliacio do peso dos tumores dos animais injetados com células
B16/F10 estimuladas ou ndo com DABK (1 uM) por 24 h. No dia do sacrificio dos animais,
amostras de tumor foram retiradas dos animais, dissecadas para a retirada dos tecidos

adjacentes ao tumor e a massa tumoral foi pesada. n=9. DABK — desArg9—bradicinina
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Figura 36: Curva de sobrevivéncia dos animais apds receberem indculo de células da
linhagem B16/F10 expostas ou ndo a DABK (1 uM) por 24 h. Os animais sofreram eutandsia
praticamente todos no mesmo dia uma vez que o tamanho dos tumores era semelhante entre

todos os individuos. n=9. DABK — desArg’-bradicinina.



4.15. Avaliacao dos niveis séricos de TNFa, IL-6 e IL-10 dos animais que receberam

inoculo de células tumorais da linhagem B16/F10 tratadas ou nio com o agonista do

receptor B1

A concentracdo das citocinas IL-6 e IL-10 e de TNFa circulantes também foi avaliada
no plasma dos animais que receberam in6culo com as células B16/F10 tratadas ou ndo com
DABK (1 uM) por 24 h e ndo se observou diferenga estatistica na quantidade sérica de IL-6,
IL-10 e nem TNFa entre os animais que receberam as células tratadas com DABK e os

animais controles (figura 37).
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Figura 37: Avaliacdo por ELISA da quantidade de IL-6 (A), IL-10 (B) e TNFa (C)
circulante no plasma de animais inoculados com células da linhagem B16/F10 tratadas ou
ndo com DABK (I uM) por 24 h. n=3. Anidlise estatistica: teste . DABK — desArgg—

bradicinina; IL — interleucina; TNFo - fator de necrose tumoral alfa.



4.16. Avaliacao da habilidade das células da linhagem TmS5 estimuladas ou ndo com

o agonista do receptor B1 em estabelecer metastase pulmonar

Por fim, voltando a linhagem Tm5 o efeito do tratamento com DABK na habilidade
de fazer metdstase pulmonar foi avaliado. Para isto, células tratadas ou ndo com DABK
foram injetadas na veia caudal dos camundongos e o nimero de nddulos pulmonares 10 dias
apds a inoculacdo foi contado. Conforme se observa na figura 38, ndo existe diferenca
estatistica entre o nimero de colonias pulmonares estabelecidas pelas células controle e
tratadas. No entanto, neste experimento observa-se uma forte tendéncia de diminuicdo do
ndmero de nédulos pulmonares no grupo de animais que recebeu as células estimuladas com
DABK. Contudo, apenas a presenca de um niimero amostral maior permitiria confirmar se a
diferenca entre nimero de ndédulos pulmonares nos animais que receberam células tratadas ou

ndo com DABK ¢ verdadeira ou meramente aleatoria.
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Figura 38: Andlise do nimero de nddulos metastaticos encontrados no pulmio de
animais que tiveram células da linhagem Tm35 tratadas ou ndo com DABK (1 uM) por 24 h

injetadas pela veia caudal. n=8. Anélise estatistica: teste 7. DABK — desArg’-bradicinina.
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5. Discussao:

Embora o SCC seja classicamente relacionado com regulagdo da pressdo arterial e
inflamacdo (Duka et al., 2006; Calixto et al., 2004), a sua participacdo em diferentes
patologias vem ganhando cada vez maior importancia (Costa-Neto et al., 2008). Desta forma,
este trabalho teve como objetivo estudar o papel do SCC, com énfase no receptor B1, em
diversas etapas da progressdo de melanoma. Para isto, foram utilizadas células da linhagem
de melanoma murino TmS5, um modelo estabelecido a partir da linhagem nao tumorigénica de
melandcitos (Melan-a) que foi submetida a ciclos sucessivos de anoikis (Oba-Shinjo et al.,
2006).

As primeiras andlises realizadas por PCR demonstraram que as células da linhagem
Tm5 expressam o receptor B1 e ndo expressam o receptor B2. Este resultado é muito
importante, pois aponta ndo apenas para um possivel papel do receptor Bl no
desenvolvimento de melanoma, mas também sugere que a linhagem TmS é um bom modelo
para o estudo do papel do receptor B1 nesta patologia, uma vez que os ligantes dos dois
receptores diferem entre si apenas por um residuo de Arg carboxi-terminal. Desta forma,
mesmo a BK/KD tendo maior afinidade por B2 e DABK/DAKD ligando-se
preferencialmente ao receptor B1, os ligantes do receptor B1 conseguem ativar o receptor B2
(Fathy et al., 1998 e Leeb-Lundberg et al., 2005). Uma vez ativado, o receptor B2 estimula a
secrecdo de citocinas e fatores de crescimento (Pan et al., 1996; Brunius et al., 2005; Zhang et
al., 2008b), bem como exerce fungdes pré-tumorais estimulando tanto a proliferacdo de
células normais e neoplasicas in vitro (Srinivasan et al., 2004; Greco et al., 2004; Greco et al.,
2005) quanto a angiogénese e o crescimento dos tumores e in vivo (Ishihara et al., 2001; e
Ishihara et al., 2002; Chan et al., 2002; Ikeda et al., 2004). Assim, o fato das células Tm5 s6
expressarem o receptor Bl representa, claramente, uma vantagem para o estudo desse
receptor no melanoma.

Além das células Tm5 ndo expressarem o receptor B2 de cininas, também foi
verificado que esta linhagem ndo expressa os receptores cldssicos do SRA: AT, e AT,. O
SRA e SCC sdo sistemas que interagem em varios ambitos, pois estdo diretamente
conectados por uma enzima comum que ¢ a ECA, seus receptores interagem formando
heterodimeros (Abadir et al., 2006), e se sabe que as atividades dos receptores do SCC
sofrem modulagdo da ECA (Chen et al., 2005). Estes varios pontos de conexdo tornam
praticamente impossivel qualquer intervengdo em um dos dois sistemas sem causar
modifica¢des no outro. Desta forma, a auséncia de receptores, cujas fungdes relacionadas a

tumorigénese ja foram descritas, (Egami et al., 2003; Deshayes & Nahmias, 2005; Rodrigues-



Ferreira et al., 2009) passa a ser mais uma vantagem na utilizacdo das células da linhagem
Tm35 para se estudar a contribui¢c@o do receptor B1 na progressao de melanoma.

Além disto, observou-se a existéncia de um aumento importante na expressdo do
RNA mensageiro da CPM na linhagem tumoral quando comparada com a linhagem de
melandcito (Melan-a), da qual foi originada. A CPM ¢é uma das enzimas capazes de retirar o
residuo de arginina carboxi-terminal da BK e KD formando os ligantes do receptor B1. Além
disto, Zhang e colaboradores (2008a) mostraram que ela desempenha um importante papel
em favorecer a ativacdo do receptor B1, pois interage fisicamente com esse receptor em lipid
rafts e, desta forma, gera o agonista no local onde ele deve agir. Neste contexto e
considerando a observacdo do sutil aumento da expressio do RNA mensageiro do préprio
receptor B1 na linhagem tumoral comparado a ndo tumoral, sugere uma possivel funcdo do
receptor B1 na progressdo de melanoma.

Dessa forma, antes de investigar a participa¢do do receptor B1 no melanoma, a sua
presenga a nivel proteico e sua funcionalidade precisavam ser averiguadas. Para isto, foi
avaliada a capacidade das células Tm5 de ativarem vias de sinalizacdo intracelular, descritas
como reguladas pela ativacdo deste receptor (Regoli & Barabé, 1980; Dixon e al., 2002;
Greco et al., 2005; Molina et al., 2009). Os ensaios de mobilizac¢do de cdlcio intracelular e de
ativacdo de ERK mostraram que as células da linhagem Tm5 respondem ao estimulo com o
agonista especifico do receptor B1 e esta resposta é bloqueada na presenca do antagonista
DLBK. Estes dados demonstraram que o receptor B1 € expresso de forma funcional na
linhagem TmS5.

O receptor B1 é membro da familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR), a
familia mais ampla de moléculas de superficie envolvidas em transmissdo de sinal
intracelular e, desta foma, ndo € de se estranhar que os GPCRs estejam envolvidos em uma
enorme gama de patologias e que sejam alvo, direta ou indiretamente, de 50-60% dos agentes
terapéuticos atuais (Pierce et al., 2002). No céncer ndo € diferente, receptores de fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, hormonios, receptores do sistema imune, dentre muitos
outros que estdo associados a tumorigénese, sdo membros da familia dos GPCRs (Dorsam &
Gutkind, 2007). Sendo assim e uma vez confirmada a presencga e funcionalidade do receptor
B1 no modelo de estudo, iniciou-se a investigacdo do seu possivel papel na progressao de
melanoma.

Sabendo-se que o aumento da proliferacdo celular, a perda da inibicao de crescimento
por contato, a capacidade de sobreviver sem adesdo e maior mobilidade celular sdo
caracteristicas associadas a malignidade das células tumorais (Fidler, 2002); foi avaliado em

um primeiro momento se a ativagdo do receptor B1 seria capaz de influenciar a proliferacio e



a migracdo de células de melanoma, como ja descrito em outros tipos de tumores (Taub et al.,
2003; Molina et al., 2009). O ensaio de viabilidade celular mostrou que nem o estimulo com
0 agonista e nem o bloqueio do receptor com seu antagonista especifico modulam o ndmero
de células vidveis, sugerindo que a ativacdo do receptor Bl ndo interfere no ritmo
proliferativo e nem provoca a morte destas células de melanoma. Ja no ensaio de migracdo
celular, onde foi feita uma lesdo na camada de células Tm5 confluentes, mostrou que o
receptor B1 sim exerce influéncia sobre a mobilidade das células de melanoma.

Ao contrério do anteriormente descrito em células de cancer de préstata por Taub e
colaboradores (2003), este experimento mostrou que na presenca da DABK, as células de
melanoma Tm35 migram 50% menos. O mesmo ensaio foi feito utilizando outra linhagem de
melanoma, a B16/F10, e semelhantemente a Tm5, o estimulo com DABK também inibiu a
migracdo destas células. Na realidade, este ndo € o primeiro relato de que a ativagdo do
receptor B1 consegue inibir a migragdo celular. Morissette e coloboradores (2006) mostraram
que a ativacdo do receptor B1 inibe a migracdo de células de musculo liso de artéria humana
e de coelho e que este efeito é completamente revertido na presenca do antagonista do
receptor. No entanto, este € o primeiro relato mostrando que a ativagdo do receptor B1 inibe a
migracdo de células tumorais.

Para confirmar se o efeito inibitdrio sobre a migracdo celular € realmente influenciado
pela ativacdo do receptor B1, foi realizado o tratamento das células TmS com o antagonista
competitivo, DLBK, para determinar se o mesmo conseguiria reverter o efeito inibitério.
Observou-se que o antagonista sozinho promove um aumento na migracdo das células de
melanoma, sugerindo que provavelmente um pouco de agonista do receptor B1 é produzido
por estas células ou que o receptor B1 possa apresentar atividade independente de ligante, ou
seja, apresentar atividade constitutiva (para revisdo ver Leeb-Lundberg et al., 2001). Desta
forma, a ativacdo do receptor B1 parece exercer efeito inibitério sobre a migracdo dessas
células, por isso quando bloqueado, hd um aumento na migracdo pela perda do efeito
inibitério. Quando realizado o estimulo com DABK na presenga do antagonista, observou-se
que existe uma reversdo parcial do efeito inbitério exercido pela DABK, sugerindo que a
ativacdo do receptor B1 exerce efeito sobre a migragdo de células de melanoma, mas parece
que existem outras vias que também contribuem de forma direta ou indireta para este efeito.

Ao analisar as imagens destes experimentos de cicatrizagdo dos grupos controle e
tratado com DABK, observou-se a existéncia no grupo controle de um nimero muito maior
de células que se desprendiam do resto e migravam sozinhas para o centro da “lesdo”. O
trabalho de Meigs e colaboradores (2002) analisou de forma muito parecida, embora em um

contexto bastante diferente, este efeito. Esses autores observaram que quando células eram



transfectadas com E-caderina ou promoviam a ativacdo de vias de sinalizacdo que induziam a
expressdo desta molécula responsavel por juncdes célula-célula, observaram que o nimero de
células “pioneiras” que migravam sozinhas para o centro da “lesd@o” diminuia drasticamente.
Quando o numero destas células “pioneiras” foi quantificado de forma semelhante ao
protocolo de Meigs e colaboradores (2002), observou-se que o tratamento com DABK, tanto
na linhagem Tm5 quanto na linhagem B16/F10 também foi reduzido drasticamente.

O mecanismo responsavel do fendmeno de inibi¢do da migracdo celular e da redugéo
no numero de células capazes de se desprender das demais e migrar de forma “pioneira”,
mediado pela ativacdo do receptor B1, ainda precisa ser elucidado. No entanto, acredita-se
que este mecanismo possa estar relacionado com a alteracdo da expressdo de moléculas de
superficie envolvidas com ades@o e/ou modulacdo de vias intracelulares relacionadas com
migracdo. Neste sentido, foi avaliada a expressdo de CD44, uma molécula de superficie que
possui alto nivel de expressdo em vdrios tipos de tumores e que estd diretamente relacionada
com malignidade, consequentemente, sua expressdo € associada a um progndstico ruim da
doenca (Wang et al., 2007). O CD44 ¢ responsavel por mediar migragdo celular e invasio de
células tumorais, uma vez que interage com indimeros componentes da matrix extracelular e
também induz a ativacdo de vias de sinalizagdo relacionadas & migracdo celular
(Konstantopoulos & Thomas, 2009). No entanto, o mecanismo pelo qual a DABK inibe a
migracdo das células de melanoma parece ser independente de CD44, uma vez que se
observou forte marcag@o positiva para esta molécula tanto nas células Tm5 controle quanto
nas que foram estimuladas com DABK.

Outra possibilidade é que a ativagdo do receptor B1 poderia direta ou indiretamente
culminar na inibi¢cdo das vias de Rho e Rac que controlam diretamente migracao celular. Esta
hipétese ganha for¢ca com o dado da diminui¢do do nimero de células “pioneiras” e a
associacdo deste tipo de comportamento a presenca de E-caderina, como demonstraram
Meigs e colaboradores (2002), pois ja foi mostrado que a modulacdo da atividade destas
pequenas proteinas G monoméricas € capaz de regular a adesdo célula-célula mediada por
caderinas (Kaibuchi et al., 1999). Juntos, estes dados nos fazem cogitar que um dos possiveis
mecanismos pelo qual o receptor B1 possa exercer o seu efeito inibitério seja modulando a
atividade destas proteinas G monoméricas e através delas induzir a expressdo de E-caderinas
nas células de melanoma fazendo com que elas diminuam o seu ritmo migratorio.

Em virtude deste efeito anti-migratério do receptor B1 nas células de melanoma,
levantou-se a possibilidade de que a sua ativagdo poderia modular também a habilidade

destas células de invadir a matrix extracelular. Para testar esta hipétese, foi avaliada a



atividade das enzimas MMP2 e 9 que s@o enzimas da familia das metaloproteases
diretamente relacionadas com o processo de invasao tumoral (Chabottaux & Noel, 2007).

Os resultados mostraram que o estimulo das células Tm5 com o agonista e/ou
antagonista do receptor B1 ndo modula a quantidade de substrato degradado pela MMP9. No
entanto, ndo foi possivel avaliar a atividade de MMP2, provavelmente por ndo haver
quantidade suficiente desta enzima secretada no sobrenadante das células TmS em nenhum
dos grupos experimentais. Além disso, observando cuidadosamente o resultado da
zimografia, observa-se que a atividade da MMP9 também € bastante discreta em todos os
grupos, mesmo no controle, sugerindo que talvez a expressdo e secrecdo de metaloproteases
ndo seja o mecanismo utilizado por estas células para o processo de movimentagdo/invasao.

De fato, sdo descritas duas estratégias de movimentacdo das células tumorais: o tipo
de movimento mesenquimal, no qual as células tumorais apresentam morfologia mais
alongada e, por isso, dependem da ativacdo de Rac e de protedlise da matriz extracelular para
se locomoverem (MMPs, dentre outras enzimas, sdo as principais responsdveis por esta
degradac@o de matriz extracelular). O outro tipo de movimento é o amebdide, que € menos
dependente da degradagcdo de matriz extracelular, mas depende da ativacdo da via de Rho-
quinase que permite altos niveis de contracdo de actina-miosina necessdrios para o
movimento semelhante ao de uma ameba (por isso o nome amebdéide) (Friedl, 2004; Sanz-
Moreno et al., 2008). Sendo assim, nossos dados sugerem que as células de melanoma da
linhagem Tm5 provavelmente utilizem a estratégia amebdide de movimentagdo, uma vez que
nido encontramos atividade significativa de proteases no sobrenadante da cultura destas
células.

A proxima pergunta a ser respondida foi se o receptor Bl exerceria algum papel
importante na progressdo do tumor in vivo. Para respondé-la, primeiro foi necessirio
estabelecer no laboratério o modelo de melanoma a partir da inje¢do subcutanea de células
Tm5 no dorso de camundongos. Durante este periodo de padronizagdo do modelo, a
existéncia de duas fases no desenvolvimento dos tumores foi observada: uma inicial de
laténcia, que vai até aproximadamente o 12° dia, e uma fase exponencial mais tardia, onde o
tumor apresenta um rdpido crescimento. Sendo assim, a investigacdo de um possivel papel do
receptor B1 no desenvolvimento de melanoma in vivo comecou com a andlise da expressio
deste receptor nos dois estdgios da neoplasia. O resultado deste experimento apontou um
aumento de 4,5 vezes da expressdo do RNA mensageiro do receptor B1 nos tumores da fase
exponencial quando comparados com os tumores pequenos na fase de laténcia, sugerindo um
papel importante para o receptor B1 durante a fase aguda de crescimento tumoral. Estes

dados corroboram outros trabalhos da literatura que mostram a expressao de receptores do



SCC em muitos tipos de tumores, avaliados tanto em linhagens celulares quanto em bidpsias
de pacientes (Hermann et al., 1999; Wu et al., 2002). Da mesma forma, a maior expressao do
receptor Bl em estdgios mais avangados durante a progressio do melanoma poderia ser
utilizada como marcador do estigio da doenca. De fato, Taub e colaboradores (2003)
levantam esta mesma hipétese ao mostrar a expressdo do receptor B1 apenas em lesdes
malignas de prdstata. No entanto, essa hipdtese precisa ser confirmada em amostras clinicas.

Tendo em vista que a expressdo do receptor Bl sofre modulagdo ao longo do
desenvolvimento do melanoma, um experimento foi desenhado de forma a testar a influéncia
da ativacdo desse receptor na progressdo tumoral. Assim, as células tumorais foram
estimuladas com o agonista DABK 24 h antes da sua inoculagdo nos animais, para observar
se a ativacdo do receptor B1 conseguiria “reprogramar” as células tumorais modulando a sua
agressividade (Rodrigues-Ferreira et al., 2010). De forma interesante foi observado que os
animais que receberam células estimuladas com DABK apresentaram menor incidéncia de
tumores palpdveis e estes eram na maioria das vezes muito pequenos se comparados aos do
grupo controle, indicando que provavelmente esses tumores estavam ainda na fase de
laténcia. Além disto, alguns animais permaneceram sem tumores palpéveis por até 150 dias
apds a inoculag@o. Em conjunto, esses dados sugerem que a ativacdo do receptor B1 diminui
a agressividade das células de melanoma in vivo.

Este resultado foi bastante surpreendente, especialmente considerando que o receptor
B1 estd envolvido com modulagdo de respostas inflamatérias (Calixto et al., 2004), secre¢do
de citonas como IL-1f e outras citocinas pré-inflamatdrias (Calixto et al., 2004; Wang et al.,
2008). Além disso, é importante salientar que a presengca de um microambiente pro-
inflamatério € um dos sete eventos associados a tumorigénese e que dados publicados por
Correa e colaboradores (2005) mostraram a importancia do receptor B1 no microambiente
tumoral para mediar a indu¢@o da formacdo de tumores através de mecanismos inflamatérios.
Mais precisamente, nesse trabalho, os autores mostraram que a co-injecdo de células em
apoptose e de um baixo nimero de células tumorais vidveis (0 que normalmente ndo seria
suficiente para que os animais desenvolvessem tumores durante o periodo de tempo avaliado
no experimento) levou a altos indices de aparecimento de tumores em camundongos e, que
esta resposta, estd associada ao infiltrado inflamatério transiente, composto principalmente
por neutréfilos e macréfagos, que se apresenta por causa das células em apoptose. Além
disso, quando o experimento foi realizado em animais deficientes para o receptor B1 que
apresentam problemas na transmigracdo de neutrdfilos para regides inflamadas se observou
uma significativa diminuicdo do ndmero de animais com tumores (Pesquero et al., 2000 e

Araujo et al., 2001; Correa et al., 2005).



Os dados apresentados no presente trabalho mostraram que a ativagdo do receptor B1
na célula neopldsica promove uma significativa diminui¢do no aparecimento de tumores nos
animais injetados com essas células. Esses achados fizeram levantar duas possibilidades: a
primeira de que a ativacdo do receptor B1 pudesse modificar estas células tumorais para um
padrio “mais imunogé€nico”, ou seja, que estas células sejam “re-programadas” apds a
ativacdo do receptor B1 e se tornassem mais perceptiveis ao sistema imunoldgico e ele
conseguisse entdo reconhecer e controlar o crescimento destas células (Ostrand-Rosenberg,
2008). A segunda possibilidade foi embasada ainda pelos resultados obtidos nos ensaios de
migracdo celular, de que a ativagdo do receptor B1 efetivamente diminuisse a agressividade
destas células tumorais, possivelmente por mecanismos que envolvam a indugdo de E-
caderina (Chen et al., 1997).

Para tentar compreender melhor o que estaria acontecendo durante a ativacdo do
receptor B1 e que promoveria esta diminuicdo na incidéncia de neoplasias nos animais,
algumas amostras de tumores foram coletadas, tanto do grupo controle como do grupo que
recebeu células tratadas com DABK, sempre preservando o tumor e o seu microambiente
para andlises histoldgicas. Estas andlises permitiram observar as caracteristicas e a arquitetura
dos tumores nos dois grupos e assim avaliar alguns pardmetros como: ritmo proliferativo,
vascularizacdo, capacidade de invasdo e infiltrado inflamatério que estdo relacionados
diretamente com a agressividade dos tumores (Joyce & Pollard 2009).

A primeira caracteristica que foi observada nesta andlise histoldgica foi a diferenca
entre a grande reacdo estromal provocada pelo tumor do grupo controle e a pequena, quase
inexistente, do tumor previamente estimulado com DABK. O estroma é o tecido de
sustentacdo de todas as nossas estruturas e 6rgaos, € ¢ composto por tecido conjuntivo, ou
seja, principalmente por matriz extracelular (Junqueira & Carneiro, 2004). Desta forma, uma
reacdo estromal envolve a infiltragdo de células do sistema imunoldgico nesta matriz, bem
como a presenca de fibroblastos que fazem parte e secretam componentes desta matriz, dando
origem, neste caso, ao chamado tecido de cicatrizacao ou tecido fibrético. Embora ainda nao
se saiba ao certo de que forma a resposta do hospedeiro influencia na progressdao tumoral ou
na eliminacdo deste, sdo muitos os relatos que associam a presenga de um grande infiltrado
inflamatério a2 maior agressividade dos tumores (Allavena et al., 2008; Mantovani et al.,
2008),

Outra caracteristica marcante na anélise histologica dos tumores do grupo controle foi
a auséncia de bordas definidas, ou seja, os tumores ndo possuiam uma capsula bem formada
para cercd-los e, assim eram encontradas células neopldsicas invadindo tecidos adjacentes em

muitos pontos. Além disto, alguns animais apresentaram ndo apenas invasdo ao tecido



muscular adjacente ao tumor, mas também metdstase em linfonodos drenantes (dados ndo
mostrados). Por outro lado, os animais que receberam células tumorais que tiveram o receptor
B1 ativado, desenvolveram tumores de menor tamanho, encapsulados e nio apresentaram
células tumorais em nenhuma outra regido que ndo dentro da cdpsula do tumor. Este
elemento € de especial importancia, pois a presenca ou ndo de uma cipsula que delimite o
tumor € outra caracteristica relevante para avaliar a sua agressividade. De forma geral,
tumores ndo encapsulados s@o mais agressivos e invasivos do que os n~ao encapsulados
(Lunevicius et al., 2001; Rivera M et al., 2010).

As andlises quantitativas destas amostras histolégicas mostram que o nimero de
células em mitose e o nimero de vasos nos tumores que foram previamente tratados com
DABK eram substancialmente menores do que nos tumores formados por células ndo
estimuladas. O ritmo proliferativo e o nimero de vasos de um tumor sdo fendmenos que
normalmente estdo associados e sdo correlacionados com a malignidade destes tumores
(Joyce & Pollard 2009). Na realidade, um elemento viabiliza o outro, ou seja, um alto ritmo
proliferativo estimula a formag¢do de novos vasos e estes novos vasos possibilitam a
manuten¢do deste alto ritmo proliferativo sem que as células morram pela falta de nutrientes
e oxigenacdo (Folkman, 2007a; Folkman, 2007b). Quando este processo de retro-alimentagcao
positiva € quebrado, aparecem regides necrdticas sendo indicadoras de maior grau de
malignidade (Hockel & Vaupel, 2001; Bottaro & Liotta, 2003; Pennacchietti et al., 2003). No
presente modelo, a presenca de inimeras zonas de necrose nas amostras do grupo controle foi
obseravada, o que ndo acontecia com tanta freqii€ncia nos tumores do grupo que recebeu
células estimuladas com DABK (dados ndo mostrados).

Todos estes dados de histologia apontam para uma drastica reducdo da agressividade
dos tumores cujas células foram “re-programadas” pela ativacdo do receptor B1 in vitro.
Devido a sua grande importincia no processo de angiogénese, o VEGF foi selecionado como
possivel alvo a ser modulado nesta “re-programacio”. Sendo assim, a sua expressdo foi
avaliada por PCR em tempo real em amostra de tumores de animais que receberam células
Tm5 estimuladas ou ndo com DABK. Embora se esperasse uma redu¢@o nos niveis de VEGF
do grupo que recebeu células estimuladas com DABK, o resultado desta andlise mostrou que
ndo existe modulag¢do na expressdo de VEGF entre os dois grupos experimentais. Este dado
pode estar relacionado as novas descobertas feitas com relagdo a funcdo do VEGF na
progressdo tumoral que colocam a prova o entdo conhecido papel do VEGF como indutor da
angiogénese. Estas descobertas feitas apds o inesperado insucesso das terapias anti-VEGF
testadas na clinica (Hurwitz et al., 2006; Mayer et al., 2007; Kerbel, 2008), sugerem que este

fator de crescimento além do papel de induzir angiogénese também atua como regulador



negativo da maturacio de vasos sanguineos neoformados. Neste contexto, as estratégias anti-
VEGF ndo necessariamente promoveriam a redu¢do dos tumores, assim como tumores menos
agressivos nio necessariamente apresentariam uma modulagdo negativa da sua expressdo
(Greenberg et al., 2008; Vecchiarelli-Federico et al., 2010).

Outro possivel mecanismo envolvido na diminui¢do da agressividade nos tumores
“re-programados” pela ativagdo do receptor B1 € a indug@o da expressdo de E-caderina nas
células tumorais, uma vez que o processo de transformagdo maligna e a TEM induzida por
TGF-B promovem uma redugdo significativa da expressdo desta molécula. A base desta
hipétese estd em que a modulagdo da expressdo desta molécula de adesdo estd relacionada
com o controle da motilidade celular (Meigs et al., 2002), com a transformacdo maligna de
melandcitos em melanomas (Hsu et al., 1996) e com a perda de malignidade de melanomas
que tiveram esta molécula re-introduzida (Hsu et al., 2000). Desta forma, quando a expressao
de E-caderina foi analisada nos dois grupos experimentais, observamos que os tumores
oriundos de células estimuladas com DABK apresentavam niveis mais altos de expressdo de
E-caderina do que os tumores originados a partir de células ndo estimuladas. Concordando
com isso, foi observada uma diminui¢io na expressdao de TGF-, outro indicio de redugdo da
malignidade destes tumores “re-programados”, pois esta € a principal citocina envolvida na
inducdo da TEM, etapa importante para aumento da agressividade e capacidade mestatatica
das células tumorais (Fidler 2002; Gavert & Bem-Ze’ev, 2008; Polyak & Weinberg, 2009)

Inimeros trabalhos relatam a coneccdo entre cincer e inflamacgo, embora ainda seja
discutido qual é causa e qual é conseqiiéncia, ou seja, se o cancer gera uma resposta
inflamatéria do hospedeiro tentando controlar o crescimento tumoral ou se o préprio tumor
promove a infiltracdo de células do sistema imune e aproveita-se de um microambiente
inflamatério, rico em citocinas e fatores de crescimento para progredir (Blackwill &
Mantovani 2001; Mantovani et al., 2008; Mantovani, 2009). Por causa desta estreita conec¢io
entre inflamacdo e cancer, foi avaliado o infiltrado inflamatério existente nos tumores do
grupo controle e em aqueles estimulados com DABK. Foi observado que o nimero de células
do sistema imunoldgico infiltrando os tumores do grupo controle era muito superior ao
encontrado nas células do grupo tratado com DABK. Neste contexto, e considerando as fases
que compdem ao chamado fendmeno de “imuno-edi¢cdo dos tumores”: eliminagao, equilibrio
e escape (Dunn et al., 2004), pode-se especular que os tumores dos animais que receberam as
células tumorais ndo estimuladas estariam j4 na fase de escape, onde os tumores se mostram
bem pouco imunogénicos e parecem se aproveitar da formacdo de um microambiente
inflamatorio, enquanto que os tumores cujas células foram previamente estimuladas com o

agonista de B1 parecem encontrar-se em uma fase de elimina¢do ou equilibrio, onde existem



algumas células infiltradas, especialmente da imunidade inata, mas o microambiente aparece
menos invadido ou “inflamado”, sugerindo que o sistema imunolégico do animal conseguiu
controlar o desenvolvimento do tumor.

Uma andlise mais cuidadosa das populacdes celulares do infiltrado peri-tumoral
mostrou a existéncia de um grande nimero de neutréfilos e macréfagos nos tumores do grupo
controle (que receberam células ndo estimuladas), enquanto que o nimero destas células da
imunidade inata nos tumores formados a partir de células estimuladas com DABK foi
significativamente menor. Mantovani e colaboradores (2008) revisaram o papel destas células
inflamatérias na tumorigénese, mostrando que quimiocinas, citocinas e prostaglandinas
produzidas pelas células tumorais conseguem recrutar diferentes tipos de células
inflamatérias, dentre elas: macréfagos, mastocitos, neutréfilos, eosinéfilos e células
supressoras mieléides (Gabrilovich et al, 2007). Estas células de alguma forma séo ativadas e
também passam a secretar citocinas e quimiocinas que podem recrutar mais células
inflamatorias, promovendo um processo de retro-alimentagdo positiva. Em ultima instancia
este fendmeno estd relacionado com proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais, e a
TEM (em que as células neopldsicas transformam-se morfologicamente adquirindo um
fenétipo mais agressivo Gavert & Bem-Ze’ev, 2008; Polyak & Weinberg, 2009);
angiogénese e linfogénese, migracdo e invasdo das células tumorais, metdstase e evasdo da
resposta imune (Koebel et al., 2007). Desta forma, possivelmente os tumores formados a
partir de células de melanoma que tiveram o receptor B1 ativado ndo conseguem estabelecer
este processo de retro-alimentacdo positiva com as células do sistema imune impedindo que
passem para a fase de escape, e em consequencia, tornando-os menos agressivos.

Trabalhos recentes relatam que nédo apenas células do sistema imune inato contribuem
na tumorigénese, mas que linfécitos T, tanto CD4" quanto CD8" também exercem papéis
fundamentais na progressdo tumoral. Nagaraj e colaboradores (2007) mostraram que a
modificacdo do complexo formado pelo TCR (receptor de célula T) e a molécula de
superficie CD8 do linfocito T pela adicdo de nitrogénio a residuos de tirosina (nitracdo)
compromete a resposta especifica das células T CD8" pois impede que o complexo TCR -
CD8 se ligue ao complexo MHC-peptideo, sendo esse um dos mecanismos pelos quais as
células tumorais conseguem evadir a citotoxidade dos linfécitos T CD8*. Além disto,
DeNardo e colaboradores (2009) mostraram que linfécitos T CD4" sdo fundamentais para o
processo de metastase pulmonar de carcinoma mamario, pois atuam aumentando as
propriedades pro-tumorais de macréfagos. Considerando isto, procedeu-se a quantificagdo de
linfécitos infiltrados na regido peri-tumoral e foi observado que nos tumores controle existem

linfécitos presentes nessa regido, mas que o nimero € drasticamente menor nos tumores



formados a partir de células estimuladas com DABK. Considerando a hipétese de que os
tumores do grupo controle estariam na fase de escape do sistema imunoldgico e os tumores
estimulados com DABK na fase de equilibrio, poderiamos especular que os linfécitos
presentes nos tumores do grupo controle representariam uma tentativa do hospedeiro de
controlar o ja incontroldvel crescimento da massa tumoral. Outra possibilidade é que este
tumor ja modificado e selecionado para ser pouco imunogénico possa utilizar ndo apenas
células da imunidade inata a seu favor, mas também células da imunidade adaptativa.

Outro pardmetro avaliado para tentar explicar a diferenca de agressividade encontrada
nas células de melanoma ndo estimuladas e nas que foram “re-programadas” pela ativacdo do
receptor B1 foi a secre¢do de algumas citocinas por estas células. Foram selecionadas para
andlise as citocinas IL-6 (pré-inflamatéria), IL-10, citocina anti-inflamatéria e caracteristica
de padrdo de resposta Th2, e TNFa, citocina pré-inflamatdria que sabidamente estimula o
crescimento tumoral (Abbas & Lichtman, 2005). Nestas andlises as células de melanoma
Tm35 ndo secretaram niveis detectdveis no ELISA de nenhuma das citocinas avaliadas. No
entanto, quando estimuladas com DABK niveis de IL-6 foram detectados e este efeito foi
especificamente mediado pela ativacdo do receptor B1, uma vez que foi bloqueado pela
administracdo de DLBK, antagonista do receptor B1. A secrecdo de IL-6, ap6s o estimulo do
receptor B1, foi atribuida a um efeito indireto da ativagdo deste receptor, pois uma vez
ativado, ele promove a translocacdo do fator de transcricio NFxB para o niicleo e assim
induz a produgdo de IL-1B (Wang et al., 2008) que por sua vez é capaz estimular a secre¢do
de IL-6 (Fan et al., 2009).

O papel de IL-6 na tumorigénese ainda ndo estd bem estabelecido. Considera-se que
logo que as primeiras células sofrem a transformacdo maligna, estas células tumorais
precisam evadir a resposta imune, ou seja, precisam ficar “invisiveis” para sobreviverem a
imuno-vigilincia do hospedeiro (Dunn et al, 2004; Ostrand-Rosenberg, 2008);
possivelmente, células tumorais que secretem uma citocina pré-inflamatéria desde o
principio, ndo consigam passar despercebidas pelas células da imunidade inata, recrutando
macrdfagos e neutrdfilos. Esta ativacdo de células da primeira linha de defesa do hospedeiro
poderia culminar na morte das células tumorais por fagocitose ou pela liberagdo de espécies
reativas de oxigénio, ou mesmo induzir a formagdo de uma resposta da imunidade adaptativa
(Abbas & Lichtman, 2005). Ja foi descrito que dependendo do padrao da resposta adaptativa
desenvolvido, o tumor pode ser eliminado ou progredir. Por exemplo, um microambiente
tumoral predominantemente Th1l (com altos niveis de IFNY) estd associado a eliminacio dos

tumores, enquanto que a inibi¢do deste padréo de resposta e a presenca de um microambiente



tumoral com caracteristicas de respostas do tipo Th2, Th17 ou de células T regulatdrias
parecem contribuir para a progressdo dos tumores (Ostrand-Rosenberg, 2008).

Além disto, as andlises realizadas com amostras dos dois grupos experimentais,
mostraram uma maior expressdo de IFN-y nos tumores formados a partir de células
estimuladas com o agonista do receptor Bl. Embora outros pardmetros precisam ser
avaliados, este resultado sugere fortemente que os tumores estimulados com DABK estejam
em uma fase diferente do processo de imuno-edi¢do dos tumores ndo estimulados. Isto
porque niveis mais elevados de IFN-y estdo relacionados com as fases de eliminacdo e de
equilibrio da imuno-edi¢do, enquanto que a diminuicio dos niveis desta citocina ¢é
caracteristica da fase de escape. Além disto, a secre¢do de IFN-y é parte do padrao Thl de
resposta e este tipo de resposta parece favorecer a elimina¢do dos tumores, conforme descrito
anteriormente.

Além de avaliar a secrecdo das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a pelas células tumorais,
e a expressdo de IFN-y nas amostras de tumor dos animais, também foram medidos os niveis
das trés primeiras citocinas no soro dos animais, mas nao foi possivel detectar nenhuma das
citocinas pelos métodos empregados, em concordancia com o observado nos ensaios in vitro.

Juntos, estes resultados sugerem que as duas hipdteses propostas e que 0s mecanismos
sugeridos nelas para tentar explicar o fendmeno observado in vivo contribuem de forma
semelhante. Assim, como pode ser observado na Figura 39, as andlises realizadas apontam
que a ativagdo do receptor B1 tanto poderia aumentar a imunogenicidade das células Tm5,
fazendo com que o sistema imunoldgico do hospedeiro consiga controlar o seu crescimento,
quanto diminuir a sua agressividade, ou seja, com menor ritmo de crescimento, com menor
motilidade e menor capacidade de invasdo. Embora em um primeiro momento parecam
hipdteses independentes, estes dois eventos ndo sdo mutuamente excludentes, muito pelo
contririo, possivelmente o aumento da imunogenicidade influencia na agressividade dos

tumores e vice-versa.
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Figura 39: Esquema dos mecanismos envolvidos na perda de agressividade dos
tumores formados a partir de células estimuladas com o agonista do receptor B1. A) Tumor

na fase de escape formado a partir de células da linhagem Tm5 controle (ndo estimuladas), no



qual observa-se maior infiltrado inflamatdrio peri-tumoral, menor expressdo de 1L-6 e IFN-v,
maior expressdo de TGF-B e conseqiiente reducdo da expressdo de E-caderina, maior ritmo
proliferativo e maior capacidade de migracdo. B) Tumor na fase de elimina¢do ou equilibrio,
formado a partir de células da linhagem Tm5 estimuladas com DABK 1 UM por 24 h, no qual
observa-se menor infiltrado inflamatério peri-tumoral, maior expressdo de IL-6 e IFN-v,
menor expressdo de TGF-f ¢ maior expressdo de E-caderina, menor ritmo proliferativo e

menor capacidade de migracdo. DABK — desArg9—bradicinina.

Todos estes resultados que s@o considerados interesantes e promissores levantaram a
questdo de que o efeito anti-tumoral do receptor Bl encontrado na linhagem TmS5
possivelmente poderia ser visto também em outras linhagens celulares de melanoma. Por isto,
foi realizado o mesmo ensaio in vivo, utilizando o mesmo desenho experimental, mas agora
com células da linhagem de melanoma murino B16/F10. Observou-se que o estimulo de
células B16/F10 com o agonista do receptor B1 ndo foi capaz de “re-programar” as células
desta linhagem de forma semelhante ao que foi observado com as células da linhagem TmS5.
Este resultado demonstra que muitas partes deste fendmeno ainda precisam ser
caracterizadas. Em outras palavras, possivelmente as linhagens B16/F10 e Tm5 tenham um
padrdo de expressdo de moléculas de superficie, citocinas, quimiocinas, dentre tantas outras
moléculas, que justifiquem a diferenca de comportamento entre as duas linhagens frente a
“re-programacdo” induzida pela ativacdo do receptor B1. De fato, as duas linhagens tém
caracteristicas bem diferentes. Por exemplo, enquanto Tm5 ¢ uma linhagem de tumor
primdrio, ou seja, que sofreu uma diferenciacdo maligna da linhagem de melandcito Mela-a,
por causa da imposi¢do de uma pressdo seletiva de sobrevivéncia sem adesdo (Oba-Shinjo et
al., 2006); a B16/F10 € uma linhagem de melanoma que sofreu 10 ciclos de selecdo de
metastase pulmonar, ou seja, ¢ uma linhagem de melanoma metastitica, mais agressiva
(Fidler & Kripke, 1977). Neste caso, podemos cogitar a possibilidade de que a ativacdo do
receptor B1 na linhagem B16/F10 apesar de conseguir inibir a migracdo celular e inibir o
ndmero de células “pioneiras”, ndo foi suficiente para impedir o estabelecimento dos tumores
destas células tdo agressivas in vivo. Sendo assim, futuras terapias anti-tumorais tendo como
alvo o receptor B1 devem ser utilizadas contra alguns tipos de melanoma, especialmente
aqueles em estagios iniciais ou de menor agressividade.

Este resultado evidencia a importancia de compreender a biologia multifatorial dos
tumores, pois uma vez determinados os fatores que tornam uma determinada linhagem

susceptivel a perda da agressividade pela “re-programagdo” promovida via ativagdo do



receptor B1, poderiam ser desenhadas estratégias que tenham como mecanismo de acdo a
ativac@o desse receptor.

Embora ndo exista nenhum outro relato correlacionando a ativacio do receptor Bl a
um efeito protetor contra tumores, € interessante lembrar também de alguns resultados
obtidos em trabalhos que avaliam o efeito de inibidores da ECA na progressdo tumoral. Isto
porque a ECA € o ponto central entre os sistemas renina-angiotensina e calicreinas-cininas e,
sendo assim, qualquer interferéncia neste ponto central, induz alteracdes em ambos os
sistemas. O fato é que muitos trabalhos em modelos animais, assim como relatos clinicos de
pacientes hipertensos tratados com inibidores da ECA ou com outros tipos de anti-
hipertensivos mostramram que o bloqueio desta enzima exerce papel anti-tumoral (Lever et
al., 1998; Williams et al., 2005).

Por ser um ponto comum e central entre os dois sistemas, podemos dizer que a ECA
teria dois “bracos”: o braco do SRA e o brago do SCC e que a administracdo de inibidores
desta enzima faz com que pare de ser formado a angiotensina II no braco SRA e com que
pare a degradacdo da BK em metabdlitos inativos no braco SCC. Neste panorama, e com
base em trabalhos que demonstram que tanto o receptor AT, do SRA (Fujita et al., 2002;
Miyajima et al., 2002), quanto o receptor B2 do SCC (Ishihara et al., 2001; Ishihara et al.,
2002; Ikeda et al., 2004) possuem papel importante na progressao tumoral; foi proposto que o
efeito anti-tumoral observado com a inibicdo da ECA seria mediado pela menor
disponibilidade de angiotensina II e consequentemente menor ativacio do receptor AT, e ndo
por mecanismos mediados pela maior disponibilidade de BK, até porque a sua acdo ja havia
sido demonstrada como pro-tumoral (via receptor B2).

No entanto, os resultados aqui apresentados sugerem que o braco SCC também pode
contribuir para o efeito anti-tumoral da inibicdo da ECA, pois mostraram propriedades anti-
tumorais do receptor B1. Sendo assim, o aumento dos niveis de BK induzidos pela inibi¢ao
desta enzima pode ndo necessariamente significar um aumento na ativacido do receptor B2,
mas sim servir de substrato para carboxi-peptidases que retirem a arginina terminal da BK,
originando o ligante preferencial do receptor B1. Esta hipdtese estd amparada no trabalho de
Zhang e colaboradores de 2008 (a), que mostra um mecanismo efetivo de desvio da
sinalizacdo via receptor B2 para o receptor B1.

Além disto, Ignjatovic e colaboradores (2002) demonstraram de forma muito elegante
que muitos inibidores da ECA conseguem interagir com o receptor B1 e ativa-lo diretamente
e que esta ativagdo consegue mediar uma série de respostas caracteristicas da ativagcdo do
receptor B1 apds estimulo com os seus cldssicos ligantes peptidicos (Ignjatovic et al., 2004;

Stanisavljevic et al., 2006). Desta forma, o efeito anti-tumoral exercido pelos inibidores da



ECA poderia também ser atribuido ao efeito da ativagdo do receptor B1, que neste caso pode
ocorrer tanto pela maior disponibilidade do seu agonista endégeno, quanto pela sua ativacao
direta do receptor pelos inibidores da ECA.

Embora este seja o primeiro relato mostrando a ativagdo do receptor B1 com efeitos
anti-tumorais em alguns subtipos de melanoma, Schulze-Topphoff e colaboradores (2009)
também mostraram que a ativacdo do receptor B1 tem efeito protetor em esclerose multipla,
uma doenga inflamatéria cronica. Considerando que o cancer apresenta também
caracteristicas de uma doenca inflamatéria e de acordo com os dados mostrados neste
trabalho de que a ativacdo do receptor B1 inibe o desenvolvimento dos tumores in vivo e a
migracdo das células tumorais in vitro, acreditamos que o receptor B1 poderia ser um alvo
para o desenvolvimento de farmacos anti-tumorais, ou mesmo para uma nova utilizagdo de
farmacos amplamente utilizados, como é o caso dos anti-hipertensivos inibidores da ECA.
Certamente mais pesquisas sdo necessdrias para elucidar os mecanismos por tras deste efeito
protetor, bem como identificar outros tipos de melanoma que seriam suceptiveis a esta

estratégia terapéutica.



6. Conclusoes



Conclui-se que o sistema calicreinas-cininas, através do receptor Bl, exerce um
importante papel na progressdo de tumores de pele do tipo melanoma e que a ativagdo deste
receptor tem efeito anti-tumoral sobre a linhagem de melanoma Tm5, diminuindo a
agressividade destas células através da inibicdo da migracdo celular, redugdo na incidéncia e

crescimento tumoral e, consequentemente, aumentando a sobrevida dos animais.
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Abstract

The general description of kining refers to these paptides & molecules involved in vasoular
Lans I'EQ.IHtiCI'I and inflarmmation. Meverhales, in the |l YEarn a serien al evidences has
shown that loesl harmanal systems, seh as the kallibeein—Kinin sytem, may be differently
regulated and are of pivotsl importance Lo pathophysilegical control. The combined
interpretations of many recent studies allow w5 to conclude Lthat the kallikrein—kinin system
plays broader and richer rales than those cdlamically described until recently. In this review,
we repart lindings conceming the participation of the kallisrein—kinin system in inNammation,
cance, and in pmtnhgies related to cardiovasoularn, renal and central nervous 5'_.-stems

@ 2007 Esevier B.V. Ml rights reserved,

1. Introduction

The first report concerning the kallirdn-kinin system (K5 )
dates to 1928 from Frey and coworiiers, when they reported
the hypotensive effect of human urine when injected into
the plood stream of dogs [1,2]. Few yearslater, the discovery

Abbreviatians: BEE, Ealllrein-kin systemn; BE, bradykining
DUABK, des-Arg™B: MO, mitric axide: (M, central nervais system;
AE , angiotes in converting engme; C0K-1, cpcloosgenasa-1; NF-
o, muchear factor-kappa B.

* Corresponding author. Tel.: <35 16 3602 3261, fax: <55 1634633
G50

E-mall address: daudiomdfmrp.wp br (M Josta-Meta).

af that principle in the pancreas resulted in the name
wallirein (from kallibreas: panoreas in Gresl). Bugen Werle
in 1937, performing assays with kallforein mixed to blood
serum, concluded that probably a new substance should be
generated, which was capable of contracting solated guinsa
pitg flewm. The actions of that substancewerne similar to thoss
of kallikrin, but it presented a lower moleoular weight and
it was thermaostable; and therefore it was concluded that it
wias a potypeptide, firstly named ¥ [3] and later on kallidin,
Bradykinin (B¥) was first reported in 1949 by Rocha-e-Sllva
and cowarkers, who described a potent vasodilation agent
releasad from plasma wing the venom from the Brazilian
snake Bothrops janaroca [4). Subsequent studies showed that
kallibrein could alse be found in many other tisues,
foresesing what decadss later would be discoversd: the

1567576905 - see front matter @ 2007 Blsevier BV Al rights reserved .
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participation of the KKS in a great diversity of pathophysio-
logical processes.

Kinins are classically known as peptides that participate in
vascular and inflammatory events. Such peptides are
generated by action of kallikreins over kininogens and act
by binding to two receptor types, namely By and By, which
belong to the G-protein coupled receptor family. In contrast
to B, receptors that are constitutively expressedin a variety
of cells under physiological conditions, By receptors are
generally absent or low expressed in healthy tissues, but
their expression rapidly increases under pathological condi-
tions [5,6] or by exposure to B, receptor agonists [7].

The peptides BK and kallidin (Lys-BK) have higher affinity
to the By receptor. The action of carboxypeptidases over
those peptides generate the active metabolites des-Arg?-BK
(DABK) and Lys-DABK, which have higher affinity to B,
receptor. Stimulation of both receptors after agonist binding
leads to the classical G-protein activation and also the
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway, which
culminates in the transcription of a series of other genes
involved in later responses [2].

In the last years many evidences have shown that the KKS
has crucial participation in different pathological states,
such as those described in the next pages.

2. Cardiovascular diseases

The KKS is an important mediator of pathophysiological
conditions of the cardiovascular system. It has been shown
that BKis able to cause a significative decrease in heart rate
and blood pressure [8], probably due to MO production after
Ba receptor activation [9]. The B, receptor has also been
shown to participate in hypotensive responses in some
mammalian species after induction of infection [10-12].

Both kinin receptors have been shown to be expressed in
cardiomyocytes and cardiac conduction tissue [8,13]. Cha-
hine and coworkers [14] showed that B, activation reduces
sympathetic outflow, effect that corroborates with the
proposed protective activity of DABK in ischemia/re perfusion
injury. After myocardial infarct induction in rats, which leads
to an ischemic process, By receptor expression is rapidly up-
regulated [15]. It has also been shown that about 24 h after
myocardial infarct kinins have an important contribution in
expression of cytokines [16,17]. After myocardial infarct,
plasma levels of kallikrein, kininogen and BK are increased,
events that correlate with the survival rate of post-
myocardial infarct patients [18].

Several studies have shown that kinins exert cardiopro-
tective effects on myocardial infarct and heart failure, such
as reduction of both left ventricular hypertrophy and
progression of heart failure [19-22]. The protective effects
of BK are mainly mediated by B: receptor due to NO
production by endothelial cells [23,24], induction of anti-
proliferative effects on fibroblasts [25,26] and antihyper-
trophic effects on cardiomyocytes [27,28]. Yao and
coworkers [29] showed that kallikrein infusion in rats for
7 days after myocardial infarct induction improved cardiac
function, normalized left ventricular wall thickness, and
reduced macrophage infiltration in the infarcted heart. As
those effects of kallikrein were all blocked by icatibant, a
selective B; receptor antagonist, it indicates the B, receptor

as an important player in protection against heart failure
[30,21].

Regarding to cardiac fibrosis, transgenic rats expressing
the human kallikrein gene which were induced to diabetes
showed the left ventricle function preserved [32]. Further-
more, in a similar model, it was shown that left ventricle
contractile dysfunction is attenuated after experimental
myocardial infarction [33]. Administration of exogenous B, or
B, receptor agonists in an ischemia model of isolated rat
heart reduced infarct damaged area, effect that was
counteracted by selective antagonists [34], showing partici-
pation of both kinin receptors in cardioprotective processes.

During the process of preconditioning to ischemia, the
KKS is activated and improves cardioprotective effects of
kinins by activation of both kinin receptors [35,36]. While B,
receptor activation leads to reduced arrhythmias [37],
reduced infarcted area [38] and improvement of post-
ischemic ventricular recovery [39], B, activation seems to
be important to protect the endothelial function in coronary
resistance arteries [40], to inhibit noradrenaline overflow
and to prevent ventricular fibrillation in reperfusion [14].

A recent study in a model of pressure overload-induced
cardiac hypertrophy showed that B: receptor signaling
improves cardiac function and protects against the develop-
ment of cardiac hypertrophy, effects that were mediated by
NO formation [41]. KKS may also be involved in evolution of
other cardiovascular diseases. It was recently shown that a
plasma kallikrein inhibitor attenuated symptoms of heredi-
tary angioedema, what might become an interesting therapy
for this disease [42].

3. Renal diseases

Renal diseases present several characteristics, including
inadequate filtration of proteins (proteinuria), apoptosis,
inflammatory cells recruitment, and accumulation of extra-
cellular matrix proteins in the interstitium [43]. Oxidative
stress is also an important factor in renal injury because it
can stimulate the expression of proinflammatory and
profibrotic molecules [44].

The role of KKS in renal protection by suppression of
reactive oxygen species production has been showed to be
mediated by Bs receptor activation [45,46]. Chao and
coworkers [47] demonstrated that kinins have a direct effect
on the protection of salt-induced renal injury by suppression
of oxidative stress, TGF-p expression and MAPK activation,
with no effect on blood pressure. Tissue kallikrein has also
been reported to attenuate salt-induced renal damage by
activation of Bs receptors [45,48]. Corroborating with that,
the B, receptor antagonist icatibant abolished the kallikrein's
protective effects [48]. The participation of this receptor in
the protective effect against renal injury was also evidenced
in B receptor knockout mice [49,50]. In addition, a human B;
receptor gene polymorphism has been demonstrated in
patients with chronic renal failure, suggesting a role of this
receptor in the early development of this pathology [51].

lschemic acute renal failure can occur in patients with
hypertension, diabetes, and atherosclerosis [52]. The invol-
vement of KKS in this pathology was partially demenstrated
using ACE inhibitors, resulting in reduced acute tissue
damage caused by ischemia/reperfusion in kidneys [53,54].
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It was also shown that the beneficial effects of ACE inhibitors
were mainly due to activation of NO cascade [55-57] as a
result of By receptor activation. In addition, B; receptors
antagonists and NO synthase blockers markedly attenuated
the protective effects of ACE inhibitors [55,56,58]. Chronic
treatment with ACE inhibitors induces B, receptor expression
in vasculature and in the kidney; and therefore, B, receptor
renal expression might also be associated to the renopro-
tective effects of ACE inhibitors [59].

Diabetic nephropathy occurs in approximately 30% of all
patients with diabetes [60]. Transgenic mice super-expres-
sing ACE, which showed a decrease in BK concentration
without changes in angiotensin Il levels, presented severe
renal complications in a diabetic induced model [61,62],
suggesting the involvement of KKS in this pathology. Also,
human tissue kallikrein gene delivery efficiently attenuated
insulin resistance and prevented diabetic nephropathy in
streptozotocin-induced diabetic rats [63].

Unilateral renal obstruction in mice and rats is a well-
established experimental model to study tubulointerstitial
fibrosis. The protective role of BK in unilateral renal
obstruction was suggested by Morrissey and coworkers [64];
and Schanstra and coworkers using this model in B; knockout
mice demonstrated that BK has antifibrotic properties [50].

4. Inflammation

Since its discovery, BK was demonstrated to induce the four
classical signals of inflammation (heat, redness, swelling and
pain) when injected in human or animal tissues [65].
MNowadays, it is well established that kinins are rapidly
generated after tissue injury and that the endogenous kinins
have a pivotal role in the development and maintenance of
inflammatory processes.

The activation of both By and B, receptors is importantly
involved in both acute and chronic inflammation. The
majority of the effects observed in acute inflammation
such as vasedilation, edema, pain, hyperalgesia and smooth
muscle contraction, seems to be related to By receptor
activation. In chronic inflammatory processes, By receptor
plays an important role, enhancing or substituting the B,
receptor described actions [66—71].

The activation of By receptor leads to transduction of
various signaling pathways, and most of the final released
substances are cytokines and other inflammatory mediators,
such as eicosanoids [72-76]. Activation of B; receptors
induces a rapid release of eicosanocids, and a late release of
prostaglandin E2 [77], probably by up-regulation of COX-2
[78]. This event was primarily attributed only to B; receptor
activation, but recent findings suggest that By receptor is
also invelved, mainly acting in synergism with cytokines [79].

The correlation among kinins, immune cells and cytokines
has been demonstrated by different groups. Plasma kallik-
rein, tissue kallikrein, high and low molecular weight
kininogens have been localized in neutrophils [80], and
seem to be involved on diapedesis and control of vascular
permeability by local generation of kinins. Also, kinin
receptors may be involved in chemotaxis of such cells
[81,82]. The ability of BK to activate NF-xB strongly
evidences the link between BK and cytokines. The expression
of many cytokines is mediated by this factor, and importantly

the B, receptor expression is also regulated by this
transcriptional factor [83,84]. The correlation among kinins,
TNF-ee and IL1-p is also observed in prostaglandin biosynth-
esis in osteoblasts, involving up-regulation of COX-2 [79].

The classical model of rat paw edema has been
extensively used to study the participation of KKS in
inflammation. In this medel, the constitutive expression of
B, receptor and its participation in acute inflammation, and
the up-regulation of B, receptor by mRNA levels analysis and
functional experiments were described. The pre-treatment
of these animals with lipopolysaccharide, either local or
systemic, leads to an increase of the responsiveness to By
receptor agonist injection and up-regulation of its mRNA
levels [70].

5. Cancer

Differential expression of KKS components in neoplasias has
been widely described [85-87], pointing to an important
contribution of this system in tumorigenesis. Moreover, kinins
as inflammatory mediators which cause vasodilation and
vascular permeability, contribute to invasion, metastasis and
immune cells recruitment.

The role of human tissue kallikreins in tumor progression
is not completely elucidated, but some of the mechanisms
have already been described, such as the direct extra-
cellular matrix degradation [88], cleavage of hormones,
growth factors and other substrates, including kininogen
[89]. Additionally, Wolf and coworkers [90] using tissue
kallikrein inhibitors, demonstrated suppression of breast
cancer cells invasiveness in in vitro and in vivo invasion
assays. Connections between KKS and prostate cancer have
been extensively studied since 1980, when a kallikrein called
prostate-specific antigen, known as PSA, was introduced asa
biologic marker leading to a substantial increase in early-
state diagnosis. Nowadays, many of these serine proteases,
such as kallikrein 4 (KLK4/hK4), kallikrein 2 (KLK2/hK2) and
kallikrein 11 (KLK11/hK11) which are also differentially
regulated in prostate neoplasias, have been targeted as
potential biomarkers to use in diagnosis, prognosis and
monitoring the disease [91-93], for a recent review see Ref.
[87].

Although most of the importance has been attributed to
kallikreins in tumor growth and progression, kinin receptors
also have their own role. Accordingly, suppression of tumor
growth and angiogenesis has been demonstrated by using By
antagonist [94] and in kininogen knockout animals [95]. Wu
and coworkers [96] had previously described the contribu-
tion of By receptor in modulation of vascular permeability in
a mice model of Sarcoma 180, and Srinivasan and coworkers
functionally characterized kinin receptors in human pros-
tate [97]. Moreover, BK has been directly involved in
endothelial cell proliferation via Bs receptor, or indirectly
via By receptor [98,99], pointing to a participation in
angiogenesis stimulation, a crucial process for tumor
growth. Besides that, Greco and coworkers demonstrated
that BK activated the MAPK pathway in human breast cancer
cells [100,101].

Concerning brain tumor development, in astrocytome
condition, imunolabelled B; and By receptors have been
identified in astrocytic, endothelial and tumor cells [102].
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Brain tumors treatment present singular features when
compared to other neoplasias, such as radiotherapy resis-
tance and inefficient chemotherapy, due to the blood—brain-
barrier. Kinin receptors became valuable targets in this
scenario as B, receptor expression was shown to be up-
regulated in tumors, brain-surrounding-tumor and blood—
brain—tumor-barrier. Intracarotic infusion of low doses of By
agonist selectively increased delivery of substances to tumor
area [103]. In an in vitro study Easton and Abbott presented
results that suggest the participation of calcium and 5-
lipoxygenase in BK-induced blood—brain-barrier permeabil-
ity [104]. Intravenous infusion of By synthetic agonist RMP-7
as adjuvant in Carboplatin chemotherapy to childhood brain
tumers [105], recurrent gliomas [106], and also associated to
radiotherapy in children with newly diagnosed brainstem
gliomas [107] have been tested.

6. Central nervous system diseases

The large distribution of the KKS components in the central
nervous system (CNS) indicates the functional impertance of
this system [108]. It has been shown that BK is able to
influence cerebrovascular resistance, vessels capacitance
and permeability of the blood-brain-barrier under physiolo-
gical and pathological conditions. Infusion of BK in cerebral
blood vessels can increase the vascular permeability, which is
mediated by NO due to activation of endothelial B; receptors
[109]. Concerning B, receptor, labeling of this receptor was
detected mainly after injury [110]. The control of vascular
permeability is a critical process to the maintenance of CNS
integrity. The acute state of schizophrenia involves the
increase of neurovascular permeability and the development
of autoimmune reactions due to easier access of antigens.
Shcherbakova and coworkers [111] suggested the participa-
tion of the KKS in this process as the acute state of the
schizophrenia was accompanied by the activation of compo-
nents of this system.

Another pathology that involves the regulation of the
immune system in CNS is neuropsychiatric lupus. The
mechanisms regulating such pathogenesis have not been
elucidated yet, but central or systemic originated inflam-
matory mediators have been shown to be of pivotal
importance [112]. In this pathology, the involvement of the
KKS was shown by Dellalibera-Joviliano and coworkers [113],
detecting increased levels of kininogen, kallikreins and ACE
in plasma and cerebrospinal fluid of patients.

The Alzheimer's disease is a progressive neurodegenera-
tive disorder characterized by deposition of extracellular
insoluble amyloid plagues in the brain and its blood vessels
[114]. It was shown that BK improves the p-amyloid peptide
formation (one of the components of the amyloid plagues)
and that this peptide can also stimulate the release of kinins
[115]. It has been also suggested that serine proteases could
have a major participation in the establishment of this
disease; and accordingly, kallikrein 6 (KLK6/hK6) was
localized in brain tissues of patients with Alzheimer's disease
[116] and described to have its concentration altered in the
cerebrospinal fluid [117]. More recently, kallikreins 7 and 10
(KLK7/hK7 and KLK10/hK10, respectively) were also
reported to have its concentration altered in patients with
Alzheimer disease [118].

Epileptic syndrome is a common chronic neurclogic
disorder that affects 1% to 2% of the population [119].
Studies investigating the participation of the KKS in epileptic
seizures have recently emerged. In models of experimental
epilepsy induced by either kainate or electrical stimulation,
it was observed that activation of B, receptors leads to an
overflow of glutamate in the hippocampus, and hence
participating in the CNS hyperexcitability [120]. In epileptic
seizures induced by pilocarpine it was observed an up-
regulation on the expression levels of both kinin receptors
and also achange in the distribution of these receptors in the
CNS [121]. Ongali and coworkers [122] showed that the B,
receptor level was up-regulated in the hippocampus after
kindled seizures using the temporal lobe epilepsy model of
electrical stimulation of amygdala. Studies carried out with
knockout mice for the B, or the B, receptor showed that the
B» knockout animals presented seizures with shorter latency
and increased mortality of hippocampal cells [123]. On the
other hand, the B, knockout animals had an increased
latency and diminished hippocampus and amygdala cell
death, as compared to the control mice [123]. Our group
showed that an increase in the hippocampal mRNAs for the By
and B, receptors correlated with audiogenic kindling in a
model of temporal lobe epilepsy, possibly with a role in a
kininergic neurotransmission, as inflammatory mediators
were not up-regulated [124].

7. Final remarks

Different strategies, such as the use of classical pharma-
cology, molecular biclogy and transgenic animals, as well
as the availability of high specificity antagonists, resulted
in important data that in the last years uncovered the
relevant participation of the KKS in different pathological
processes. Those discoveries highlight the kinin receptors
and the proteins involved on their functional regulation as
potential new targets for treatment of different patholo-
gies, such as inflammation, cancer, cardiovascular, renal,
central nervous system diseases, and many others still to
be investigated.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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Baixar livros de Saude Coletiva
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