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RESUMO

A metéstase é a maior causa de morte no cancer, desta forma estudos que visam compreender
0s mecanismos nela envolvidos sdo importantes para 0 entendimento deste processo. A
migracdo e invasao celular participam do processo metastatico, portanto, estudos de
moléculas que impecam a migracdo podem fornecer as bases para o desenvolvimento de
farmacos anti-metastaticos. Com o objetivo de estudar os mecanismos envolvidos na
metastase, o dominio desintegrina de uma ADAM (A Desintegrin And Metalloprotease)
humana, a ADAMSID foi clonada em vetor bacteriano pGEX-4T-1 e expresso em células E.
coli AD494(DE3) de forma sollvel e ativa. Ensaios celulares nas linhagens de céncer de
mama (MDA-MB-231) e prostata (DU-145) foram realizados utilizando a ADAM9D no
intuito de verificar suas funcdes e interacGes com ligantes. A ADAMO9D é capaz de interagir
com as integrinas B1, avPp5, avp3 e a2 nas duas linhagens celulares e com a subunidade a6
somente na linhagem DU-145. A ADAMOD inibiu a adesdo ao colageno tipo | na linhagem
MDA-MB-231, entretanto, ndo teve a mesma capacidade na linhagem DU-145. No ensaio de
proliferacdo celular a ADAM9D ndo apresentou atividade em nenhuma das linhagens
celulares testadas (Fibroblastos humanos, MDA-MB-231 e DU-145). Nas células MDA-MB-
231 a ADAMBOD inibiu a invasdo e migracdo em ensaios transwell e de wound healing, além
de inibir a expressdo das metalopeptidases de matriz, MMP2 e MMP-9. A ADAM9D, nas
células de cancer de proéstata, inibiu a invasdo e a migracdo em ensaio de wound healing.
Entretanto, no ensaio de migracdo transwell a ADAM9D provocou um aumento da migracao
celular e um aumento na expressao das MMP-2 e MMP-9 no ensaio wound healing. Portanto,
este estudo foi capaz de fornecer mais informagdes sobre as fungdes do dominio desintegrina,

e sobre seu papel na migracao e invasdo de células tumorais de cancer de mama e de prostata.

Palavras-chaves: ADAM. Desintegrina. Integrina. Migracdo. Invasdo. Metastase.



ABSTRACT

Cancer metastasis is the major cause of death, consequently studies to understand the
molecular mechanisms involved in this process are essential to the knowledge of this disease.
Cell migration and invasion are part of the metastatic process; therefore, molecules that are
able to prevent cell migration can be used as model to develop new anti-metastasis drugs. The
aim of this project was to study the mechanisms involved on metastasis, then the disintegrin
domain of a human ADAM9 (A Disintegin and Metalloprotease), ADAM9ID, was cloned in
the pGEX-4T-1 plasmid and was expressed in E. coli AD494(DE3) in a soluble and active
form. Assays were performed using mama and prostate cancer cells (MDA-MB-231 and DU-
145 respectively) with ADAMOD to verify its functions and the interactions with its ligands.
ADAMBOID was able to bind to different integrins, B1, avp5, avp3 and a2 in both cell lines, but
only with a6 in DU-145 cells. ADAMOID inhibited cell adhesion to collagen type | in MDA-
MB-231 cell, however it did not have the same effect in DU-145 cells. During the
proliferation assay ADAMOID did not affect the proliferation in all cell lines tested (MDA-
MB-231, DU-145 and human fibroblasts). ADAMO9D decreased cell invasion and migration
in the transwell and wound healing assays, MMP-2 and MMP-9 had lower expression.
ADAMOID decreased cell invasion and migration (wound healing assay), although in the
transwell migration assay, ADAM9D increased cell migration and MMP-2/-9 expression.
Therefore, this project provides more information about the disintegrin domain of ADAM9

and its role in cell invasion and migration of prostate and mama cancer cells.

Key words: ADAM. Disintegrin. Integrin. Migration. Invasion. Metastasis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Metéstase

A metastase € considerada a maior causa de morte por cancer e pode ser descrita como
uma cascata de eventos (PERRET; CREPIN, 2008). Células normais se transformam em
células tumorais devido a mutagfes em genes que regulam vias essenciais, gerando células
com uma proliferacdo descontrolada. Essas células transformadas proliferam intensamente
resultando em um tumor primario que interage com células de seu microambiente tumoral,
como células endoteliais, fibroblastos e macrofagos, formando uma estrutura complexa, junto
com a inducdo da formacdo de novos vasos sanguineos e linfaticos (JOYCE; POLLARD,
2009). Formada esta estrutura as células tumorais invadem os tecidos vizinhos, intravasam
nos novos vasos formados, e posteriormente extravasam para a disseminacdo em outros
tecidos, os sitios secundarios (figura 1). Durante o processo de metéstase, as células devem
ser capazes de sobreviver e atravessar barreiras presentes em seu microambiente, em seguida
sdo capazes de popular um novo tecido devido a existéncia de um ambiente pré-metastatico
(KALLURI; ZEISBERG, 2006; GEIGER; PEEPER, 2009; BROOKS et al., 2010;
KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010).

Tumer primario

Celulanormal ou maligna
MembranaBasal

MEC (MatrizExtracelular)
MECremodelada

anoikis

Nicho pre-metastatico
222, Angiogénese futura

Vasos sanguineosrecobertos
por células endoteliais

Figura 1 — Processos envolvidos na progresséo tumoral.

(0) Nicho pré-metastétco; (1) células adquirem propriedades invasivas; (2) Degrada¢cdo da membrana
basal e remodelamento da matriz extracelular; (3) Invasédo tumoral; (4) Intravasamento; (5) Transporte
das células tumorais via vasos sanguineos neoformados; (6) (7) Extravasamento e dorméncia celular;
(8) Crescimento do tumor secundario; (7) Morte celular de algumas células por anoikis; (9)
Angiogénese.

Fonte: Modificado de GEIGER; PEEPER, 2009.

Martin, ACBM
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Durante a formagdo deste microambiente tumoral e anteriormente as células tumorais
invadirem o0s tecidos vizinhos, estas passam por um processo conhecido como EMT
(Epithelial-Mesenchymal Transition). Na EMT as células com caracteristicas epiteliais
perdem suas propriedades transformando-se em células com caracteristicas mesenquimais
(figura 2). Essas mudancas podem ser resumidas em:

e Morfologia: de uma simetria basolateral com polaridade para uma assimetria;

e Caracteristicas fisicas: adesdes célula-célula e célula-matriz para motilidade
celular e maior invasividade;

e JuncBes intercelulares: Juncbes gap e desmossomos para adesbes focais e
juncdes gap transientes;

e Marcadores moleculares: expressdo de genes epiteliais, como E-caderina, para
reducdo deste e aumento da expressdo de genes mesenquimais, como N-
caderinas, MMPs (Metalloproteases de Matriz) e vimentina;

e Organizacdo do citoesqueleto: microtdbulos longitudinais para formacdo de
fibras de estresse.

Todas essas transformacdes estdo presentes em tumores epiteliais e ocorrem para
facilitar a migracdo e invasdo das células tumorais nos tecidos vizinhos, e posteriormente
estas células irdo invadir os novos vasos sanguineos e linfaticos formados para sua
disseminacdo em tecidos secundarios. As células ainda podem sofrer este mesmo processo,
mas de forma incompleta, conhecido como EMT incompleto, em que as células nao
necessariamente adquirem todas as caracteristicas esperadas ou se infiltram de maneiras
alternativas como a migracdo coletiva, discutida posteriormente (GEHO et al., 2005;
CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006).

Depois desse processo as células se aderem aos vasos e extravasam para O novo
tecido, onde podem ficar dormentes por muito tempo para depois proliferarem, com formagéo
de novos vasos e remodelamento da matriz. Durante todo o estabelecimento da metastase as
células estdo sujeitas a morte por anoikis (morte celular induzida por perda de adesédo ou
adesdo inapropriada), ou por apoptose (morte celular programada), ja que estas células devem
ultrapassar todas as barreiras encontradas durante o percurso da metastase (GEIGER;
PEEPER, 2009; BROOKS et al., 2010). Somente 0,05% das celulas circulantes sdo capazes
de chegar ao sitio secundario e proliferar para a formacao da metastase (PERRET; CREPIN,
2008).
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Durante a formacgdo do sitio secundario as células normalmente sofrem o processo
inverso do EMT, o MET (Mesenchymal-Epithelial Transition). Ap6s as células migrarem
até novos sitios, as células podem adquirir caracteristicas epiteliais novamente, neste processo
h& mudancas no ambiente, ocorrendo uma reducédo de sinais como citocinas e interagcbes com
a MEC (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006).

L
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Longitudinais CTORSQUELETD

Figura 2 — Diferencas encontradas nos estagios das transi¢cées no processo metastatico.

Células epiteliais perdem duas caracteristicas de adesdes célula-célula, expressdao de E-caderina,
polaridade basolateral, microtubulos longitudinais para caracteristicas mesenquimais, em que as
células aumentam sua motilidade, pelo aumento de expressdo de MMPs, N-caderinas, formagdo de
fibras de estresse e adesdes focais, adquirem uma morfologia assimétrica e podem sofrer o processo
inverso, ao chegar no seu sitio secundario. Fonte: Modificado de CHRISTIANSEN;
RAJASEKARAN.

N\ANAANANAANA

A migragdo celular é de grande importancia para as fases do processo metastatico.
Portanto, a capacidade das células tumorais adquirirem caracteristicas migratorias é de grande
importancia nos tumores, pois para as células povoarem novos sitios, elas precisam se soltar
de seus tumores primarios e migrar sobre tecidos vizinhos, como descrito anteriormente
(GEIGER; PEEPER, 2009). O processo dindmico de migracdo celular ocorre em alguns
passos: polarizagdo da célula em resposta a estimulos externos, formacdo de uma protusdo na
frente de migracgéo, adesdo a outras células ou a MEC atraves de integrinas ou receptores de

adesdo, respectivamente, e posterior retracdo da cauda da célula, causando o movimento do
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corpo celular para frente de migracdo (YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELIS, 2005;
ULRICH; HEISENBERG, 2009). Este processo esta esquematizado na figura 3.

Fases da migragéo celular

(o. (&

Adesdes focais e

- Retragao
protusodes

Figura 3 - Fases da migrag&o celular.
Polarizagdo da célula, posterior protusdo e adesdo em outras células ou a MEC. Retracdo da cauda e
conseqliente migragdo. Fonte: Modificado de YAMAGUCHI et al., 2005.

1.2 Tipos de migracéo celular

Além do processo EMT e MET, as células, durante a progressao tumoral, podem migrar
por diferentes processos devido as alteracdes génicas, fatores de crescimento, citocinas,
interacOes célula-célula e fragmentos de matriz extracelular gerados pelas MMPs. Os tumores
sdo formados por células que apresentam diferentes funcdes, portanto, possuem uma
heterogeneidade, e isso 0s tornam capazes de possuir diferentes estratégias de migracdo e
invasdo celular (Figura 4) (FRIEDL; WOLF, 2003; SAHAI, 2005). Diferencas de atividade de
proteases, adesdo mediadas por integrinas e caderinas, polaridade celular e configuracdo do
citoesqueleto sdo caracteristicas que irdo definir, além de fatores externos, os tipos de
migracdo celular (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010).

Existem basicamente duas formas de migracgéo celular, a migragédo individual e migragéo
coletiva (FRIEDL; WOLF, 2003; SAHAI, 2005; FRIEDL; WOLF, 2009; YILMAZ,
CHRISTOFORI, 2010):

Migracéo individual: este tipo de migragéo pode estar presente no estroma, na medula
Ossea ou ainda, em células que se separaram de um tumor ou um compartimento celular
devido a perda de contatos célula-célula, como as E-caderinas. Posteriormente, as células
migram de seu tumor primario através dos tecidos até a adesdo em um sitio secundario
(FRIEDL; WOLF, 2003; YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010).

- Migracdo mesenquimal é o tipo de migracdo mais estudado e estima-se que cerca de
30% dos tumores apresentem a transicdo EMT, descrito acima (CHRISTIANSEN;
RAJASEKARAN, 2006). As células possuem uma morfologia tipo-fibroblasto, de adesédo
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dependente de integrinas, expressam MMPs e estdo presentes principalmente em tumores de
tecido conectivo (FRIEDL; WOLF, 2003).

- Migracdo amebdide envolve uma adesdo mais fraca as proteinas da MEC como o

colageno, devido a menor expressao de integrinas 1 e B3, permitindo as células migrarem
sem a necessidade da degradacdo da MEC, espalhando-se a partir de pequenos tumores
primarios. S&o mais freqiientes em linfomas e carcinomas de rim e pulméo (FRIEDL; WOLF,
2003).

Migracdo em cadeia: ocorre em mioblastos e melanomas. Caracterizada por clusters de
células que migram uma em seguida da outra, formando estruturas semelhantes a cadeias de
celulas, e esta relacionada a uma forma particular do mecanismo de penetracéo, conferindo
uma alta capacidade metastatica (FRIEDL; WOLF, 2003).

Migracdo e invasdo coletiva: este processo estd presente durante o desenvolvimento
embrionario, formacdo dos dutos das glandulas mamarias e em alguns tumores. E
caracterizado por um movimento de clusters ou “folhas” de células tumorais que migram em
conjunto. Neste tipo de migracdo as células interagem com a MEC através de suas integrinas
e ha a necessidade da degradacdo da MEC por MMPs, portanto, mecanicamente este tipo de
migracdo esti relacionado a EMT. Entretanto, ndo h& perda das adesdes celula-célula,
responsavel por manter a estrutura e as caracteristicas deste tipo de migracdo, formando um
grupo de células heterogéneas, mas com a habilidade de funcionar como uma Unica célula,
aumentando as chances de sobrevivéncia. Estad presente em tumores bem diferenciados de
mama e de prostata (FRIEDL; WOLF, 2003; SAHAI, 2005; ILINA; FRIEDL, 2009).

Martin, ACBM



Introdugdo 23

Estratégia de migragédo Tipo de tumor
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Figura 4 — Esquema dos tipos de migracdo celular, caracteristicas de cada um e em quais tumores
podem estar presentes.

As células podem migrar de forma individual ou coletiva. Na forma amebdide as células interagem
menos com a MEC, ndo possuem interagdes célula-célula e ndo ha degradacdo da matriz. Na forma
coletiva, as células migram em clusters, ha degradacéo da matriz, interacdes célula-célula e interacoes
célula-matriz via integrinas. Fonte: Modificado de FRIEDL; WOLF, 2003.

As células podem alterar seu tipo de migracdo dependendo da situacéo fisioldgica em
gue se encontram. Portanto, 0 microambiente tumoral pode causar mudancas na migracao
celular, tornando-se um grande desafio desenvolver estratégias que bloqueiem a disseminacéo

das celulas tumorais do sitio primario para sitios secundarios (SAHAI, 2005).

1.3 Matriz Extracelular (MEC)

Evolutivamente, a matriz extracelular (MEC) se desenvolveu com o surgimento de
organismos multicelulares e é responsavel por fornecer suporte aos tecidos e 0Orgaos
(TANZER, 2006). A MEC é o componente nado celular dos tecidos, e é composta basicamente
de &gua, proteinas e polissacarideos, entretanto sua composicdo € tecido-dependente. A
adesdo a MEC ocorre atraves de receptores que acoplam componentes do citoesqueleto, esta
interacdo da célula com a MEC esta envolvida na migracdo celular (BERRIER; YAMADA,
2007; FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010).
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Os dois maiores componentes da MEC s&o os proteoglicanos e as proteinas fibrosas,
além dos glicosaminoglicanos (GAGs) e componentes de ndo matriz, como os fatores de
crescimento. Os proteoglicanos preenchem a maior parte do espaco extracelular intersticial e
sdo responsaveis pelo tamponamento, hidratacdo e as propriedades de forca e resisténcia
associadas a MEC. A parte protéica é composta basicamente por colageno, elastinas,
fibronectina e laminina. O col&dgeno é a proteina mais abundante na MEC, cerca de 30% da
massa total de proteinas, e tem como funcdo fornecer forca de tensdo, regular a adeséo
celular, auxiliar a migracéo, direcdo e desenvolvimento dos tecidos. O colageno é secretado e
organizado pelos fibroblastos e pode estar associado & elastina, fornecendo elasticidade ao
tecido. Outra proteina que compde a MEC ¢ a fibronectina, envolvida no direcionamento da
organizacdo da MEC além de mediar a adesdo e migracdo celular (KALLURI; ZEISBERG,
2006; BERRIER; YAMADA, 2007; FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010).

Durante o processo tumoral ha uma perda da organizacdo da MEC e um aumento de
sua rigidez, além de uma maior deposicdo e remodelamento da MEC pelos fibroblastos.
Fatores de crescimento induzem a ativacdo dos fibroblastos e a inflamacdo do tecido, sendo
estes 0s responsaveis pela deposicdo de MEC e secrecdo de mais fatores de crescimento e
MMPs (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010).

Portanto, os fibroblastos sdo de grande importancia na formacéo dos tumores devido a
deposicdo e remodelamento da MEC por MMPs. Para que isso ocorra, estas células passam
por um processo de ativacdo devido fatores de crescimento como EGF (epidermal growth
factor), PDGF (platelet-derived growth factor) e FGF2 (fibroblast growth factor 2)
promovendo sinais oncogénicos, facilitando a angiogénese e a progressao tumoral
(KALLURI; ZEISBERG, 2006).

As interacfes entre células ou entre células e a matriz extracelular (MEC) sédo
importantes em processos de adesdo, migracao, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Estes
processos por sua vez, possuem funcdes tanto em condicGes fisioldgicas normais, quanto em
situacOes patoldgicas como cancer e formacdo de metastases. As interagdes célula-célula ou
célula-MEC sdo mediadas por moléculas especificas, localizadas nas membranas celulares.
Vaérias classes de moléculas de adesdo da superficie celular ja foram identificadas e
caracterizadas. Dentre os principais representantes destas classes de moléculas estdo (1) os
membros da super familia das imunoglobulinas, (2) as caderinas, (3) as integrinas, (4) as
selectinas, (5) as proteoglicanas da superficie celular e (6) as ADAMs. Estas ultimas formam
um grupo de moléculas adesivas ligadas a membrana celular (BLOBEL et al., 1992;
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WOLFSBERG et al., 1993; ALMEIDA et al., 1995; HORWITZ; HUNTER, 1996; BLOBEL,
1997; BLACK; WHITE, 1998; WHITE, 2003).

1.4 Integrinas

As integrinas pertencem a superfamilia de receptores de adesdo celular que
reconhecem a MEC e ligantes da superficie celular. Sdo receptores de membrana e sua
estrutura € caracterizada pela presenca de duas cadeias heterodiméricas, uma cadeia a €
uma cadeia B. Ja foram descritas 18 cadeias a ¢ 8 cadeias 3, que podem se combinar e formar
24 dimeros, apresentando propriedades de ligacdo diferentes (figura 5 e tabela 1). Na sua
estrutura existe um sitio de ligacdo RGD, entretanto, ndo somente ligantes RGD podem
interagir com as integrinas, outros ligantes como o ECD também possuem essa capacidade.
Portanto, as integrinas funcionam como uma conexdo entre a MEC e o citoesqueleto,
regulando diferentes processos bioldgicos: sobrevivéncia celular, proliferagdo, migracdo e
diferenciacéo celular (BERRIER; YAMADA, 2007; TAKADA; YE; SIMON, 2007).
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Figura 5 — Esquema simplificado da estrutura de uma integrina e as combinacdes possiveis das duas
subunidades, cadeia o e cadeia f.
Fonte: Modificado de TAKADA et al., 2007 e DESGROSELLIER; CHERESH, 2010.
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Tabela 1 — Algumas integrinas e seus ligantes

Integrinas Ligantes
a2p1 Laminina , colageno, E-caderina
avp3 Fibrinogénio, vitronectina, fibronectina,
avps Osteopontina e vitronectina
abp4 Lanunina
allbp3 Fibrinogénio, fibronectina, vitronectina, trombospodina

Fonte: Modificado de TAKADA et al., 2007.

Estas moléculas contribuem com a progressao tumoral e apresentam diferentes perfis
nos tumores. Integrinas como a6p4, a6f1, avps, a2B1, a3Pf1 apresentam expressao alterada
em tumores, contribuindo na adesdo e migracdo celular, entre outros. Normalmente esta
expressdo alterada esta associada a uma menor sobrevida dos pacientes. Tumores de mama
apresentam um aumento na expressao de a6p4 e avp3, este perfil de integrina pode ser
associado a um maior tamanho do tumor, menor sobrevida do paciente e aumento da
metastase 6ssea. Em tumores de prostata, a integrina avB3 aumenta a metastase dssea. Ja em
melanomas a integrinas expressas sao avp3 e a5B1 e o fenotipo observado ¢ a metastase em
linfonodos (HOOD; CHERESH, 2002; DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

Estes receptores apresentam estados de baixa e alta afinidade (figura 6). Normalmente
as integrinas se apresentam no estado de baixa afinidade, onde seus dominios extracelulares
se encontram dobrados impedindo a ligacdo destes com seus ligantes. No estado de alta
afinidade estes dominios se apresentam estendidos e expostos. Os dominios transmembranas
das duas subunidades apresentam um papel na ativagédo, estando entrelacados quando as
integrinas estdo em seu estado de baixa afinidade, e dissociados quando a integrina esta
ativada. Ja o dominio citoplasmatico esta associado com a afinidade especialmente de

proteinas intracelulares como as talinas (MOSER et al., 2009).
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Figura 6 — Estados de afinidade das integrinas.

Do lado esquerdo a integrina se encontra em seu estado de baixa afinidade e do lado direito em seu
estado de alta afinidade, podendo desencadear diferentes sinalizagdes intracelulares acarretando em
diferentes respostas celulares, como migracéo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Fonte: Modificado
de MOSER et al.; 2009.

Existem dois tipos de sinalizagdo nas integrinas, o inside-out e o ouside-in. O estado
de afinidade das integrinas é altamente regulado pela sua estrutura heterodimérica e por sinais
intracelulares. Esta é a sinalizacdo conhecida como inside-out, no qual as integrinas séo
ativadas por proteinas intracelulares como a proteina G e receptores acoplados, que
promovem a fosforilagdo do dominio citoplasmatico da subunidade B. Outras proteinas como
a talina também participam deste tipo de sinalizacdo, durante esse processo ocorre uma
dissociacdo das subunidades, definindo a afinidade com seus ligantes. A sinalizacdo outside-
in ocorre quando ligantes interagem com as integrinas, formando clusters, ou aglomerados de
integrinas, que induzem mudancas conformacionais e ativam sinais intracelulares, regulando a
formacéo de adesdes focais e o processo de migracao celular (YAMADA, 1997; MIRANTI;
BRUGGE, 2002; TAKADA,; YE; SIMON, 2007).

As integrinas sdo, portanto, moduladores entre a MEC e componentes do
citoesqueleto, interagindo com diferentes moléculas estruturais e de sinalizagcdo, como, talina,
paxilina, vinculina, actina, FAK (Focal Adhesion Kinase) e Src (BERRIER; YAMADA,
2007). Estimulos as integrinas como componentes da MEC e fatores de crescimento sollveis
resultam em autofosforilacdo da FAK. A fosforilagdo da FAK cria um sitio de alta afinidade
para a Src, formando um complexo FAK-Src estavel. Neste complexo a Src ativada fosforila a
FAK em varios residuos de tirosina, criando sitios de ligacdo de alta afinidade. Estes sitios de
ligagdo acarretam na fosforilagdo de vérios substratos associados & FAK-Src, como Rho
GTPases e Rac, que possuem uma importante funcdo na reorganizacdo do citoesqueleto e da
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migracdo celular, respectivamente (figura 7). A ativacdo desta via regula o comportamento de
células normais e também contribui com a progressdao tumoral (MCLEAN et al., 2005;
MITRA; SCHLAEPFER, 2006; ULRICH; HEISENBERG, 2009; GUARINO, 2010).

Integrinas

-
Sobrevivéncia
Proliferagdo

p53 ErbB-2/ErbB-3
PI3 kinase- Akt v-Crk
Cyclin D1

Angiogénese
\ ool SR EGh

M Interleukin-8

Y416
Y576/577 Invasdo
Migragdo \ Rac
Rac MMP-2
Rho MMP-9
Calpain uPA
Célula Normal Célula tumoral

.
=

Figura 7 — Resumo da sinalizagdo FAK-Src em células, normal e tumoral.

A FAK influencia a sobrevivéncia e a proliferacdo celular de sinais kinase-dependente. A migracao
celular envolve a ativacdo de Rho-GTPases e calpaina pelo complexo FAK-Src. Em células tumorais,
ocorre um aumento de oncogenes como Erb-2, estimulos para a angiogénese, invasdo e migracdo
celular dependente de integrinas via ativagdo do complexo FAK-Src. Fonte: Modificado de MITRA,;
SCHLAEPFER, 2006.

1.5 Metalopeptidases de Matriz (MMPs)

As metalopeptidases de matriz (MMPs) participam de processos como a
organogénese, inflamagéo e carcinogénese. Desde sua descoberta em 1962, esta familia de
proteases se tornou alvo de estudo para o entendimento e tratamento do céancer, ja que sua
expressdo se encontra alterada nesta condicdo (FORGET; DESROSIERS; BELIVEAU,
1999).

As MMPs pertencem a subfamilia das proteases dependentes de célcio e zinco e a
superfamilia das metzincinas. Séo caracterizadas por possuirem o motivo de ligagdo ao zinco,
HExxHxxGxxH e uma metionina conservada na regido N-terminal. Nos humanos existem 24
genes de MMPs mas somente 23 proteinas, pois a MMP-23 é codificada por dois genes
idénticos no cromossomo 1. Todas as MMPs possuem um peptideo sinal, responsavel por

direcionar a via secretora, um pro-dominio que mantém a atividade catalitica em um estado
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de laténcia e um dominio catalitico. Com excegdo da MMP-7/-23 e -26, as MMPs possuem
na sua regido N-terminal um dominio hemopexina (HPX)-like, que esta ligado ao dominio
catalitico através de uma regido chamada hinge. As MMPs de membrana possuem apos a
regido HPX um dominio transmembrana e uma pequena sequéncia intracelular. Os varios
dominios deste grupo de proteinas estdo envolvidos em interacbes com outras moléculas,
portanto, afetam ou determinam a especificidade por substratos e sua ativacdo (HADLER-
OLSEN et al., 2010; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).

As MMPs sdo produzidas em uma forma inativa, as pro-MMPs. O processo de
ativagdo requer uma mudanca conformacional da pro-MMP, onde ha um relocalizac¢éo do pro-
dominio, permitindo a exposicdo do dominio catalitico. Esta ativacdo pode ocorrer pela
remocao proteolitica do pro-dominio (atraves da furina, uma serino protease) ou por uma
ativacdo alostérica, na qual o pr6-dominio € deslocado do dominio catalitico, sem que ocorra
uma clivagem da enzima. As MMPs podem ser ativadas intra ou extracelularmente, e apesar
delas possuirem o pro-dominio que as direciona a via secretora, algumas podem ser
encontradas intracelularmente (HADLER-OLSEN et al., 2010)

Suas funcgdes sdo principalmente o remodelamento da MEC, liberacdo de fatores de
crescimento associados a matriz e a degradacdo de moléculas de adesdo. Algumas MMPs
possuem funcgdes antagbnicas, como a MMP-8 que possui um efeito protetor na metéstase,
diminuindo o potencial metastatico de células tumorais, e a MMP-9 que atua como um
promotor da invasdo. Portanto, as MMPs representam uma das principais mediadoras das
alteracdes no microambiente tumoral, entre elas estdo as MMP-2 e MMP-9 (MMPs
secretadas). Durante a metastase as MMPs participam da proliferacdo, sobrevivéncia celular,
migracdo celular e angiogénese. A migracdo celular estd relacionada com a atividade
proteolitica das MMPs, que regula as interacBes célula-célula e celula MEC. A
superexpressdo de MMPs ocorre no processo de EMT, pois as células precisam degradar a
MEC para sua migragdo e para a formacdo de novos vasos. Existe uma interacdo das MMPs
com as integrinas, tal interacdo provoca um aumento na expressao local das MMPs, o que
evidencia a funcdo destas proteases na progressdo tumoral (GIALELI;, THEOCHARIS;
KARAMANOS, 2010; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).
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1.6 ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease)

Uma familia de proteinas, chamada ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease),
também é de grande importancia no processo mestastatico, durante a invasdo de novos tecidos
e interacdes com a MEC. O termo ADAM ¢é usado para descrever a presenga de dominios
desintegrina e metaloprotease. As ADAM s entretanto, sdo proteinas multi-modulares, ou seja,
apresentam varios dominios com funcBes e estruturas especificas. Uma ADAM tipica
apresenta um pro-dominio, dominio de reconhecimento da furina e dominios
metaloprotease, desintegrina ou desintegrina-like, rico em cisteina, EGF-like (Epidermal
Growth Factor-like), transmembrana e citoplasmético (vide figura 8) (EDWARDS;
HANDSLEY; PENNINGTON, 2008).

Desenho esquematico de uma ADAM

ADAM
Pro Metaloprotease Desintegrina Rico em cisteina EGF Citoplasmatico

FU

Figura 8 — Esquema da estrutura de uma ADAM com seus diferentes dominios.

Pro: pro-dominio, FU: sitio de reconhecimento de furina, Metaloprotease: dominio metaloprotease,
Desintegrina: dominio desintegrina, Rico em Cisteina: dominio rico em cisteina, EGF: dominio
Epidermal Growth Factor-like, TM: dominio transmembrana, Citoplasmatico: dominio
citoplasmatico. Fonte: Modificado de ROCKS et al., 2008.

As ADAMs sdao membros da superfamilia das proteases dependentes de zinco, que por
sua vez, € dividida de acordo com a estrutura primaria de seus sitios cataliticos e inclui os
subgrupos das gluzincinas, metzincinas, inuzincinas, carboxipeptidades e DD
carboxipeptidases (HOOPER, 1994). As ADAMs pertencem ao subgrupo das metzincinas, o
qual é também dividido em serralisinas, astacinas, matrixinas e adamalisinas. As matrixinas
sdo as metalopeptidases de matriz ou MMPs, as quais foram descritas anteriormente
(CHANG; WERB, 2001). As ADAMs também sdo chamadas de MDCs
(Metalloprotease/Disintegrin/Cystein-rich) e recebem, seguido ao nome, um ndmero que
representa a ordem de sua descoberta. Em humanos, foram identificados até o presente
momento cerca de 19 genes que codificam para ADAMs (vide tabela 2) e mais de 30

membros ja foram descritos, fato possivel por estes genes sofrerem splicing alternativo,
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permitindo a formac&o de mais de um tipo de ADAM por um mesmo gene. As ADAMs séo
encontradas também em outras espécies, incluindo C. elegans, Drosophila e Xenopus, mas
ndo estdo presentes em E. coli, S. cerevisiae, ou em plantas (SEALS; COURTNEIDGE, 2003;
REISS; LUDWIG; SAFTIG, 2006; EDWARDS; HANDSLEY; PENNINGTON, 2008).

Tabela 2 — Alguns membros da familia das ADAMs

ADAM

QOutros ncmes Tipo Fungdes Integrinas Localizagdo
a6pl1 e aSP1
ADAM1 Fertilin-a, PH-30a NP Fusdo espermatozoéide-ovulo B 6 Espermatozoide
4B1, a6pB1 9B1 Es atozoid
ADAM?2 Fertilin-B, PH-30p3 NP Fusdo espermatozoéide-ovulo a4Bl, abpl e adp Spermatozoide
4B1, a6pB1 9p1 E tozoid
ADAM3 CYRN, tMDC NP a4p1, a6ple asp U
e Macréfagos
ADAMS8 MS2 P Infiltragdo de neutrdfilos acro 4;15057&
neutrofilos
Clivagem de HB-EGF e APP, a2Bl, abBl, abp4,
ADAMS9 MDC9, MCMP, Meltrin-y P digestdo de fibronectina e a9B1 e aVp5 Varios tecidos
gelatina
ADAM11 MDC NP Cérebro
AT Meltrin-a, MCMP, MLTN 5 D|§gestao Qe colagen.o IV, a4Pl, a7fle a9pl Osteob!a.stos,
fibronectina e gelatina condrocitos
Osteoclastos
Digestao d la v VB3, a5B1 9B1 .. o
ADAM15 Metargidin, MDC15 P lgestao GC(-) dgenolv e aVp3, a5pl e adp condrécitos, células
gelatina .
endoteliais
ADAM17 TACE, c5VP p Clivagem de TNF-a, APP e TGF- a5p1 Macréfaggsevérios
B tecidos
- 4p1 541 ,
ADAM19 Meltrin- P Formagao de neurénios 4Bl e osp Testiculos
ADAM23 MDC3 NP CilEE Cérebro e coragio
) NP . . , .
ADAM24 Testinase-1 Fusdo espermatozoide-évulo Testiculos
E-MDC I, MDC-Lm, MDC- 4B1, adp7 9p1 Testicul Ima
ADAM28 ’ M P Digestio de IGFBP a4P1, adp7 e a9p esticulos, pulmao,
Ls linfocitos
ADAM33 Clivagem de APP e cadeia 3 da adpl, a5p1 e a9l Pulmzo

insulina

Legenda: APP (Amyloid precursor protein), HB-EGF (Heparin-binding protein), IGFBP-3 (Insulin
Growth Factor Binding-Protein 3), NP (Non-Proteinase type, sem atividade proteolitica), P
(Proteinase type, com atividade protelitica), TGF (Transforming Growth Factor), TNF (Tumor
Necrosis Factor). Fonte: Modificado de MOCHIZUKI, 2007.

Ha evidéncias de que cada um dos dominios tenha um papel funcional, e ndo apenas
estrutural, em pelo menos uma das ADAMs identificadas até o momento (BLOBEL et al.,
1992; YUAN; PRIMAKOFF; MYLES, 1997; CHO et al.,, 1998; IZUMI et al., 1998;
LOECHEL et al., 1998; ZHANG et al., 1998; IBA et al., 1999; ROGHANI et al., 1999;
MOSS et al., 2001). Muitas ADAMs sdo proteinas transmembrana do tipo | e se ancoram
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devido a presenca do dominio transmembrana proximo a regido C-terminal. Algumas
ADAMs, entretanto, apresentam também uma forma alternativa soltvel e secretada gerada
por splicing alternativo. Como exemplos destas ADAMSs temos a 9, 11, 12, 17 e 28 (EMI et
al., 1993; GILPIN et al., 1998; CERRETTI et al., 1999; ROBERTS et al., 1999; ROGHANI
etal., 1999; MAZZOCCA et al., 2005).

Dados obtidos até o momento indicam que as ADAMSs sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso e em seguida, transportadas para o Complexo de Golgi para maturacao
(LUM; REID; BLOBEL, 1998; ROGHANI et al., 1999). A maturacdo envolve a remocéo do
pré-dominio da estrutura da ADAM pela clivagem de proteases, como a furina, o que torna o
dominio metaloprotease ativo (DUFFY et al., 2003; SEALS; COURTNEIDGE, 2003). A
seguir, serdo descritas de forma resumida as principais funcdes identificadas até 0 momento

dos diferentes dominios presentes nas ADAMs.

Pro-dominio

A regido N-terminal das ADAMSs possui uma seqiiéncia sinal que direciona para a via
secretoria e um pré-dominio que possui funcdo na maturacdo, pois sua presenca mantém o
dominio metaloprotease inativo. A ativacdo do dominio metaloprotease se da pelo mecanismo
de cystein-switch (VAN WART; BIRKEDAL-HANSEN, 1990; BECKER et al., 1995) no
qual um residuo conservado de cisteina, presente no pré-dominio, coordena o fon zinco (Zn*")
do sitio ativo e 0 mantém inativo. Apds a remocao do pr6-dominio e a consequente liberacdo
do sitio ativo, o dominio metaloprotease torna-se ativo e é capaz de realizar suas funcdes
cataliticas. Outra suposta funcdo do pro-dominio seria o de chaperona, ou seja, o pré-dominio
poderia servir para fornecer estruturalmente a configuracdo apropriada para a proteina como
um todo ou especificamente para o dominio metaloprotease (SEALS; COURTNEIDGE,
2003).

Dominio Metaloprotease

O dominio metaloprotease € responsavel pelo processamento hidrolitico dos substratos
das ADAMs. Ele possui um sitio ativo que contém um fon Zn?* e moléculas de 4gua, os quais
s80 necessarios para 0 mecanismo catalitico. Trés residuos conservados de histidina e um de
metionina coordenam o fon Zn** do sitio ativo. O residuo de metionina faz parte de um
motivo denominado Met turn que rodeia 0 motivo consenso HExxHxxGxxH. Os inibidores

do dominio metaloprotease das ADAMSs podem ser divididos em quatro classes: 0s inibidores
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que agem por denaturacdo, os quelantes de zinco, as moléculas pequenas inibidoras do
mecanismo de catélise e os inibidores protéicos chamados TIMPs (Tissue Inhibitors of
Metalloproteases). Estes ultimos s@o reguladores enddgenos das metalopeptidases de matriz
(MMPs) (SEALS; COURTNEIDGE, 2003).

Dominio desintegrina

O dominio desintegrina das ADAMs € Unico entre as moléculas de adesdo da
superficie celular (BLOBEL et al., 1992) e esta estruturalmente relacionado com as
metalopeptidases de venenos de serpente (SVMPs). O nome desintegrina é utilizado para
descrever a funcdo deste dominio, na ligacdo com as integrinas. Nos venenos de serpente as
desintegrinas ligam-se as integrinas das plaquetas impedindo que as mesmas interajam com
seus ligantes naturais, tais como o fibrinogénio, inibindo a agregacao plaquetaria no sitio do
ferimento e contribuindo para o efeito hemorrdgico tipico da picada de serpente
(BJARNASON; FOX, 1994; 1995). O dominio desintegrina das ADAMs consiste de
aproximadamente 90 aminoacidos (SEALS; COURTNEIDGE, 2003). O dominio desintegrina
da ADAM15 possui uma seqiiéncia RGD que pode se associar com as integrinas a3 Ou asp1
(NATH et al., 1999; ETO et al.,, 2002). Contudo, a maioria das ADAMSs ndo possui a
sequéncia adesiva RGD e ainda assim as mesmas sdo capazes de manter associacdo com as
integrinas da superficie celular (ETO et al., 2002), como a ADAM9 que possui a seqiiéncia
ECD e se liga a integrinas como avp5 (ETO et al., 2002; KARADAG; ZHOU; CROUCHER,
2006). Entretanto, as bases estruturais e os detalhes da ligacdo entre ADAMSs e integrinas
ainda ndo estdo completamente elucidadas, bem como os efeitos bioldgicos resultantes desta

ligagé&o.

Dominio rico em cisteina e EGF-like

As fungdes destes dominios nas ADAMs ainda ndo estdo bem esclarecidas. Estes
dominios possuem 160 amino&cidos com 10 a 14 residuos de cisteina (dominio rico em
cisteina) e 40 aminoacidos com 6 residuos de cisteina (EGF-like). Tais dominios podem ser
importantes para a interacdo das ADAMs com outras proteinas tais como chaperonas
envolvidas na biossintese e/ou outras proteinas da superficie celular (MILLA et al., 1999;
REDDY et al.,, 2000; SHI et al., 2000). O dominio rico em cisteina pode também
complementar a capacidade de ligagdo do dominio desintegrina e talvez propicie
especificidade as interagdes mediadas por este dominio (SEALS; COURTNEIDGE, 2003).,
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Este dominio pode ser responsavel pelas interacdes célula-MEC, pois em algumas linhagens
celulares os peptideos ECD e RGD, presentes no dominio desintegrina, ndo influenciaram a
adesdo destas a MEC, evidenciando o papel do dominio rico em cisteina no processo de
adesdo celular (ZIGRINO et al., 2007)

Dominio citoplasmatico

A porcéo citosolica das ADAMs varia em tamanho de 40 a 250 aminoacidos e esta
localizado intracelularmente. Devido ao seu consideravel tamanho e estrutura, o dominio
citoplasmatico pode transmitir sinais entre 0 meio externo e 0 meio interno da célula. Tais
sinais podem levar a regulagdo da atividade de metaloprotease, a regulacdo da sinalizacao
celular e/ou o controle de sua maturacdo e localizacao intracelular. Os motivos mais comuns
dentro do dominio citoplasmatico séo sitios de ligacdo PxxP para proteinas que contém
dominios de ligagdo SH3. Véarias ADAMSs possuem sitios potenciais para fosforilagdo para
serina-treonina e/ou tirosina quinases, 0 que pode ndo somente regular sua fungdo, como
também servir como adaptadoras de outras proteinas importantes na sinalizacdo celular
(SEALS; COURTNEIDGE, 2003).

1.7 Funcdes das ADAMSs

Devido a presenca dos dominios descritos acima, as ADAMs apresentam funcdes
variadas e de grande importancia fisiolégica. A ADAM melhor caracterizada até 0 momento é
a TACE (TNFa Converting Enzyme) ou ADAM17 (BLACK, 2002). O TNFa é uma citocina
e como tal, possui importantes funcdes no desenvolvimento e em processos inflamatérios,
além de ser recrutado em resposta a infecges por microorganismos ou a estados patologicos
como, artrite reumatoide e cancer. A ADAM17 também participa da liberacdo por clivagem
de vérias outras proteinas ancoradas & membrana celular, incluindo TGFa, receptores de TNF
p55 e p75, receptor de interleucina-1 tipo Il, VCAM, fractalcinas e proteina amil6ide
precursora (BLACK et al.,, 1997; BUXBAUM et al., 1998, PESCHON et al., 1998;
GARTON et al., 2001; TSOU; HASKELL; CHARO, 2001). A clivagem destas proteinas de
membrana mediada pela ADAM17 ocorre tanto de maneira constitutiva como induzida pela
acdo de ésteres de forbol (DOEDENS; MAHIMKAR; BLACK, 2003). Além da ADAM17,
outras ADAMs como a ADAM9 e 10 também s&o capazes de clivar TNF-a in vitro (LUNN et
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al., 1997; ROSENDAHL et al., 1997; AMOUR et al., 2000). Desta forma, o estudo dos
mecanismos de clivagem de citocinas pelas ADAMs é de grande importancia terapéutica.

Outra funcdo importante das ADAM s esta relacionada ao processamento de fatores de
crescimento e seus receptores. A producédo de fatores de crescimento em resposta a diferentes
estimulos é muitas vezes controlada em nivel transcricional, porém, muitos destes fatores séo
produzidos em formas precursoras ancoradas a membrana ou a MEC, o que possibilita outra
forma de regulacdo, através de sua clivagem. A clivagem destes fatores de crescimento é
muitas vezes realizada por ADAMSs. Muitos ligantes para receptores de EGF (Epidermal
Growth Factor) sdo liberados da superficie celular em resposta a diferentes estimulos. Um
destes ligantes é o ligante de heparina (HB-EGF), o qual ativa o receptor de EGF
(MASSAGUE; PANDIELLA, 1993). O HB-EGF é composto de um peptideo sinal, uma
regido de ligacdo a heparina, um dominio EGF-like, um dominio transmembrana e um
dominio citoplasmético. A forma ancorada a membrana do HB-EGF é ativa e sua ligagcdo com
a integrina azfB; transmite um sinal que inibe a proliferacéo celular (RAAB; KLAGSBRUN,
1997). O HB-EGF também é processado em resposta a ativacdo da proteina quinase C (PKC)
por ésteres de forbol, gerando uma forma soltvel mitogenicamente ativa (GECHTMAN et al.,
1999). A ativacdo do receptor HB-EGF dependente do ligante HB-EGF também ocorre
guando uma proteina G acoplada a seu receptor é ativada e este processo é mediado por
metalopeptidases (PRENZEL et al., 1999) tais como a ADAM9. O dominio citoplasmético da
ADAMO se associa e € fosforilado pela PKC (1ZUMI et al., 1998). As ADAMs10 (YAN;
SHIRAKABE; WERB, 2002) e 12 (ASAKURA et al., 2002) também parecem participar da
regulacdo da clivagem do HB-EGF em diferentes linhagens celulares.

Os fatores de crescimento sdo tambem produzidos por células tumorais que sdo muitas
vezes moveis e invasivas, 0 que contribui com sua tumorigenicidade. Devido ao papel das
ADAMs na regulacdo da clivagem dos fatores de crescimento em células normais, é coerente
postular que as mesmas possam estar envolvidas nestes processos também em células
tumorais. A ADAM9 tem sua expressao aumentada em um grande ndmero de carcinomas
humanos (O'SHEA et al., 2003), da mesma forma que as ADAMs 10 (YAVARI et al., 1998)
e 12 (WU; CROUCHER; MCKIE, 1997; IBA et al., 2000). Além disso, devido ao papel das
ADAMs em processos celulares migratorios (dada sua fungdo no remodelamento da MEC,
vide abaixo) € plausivel cogitar que as mesmas estejam envolvidas em processos de formagéo
de metastases. Maiores estudos nestas areas sdo necessarios para elucidar completamente de

gue maneira as ADAMSs participam destes processos.
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As ADAMs também desempenham importantes fungdes na degradacdo dos
componentes da MEC. As ADAMs 10 (MILLICHIP et al., 1998) e 15 (MARTIN et al., 2002)
sdo capazes de clivar colageno tipo IV in vitro e células que expressam a ADAM13 séo
capazes de degradar fibronectina (ALFANDARI et al., 2001). Estes processos produzem
efeitos importantes na migragdo celular (SEALS; COURTNEIDGE, 2003). A clivagem de
outras moléculas tais como proteinas ligantes de fatores de crescimento semelhantes a
insulina, as IGFBP, é também mediada por ADAMs. A forma solivel da ADAM12
(ADAM12-S) se liga e processa as IGFBPs 3 e 5 (LOECHEL et al., 2000; SHI et al., 2000).
Esta regulacdo é importante em doencas ligadas ao baixo nivel de IGF caracteristico de
pacientes com osteoartrite e diabetes, bem como aos altos niveis de IGF-1 observados em
alguns tumores (SEALS; COURTNEIDGE, 2003).

Algumas ADAMSs, como as ADAM9 e 10, desempenham fungdes de a-secretases. A
acumulacdo do peptideo B-amil6ide no cértex cerebral é caracteristica na patogénese da
doenca de Alzheimer (GANDY; PETANCESKA, 2000). Os peptideos B-amildide sdo
formados pelo processamento da proteina precursora amildide (APP) pela agdo de B e y-
secretases. Uma via alternativa na secrecdo de APP ¢ através da atividade de a-secretases
(APPa) e a degradacdo da APP por estas enzimas elimina os efeitos nocivos da formacdo do
peptideo B-amildide. A expressdo aumentada de ADAM9 (KOIKE et al., 1999; HOTODA et
al., 2002; ASAI et al., 2003) e ADAM10 (LAMMICH et al., 1999) em células da linhagem
COS-7 e HEK, respectivamente, aumenta a producdo de APPa, sugerindo um papel de a-

secretases para estas moléculas.

1.8 ADAM9

A ADAM9 ¢é também conhecida como MDC9 (indicando a presenca dos dominios
Metaloprotease, Desintegrina e rico em Cisteina 9) ou meltrin y. E uma proteina de cerca de
84kDa e pode estar ancorada a membrana celular ou estar presente em uma forma solavel
(MAZZOCCA et al., 2005; FRY; TOKER, 2010). Estudos mostraram que esta proteina é
altamente expressa em tumores humanos e em diferentes tecidos, como por exemplo, em
carcinoma de mama (O'SHEA et al., 2003), de prostata (FRITZSCHE et al., 2008) e de
pulméo (SHINTANI et al., 2004) sugerindo-se uma correlacdo entre a expresséo da ADAM9
e a progressdo tumoral, por aumentar a malignidade dos tumores e aumentar a invasao de
alguns tipos de células tumorais (SHINTANI et al., 2004; MAZZOCCA et al., 2005). A
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ADAM?9 possui uma sequéncia ECD em seu dominio desintegrina-like. Este motivo participa
da interacdo deste dominio com receptores de membrana, as integrinas, como avfs avp5, agPa
entre outras (NATH et al., 2000; ZHOU et al., 2001; MAZZOCCA et al., 2005; KARADAG,;
ZHOU; CROUCHER, 2006; COMINETT]I et al., 2009). Entretanto, autores como (TAKEDA
et al., 2006), através da andlise estrutural de uma metaloprotease de veneno de serpente, a
VAP1, realcaram o papel da regido hipervariavel presente no dominio rico em cisteina na
interacdo com ligantes, uma vez que o dominio desintegrina parece estar “empacotado” no
dominio rico em cisteina, onde também ha uma ponte de dissulfeto que estabiliza a estrutura
tornando o dominio desintegrina inacessivel para se ligar a outras proteinas.

Um trabalho recente de (XU et al., 2010) mostrou a importancia da ADAM9 na
progressdo tumoral, pois quando esta é silenciada de forma estavel ha uma reducéo
significativa da invasdo das células de carcinoma adendide cistico in vitro e in vivo.
Experimentos realizados em nosso laboratério também mostraram a reducdo importante da
invaséo celular quando a ADAM9 foi silenciada em células tumorais de mama MDA-MB-231
(dados ndo publicados).

Portanto, mais estudos sdo necessarios para a compreensdo das fungbes e
especificidade desta proteina e para seu uso como ferramenta para desenho de novos farmacos

com atividade anti-tumoral e anti-metastatica.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi verificar o papel da ADAM9D, uma desintegrina humana
recombinante produzida anteriormente em nosso laboratério (COMINETTI et al., 2009) nos
processos de migragdo e invasdo tumoral. Para tanto, foram determinados parametros
quantitativos e qualitativos que identifiguem os diferentes tipos de interacdo integrina-
desintegrina em cultura de células tumorais e ndo tumorais, além de determinar os efeitos
desta desintegrina na ades&o, proliferacdo, migracédo, invasdo e expressao de metalopeptidases

de matriz.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Clonagem do dominio desintegrina da ADAM9 (ADAMS9D)

3.1.1 EXTRACAO DE RNA, RT-PCR E PCR

Para a extracdo de RNA total e posterior amplificagdo do cDNA dos diferentes
dominios da ADAMY, células de cancer de prostata da linhagem DU-145 foram plaqueadas
em placas de 3,5cm de diametro (1x10°células/placa). Em cada placa 1ml de Trizol® foi
adicionado e incubado por 5min, as células foram lisadas e coletadas com o auxilio de um
“scrapper”. O lisado foi transferido para tubos de 1,0ml e estes foram incubados por Smin em
temperatura ambiente. Adicionaram-se 200uL de cloroférmio ao homogeneizado e os tubos
foram vigorosamente agitados por 15seg e incubados por 3min. Ap6s a incubacdo os tubos
foram centrifugados por 15min, 12000x g a 4°C e a fase superior foi transferida para um novo
tubo no qual foi adicionado 1mL de isopropanol e incubado durante 10min. Este tubo foi
novamente centrifugado (12000x g a 4°C por 10min), o sobrenadante foi descartado e 1mL de
etanol 75% foi adicionado a fase inferior e agitado com auxilio de vértex. Em seguida, 0s
tubos foram centrifugados por 5min 7500rpm a 4°C e o precipitado foi deixado em estufa a
37°C. O RNA foi ressuspendido em agua DEPC e incubado 10min a 55°C.

Apds quantificacdo, o RNA extraido foi utilizado para amplificacdo por uma reacao de
RT-PCR (transcriptase reversa seguida de PCR) para o dominio desintegrina da ADAM9
(ADAMBID). A sequéncia do primer forward foi: 5’CAT GGA TCC GCT CCC TCC TGT
GGT AAT AAG TTG3’ e a do primer reverse foi: 5’GTC GCT CGA G TT A AT ATC CAT
TCT GAA TAA AAA CAT CTG3’ (figura 9). O cDNA foi utilizado para uma reacdo de
PCR em termociclador (Perkin Elmer). As analises dos produtos de RT-PCR e do PCR foram
realizadas em gel de agarose (1%) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) e os

reagentes utilizados nas reacgdes estdo descritos na tabela 3.
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Bam HI
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Figura 9 — Seqliéncia de nucleotideos dos dominios desintegrina,
azul, da ADAM9 humana.
O dominio desintegrina apresenta duas sequéncias ECD, representadas em laranja. Os primers
utilizados para a amplificacdo do cDNA codificante para o dominio estdo representados em vermelho,
com as sequéncias-alvo das enzimas de restricdo em rosa. Os nimeros em preto representam a ordem
de nucleotideos a partir da sequiéncia original que codifica a ADAM9 (Acesso no Gen Bank:
NM_003816) e o nimero de amino&cidos dos dominios estdo em verde.
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TGT

GTA

ACG

GGA

TGT

TCT

Xho I
ATT GAG CTC GCT G

em verde, e rico em cisteina, em
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Tabela 3 — Componentes das reacdes de RT-PCR e PCR utilizadas para a amplificacdo do

RNA e do cDNA codificante para o dominio desintegrina da ADAM9.

RT-PCR PCR
Reagentes Volume (uL) Reagentes Volume (uL)
Agua DEPC 21 Tampéo da enzima* [10X] 2,5
Reaction Mix 2x 25 dNTP mix (10mM) 1
Primer foward 1 MgCl, (50mM) 0,75
Primer reverse 1 Primer Forward (10uM) 1
Transcriptase reversa 1 Primer Reverse (10uM) ADAM9D
molde 1 DNA molde (100ng/uL)
Platinum Tag mix** (unidades) 0,5
Agua livre de nucleases 17,25
Volume final 50 Volume final 25

3.1.2 CLONAGEM DA ADAM9D NO VETOR DE EXPRESSAO PGEX-4T-1

O produto obtido a partir da reacdo de PCR que codifica a ADAMID foi processado
com as enzimas de restricdo especificas, Bam HI e Xho I. O mesmo foi inserido no vetor de
expressdo pGEX-4T-1 (GE Healthcare) que permite a expressdo da proteina de interesse em
fusdo com a proteina Glutationa-S-transferase (GST) que facilita sua expressdao de forma
soltvel no citoplasma de Escherichia coli. O vetor foi também tratado com as mesmas
enzimas. Apo6s purificacdo para eliminacdo de contaminantes indesejaveis, tanto o DNA do
plasmideo, quanto 0 DNA do inserto foram submetidos a reacdo de ligacdo com a enzima T4
DNA ligase (Invitrogen), overnight a 16°C. A reacéo de ligacdo esta descrita na tabela 4.

O construto pGEX-4T-1 foi propagado em células de E. coli linhagem DH5a tornadas
competentes conforme descrito no préoximo item.
Tabela 4 — Componentes da reacdo utilizada para a ligacdo do inserto codificante para o
dominio desintegrina da ADAM9 humana (ADAM9D) ao vetor pGEX-4T-1 (GE

Healthcare).
Reagente Volume (pL)
ADAM9
DNA vetor (200ng/pL) 1
DNA inserto ADAM9 1,5
Tamp&do DNA ligase [10X]* 1
T4 DNA Ligase (Invitrogen) (3U/uL) 0,5
Agua livre de nucleases 6
Volume final 10

*Tampdo otimizado fornecido juntamente com a enzima.
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3.1.3 Preparacéo e transformacéo de células competentes

Culturas de E. coli da linhagem DH5a e AD494(DE3) foram tornadas “competentes”
para o recebimento dos plasmideos através do tratamento com solugdo estéril de CaCl,
50mM. A linhagem contendo o gendtipo DE3 possuem uma cépia cromossomal do gene que
codifica a RNA polimerase do fago T7, sob controle do promotor lacUV5, que € induzivel por
IPTG (STUDIER; MOFFATT, 1986). Assim, a adicdo de IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo) as culturas destas linhagens induz a expressdo da T7 RNA polimerase
que por sua vez ira transcrever a seqiiéncia alvo de DNA inserida no plasmideo e que esta sob

controle de um promotor do mesmo tipo.

Para a producdo de células competentes, as culturas foram crescidas a 37°C em
250rpm até alcancar a D.O. goonm = 0,4 - 0,6. A cultura, entdo, foi centrifugada a 5000rpm por
10min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 3mL de CaCl,
50mM estéril e mantido no gelo por 30min. Em seguida, as células foram novamente
centrifugadas a 5000 x g por 10min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 600uL de CaCl, 50mM estéril. As células foram armazenadas a 4°C e
utilizadas dentro de 48h. Para a transformagdo, 100uL de células competentes de E. coli
foram incubadas com 10 uL da reacdo de ligacdo vetor-inserto (pGEX-4T-1ADAM9D) na
proporcédo de 1:3 e mantidas no gelo por 30min. Apds este tempo, os tubos foram transferidos
rapidamente para um banho a 42°C e incubados por aproximadamente 30seg e, em seguida,
resfriados no gelo por 2min. Apos adi¢do de 400uL de meio LB, as células foram incubadas a
37°C, por 1h, sob agitacdo 250rpm e, em seguida, inoculadas em placas contendo LB-agar
adicionado de carbenicilina (concentracdo final de 50ug/mL), sendo entdo incubadas em uma

estufa a 37°C overnight.

3.1.4 Preparacdo de DNA plasmidial e analise de restrigéo

Para confirmar a transformacéo das linhagens bacterianas, 0 DNA plasmidial de cada
col6nia obtida foi isolado através do kit FastPlasmid Mini (Eppendorf). Em seguida, 0 DNA
foi digerido por 3h a 37°C com as enzimas de restricdo Bam HI e Xho | e o produto da reagéo

foi analisado em gel de agarose 1%.
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3.1.5 Expressao piloto da proteina recombinante ADAM9D em E. coli

Culturas de E. coli AD494(DE3) transformadas com o vetor de expressdo, pGEX-4T-
1-ADAMOD, foram crescidas a 37°C em 10mL de meio LB estéril, contendo os antibiéticos
carbenicilina (50ug/pL) e canamicina (30pg/ml) sob agitacdo de 250rpm, até atingir a fase
log de crescimento D.O. goonm = 0,6 - 0,8. Em seguida, uma aliquota representando o tempo
zero (T0) de inducdo foi retirada e armazenada para uso posterior. A expressao da proteina
recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG, na concentracdo final de 0,5mM, durante 3h a
37° C e agitacdo de 250rpm. Ao final da inducéo, uma aliquota da cultura representando o
tempo de trés horas de inducdo (T3) foi retirada e armazenada. As duas aliquotas foram
centrifugadas por 1min a 13000x g, os sobrenadantes foram desprezados e os precipitados
celulares foram ressuspendidos em 100uL de agua estéril. Uma quantidade de 10uL de cada
amostra foi misturada a 10uL de tampdo de amostra [Tris-HCI 0,125M pH 6,8 - SDS 4%
(w/v) - Glicerol 20% (v/v) - B-mercaptoetanol 0,1 M - Azul de Bromofenol 0,02% (w/v)] para
gel de poliacrilamida (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-
PAGE). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em condig¢des desnaturantes de acordo

com o protocolo descrito por Laemmli (1970).

3.2 Expressao do dominio desintegrina da ADAM9 (ADAMS9D)

Uma colbnia de E. coli da linhagem AD494(DE3) transformada com o plasmideo
recombinante pGEX-4T-1ADAMO9D foi crescida overnight a 37°C sob agitacdo constante de
250rpm em 15mL de meio LB seletivo contendo carbenicilina (50ug/pL) e canamicina
(30ug/mL). No dia seguinte, 2,5mL deste indculo foi adicionado a 4 frascos contendo 250mL
de meio LB (diluigdo 1:100) cada um. As culturas foram incubadas nas mesmas condi¢Ges
acima até a D.O. goonm = 1. Em seguida, foi adicionado a cultura o agente IPTG (0,5mM) e a
mesma foi incubada overnigth a 25°C, sob agitagdo de 250rpm. Decorrido o tempo de
inducdo, a cultura foi centrifugada (Sorvall RC 5C Plus) a 10.000x g a 4°C por 15min. O
precipitado celular foi ressuspendido em 20mL de tampédo PBS (NaCl 140mM, KCI 2,7mM,
Na,HPO,410mM, KH,PO, 1,8mM, pH 7.3). As células mantidas a 4°C foram lisadas com
auxilio de sonicador (Sonics & Materials) ajustado para uma amplitude 20 hertz, por 5 vezes
de 1min/cada com intervalo de 1min. Em seguida, a amostra sonicada foi centrifugada a
13.000 x g a 4°C por 15min conforme Cominetti et al. (2009).
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3.3 Purificacdo da ADAM9D

O sobrenadante proveniente da expressdo em E. coli da linhagem AD494(DE3) foi
aplicado em uma coluna (10cm x 1,5cm) contendo 4mL da resina de Glutationa-Sepharose 4B
(GE Healthcare) com auxilio de uma bomba peristaltica (GE Healthcare) em um fluxo de
2mL/min. A clivagem foi realizada com a amostra ligada a resina, assim, apos a passagem do
sobrenadante e de 10 volumes de PBS, a resina foi desempacotada da coluna. Para a remocao
da GST foi utilizada a protease trombina (GE Healthcare), para tal a resina foi incubada com
50U de trombina durante 4h em temperatura ambiente sob leve agitagdo. Apds a clivagem, a
resina foi re-empacotada e lavada com dois volumes de PBS. As fracBes eluidas com PBS
foram coletadas e analisadas em SDS-PAGE. A proteina de fusdo foi liberada da resina apds
eluicdo com 5 volumes de um tampdo contendo GSH (Tris-HCI 50mM, GSH 20mM, pH 8.0)
e também analisada em SDS-PAGE. As amostras eluidas apds clivagem com trombina que
ainda apresentaram GST contaminante foram reunidas e aplicadas novamente na resina para
sua eliminacao.

Para eliminar quaisquer vestigios de trombina na amostra, uma cromatografia de
afinidade utilizando uma coluna contendo resina Benzamidine FF (2mL) (Ge Healthcare) foi
realizada. Para tal, a coluna foi equilibrada com 10 volumes de tampéo de ligacdo (Na,HPO,
20mM, NaCl 150mM, pH 7,5) com auxilio de uma bomba peristaltica (GE Healthcare) em
fluxo de 2mL/min. Em seguida, a amostra contendo a ADAM9D clivada, foi aplicada a
coluna e lavada com 2 volumes de tampéo de ligacdo, seguido da passagem de 2 volumes de
tampéo de lavagem (Na,HPO, 20mM, NaCl 1M, pH 7,5). A eluicdo da trombina foi realizada
pela passagem de 2 volumes de Hidrocloreto de Guanidina 6M. As amostras foram coletadas
em tubos de 1,5mL e imediatamente analisadas em SDS-PAGE. A coluna foi re-equilibrada
com 10 volumes de tampédo de ligacdo e em seguida, armazenada em uma solugdo contendo

acido acético 0,1M:Etanol 20% em temperatura de 4°C.

3.3.1 Sequenciamento N-terminal da ADAM9D

Apos a purificacdo da ADAMOID, a partir do sobrenadante correspondente a um ensaio
de expressdo, e sua respectiva clivagem com trombina, a mesma foi transferida para uma
membrana de PVDF e esta foi utilizada para o seqiienciamento da regido N-terminal (8

aminoéacidos) em sequenciador Shimadzu (PPSQ-20).
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3.4 Determinacao da concentracdo protéica
A concentracgdo protéica das amostras foi determinada com auxilio do kit BCA Protein

Assay (Pierce) utilizando a proteina BSA como padréo.

3.5 Linhagens e cultivos celulares:

As linhagens celulares utilizadas neste projeto foram células MDA-MB-231 (cancer
de mama), DU-145 (cancer de proéstata) e fibroblastos humanos (FH). As células foram
cultivadas a 37°C e 5% CO, em estufa de cultura de células e em meio apropriado
adicionado 10% FBS (Fetal Bovine Serum). As células MDA-MB-231 foram cedidas pelo
Dr. Michel Crépin do laboratério de hemostase, endotélio e angiogénese do INSERM-Franca
Unidade 533, os FH foram comprados no banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ -
http://www.bcrj.hucff.ufrj.br/) células DU-145 foram cedidas Professora Verénica Morandi
(UERJ).

3.6 Ensaio de Competi¢do com anticorpos

Neste ensaio as células DU-145 e MDA-MB-231 foram contadas e marcadas com
12,5uM de CMFDA (5-chloromethylfluoresceina diacetato), por 30 min a 37°C. Decorrido
este tempo, as células foram lavadas com tampdo de adesdo (HEPES 20mM, pH 7,35,
contendo NaCl 150mM, KCI 5mM, MgSO, 1mM e MnCl, 1mM) para retirar 0 excesso de
fluoréforo. Em seguida, as células marcadas (1x10° células/pogo) foram incubadas por 1h a
37°C com os anticorpos bloqueadores anti-g1 (R&D Systems — MAB17781), anti-a2 (R&D
Systems MAB1233), anti-a6 (R&D Systems — MAB13501), anti-avpB5 (R&D Systems —
MAB2528), anti-o4 (Sigma — 16528), anti-avp3 (Chemicon — MAB1976), todos na
concentracdo de 10pg/mL. Como controle, as células foram incubadas com PBS, em
substituicdo aos anticorpos. Apos a incubacdo, as células incubadas com os anticorpos ou
PBS foram plaqueadas sobre o0s pocos cobertos com ADAM9D (10pg), por 30min a 37°C. Os
pocos foram lavados 3 vezes com tampéo de adesdo para remover as celulas ndo aderidas e
em seguida as células foram lisadas pela adi¢do de Triton X-100 0,5%. A placa foi lida em
um fluorimetro (SpectraMax Gemini XS, Molecular Devices) com filtros de 485nm de

excitacdo e 530nm de emisséo.
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3.7 Inibicédo da Adeséo

No dia anterior ao ensaio, 10ug de colageno (colageno tipo I diluido em &cido acético
0,1%) foi utilizado como coating em placas de 96 pocos, overnigth a 4°C. No dia seguinte, 0
excesso do coating foi retirado e os pocos foram blogueados com BSA 1% em tampéo de
adesdo, por 2 horas a temperatura ambiente. As células MDA-MB-213 e DU-145 foram
contadas e marcadas como descrito no item anterior. Em seguida, as células foram lavadas e
1x10° células/poco foram incubadas por 30min a 37°C com PBS (controle) ou com diferentes
concentragdes de ADAMID (10nM a 2000nM). Apo6s a incubacdo, as células foram
plagueadas aos pogos recobertos com os ligantes, e incubadas por 30min a 37°C. Os pogos
foram lavados 3 vezes com tampdo de adesdo, e posteriormente, as células que aderiram
foram lisadas com Triton X-100 a 0,5%. A leitura da fluorescéncia foi realizada em
fluorimetro (SpectraMax Gemini XS, Molecular Devices) com filtros de 485nm de excitacdo

e 530nm de emisséo.

3.8 Citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo, células de cancer de prostata da linhagem DU-145 e células
de cancer de mama MDA-MB-231 foram soltas manualmente da garrafa de cultura com
auxilio de um scrapper, contadas (1x10°/tubo) e incubadas por 40min a 4°C com anticorpos
especificos contra as integrinas avp3 (MAB 1976, Chemicon), avp5 (MAB 2528, R&D
Systems), a2 (MAB 1233, R&D Systems), a4 (16528, Sigma), a6 (MAB 13501, R&D
Systems) e p1 (MAB 17781, R&D Systems), de acordo com as instruc¢fes do fabricante. Em
seguida, as células foram lavadas com 1mL de tampdo FACS (PBS, 2% FBS) e centrifugadas
a 1.300rpm por 10min. O sobrenadante foi descartado e as celulas foram incubadas por 45min
a 4°C com 100pL de tampdo FACS adicionado do anticorpo secundario (Goat anti-mouse
IgG, BD Biosciences) marcado com o fluoréforo FITC (Fluoresceina isotiocinanato;
2,5uL/tubo). Em seguida, as células foram lavadas como descrito anteriormente, o
sobrenadante foi descartado e as células foram incubadas com tampéo de fixacdo (tampéo
FACS adicionado de formaldeido 1%), overnight a 4°C. No dia seguinte, as células foram

analisadas no citometro (FACSCalibur — BD Biosciences).

3.9 Proliferacéo celular
A ADAMSID foi testada com relagdo a sua capacidade de promover proliferacdo

celular, de acordo com o protocolo descrito por Mosman (1983) utilizando o MTT [3-(4,5-
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dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]. Para tal, as diferentes linhagens
celulares utilizadas no experimento foram preparadas na concentracdo de 5x10”
células/100pL em meio apropriado adicionado de 10% de FBS e plaqueadas em placas de 96
pocos estéreis (Corning). As células foram mantidas por 2h a 37°C e 5% CO, em estufa de
cultura de células. Decorrido o tempo de incubacéo, as diferentes concentragdes de ADAMID
(10 a 1000nM) foram adicionadas em meio completo (com a presenca de FBS). As células
foram incubadas por 24, 48h e 72h nas mesmas condicBes descritas acima e a medida da
proliferacdo celular induzida pela ADAMID foi realizada em compara¢do aos pocos aonde
PBS foi adicionado no lugar da proteina de interesse e ao controle negativo (células na
auséncia de FBS). Apds o tempo de incubacéo, foi adicionado 50uL/po¢o de uma solugédo de
2,5mg/mL de MTT. O MTT é muito utilizado em ensaios para determinacdo da proliferacao
e viabilidade celular e se baseia na atividade da dehidrogenase mitocondrial que é capaz de
reduzir esta substancia e formar cristais de formazan (de coloracdo violeta) os quais, apds
solubilizados podem ser medidos espectrofotometricamente. As placas foram entdo mantidas
durante 4h a 37°C. A densidade oOptica foi medida em um leitor de placa (Dynex) em

comprimento de onda de 570nm.

3.10 Ensaios de invasao e migracao celular

3.10.1 Invaséo Celular

Ensaios de invasdo em matrigel foram realizados com o kit BioCoat Matrigel Invasion
Chambers (BD Biosciences) que apresenta membranas com poros de 8um em placas de 6
pocos. Brevemente, 1,25x10° células da linhagem de cancer de prostata DU-145 e da
linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 em 1mL de meio apropriado sem soro foram
semeadas na parte superior dos pogos da cadmara de invasdo na presenca ou auséncia
(controle) da ADAMS9OD (1puM) ou dos anticorpos anti-avB3 e anti-vp5 (10pg/mL) para a
linhagem de DU-145. Nos pogos inferiores foram adicionados 2,5mL de meio apropriado
adicionado de 10% de FBS, o qual agiu como quimioatraente indutor da invasdo. As placas
foram incubadas por 22h (37°C, 5% CO;) e em seguida, as células que ndo invadiram pelo
matrigel foram removidas da superficie da membrana com auxilio de um cotonete. As células
invasoras, que penetraram pelos poros e migraram para a superficie interna do matrigel foram
fixadas em metanol (100%) e em seguida coradas com uma solucdo de azul de toluidina (1%)
diluido em borato de sodio (1%). A membrana foi recortada da cAmara e montada em uma

lamina histoldgica com auxilio de 6leo de imersdo. Foram escolhidos e fotografados 10
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campos aleatorios em cada lamina e a area recoberta pelas células nestes campos foi medida
com auxilio do software Image J. E a andlise foi feita em porcentagem, comparando-se com o

controle positivo.

3.10.2 Migracéo Celular

Para o ensaio de migracdo trans-well insertos com poros de 8um (12 pogos por placa)
(BD Biosciences) foram utilizados para verificar a migracdo celular na presenca ou auséncia
da ADAMOD. As diferentes linhagens celulares foram plaqueadas (1x10° células por poco) na
parte superior dos insertos e atraidas pela presenca do quimioatraente na parte inferior da
placa (FBS), o controle negativo sdo as células plagueadas no inserto sem quimioatraente no
poco. As placas foram incubadas por 22h (37°C, 5% CO,) e as células invasoras foram
fixadas e coradas como descrito acima, assim como a montagem da lamina. Foram escolhidos
e fotografados 10 campos aleatorios em cada lamina e sua analise foi realizada pela contagem

das células dos diferentes campos de cada tratamento.

3.10.3 Migracéo celular — Wound Healing:

Para 0 ensaio de migracdo utilizando o método de wound healing, (WANG et al.;
2010) as células DU-145 (em meio RPMI completo) e as células MDA-MB-231 (em meio
DMEM completo) foram plaqueadas em placas de 12 pogos (1x10° células/poco) e mantidas
em estufa até a confluéncia de 100%. Com o auxilio de uma ponteira de micropipeta foram
realizados riscos nas placas e as mesmas foram entdo lavadas 3 vezes com meio de cultura
apropriado, para a remogdo das células que se soltaram. Posteriormente, as células foram
incubadas com meio novo completo contendo ou ndo a ADAMS9D (100 - 2000nM). Fotos das
riscas foram realizadas nos tempos de Oh, 24h e 48h para analise da migracdo. A area do
fechamento da risca foi calculado com auxilio do software ImageJ nos diferentes tempos e sua

porcentagem foi calculada com a seguinte formula (YUE et al., 2010):

Ar—op — Ai=
% Fechamento da risca = (Ae=on =an) x (100)

(Ae=on)
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O célculo da porcentagem do fechamento da risca se refere a diferenca da area no
tempo zero com o tempo de 24h dividido pelo tempo zero multiplicado por 100. Os dados

foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism 4.

3.11 Analise de Metalopeptidases de Matriz (MMP) - Zimografia

A atividade de MMPs foi verificada pela técnica de zimografia, adaptado de Cleutjens
et al. (1995) e Hu & Beeton (2010). Células da linhagem MDA-MB-231 e DU-145 foram
plaqueadas em placas de 12 pocos (1x10° células/poco) e mantidas em estufa até a confluéncia
de 100%. Posteriormente, foram realizados riscos nos po¢os como descrito no item 3.9.3 e
incubadas em meio sem FBS com a ADAM9D nas concentragcdes de 100nM e 1000nM ou
PBS (37°C, 5% CO2). Apds 22h de incubacdo, o sobrenadante das células foi retirado, e as
células foram lavadas 2 vezes com 1mL de PBS. Em seguida, as células foram lisadas com
tampao de lise (0,2% de Triton X-100 em 0,2M de Tris-HCI , pH 7.4) e incubadas por 5min a
temperatura ambiente. Decorrido o tempo, o sobrenadante e o lisado celular foram
centrifugados por 10min a 4°C, 1300rpm. A concentracdo protéica foi determinada como

descrito no item 3.4.

Para a linhagem MDA-MDA-231, 10ug do sobrenadante, e para a linhagem DU-145,
120ug de sobrenadante, foram adicionados a 10pL de tampdo de amostra sem agente redutor
B-mercaptoetanol para analise por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS e
gelatina (concentracdo final de 1mg/mL).

Apbs a eletroforese, o gel foi lavado 2 vezes por 20min em tampéao de lavagem (2,5%
de Triton X-100), e depois incubado por 18h com o tampé&o de incubacéo ( Tris-HCI 50mM
pH 8,0, CaCl, mM e NaNj3 0,02%). O gel foi entdo corado por 30min com Comassie Brilliant
Blue (Sigma) e descorado (10% metanol, 10% acido acético e 80% agua) para visualizacdo
das bandas, indicando a atividade das MMPs. Os géis foram fotografados e as bandas foram
quantificadas com relacdo sua intensidade com o auxilio do software GeneTools v3.06
(Syngene, Cambridge, UK), e os valores sdo expressos em unidades arbitrarias. O lisado
celular ndo foi utilizado, pois ndo apresentou expressdéo das MMPs em diferentes
concentracgdes testadas.

Esta mesma técnica foi também utilizada para quantificar as MMPs do sobrenadante

dos insertos do ensaio de migracdo celular — transwell da linhagem DU-145, item 3.10.2.
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3.12 Anélise estatistica:
Para a andlise estatistica foi obtida a média e o erro padrdo para cada grupo em todos
0s experimentos. A comparacdo entre os grupos foi feita usando analise de variancia

(ANOVA), seguido do teste de Tukey, com auxilio do programa GraphPad Prism 4.
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4. RESULTADOS
4.1 Clonagem do dominio desintegrina da ADAM9 (ADAMS9D)

4.1.1 Extracdo de RNA, RT-PCR e amplificacdo do cDNA Amplificacdo do cDNA
codificante para a ADAM9D

O RNA extraido das células de céncer de préstata da linhagem DU-145 para a
realizacdo da RT-PCR esté apresentado na figura 10 e os produtos de RT-PCR e PCR para o

dominio desintegrina da ADAM9 estdo indicados na figura 11 e 12, respectivamente.

SoooTooEnaeooe®

i
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Figura 10 — Extracdo de RNA das células de cancer de prostata da linhagem DU-145.

MM 1
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Figura 11 - RT-PCR do dominio desintegrina da ADAM9 (ADAM9D).
MM: Marcador de massa molecular (Low Mass DNA Ladder — Invitrogen); Linha 1: ADAM9D

(270ph).
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2000pb
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ADAMAD (270pb)

Figura 12 - Amplificacdo por PCR do cDNA codificante para o dominio desintegrina da ADAM9
(ADAMOID).
MM = Marcador de massa molecular (Low Mass DNA Ladder — Invitrogen). Linha 1 e 2 = ADAM9D.

4.1.2 Confirmacdo da clonagem da ADAMO9D no vetor de expressdo pGEX-4T-1 por
analise de restricdo

A clonagem da ADAM9D no vetor pGEX-4T-1 foi confirmada por andlise de
restricdo com as enzimas Bam HI e Xhol e seu resultado foi analisado em gel de agarose 1%,
(figura 13).

pGEX-4T-1
2000pb
1200pb

800pb

400pb

200pb
100pb

ADAMSD (270pb)

Figura 13 — Andlise de restricdo confirmando a clonagem do dominio desintegrina da ADAM9
(ADAMBID) no vetor pGEX-4T-1 (GE Healthcare).

MM: Marcador de massa molecular (Low mass DNA ladder — Invitrogen), Linha 1: Vetor pGEX-4T-1
tratado com as enzimas de restricdo Bam HI e Xho | mostrando a liberagdo do inserto correspondente a
ADAMOD.

Martin, ACBM



Resultados 53

4.1.3 Expressdo da proteina recombinante ADAM9D em E. coli

Foram realizadas expressoes de pequena e larga escala, assim como a verificagcdo da
solubilidade da proteina recombinante ADAMO9D. Apoés analise dos resultados em SDS-
PAGE foi possivel evidenciar a expressdo da proteina de interesse na sua forma soluvel

(figura 14, setas).
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Figura 14 — Ensaio de expressdo da proteina de interesse em SDS-PAGE (15%).

A = ensaio piloto de expressao da proteina ADAMID utilizando quatro colénias transformadas com o
plasmideo recombinante pGEX-4T-1ADAMS9D transformado na linhagem de E. coli AD494(DE3).
As setas indicam a proteina expressa apos 3h de inducéo (T3). B = ensaio de solubilidade da proteina
ADAMID. MM, marcador de massa molecular, Linha 1 = fracdo correspondente ao material
precipitado da col6nia 1 ap6s centrifugacdo, Linha 2 = fragdo correspondente ao material solGvel da
coldnia 1 apos adsor¢do em resina de Glutationa-Sepharose 4B. Linhas 3 a 6 = idem ao descrito para a
col6nia 1, mas para colbnias 2 e 3.

4.2 Expressao e purificacdo da ADAMID
A ADAMOAID foi obtida como descrito nos itens 3.2 e 3.3 e a figura 15 representa as

etapas de sua purificacdo, mostrando sua pureza.
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Figura 15 — Purificagdo e clivagem do dominio desintegrina da ADAM9D.

A = Expressao e liberacdo da proteina ADAMO9D do peptideo de fusdo (GST) por trombina em SDS-
PAGE (15%), MM, marcador de massa molecular; Linhas 1 e 2, ADAM9D + GST; Linhas 3 a 8,
clivagem da ADAMID + GST com trombina em diferentes tempos (1h, 2h, 3h, 4h, 5h e 6h,
respectivamente). B = Eluicdo das amostras da coluna de Benzamidina-Sepharose, utilizada para
eliminagdo da trombina (SDS-PAGE 15%); MM, marcador de massa molecular; Linha 1, proteinas
gue ndo aderiram a resina; Linha 2, PBS; Linhas 3 a 8, amostras contendo ADAM9D (tampéo de
lavagem). C = ADAMOID apds concentracdo. MM = marcador de massa molecular (SDS-PAGE 15%);
Linha 1, ADAM9D concentrada.

4.1.1 Sequenciamento N-terminal da ADAM9D

O sequenciamento N-terminal da ADAM9D (10 aminoéacidos) foi realizado com
sucesso, sendo que a sequiéncia obtida foi idéntica com a seqliéncia de aminoacidos esperada
para a ADAM9ID (Gly-Ser-Ala-Pro-Ser-Cys-Gly-Asn), confirmando, portanto, 0 sucesso na

clonagem e expressao da proteina de interesse.

4.3 Competicdo com anticorpos

A incubacgdo das celulas das linhagens tumorais MDA-MB-231 e DU-145 com 0s
anticorpos especificos para diferentes integrinas impediu a ligacdo das mesmas com a
ADAMBO9D, quando comparadas com o controle (células + PBS), plaqueadas sobre ADAM9D
imobilizada na placa.

Portanto, verificou-se a capacidade de ligagdo da ADAMID nas células MDA-MB-

231 e DU-145 em maior intensidade pela subunidade B1 e pelas integrinas av3 e avB5. Nas
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células MDA-MB-231 a ADAMS9D também interagiu através da subunidade a2 e nas células

DU-145, da subunidade a6, também em menor intensidade, como mostrado na figura 16.
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Figura 16 — A ADAMID se liga as células DU-145 e MDA-MB-231 principalmente através da
integrina B1.

Como controle negativo, as células foram incubadas com PBS em substituicdo aos anticorpos e em
seguida plaqueadas sobre a ADAMOID imobilizada. As barras representam o0 a média e o desvio padrdo
de trés experimentos isolados, em triplicata, *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05.

4.4 Inibicdo da Adeséo

As células da linhagem MDA-MB-231 ao serem incubadas com a ADAM9D néo
foram capazes de ligar ao coating de colageno tipo | em todas as concentragdes utilizadas (10,
100 e 1000nM). Portanto, a ADAMOID foi capaz de inibir a adesdo das células de cancer de
mama ao um dos componentes da MEC (figura 17). Na concentracdo de 10nM houve uma
reducdo de 25% e nas concentracdes de 100 e 1000nM a reducéo foi de cerca de 35% com
relacdo ao controle, em que as células ndo foram incubadas com a ADAM9D.

Entretanto, no caso das células da linhagem DU-145, depois de incubadas com a
ADAMBOID, houve um aumento significativo da adesdo destas celulas na concentracdo de
10nM. As concentragdes de 100nM, 500nM e 1000nM néo inibiram a adesé&o (figura 17).
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Figura 17 — ADAMS9D inibiu a adesdo nas células MDA-MB231 nas concentragdes de 10, 100 e
1000nM. Nas células DU-145, a ADAMID induziu a adesdo na concentragdo de 10nM.

As células marcadas com CMFDA e incubadas com PBS ou ADAMS9D nas diferentes concentracoes
foram adicionadas sobre colageno tipo | (10ug). Os pogos foram lavados e as células aderidas foram
quantificadas com auxilio de fluorimetro. As barras representam a média e o desvio padrdo de trés
experimentos isolados, em triplicata, *** p<0,01; * p<0,05.

4.5 Citometria de Fluxo

Com a citometria de fluxo foi possivel realizar um screening das integrinas presentes
nas linhagens tumorais de mama e prostata. Foi verificado que as células MDA-MB-231
possuem uma grande quantidade das subunidades 02 e B1, e uma menor quantidade das
integrinas avp3, avpS (figura 18), justificando-se a menor adesdo desta linhagem celular
qguando incubada com os anticorpos anti-a2 e anti-f1. Mesmo estando as integrinas avp3 e
avp5 presentes em menor quantidade, sua interacdo com a ADAM9D mostrou-se eficaz o
suficiente para uma diminui¢do na adesdo & ADAMID plaqueada, quando as células foram
previamente incubadas com tais anticorpos. Além disso, esta linhagem apresentaram

quantidades ainda menores de a6.
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Figura 18 — Porcentagem das integrinas avf33, avps. a4, a6, a2 e  presentes da linhagem de cancer de
mama MDA-MB-231.

As células foram incubadas com os diferentes anticorpos para as integrinas a2, B1, avp3, avps, a4 e
a6. Depois do tempo de incubagdo foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario marcado
com FITC e a leitura foi realizada em citdmetro de fluxo.

Ja na linhagem DU-145 (Figura 19) as integrinas que Se apresentaram em maior
quantidade foram: a2, B1, a6, avp3 e avpS. Além das subunidades a2 e 1, outras integrinas
também como a avp3, avp5 e a6 foram capazes de inibir a adesdo a ADAMID ao colageno
no tipo I como mostrado no experimento de competi¢cdo com anticorpos (item 4.4). Estes
dados confirmam a presenca destas integrinas, e em conjunto com os resultados obtidos com
0 ensaio de competicdo com anticorpos pode-se verificar a interagdo da ADAM9D com as

integrinas, fato de grande importancia nas interagdes célula-célula e célula MEC.
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Figura 19 — Porcentagem das integrinas avp3, avp5. a4, 06, a2 e B presentes da linhagem de cancer de
prostata DU-145.

As células foram incubadas com os diferentes anticorpos para as integrinas a2, B1, avp3, avps, a4 e
a6. Depois do tempo de incubagdo foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario marcado
com FITC e a leitura foi realizada em citdmetro de fluxo.

4.6 Proliferacéo celular

A ADAMID foi testada quanto a seus efeitos na proliferacdo celular, utilizando o
ensaio do MTT. Diferentes concentracdes de ADAMID (1nM a 1000nM) foram incubadas
com diferentes linhagens celulares (MDA-MB-231, DU-145 e FH) e os efeitos na proliferacdo
celular foram determinados comparando-se as células tratadas com ADAMS9D ao controle
positivo (células tratadas com PBS) em diferentes tempos, 24h, 48 e 72h (figuras 20, 21 e
22). Cabe-se ressaltar que o controle negativo utilizado neste experimento sdo as células

incubadas em meio sem soro (meio incompleto).
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MDA-MB-231
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Figura 20 — A ADAMOID né&o promove a proliferacdo celular na linhagem de cancer mama MDA-MB-
231, nas diferentes concentragdes (1, 10, 100 e 1000nM) e tempos de incubagdo (24, 48 e 72h).
Controle positivo sdo as células incubadas em meio com soro e o controle negativo sdo as células
incubadas em meio sem soro.

As barras representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos em triplicata. As analises
estatisticas foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. ***

p<0,001.

A ADAMID ndo foi capaz de induzir nem de reduzir de forma significativa a
proliferagdo em todas as linhagens celulares testadas, nos diferentes tempos e concentragdes
utilizados (figuras 20, 21 e 22).
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Figura 21 — A ADAMO9D néo promove a proliferacdo celular na linhagem de cancer de préstata DU-
145, nas diferentes concentraces (1, 10, 100 e 1000nM) e tempos de incubacdo (24, 48 e 72h).
Controle positivo sdo as células incubadas em meio com soro e o controle negativo sdo as células
incubadas em meio sem soro.

As barras representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos em triplicata. As analises
estatisticas foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. *
p<0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001.
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Figura 22 — A ADAMS9D néo promove a proliferagdo celular nos fibroblastos humanos (FH), nas
diferentes concentragfes (1, 10, 100 e 1000nM) e tempos de incubacdo (24, 48 e 72h). Controle
positivo sdo as células incubadas em meio com soro e o controle negativo sdo as células incubadas em
meio sem soro.

As barras representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos em triplicata. As analises
estatisticas foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.
***p<0,001.

4.7 Invasdo celular
A ADAMOID foi capaz de inibir a invasdo das células MDA-MB-231 e DU-145 no

matrigel. Seu efeito foi comparado ao efeito dos anticorpos blogueadores anti-avp5 e anti-
avf33 na linhagem DU-145 (figura 23). Estes resultados sugerem a capacidade da ADAM9D

em inibir a invasdo destas células no matrigel através da interacdo com as integrinas.
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Figura 23 — Efeitos da ADAM9D na invasdo de células MDA-MB-231 e DU-145 em matrigel.

As imagens foram analisadas quanto a area das células que invadiram na, com auxilio do software Image J e
posteriormente, transformadas em porcentagem. As barras representam a média e o desvio padrdo em triplicatas.
As analises estatisticas foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.

***p<0,001.

4.8 Migracao celular —Transwell

No ensaio de migracdo celular-transwell realizado, a ADAM9D foi responsavel por
inibir a migracdo das células MDA-MB-231 (figura 16), nas duas concentracOes testadas
(100nM e 1000nM). Entretanto, a ADAMID nao foi capaz de inibir a migracao das células da
linhagem DU-145 nas duas concentracOes testadas, e, surpreendentemente, houve uma

tendéncia da proteina em aumentar a migracdo celular proporcionalmente a concentracdo da

proteina em estudo (figura 24).
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Figura 24 — Efeitos da ADAM9D na migragéo de células MDA-MB-231.

A ADAMOD foi capaz de inibir a migragdo celular, apés 22h de incubagdo, as imagens foram
analisadas quanto ao numero de células para cada tratamento. As andlises estatisticas foram realizadas
usando analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. ***p<0,001.

4.9 Migracéo celular - Wound Healing
Outro ensaio para verificar a atividade da ADAM9D na migracédo foi o wound healing,

em 24h de invubacdo foi possivel visualizar que esta proteina foi capaz de inibir a migracédo
das células MDA-MB-231 (figura 25), em cerca de 15%, somente na concentracdo de
2000nM (Figura 26) quando comparada ao controle (células incubadas somente com meio
completo). J& em 48h ndo foi possivel analisar a migracéo, pois as células migraram de forma

muito dispersa, dificultando a analise no software Image J, com a ferramenta de analise de

area ndo recoberta por células.
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Figura 25 — Imagens representativas do ensaio de Wound Healing para linhagem MDA-MB-231.
Imagens centrais das riscas nos tempos de 0, 24 e 48h.
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Figura 26 — Efeitos da ADAM9D na migracdo de células MDA-MB-231 pelo método de wound
healing.

A ADAMSOID foi capaz de inibir a migragdo celular na concentracdo de 2000nM. As anélises
estatisticas foram realizadas usando andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.
*

p<0,05.

Na linhagem DU-145 (figura 27) a ADAM9D foi capaz de inibir a migracdo nas
concentracdes de 100, 500 e 1000nM (figura 28) quando comparado com o controle e esta

reducdo foi entre 30-40%.
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Figura 27 - Imagens representativas do ensaio de Wound Healing para linhagem DU-145.
Imagens centrais das riscas nos tempos de 0, 24 e 48h.

Martin, ACBM



Resultados 67

DU-145
24h

100+

% Fechamento da risca

Figura 28 —. Efeitos da ADAM9D na migragdo de células MDA-MB-231.

A ADAMSID foi capaz de inibir a migragdo celular na concentragdo de 100, 500 e 1000nM. As
analises estatisticas foram realizadas usando analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey. *p<0,05.

4.10 Analise da atividade de Metalopeptidases de Matriz por Zimografia

Na figura 29 pode-se ver a atividade das MMPs, a MMP-9 (~92kDa) e MMP2
(~64kDa), a partir do sobrenadante proveniente do ensaio de wound healing com as células da
linhagem MDA-MB-231. Estas bandas foram quantificadas e verificou-se uma reducéo de
cerca de 10% na expressao da MMP-9 nesta linhagem celular quando incubada com a
ADAMSID nas concentragdes de 100 e 1000nM. J& para a MMP-2 houve uma reducdo de
30% na concentracdo de 1000nM (figura 30).

ADANMOD
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Figura 29 — Atividade de MMP por zimografia dos sobrenadantes de cultura de células da linhagem
MDA-MB-231, 24h ap6s a incubacao destas com a ADAM9D ou PBS (controle).

As células foram plaqueadas (placas de 12 pogos) 1.10°células/poco e incubadas em estufa até sua
confluéncia de 100%, quando foram entdo riscadas com auxilio de uma micropipeta. Apds a lavagem
dos pocos, as células foram incubadas com a ADAM9D ou PBS em meio sem soro por 24h. O
sobrenadante foi quantificado e usado na zimografia.
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Figura 30 — Quantificacdo das bandas de atividade das MMPs no ensaio de Wound Healing da
linhagem MDA-MB-231.

A ADAMOID foi capaz de reduzir a expressdo da MMP-9 nas concentra¢es de 100 e 1000nM, e da
MMP2 ativa na concentracdo de 1000nM. As anélises estatisticas foram realizadas usando anélise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01.

Na linhagem DU-145, além da MMP-9 e MMP-2, também foi verificado a atividade
da proMMP-2 (figura 31), a partir do sobrenadante do ensaio de wound healing. Apés a
quantificacdo das bandas verificou-se que ndo houve aumento significativo da MMP-9.
Entretanto, houve um aumento significativo na atividade da pré-MMP-2 ap0s a incubacéo
com a ADAMSID na concentracdo de 1000nM, e da MMP2 o aumento foi significativo nas

duas concentragdes testadas, 100 e 1000nM (figura 32).
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Figura 31 — Atividade de MMPs por zimografia dos sobrenadante da cultura das células da linhagem
DU-145, 24h ap6s a incubagdo destas com a ADAMSID ou PBS (controle).

As células foram plaqueadas (10°células/pogo) e incubadas em estufa até sua confluéncia de 100%,
guando foram entdo riscadas com auxilio de uma micropipeta. Apos a lavagem dos pocos, as células
foram incubadas com a ADAM9D ou PBS em meio sem soro por 24h. O sobrenadante foi
quantificado e usado na zimografia.
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Figura 32 — Quantificacdo das bandas de atividade das MMPs no ensaio de Wound Healing para a
linhagem DU-145.

A ADAMBID ndo foi capaz de reduzir ou aumentar a expressdo da MMP-9 nas concentragfes de 100 e
1000nM. Entretanto, a ADAMOD foi capaz de aumentar a expressdo da pro-MMP2 na concentracao
de 1000nM, e da MMP2 ativa nas duas concentragdes testadas. As analises estatisticas foram
realizadas usando andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01.

As MMPs também foram verificadas, a partir do sobrenadante dos insertos usados na
migracdo trans-well da linhagem DU-145 (figura 33). A atividade das MMPs na mesma
linhagem, mas com estimulos diferenciados (wound healing x migracdo trans-well) se
mostrou ser diferente. No ensaio de migracdo trans-well foi verificada uma maior atividade
das MMP-9, pr6-MMP-2 e MMP2 ativa. Além disso, neste Gltimo ensaio ndo houve diferenga

significativa das MMPs nas duas concentracOes testadas da ADAMOD (figura 34).
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Figura 33 — Atividade de MMPs por zimografia dos sobrenadante da cultura das células da linhagem
DU-145 no ensaio de migragdo trans-well, 24h ap6s a incubagdo destas com a ADAM9ID ou PBS
(controle).
As células foram plaqueadas (placas de 12 pocos) 1.10°células/inserto, na presenca ou auséncia da
ADAMOID e incubadas por 22h em estufa. O sobrenadante do inserto foi quantificado e usado na
zimografia.
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Figura 34 — Quantificacdo das bandas de atividade das MMPs no ensaio de migracdo trans-well na
linhagem DU-145.

N&o houve diferenca de expressao significativa das MMPs nas diferentes concentracfes de ADAMID.
As andlises estatisticas foram realizadas usando anélise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey.
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5. DISCUSSAO

A maior causa de morte do cancer é a metastase, cerca de 90% dos casos. Durante o
processo metastatico, as células precisam migrar e invadir os tecidos vizinhos para atingir os
vasos e posteriormente seu sitio secundario (YILMAZ; CHRISTOFORI; LEHEMBRE, 2007;
PERRET; CREPIN, 2008; GEIGER; PEEPER, 2009; BROOKS et al., 2010). As ADAMs,
sdo moléculas que participam de diferentes processos fisiologicos, clivando fatores de
crescimento, interagindo com receptores celulares, participando da adesdo celular, além de
poderem ter sua expressdo alterada em algumas patologias, como o cancer (SEALS;
COURTNEIDGE, 2003; WHITE, 2003; BLOBEL, 2005; MOCHIZUKI; OKADA, 2007).
Portanto, estudos que visam entender estes processos e as moléculas que participam durante a
metastase sdo de grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos.

Desta forma, com o objetivo de contribuir para a compreensdo dos mecanismos
moleculares do processo metastatico, durante este projeto o dominio desintegrina da ADAM9
foi clonado em sistema bacteriano, através do vetor pGEX-4T-1, na sua forma soltvel e ativa,
como demonstrado nos ensaios biolégicos. Na literatura, outros autores como Zhou et al.
(2001) realizaram a clonagem do dominio desintegrina da ADAM9 humana (A9dis)
utilizando o vetor pGEX-2T e a expressaram, além de verificarem a ligacdo deste dominio
com a integrina aVB5 em células de mieloma humano sendo este efeito dependente da
concentracdo de A9dis. A A9dis expressa por estes autores corresponde aos aminoacidos 386
— 515 e a ADAM9ID15 produzida neste trabalho aos aminoacidos 413 — 504, sendo, portanto,
as duas proteinas muito semelhantes entre si. Contudo, o0s autores citados ndo apresentaram
resultados relacionados aos efeitos da A9dis apés sua ligagao a integrina aVB5 nas células de
mieloma. Nath et al. (2000) clonaram o ectodominio da ADAMO, por eles chamado de Mely-
Fc ja que a proteina recombinante produzida possui a por¢do Fc da IgG1l humana. Estes
autores verificaram que a proteina se liga a células das linhagens Wehi 164 (fibrosarcoma de
camundongo) e HT1080 (fibrosarcoma humano) e que esta ligacao ocorre atraves do dominio
desintegrina da ADAM9. A adesdo destas células foi inibida quando as mesmas foram

incubadas com os anticorpos para as subunidades de integrinas a6 e 1.

Em um trabalho realizado por Zigrino et al. (2007) foi verificado que a ADAM9-DC
recombinante (ADAMS9 desintegrina/rico em cisteina) € capaz de diminuir a adesdo de
queratindcitos via subunidades B1 e a3, mas ndo com as subunidades a2, a5 e a6, ¢ que esta

interacdo ndo é dependente no motivo ECD, pois quando as células sdo incubadas com

Martin, ACBM



Discussao 72

peptideos ECD e RGD ndao hé reducdo da adesdo celular. Dados provenientes da anélise de
estrutura de uma proteina de veneno de serpente, a VAP1 (Vascular apoptosis-inducing
protein 1), que sdo homdlogas as ADAMs, mostraram que o dominio desintegrina nao se
encontra acessivel para ligagdo com outras proteinas, sugerindo que o dominio rico em
cisteina é que seria responsavel pela ligacdo as integrinas (TAKEDA et al., 2006; IGARASHI
et al., 2007; TAKEDA, 2009). Entretanto, esses resultados diferem dos encontrados neste
trabalho, pois a ADAMS9D foi capaz de interagir com diversas integrinas, como demonstrado
no ensaio de competicdo com anticorpos (item 4.3). Mahimkar e colaboradores (2005)
produziram diferentes constru¢cdes com os dominios da ADAM9 em fusdo com a GST. Com
isso, verificaram que as células HEK-293 (células embrionérias de rim) se aderiram em maior
proporcéo ao dominio desintegrina do que ao rico em cisteina da ADAM?9 quando comparado
aos controles, sendo que o dominio rico em cisteina teve a mesma proporcao de adesdo que a
GST, indicando que as interagdes durante a adesdo ocorrem exclusivamente entre o dominio
desintegrina e as integrinas. Além disso, demonstraram que esta adesdo ocorre devido a
interagdo do dominio desintegrina com as subunidades al, a3, a6, av e B1, evidenciando a
ADAM9 como um dos membros mais polivalentes da familia das ADAMSs. Outros autores
também verificaram a ligacdo do dominio desintegrina da ADAM9 com as integrinas a21,
a6P4, avp5, em diferentes tipos celulares (MAHIMKAR et al., 2000; MAZZOCCA et al.,
2005; KARADAG; ZHOU; CROUCHER, 2006).

Nossos resultados séo coerentes com os dados da literatura acima citados - mostrando
que a ADAMOD ¢ capaz de se ligar as subunidades a6, B1, e as integrinas avp5 e avp3 —além
da subunidade a2. Este resultado mostra um novo ligante para o dominio desintegrina da
ADAMY, uma vez que a interagdo desta proteina com a integrina ovp3 ndo havia sido descrita
na literatura anteriormente, dados publicados por nosso laboratério (COMINETTI et al.,
2009).

A ADAMOD foi capaz de inibir a adesdo da linhagem MDA-MB-231 nas
concentragdes de 10, 100 e 1000nM ao colageno tipo I. Wang (2010) verificou que a
Acurhagin-C, desintegrina ECD isolada do veneno da serpente Agkistrodon acutus, inibiu a
adesdo das células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC) a diferentes proteinas
da MEC (vitronectina, colageno | e fibronectina) nas concentragdes de 200, 400, 600 e
800nM. Entretanto, é importante salientar que a Acurhagin-C possui os dominios desintegrina
e rico em cisteina. Ja na linhagem DU-145 a proteina induziu a adesdo na concentracdo de
10nM ao colageno |. Este resultado pode estar relacionado com a interacdo, nesta linhagem
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celular, da ADAMOID a integrina avp3, pois, Zhou e colaboradores (2001) verificaram que,
quando as células de mieloma se aderem a A9dis em conjunto com o anticorpo anti-p3 ha um
aumento da adesao, portanto, talvez a ligacdo da ADAM9D a subunidade B3, nesta linhagem
celular tenha 0 mesmo efeito que o anticorpo anti-p3 na linhagem de micloma.

Esta atividade adesiva da ADAMID provavelmente ocorre pela interacdo desta com
receptores da membrana celular, responséveis por desencadearem sinalizac@es intracelulares
envolvidas na migracdo celular, proliferacdo celular entre outros (BERRIER; YAMADA,
2007). Portanto, evidenciam o sucesso da producao biologicamente ativa desta proteina no
sistema bacteriano utilizado.

Um estudo realizado por Karadag et al. (2006) verificou que a ADAM9 ¢ altamente
expressa em células de mieloma humano e que induz a expressao de interleucina-6 (IL-6) em
osteoblastos através da ligacdo da integrina aV5,além de mostrarem que em fibroblastos a
ligacdo da ADAMY ocorre através da integrina a6fl. Estes resultados sugerem que a
interacdo da ADAMY via aVp5 seja um alvo a ser explorado. Entretanto, a ADAM9ID néo foi
capaz de induzir nem de inibir a proliferacdo celular nas diferentes linhagens testadas.
Entretanto, Wang (2010) mostrou que uma desintegrina (Acuhargin-C) foi capaz de inibir a
proliferacdo de HUVECs, diferente dos resultados encontrados com a ADAMSOYD nas
linhagens MDA-MB-231, DU-145 e FH. Porém a Acurhagin-C, uma desintegrina isolada do
veneno da serpente Agkistrodon acutus, como dito anteriormente, além de apresentar o
dominio desintegrina, também apresenta 0 dominio rico em cisteina, podendo a presenca
deste dominio extra influenciar a funcdo da ADAMOID na proliferacdo celular.

A ADAMBOID inibiu em cerca de 60% a invasédo de células MDA-MB-231 no matrigel.
Na linhagem DU-145, esta reducdo foi de 42%, mostrando que a atividade da proteina pode
ser diferente dependendo da linhagem celular utilizada. No trabalho apresentado por Wang et
al. (2010) a Acurhagin-C foi capaz de inibir a invasdo de forma significativa nas células
endoteliais da linhagem HUVEC, assim como, a ADAM9D nas linhagens estudadas.
Entretanto, Mazzocca et al. (2005) mostraram que uma forma solivel da ADAM9 (ADAM9-
S), contendo os dominios metaloprotease, desintegrina e o rico em cisteina é capaz de induzir
a invasao das células de carcinoma, através de seu dominio metaloprotease, pois quando as
células sdo incubadas com um inibidor de metalopeptidases, hd uma reducédo da invasdo. Estes
autores verificaram que a ADAM9-S provavelmente induz a invaséo de células de carcinoma
através de receptores de laminina (64 e a231) mas nao atraves das subunidades o3 e a5. A

ADAMO-S também parece induzir a surgimento de um carater invasivo nas células de
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carcinoma hepatico levando a formacdo de metéstases. A superexpressdéo de ADAM9 em
células de cancer de pulmdo das linhagens A549 e EBC-1 aumenta a invasdo em matrigel,
entretanto, quando estas células sdo incubadas com anticorpo anti-g1 ha uma reducdo desta
invasdo, evidenciando o papel da interacdo com as integrinas no processo de invasdo celular
(SHINTANI et al., 2004). Em nosso laboratério foi verificado que o silenciamento da
ADAM9 em células de cancer de mama, MDA-MB-231, inibiu a invasdo ao matrigel destas
células, e isto pode ocorrer por uma reducdo da capacidade desta linhagem em degradar a
MEC, e portanto, de invadir (dados nao publicados).

O processo de invasdo e migracdo celular normalmente est4 associado a atividade de
proteases (GIALELI; THEOCHARIS; KARAMANOS, 2010; KESSENBROCK; PLAKS;
WERB, 2010), porém, Huang et al. (2005) verificou que além da migracdo mediada por
proteases, existe uma maneira alternativa de migracdo celular independente da atividade
proteolitica, através do dominio desintegrina. Apesar das ADAMSs e integrinas interagirem
com células do microambiente em que se encontram, ou seja, interag¢des célula-célula (ETO et
al., 2000), Huang e colaboradores, verificaram que a ADAM12 foi capaz de inibir a migracao
individual de células de ovario de hamster chinés através da integrina a4f1, indicando que as
ADAMs podem influenciar uma integrina na mesma celula, e ndo através de interaces
célula-célula como descrito anteriormente a este estudo. Este processo pode ocorrer, pois a
ADAM12 deve influenciar a fosforilacdo da integrina de localizagdo préxima a ela, na mesma
célula, ou a associacdo de proteinas adaptadoras a esta (HUANG; BRIDGES; WHITE, 2005).

O experimento de invasdo em matrigel, além de verificar a migracdo celular também
verifica a degradacdo da MEC. Entretanto, para certificar-se do papel da ADAM9D na
migracao celular independente da protedlise, foram realizados dois experimentos: 1- migracao
trans-well (membrana com poros sem coating com proteinas da MEC); 2- migracdo por
Wound Healing. A ADAM9D na sua forma soltvel foi capaz de inibir a migracdo das células
MDA-MB-231 nos ensaios de migracao trans-well e wound healing. Wang (2010) verificou
que a Acuhragin-C além de inibir a invasé@o de células endoteliais HUVEC, também foi capaz
de inibir a migragéo celular no ensaio trans-well de maneira dose dependente.

Com relacdo a atividade da ADAM9D na linhagem de cancer de prostata, a inibicdo
da migracdo foi verificada somente no ensaio de wound healing, diferente do ensaio trans-
well que houve um aumento da migracdo celular. Nath et al. (2000) verificou que células da
linhagem HT1080 (fibrosarcoma humano) Wehi 164 (fibrosarcoma de camundongo) quando
plaqueadas sobre a Mely-Fc hd um aumento da migracéo de 8 vezes. Zigrino e colaboradores
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(2007) mostraram que os dominios desintegrina e rico em cisteina também quando
plaqueados sob queratindcitos induziram um aumento na migracao destas células. Fry et al.
(FRY; TOKER, 2010) estudando o papel dos dominios da ADAMY, verificou que células de
cancer de mama da linhagem BT549 que expressam somente a ADAM9-L (ADAM9-long,
localizada na membrana celular) quando incubadas com anti-a6 ha um ligeiro aumento da
migracdo trans-well. Este resultado pode ser um indicativo do aumento da migragcdo nas
células DU-145, ja que esta linhagem expressa a subunidade a6 ¢ a ADAMO9D ¢ capaz de
interagir de forma significativa com esta subunidade. Além disso, Mauch et al.(2010)
verificaram que o silenciamento da ADAMY, ou seja, a auséncia da interacdo desta proteina
com as integrinas e clivagem de seus substratos hd& um aumento da migracdo celular de
culturas primarias de queratindcitos.

As células tumorais possuem diferentes mecanismos de migracdo, incluindo a
migracdo coletiva, individual, ameboside, entre outras, dependendo do estimulo que estas
recebem (FRIEDL; WOLF, 2003; 2009). Pode-se verificar um padréo diferente de migracéo
das células MDA-MB-231e DU-145 no ensaio de wound healing, podendo-se sugerir que as
células de cancer de mama migrem de forma mais individual que as células de cancer de
préstata, neste ensaio celular.

Os dados apresentados podem ser comparados com resultados na literatura, pois a
expressdo diferencial de integrinas nas linhagens celulares esta relacionada com a forma como
os dominios das proteinas da familia das ADAMSs atuam, portanto, dependendo da expressdo
das integrinas em uma linhagem celular o blogueio destas com o uso do dominio desintegrina
da ADAMY9 pode atuar de forma diferente em cada tipo celular (GEHLSEN; DAVIS;
SRIRAMARADO, 1992; MAHIMKAR et al., 2005; ZIGRINO; NISCHT; MAUCH, 2010).
Este perfil de expressdo das integrinas também esta relacionado ao tipo de tumor, sua
malignidade e a sobrevida dos pacientes (HOOD; CHERESH, 2002; DESGROSELLIER;
CHERESH, 2010), enfatizando-se a seletividade e a complexidade do processo de metastase.

Como dito anteriormente, as metalopeptidases de matriz (MMPs) sdo de grande
importancia no processo de migracdo e invasdo tumoral. As MMPs podem ser estimuladas
por fatores de crescimento, citocinas e via integrinas (FRIEDL; WOLF, 2003;
KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; ZIGRINO; NISCHT; MAUCH, 2010). Portanto, a
interacdo da ADAM9D com as integrinas e sua atividade na migracdo e invasdo tumoral
poderia afetar a expressdo das MMPs. Na linhagem MDA-MB-231 houve uma redugéo da
expressdo da MMP-9, pr6-MMP-2 e MMP2 quando incubadas com a ADAM9D no ensaio de
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wound healing, podendo ser o motivo que esta linhagem teve sua invasdo inibida
comparando-se com o controle. Na linhagem DU-145 neste mesmo ensaio, a ADAM9D
induziu a expressdo de MMP-9 e MMP-2, e estas ndo tiveram sua expressdo alterada no
ensaio de migracdo trans-well. Os ensaios possuem estimulos diferentes, resultando em
diferentes expressdes das MMPs na mesma linhagem celular. Zigrino et al.(2007) verificou
que queratindcitos tem a expressdao de MMP-9 estimulada quando incubados com a DC-9
(dominios desintegrina e rico em cisteina da ADAMO), e recentemente, observou que a DC-9
também foi capaz de induzir a expressdo de pro-MMP-2 e MMP-2 em linhagens de
melanoma e fibroblastos, de maneira dose dependente. Entretanto, em queratindcitos
silenciados para a ADAM9 nédo houve alteracdo na expressao de MMP-9 (MAUCH et al.,
2010).

Estes diferentes resultados encontrados neste projeto e na literatura evidenciam que a
ADAMB9 possui atividades dependentes da linhagem celular (FRY; TOKER, 2010). Portanto,
mais esforgos devem ser realizados visando o estudo dos dominios adesivos que sdo de
grande utilidade para que ADAMO9ID possa ser utilizada como uma ferramenta para investigar
a funcdo deste importante grupo de proteinas na carcinogénese e progressao tumoral, além de
fornecer subsidios para o desenho de agentes inibidores seletivos que possam atuar contra a

sobrevivéncia e proliferacdo de células tumorais.
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6. CONCLUSOES

v Neste projeto a ADAMID foi clonada no vetor pGEX-4T-1 na linhagem de E. coli
AD494(DE3) e produzida na sua forma soltvel e ativa, e foi utilizada em diferentes

ensaios celulares para verificar sua atividade e fungfes na migracao e invasao celular.

Nos ensaios de atividade celular a ADAMID:

v" Foi capaz de promover a adesdo via diferentes integrinas, como a2, B1, avp5, avp3, a6
e 02 nas linhagens celular de cancer de mama e de prostata, evidenciando o papel do
dominio desintegrina de interagir com diferentes integrinas;

v Na linhagem MDA-MB-231 a ADAMO9D foi capaz de inibir a adesdo ao colageno tipo
I nas concentracGes de 10, 100 e 1000nM. Entretanto, na linhagem DU-145 a proteina
em estudo induziu a ades@o na concentragdo de 10nM, e nas concentracfes de 100,
500, 1000 e 2000nM a adesdo ao colageno nao foi afetada;

v Nao afetou a proliferacdo celular nas diferentes concentracfes (1nM, 10nM, 100nM e
1000nM) e linhagens celulares testadas (MDA-MB-231, DU-145 e FH);

v" Inibiu a invasédo nas linhagens MDA-MB-231 e DU-145;

v No ensaio de migragdo trans-well a ADAMOID inibiu a migracdo das células MDA-
MB-23 e na linhagem DU-145 a ADAMO9D néo afetou a migracéo celular;

v Inibiu a migracdo da linhagem MDA-MB-231 na maior concentracdo testada
(2000nM) no ensaio de migracdo — Wound Healing, e na linhagem DU-145 a
ADAMBOID inibiu a migracdo nas concentragdes de 100, 500 e 1000nM;

v" Quanto a expressdao de MMPs, com a incubacdo da ADAM9D na linhagem MDA-
MB-231 houve uma reducéo da atividade da MMP-9 e MMP2. Na linhagem DU-145,
0 sobrenadante do wound healing, ndo houve alteragdo na expressdéo de MMP-9, mas
houve um aumento da proMMP-2 e da MMP-2. No sobrenadante da migracéo trans-
well da linhagem DU-145, verificou-se que ndo houve diferenca significativa na
expressao nas diferentes MMPs;

v' Portanto, este estudo foi capaz de obter mais informacdes sobre as fungdes do dominio
desintegrina da ADAMY na adesao e proliferacdo celular, além de verificar seu papel

na migracao e invasdo de células tumorais de cancer de mama e de prostata.
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This work aimed to investigate the role of the disintegrin domain of the human ADAM9 (ADAM9D) on
the adhesion of breast tumor cells and platelets to collagen I, in a dynamic flow assay to simulate in
vivo shear conditions. Recombinant ADAM9D was able to support tumor cell adhesion through binding
to the B1 integrin subunit and also to inhibit the invasion through matrigel in vitro. In a dynamic flow
assay ADAMSOD inhibited about 75% and 65% of MDA-MB-231 tumor cells and platelet adhesion to

ﬁg’:’l\zrd&' collagen I, respectively. In addition, it was demonstrated that VB3 integrin is new interacting partner
Integrin for ADAMOD. In conclusion, these results suggest a role for the disintegrin domain of ADAM9 in the

metastatic process. Also, ADAM9D may be a tool for investigating the role of ADAMs in metastasis and

Disintegrin
cancer progression and for the design of selective inhibitors against the adhesion and extravasation of

Cell adhesion
Cancer
Metastasis

cancer cells.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Metastasis is a key characteristic of malignant cells, which use
the bloodstream to colonize distant target organs. Tumor cell arrest
within the vasculature is a prerequisite for metastasis and it can be
supported by tumor cell interaction with activated platelets [1].
Once in the circulation, tumor cells and platelets are exposed to
shear stress generated by the dynamic flow conditions in the
bloodstream [2,3]. Under these conditions, the adhesive properties
of cells are pronouncedly different from those that mediate tumor
cell attachment under static or in vitro conditions [4].

To form metastasis, circulating tumor cells must attach to
vascular endothelial cells or components of the vessel wall and
invade through them until reach the target organs. This is mediated
by specific adhesive functions of tumor cell receptors, including the

Abbreviations: ADAM, A disintegrin and metalloproteinase; ADAM9D, disintegrin
domain of human ADAM9; ATCC, American type culture collection; BCA, bicinchoninic
acid; CMFDA, 5-chloromethylfluorescein diacetate; ECM, extracellular matrix; GST,
glutathione S-transferase; IPTG, isopropyl thio-B-p-galactopyranoside; PCR, poly-
merase chain reaction; PRP, platelet-rich plasma; RGD, arginine—glycine-aspartic acid;
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; SVMP, snake
venom metallopeptidase.

* Corresponding author. Tel.: +55 162608333; fax: +55 162608401.

E-mail addresses: mcominetti@ufscar.br, marciacominetti@yahoo.com.br (M.R.

Cominetti).

0300-9084/$ - see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2009.05.012

integrins. Integrins are a family of cell-surface o/B heterodimer
receptors, which mediate adhesive interactions with multiple
protein ligands, mostly extracellular matrix (ECM) proteins [5].
On the other hand, the ADAM (A Disintegrin And Metal-
lopeptidase) family of proteins comprises a group of multifunctional
proteins that play important roles in many biological processes, such
as cell fusion, cell adhesion, proteolysis, and in some diseases as well,
including cancer [6]. These type I transmembrane proteins are
characterized by the presence of a prodomain, an N-terminal
metallopeptidase domain, a disintegrin domain, a cysteine-rich
domain, an EGF-like domain, a transmembrane region, and a cyto-
plasmic tail with signaling properties [6-11]. The peptidase, dis-
integrin and cysteine-rich domains of the ADAMs are homologous to
the snake venom metallopeptidase (SVMP) family of proteins [12].
Although various studies have focused on the proteolytic
activities of some ADAM members, the importance of the
disintegrin domain in cell adhesion and tumor progression has only
been recently demonstrated [6,13]. The disintegrin domain of many
ADAMSs has the ability to interact with integrins on the surface of
different cell types, including normal and cancer cells [13,14]. The
interaction of ADAM15, or human metargidin, is provided by its
RGD adhesive motif, which binds to aVB3 and a5f81 integrins on
hematopoietic cells [13]. In fact, ADAM15 is the only member of the
ADAM family of proteins that contains the RGD sequence in the
disintegrin domain. Other ADAM members bind to cells via ECD or

ADAMO..., Biochimie (2009), doi:10.1016/j.biochi.2009.05.012
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DCD motifs [7,13,15]. In the literature, the adhesive properties of the
different ADAMs’ domains are still a matter of controversy.
Whereas some works attribute adhesive properties to the dis-
integrin domain [16-18], others indicate the cysteine-rich domain
as having adhesive functions [19]. The same controversy is also
observed for ADAM homologues, the SVMP proteins [20].

Among the 30 described members of the ADAM family, ADAM9
or Meltrin-v, is a widely expressed, non-RGD-containing protein
that has been shown to bind to the 2681 integrin on fibroblasts [16],
aVB5 on myeloma cells [21] as well as osteoblasts [17]. Further-
more, the disintegrin domain of ADAM9 was demonstrated to bind
directly to «6B4 and «2B1 integrins on the surface of colon carci-
noma cells [18]. After binding to these integrins, the disintegrin
domain of ADAM9 was able to promote different cell signaling
responses, such as an increase in IL-6 production via the p38MAPK
and cPLA; pathways [17].

In the present work we demonstrated for the first time, the
adhesive properties of the disintegrin domain of ADAM9 under
flow conditions, used to simulate the shear conditions found in vivo
in the bloodstream. ADAM9D inhibited the adhesion of both tumor
cells and platelets to type I collagen, a major component of the
endothelium. In addition, we demonstrated that «V3 integrin is
a new interacting partner for ADAM9D. Moreover, ADAM9D
inhibited the invasion of tumor cells through matrigel, strongly
suggesting a role for the ADAM9 disintegrin domain on the adhe-
sive properties of this protein.

2. Materials and methods
2.1. Antibodies

For competition assays the monoclonal antibodies directed
against human a2 (MAB1233), a6 (MAB13501), B1 (MAB17781) and
aVP5 (MAB2528) integrins were obtained from R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA). Antibodies against V(3 (MAB1976) and
a3 (AB1920) integrins were from Chemicon (Billerica, MA, USA),
and antibodies to the a4 integrin subunit (16528) were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-
labeled anti-oVB3, anti-a2p1, anti-a2 and anti-allbf3 integrin
antibodies and FITC-labeled rat IgG2a isotype control antibodies for
flow cytometry analysis were from Becton-Dickinson Biosciences
(Franklin Lakes, NJ, USA). Purified control IgG was purchased from
Dako (Hamburg, Germany).

2.2. Cell line and culture

MDA-MB-231 human breast tumor cell line, obtained from
ATCC, was maintained at 37 °C in 5% CO, in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Cultilab - Campinas; SP, Brazil) containing
10% FBS, penicillin (100 Ul/ml), streptomycin (100 pg/ml) and
L-glutamine (2 mM). Cell cultures and experiments were conducted
in a humidified environment with 5% CO, at 37 °C.

2.3. ADAM9 disintegrin domain cloning

Total RNA from a VMM12 human melanoma cell line was kindly
donated by Dr. Jay W. Fox from the University of Virginia Health
Systems (Charlottesville, VA, USA). After reverse transcription using
the Superscript One-Step RT-PCR kit (Invitrogen — Carlsbad, CA,
USA), the resulting cDNA was used for amplification of the dis-
integrin domain of human ADAM9 (ADAM9D) (GenBank accession
no. NM003816) with the following oligonucleotides: sense 5-CAT
GGATCCGCTCCCTCCTGTGGTAATAAGTTG-3' and antisense 5'-GT
CGCTCGAG TTAATATCCATTCTGAATAAAAACATCTG-3'. The PCR
product for ADAM9ID corresponds to the nucleotides 1318-1588

and generates an amplicon of 270 pb which results in a protein with
two ECD domains (base pairs 1357-1365 and 1513-1521). To
facilitate the DNA cloning, Bam HI and Xho I restriction sites were
added to the primers (underlined regions). For ADAM9D expression
it was used the pGEX-4T-1 vector which is classically used to
produce GST fusion proteins. The PCR product and pGEX-4T-1
vector (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) were digested with the
same restriction enzymes, purified from 1% agarose gels, and
ligated using T4 DNA ligase (Invitrogen). After the transformation of
Escherichia coli DH5-a. cells, the ampicillin-resistant recombinant
plasmids were selected for restriction analysis and the positive
clones were automatically sequenced in an ABI Prism 377 DNA
Sequencer (Perkin Elmer - Foster City, CA, USA). The confirmed
recombinant plasmids (pADAM9D) were used to transform the E.
coli AD494(DE3) expression strain.

2.4. Protein expression, purification and characterization

Cultures of E. coli AD494(DE3)pADAMID were induced for
expression by addition of 0.5 mM isopropyl thio-p-p-galactopyr-
anoside (IPTG). Four hours after induction, the cells were harvested
by centrifugation (7000 rpm, 15 min, 4 °C) in a Sorvall refrigerated
centrifuge. Cell pellet was suspended in PBS buffer (140 Mm Nadl,
2.7 mM KCl, 10 mM NayHPOy4, 1.8 mM KH,PO4, pH 7.3) and lysed by
sonication (5 times, 4 °C, 1 min interval). ADAM9D was released
from the fusion protein (GST) by thrombin (GE Healthcare)
cleavage. Thrombin was eliminated from samples containing
ADAMB9D by purification in a Benzamidine-Sepharose 4B column
(GE Healthcare). Fractions were analyzed by SDS-PAGE with Coo-
massie brilliant blue staining and ADAM9D concentration was
determined by BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA). The
ADAMB9ID expression yield is approximately 2.5 mg/l of culture.

2.5. Platelet aggregation

Platelet aggregation assays were performed in human platelet-
rich plasma (PRP). Human blood was obtained from healthy donors
and an 8% sodium citrate solution was added into the blood at the
proportion of 1/9 (v/v). The mixture was centrifuged at 500 x g for
10 min and PRP was transferred into a clean tube. Different
amounts of ADAM9D were added to PRP and allowed to incubate
for 2 min, followed by the addition of collagen type I (final
concentration of 10 pg/ml) or ADP (10 puM) to initiate aggregation.
Platelet aggregation was measured in a Chronolog Aggregometer at
37 °C with stirring (900 rpm). The maximum aggregation response
obtained from addition of collagen or ADP and in the absence of
ADAMS9ID was given a value of 100% aggregation.

2.6. Inhibition of cell adhesion

Cell adhesion assays were performed as described earlier [22].
Briefly, 80% confluent monolayer cultures of MDA-MB-231 breast
tumor cells were detached from tissue flasks by a short period
incubation with 0.25% Trypsin-0.1% EDTA solution. Collagen type |
from calf skin (Sigma-Aldrich) in acetic acid (0.1%) was immobi-
lized in 96 well plates (10 pg/well) by incubation at 4 °C overnight.
Wells were blocked with 1% BSA in adhesion buffer (20 mM HEPES,
150 mM Na(l, 5 mM KCl, 1 mM MgSOg4, and 1 mM MnCl,, pH 7.4)
(200 pl/well) at room temperature for 2 h. MDA-MB-231 cells
(5 x 108cells/ml) were labeled by incubation with 12.5 uM CMFDA
(5-chloromethylfluorescein diacetate) in adhesion buffer at 37 °C
for 30 min. Unbound label was removed by washing with adhesion
buffer. Labeled cells (1 x 10° cellsjwell) were incubated with
ADAMBID at several concentrations before being transferred to the
plate and incubated at 37 °C for 30 min. After washing to remove
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unbound cells, the remaining cells were lysed by the addition of
0.5% Triton X-100. In parallel, a standard curve was prepared in the
same plate using known quantities of labeled cells. The plates were
read using a Spectra-Max Gemini XS fluorescence plate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) with a 485-nm excitation
and 530-nm emission filters.

2.7. Promotion of cell adhesion and antibody competition assays

For the promotion of cell adhesion assay, collagen type I (10 pg/
well) (Sigma-Aldrich) or ADAM9D (1-100 pg/well) dissolved in
0.1% acetic acid or adhesion buffer respectively, were immobilized
on a 96-well microtiter plate overnight at 4 °C. Labeled cells
(1 x 10° cells/well) alone or previously incubated with anti-oVf3,
anti-aVp5, anti-¢2, anti-a3, anti-¢4, anti-a6, and anti-B1 blocking
antibodies were added to the wells for 30 min at 37 °C. After
washing with adhesion buffer to remove unbound cells, the
remaining cells were lysed and the plate was read as described
above.

2.8. Flow cytometry analysis

The integrin content on MDA-MB-231 breast tumor cells and
platelets was determined by flow cytometry analysis using specific
anti-integrin antibodies. Harvested MDA-MB-231 breast tumor
cells were washed in PBS containing 1% BSA and 5 x 10° cells were
incubated for 30 min at 4 °C with 10 pl FITC-anti-aVf3, anti-a2,
anti-B1, anti-a3, or anti-allbf3 integrin antibodies. As negative
controls, cells were incubated with FITC-isotype antibodies. Cells
were immediately analyzed with a FACscalibur flow cytometer
(Becton-Dickinson Biosciences).

2.9. Matrigel invasion assay

To measure cell invasion BD BioCoat Matrigel Invasion Cham-
bers (Becton-Dickinson Biosciences) were used. Eighty percent
confluent monolayer cultures of MDA-MB-231 breast tumor cells
were detached as described above and 5 x 10% cells/ml, previously
mixed or not (controls) with ADAM9D (1 pM) were placed in the
upper well of rehydrate inserts. For the controls, the lower well was
filled with 750 ul medium with (+C) or without (—C) 10% FBS. Cells
were allowed to invade for 22 h. Then the non-invading cells were
scraped from the upper surface of the membrane and the cells on
the lower side were fixed with 100% methanol and stained with 1%
Toluidine Blue in 1% Borax. Inserts were rinsed with water and
membranes were allowed to air dry. Twenty images covering the
membrane were taken under microscope and the recovered surface
of insert membranes was calculated using the software Image J.

2.10. Flow adhesion assay

The effects of ADAMID on the adhesion of tumor cells and
platelets in vitro under flow conditions were analyzed using
a model proposed by Gomes [23]. MDA-MB-231 cells (10 cells/ml)
labeled with cell tracker red CMTPX (Invitrogen) were incubated
(20 min) with ADAM9D (5 and 10 pM, final concentrations) or PBS
(control) at 37 °C. Blood obtained from consenting healthy human
donors was anticoagulated with standard heparin (13 IU/ml) and
centrifuged at 200 x g for 20 min to obtain PRP which was then
labeled with 5 ug/ml cell trace calcein green AM (Invitrogen) for
30 min at 37 °C. PRP was mixed with the remaining red blood cells
(1:1.5, v/v) and further mixed with ADAM9D-treated MDA-MB-231
labeled cells (1:10, v/v). The mixture was perfused (1500 s!) in
a perfusion chamber for 10 min covered by a bovine collagen type
I-coated coverslip. After washing with PBS for 5 min, twenty

different fields were captured using the software Scion Visiocapture
Image Acquisition Application and an epifluorescent microscopy
(Nikon Eclipse TE 300) coupled to a photo machine. Recovered
surface of adhered platelets and cells in each field was differentially
counted using the software Image J.

2.11. Statistical analysis

Each experiment was repeated three times in triplicate and
a standard error mean was calculated. The results were compared
statistically with a one-way analysis of variance (ANOVA). Since the
ANOVA tests showed significant differences (acceptable p
level < 0.05) Dunnett’s significant difference post hoc analysis was
performed to determine differences between simple main-effect
means.

3. Results
3.1. ADAMOID cloning, expression, purification and characterization

A band of 270 bp was amplified from total RNA extracted from
human VMM12 cells using specific primers for the disintegrin
domain of human ADAM9 (GenBank accession no. NM003816)
(Fig. 1A). The PCR product and the vector pGEX-4T-1 were purified
and ligated. The success of the cloning process was confirmed by
restriction analysis and sequencing (not shown). E. coli AD494(DE3)
cells were transformed by pADAM9D and the ADAM9D was
produced after IPTG induction (Fig. 1B, lanes 1 and 2). Most of the
recombinant protein (60%) was found in the soluble extract (Fig. 1B,
lane 3), yielding approximately 2.5 mg of ADAM9D per liter of
bacterial culture. However, a great quantity of protein was
produced as inclusion bodies and was found in the pellet fraction
(Fig. 1B, lane 4). The ADAM9D was released from the pGEX-4T-1
fusion protein (GST) using thrombin cleavage. Fig. 1C represents the
thrombin cleavage at 0 h at room temperature (lane 1) or 4 °C
(lane 2) and after 2, 4, 6, 8,10 and 12 h, under room temperature,
respectively (Fig. 1C, lanes 3-8). Thrombin was eliminated from
samples containing ADAM9D by purification in a Benzamidine-
Sepharose 4B column and the fractions containing ADAM9D were
concentrated (Fig. 1D) to be used in the biological assays. ADAM9D
was submitted to N-terminal sequencing of its first 8 residues
(Gly-Ser-Ala-Pro-Ser-Cys-Gly-Asn). The amino acid sequence had
100% identity with the predicted sequence of the disintegrin
domain of ADAM9 (bold residues after the thrombin cleavage site).

3.2. Platelet aggregation

Recombinant ADAMOD was tested on platelet aggregation using
human PRP and collagen type I or ADP as agonists for aggregation.
Recombinant ADAM9D, at concentrations as high as 10 uM, was
unable to inhibit platelet aggregation induced by both agonists,
collagen type I or ADP (results not shown).

3.3. Effects of ADAMID on the adhesion of MDA-MB-231 cells under
static conditions

In a static model, ADAM9D inhibited the adhesion of MDA-MB-
231 breast cancer cells to the collagen type I. This inhibition was
partially proportional to the concentration of ADAM9D used.
Concentrations of 1 nM of ADAM9D inhibited 22.96 + 2.6%,
whereas concentrations of 10, 100 and 1000 nM inhibited
32.75 &+ 4.8%, 36.56 4+ 0.05% and 37.43 + 1.4%, respectively, the
adhesion of MDA-MB-231 cancer cells compared to the positive
control, collagen type I, to which the adhesion was considered as
100% (Fig. 2).
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Fig. 1. Cloning, expression and purification of recombinant disintegrin domain of human ADAM9 (ADAM9D). (A) cDNA amplification of ADAM9D (270 bp) starting from total RNA of
VMM12 cell line (1% agarose gel). (B) Recombinant ADAMID protein was expressed by E. coli AD494(DE3). Bacterial culture sample before IPTG induction (lane 1) or 4 h after IPTG
induction (lane 2) are represented. The protein content of the cell extract representing the soluble (lane 3) and insoluble (lane 4) fractions are also showed (SDS-PAGE in a Coo-
massie brilliant blue-stained 15% gel). (C) Digestion of ADAM9D/GST recombinant protein after expression and purification on a Glutathione-Sepharose 4B resin, following 0 h of
thrombin incubation at room temperature (lane 1) or 4 °C (lane 2) and 2, 4, 6, 8, 10 and 12 h (lanes 3-8) of thrombin incubation at room temperature, respectively (15% SDS-PAGE).
Samples containing ADAMID were fractionated by application on a Benzamidine-Sepharose 4B column for thrombin elimination. (D) Concentrated fraction of ADAM9D (15% SDS-

PAGE). M: molecular mass marker.

To analyze whether the recombinant ADAM9D could support
the adhesion of breast tumor cancer cells, the protein was immo-
bilized on the wells of a 96-well plate. When coated on wells,
ADAMBID significantly induced concentration-dependent adhesion
of breast tumor MDA-MB-231 cells, working as an adhesion
molecule for this cell type (Fig. 3A). ADAM9D at quantities of 1, 10
and 100 pg supported the adhesion of tumor cells by 67.7 4 6.2%,
99.8 + 4.5% and 110 + 10.2%, respectively, when compared to the
adhesion of collagen type I (Fig. 3A). MDA-MB-231 cells adhered
very poorly on BSA (11.5 + 1.8%), used as a negative control
(Fig. 3A). The morphology of cells plated on different substrates
was also analyzed (Fig. 3B). After 6 h of incubation the majority of
cells plated on BSA appeared rounded, contrasting with cells plated
on collagen type I, which spread out through the coating forming
cell projections. A similar pattern was observed when cells were
plated on ADAM9D coating (10 pg, 6 h and 24 h) (Fig. 3B) sug-
gesting that this protein can serve as a substrate for supporting cell
adhesion.

The integrin content on tumor MDA-MB-231 cell and platelets
were measured by flow cytometry using specific antibodies
against different integrins (Fig. 4). Cytometry analysis of MDA-
MB-231 cells showed that they express high levels of aV(3, f1, a2
and a3 and integrins, however they do not express the platelet
allbB3 integrin on their surface (Fig. 4). For the surface of human
platelets, the integrin profile is already well documented [24].
They contain at least five members of integrin family proteins,
including a collagen receptor, the o281 integrin, which is the most
widely distributed collagen-binding integrin on platelets [24].
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Fig. 2. ADAMOD inhibits the adhesion of MDA-MB-231 breast tumor cells to collagen
type 1. Ninety six well plates were coated with collagen I (10 pug/well) overnight at 4 °C.
After blocking with 1% BSA, CMFDA-labeled MDA-MB-231 cells (1 x 10° cells/well)
previously incubated for 30 min at 37 °C with different concentrations of ADAM9D
(1-1000 nM), were seeded in the wells. After washing, remaining cells were lysed and
the plate was read for the release of fluorescence. Results are expressed as mean + SEM
of three independent experiments. The results were normalized by the collagen values
which were considered as 100% adhesion. The p value was determined using the using
Dunnett’s test comparing ADAM9D bars with the positive control bar (collagen type I)
(*p < 0.05; *p < 0.01).
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Fig. 3. ADAMID supports the adhesion of MDA-MB-231 breast tumor cells. (A) 96 well plates were coated with ADAM9D (1-100 pg) or collagen I (10 pg/well) overnight at 4 °C.
After blocking with 1% BSA, CMFDA-labeled MDA-MB-231 cells (1 x 10° cells/well) were seeded in the wells. The plates were incubated at 37 °C for 30 min, washed, lysed and read
as in Fig. 2. Results are expressed as mean + SEM of three independent experiments. The p value was determined using the using Dunnett’s test comparing ADAM9D bars with
negative control bar (BSA) (**p < 0.01; ***p < 0.001). (B) Morphology of cells plated on BSA, collagen type I (10 pug) or ADAM9D (10 pg) was analyzed by photomicrographs taken

after 6 and 24 h of incubation (bars 10 um, upper panel; 25 um, lower panel).

Other integrin receptors in platelets include a fibrinogen receptor
(allbB3), a vitronectin receptor (2VB3), a fibronectin receptor
(a5B1), and a laminin receptor (a6p1) [24].

3.4. ADAMID binds to MDA-MB-231 tumor breast cells
by 61, a3, aVB3, aVB5 and o2 integrins

To verify which integrin subunits of tumor cells were specific for
the binding of ADAM9D, we performed competition assays using
blocking anti-integrin antibodies (Fig. 5). MDA-MB-231 cells were
incubated with different inhibitory anti-integrin antibodies and
then applied on ADAM9D-coated wells. Antibodies directed against
the B1 integrin subunit efficiently inhibited MDA-MB-231 cell
adhesion to ADAM9D (88.13 + 3.4%) compared to the control,
where cells were incubated only with PBS and plated on ADAM9D
(Fig. 5). Antibodies against o3, aVf3, aVB5, and o2 integrins also
inhibited MDA-MB-231 cell adhesion to ADAM9D by 74 4 17.1%,
55.1 +1.8%, 50.66 + 3.7% and 39.63 + 7.6%, respectively. This result
demonstrates for the first time that the disintegrin domain of
ADAM?9 interacts with aVf3 integrin. On the other hand, antibodies
raised against 6 and o4 integrin subunits did not have a significant

effect on the inhibition of MDA-MB-231 cell adhesion to ADAM9D-
coated wells (Fig. 5).

3.5. ADAMID inhibits the matrigel invasion of MDA-MB-231
breast tumor cells

ADAMBO9D (1 pM) inhibited the invasion of MDA-MB-231 breast
tumor cells through the matrigel in an in vitro assay by 60 + 11.3%
(Fig. 6). Complete medium was used as a chemoattractant and the
negative control was medium without serum.

3.6. ADAMID inhibits the adhesion of MDA-MB-231 breast
tumor cells and activated platelets to collagen type I under
dynamic flow conditions

The effects of ADAM9D on the adhesion of MDA-MB-231 cells and
activated platelets to collagen type I under dynamic flow assay
conditions were tested (Fig. 7). ADAM9D (5 pM) was able to inhibit the
adhesion of platelets and tumor cells by 65.6 4= 14.2% and 69.5 + 13.2%
respectively, compared to the control (Fig. 7). Results obtained with
10 uM ADAMID were not significantly different from those with 5 uM
(63.4 £ 29.1% for platelets and 81.8 + 17.2% for tumor cells).
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Fig. 4. MDA-MB-231 cells express aVp3, 1, 22, and &3, but not «lIbp3 integrin receptors. The presence of integrin receptors on MDA-MB-231 cell surface was determined by flow
cytometry with FITC-anti-2VB3, anti-o2, anti-f1, anti-a.3, or anti-allbf3 integrin antibodies, as described in Section 2. Shaded curve represents background fluorescence in the

presence of isotype-matched antibody.

4. Discussion

ADAMS9D was produced in a bacterial system in an active form,
which was demonstrated by several biological assays. Similar
results were previously described [17,21] suggesting that no post-
translational modifications are needed for its activity. ADAM9D
inhibited MDA-MB-231 cell adhesion to collagen I and functioned
as an adhesive protein itself. Inhibition of cell adhesion by ADAM9D
was only partial probably by the presence of other collagen-binding
receptors on MDA-MB-231 cells, such as a1B1 integrin [25-27].

The interaction of ADAM9D with tumor cells was mediated
mainly by B1 integrin subunits in these cells, as demonstrated by
antibody competition assays. It has been previously demonstrated
that the recombinant disintegrin and cysteine-rich domains from
human ADAM9 mediate cellular adhesion through B1 integrins
[19,28]. The disintegrin domain of human ADAM9Y was also
demonstrated to be a ligand for aVB5 integrin on myeloma cells
[21]. Our data are in agreement with these results and moreover
indicate, for the first time, an interaction of ADAM9D with aVf3
integrin on MDA-MB-231 breast tumor cells. Flow cytometry
analysis of this cell line confirmed the presence of aVB3 integrin.

Nath et al. [16] and Mazzocca et al. [18] have demonstrated the
binding of the ADAM9 recombinant ectodomain to fibrosarcoma or
liver cells. In addition, Karadag et al. [17] have demonstrated that
the recombinant disintegrin domain of human ADAM9 regulates

myeloma-cell-induced IL-6 production in osteoblasts, through
interaction with V5 integrin. In agreement with these results,
Mahimkar et al. [28] produced the stable expression of ADAM9
constructs in HEK-293 cells and showed that the disintegrin
domain (and not the cysteine-rich domain) is the responsible for
the competitive inhibition of theses cells to the ECM components,
by binding to different f1 integrins (a1, @3, a6 and aV). On the other
hand, Zigrino et al. [19] demonstrated that ADAM9 functions as
a cell adhesion molecule via disintegrin and cysteine-rich domains.
Therefore, it seems that both disintegrin and the cysteine-rich
domains have important and probably cooperative roles in protein
interaction and cell adhesion.

In this work we demonstrated that ADAM9D is able to inhibit
the matrigel invasion of MDA-MB-231 breast cancer cells. In
a model proposed by Mazzocca et al. [18], a form called ADAM9-S,
composed by a prodomain, metallopeptidase, disintegrin and
cysteine-rich domains, localized in a proteolytically active form
proximal to the cell surface of invasive cells would regulate cell
motility, facilitating invasion. On the other hand, according to our
results, the isolated disintegrin domain is blocking MDA-MB-231
breast tumor cell invasion through matrigel and this result is in
agreement with in-flow assays. It is important to mention that
ADAMB9-S is composed by other domains besides the disintegrin
domain [18], and the presence of these additional domains prob-
ably also contributes to invasion.
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Fig. 5. ADAM9D binds to MDA-MB-231 tumor breast cells by f1, 3, aV#3, «VB5 and a2
integrins. Ninety six well plates were coated with ADAM9D (10 pg/ml) overnight at
4 °C. After blocking with 1% BSA, the CMFDA-labeled MDA-MB-231 cells (1 x 10° cells/
well) previously incubated (30 min, 37 °C) or not (control bar) with different anti-
bodies (20 pg/well) were added to each well. The plates were incubated at 37 °C for
30 min, washed, lysed and read as in Fig. 2. Results are expressed as mean + SEM of
three independent experiments. The results were normalized by the ADAM9D
(control) values which were considered as 100% adhesion The p value was determined
using the using Dunnett’s test comparing antibodies bars with the control bar
(*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001).

Metastasis to different organs involves dissemination of tumor
cells via the bloodstream [1]. This process depends on tumor cell
intravasation, adhesion to the vessel wall, extravasation, infiltra-
tion, and proliferation into target tissue. Integrin «VB3 has been
implicated in the pathophysiology of malignant tumors. It plays
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Fig. 6. ADAMID inhibits matrigel invasion of MDA-MB-231 breast tumor cells. MDA-
MB-231 breast tumor cells (5 x 10 cells/ml) were resuspended in DMEM and added to
the upper compartments of BD BioCoat Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences)
before incubation for 30 min with ADAM9D (1 uM) in DMEM. For the controls, the
lower well was filled with 750 ul medium with (+C) or without (—C) 10% FBS. Cells
were allowed to invade for 22 h at 37 °C and 5% CO,. Non-invading cells were scraped
from the upper surface of the membrane and the cells on the lower side were fixed and
stained. Twenty images covering the membrane were taken under microscope and the
recovered surface of inserts was calculated using the software Image ]. Representative
images from the controls and ADAMID inserts are shown. Results are expressed as
mean + SEM of three independent experiments. The p value was determined using the
Dunnett’s test comparing ADAMID bars with the positive control bar (***p < 0.001).

1004 — —

[ Control
/3 5uM

- E 10uM

o

‘n

g 50 -

g £

S

0

platelets MDA-MB-231

Fig. 7. ADAMID inhibits the adhesion of MDA-MB-231 breast tumor cells and acti-
vated platelets to collagen type I under dynamic flow conditions. Cell tracker red-
labeled MDA-MB-231 cells were incubated (20 min) with ADAM9D (5 or 10 uM) or PBS
(control bar) and then mixed with whole blood diluted in calcein green-labeled PRP.
MDA-MB-231 cells and PRP mixture were perfused (1500 s~') in a perfusion chamber
for 10 min on a collagen type I-coated coverslip. The images of recovered area from
adhered platelets and tumor cells in twenty random fields were captured and differ-
entially counted using the software Image ]. Results are expressed as mean 4 SEM of
three independent experiments. The p value was determined using the using Dunnett’s
test comparing ADAMID bars with the positive control bar (**p < 0.01).

a role on endothelial cells, where it is required for tumor angio-
genesis. In breast cancer, aVB3 characterizes the metastatic
phenotype, as this integrin is up regulated in invasive tumors and
distant metastases. In the bloodstream, aVB3 integrin supports
tumor cell interaction with adherent platelets and leukocytes [1].
However, to mediate this interaction, oVB3 integrin must be acti-
vated. In breast cancer cells, the integrin «VB3 can exist in activated
or non-activated forms. Furthermore, expression of activated aV3
integrins on the surface of cancer cells is associated with a highly
aggressive metastatic phenotype [1]. Thus, expression of aVf3 on
circulating tumor cells in a constitutively activated form, or in
a state that allows rapid activation under blood flow dynamic
conditions, provides an advantage for successful metastasis [29].
The shear stress generated by the dynamic blood flow condi-
tions in the bloodstream affects the characteristics of cell adhesion
receptors [2,3]. Under flow conditions, the adhesive properties of
cells are markedly different from those that mediate cell attach-
ment under static conditions. Arrest during blood flow can be
supported by tumor cell interaction with attached, activated
platelets [4]. Platelets are also implicated in tumor progression by
facilitating metastasis formation and enhancing tumor cell adhe-
sion to the subendothelial matrix under blood flow conditions [29].
Furthermore, platelets have been shown to promote tumor cell
adhesion to ECM under flow [30]. The mechanisms through
platelets and melanoma cells interact are still unknown, but some
hypotheses have been created. Some works demonstrate that
platelet integrin allbf3 and melanoma cell integrin aVB3 interact
via divalent or multivalent RGD-containing plasma proteins, such
as fibrinogen, von Willebrand factor, fibronectin, or thrombo-
spondin [31]. However, the results of aggregation studies using ADP
suggest that ADAM9D does not antagonize «llbf3 integrin. Since
ADAMBO9D has no effects on collagen-induced platelet aggregation,
we hypothesize that this protein, by binding to MDA-MB-231 cells,
would inhibit the platelet/cancer cell conjugates recruitment. This
hypothesis would explain the discrepant results between in-flow
platelet adhesion to collagen inhibited by ADAM9D, and collagen-
induced platelet aggregation, not inhibited by ADAM9D.
Regarding the effects on the inhibition of tumor cell invasion
and platelet and tumor cell adhesion under dynamic flow condi-
tions, ADAM9D can be a candidate as a model for the design of
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selective inhibitors against the adhesion and extravasation of
cancer cells. Anti-adhesion therapy is a promising therapeutic
concept in oncology [32] and many pharmacological and toxico-
logical studies indicate that antagonists of different integrins, such
as disintegrins, RGD peptides, small molecules, and blocking anti-
bodies are well tolerated in different animal species, suggesting
that these molecules may be potentially effective and safe for
therapeutic purposes [33]. However, the secondary effects of tar-
geting ADAMOD in tumor breast cancer remains to be identified.

In conclusion, we have demonstrated that ADAM9D is able to
inhibit tumor and platelet cell adhesion under flow to simulate in
vivo conditions. Our results suggest a role for the disintegrin
domain of ADAM9 in the metastatic process. In addition, ADAM9D
can be used as a tool for investigating the role of ADAMs in
metastasis and cancer progression.
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Abstract: Cell migration is a key process for the defense of pluricellular organisms against
pathogens, and it involves a set of surface receptors acting in an ordered fashion to
contribute directionality to the movement. Among these receptors are the integrins, which
connect the cell cytoskeleton to the extracellular matrix components, thus playing a central
role in cell migration. Integrin clustering at focal adhesions drives actin polymerization
along the cell leading edge, resulting in polarity of cell movement. Therefore, small
integrin-binding proteins such as the snake venom disintegrins that inhibit integrin-
mediated cell adhesion are expected to inhibit cell migration. Here we review the current
knowledge on disintegrin and disintegrin-like protein effects on cell migration and their
potential use as pharmacological tools in anti-inflammatory therapy as well as in inhibition
of metastatic invasion.

Keywords: cell migration; disintegrin; snake venom; ADAM; a3 integrin

1. Introduction

Metastasis is one the major causes of death in patients with cancer. In order for a tumor to grow and
metastasize, both tumor and endothelial cells must migrate and invade surrounding tissues [1,2].
Endothelial cell migration provides the blood supply that is essential to tumor cells. Once in the blood
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vessels, tumor cells must adhere to the endothelium and escape to a new site [3], two processes that
depend on their invasive abilities. Therefore, the blockage of both tumor and endothelial cell migration
and invasion is an interesting approach for the treatment of cancer patients. The key receptors involved
in cell migration are the integrins, which connect the cells to the extracellular matrix of the tumor
microenvironment. Integrin blocking usually results in inhibition of cell migration and tumor
angiogenesis [4]. Here we review the effects of disintegrins, a group of integrin-binding proteins found
in snake venoms, in the cell adhesion process and their application in anti-cancer and anti-metastatic
therapy. The effects of disintegrin on neutrophil migration will also be briefly described for a better
illustration of the role of these proteins in cell migration.

2. Integrins and Cell Migration

Integrins are cell surface receptors that play critical roles in cell adhesion and migration. These
proteins are heterodimers of transmembrane o- and B-subunits that connect the extracellular matrix
(ECM) to the cell cytoskeleton. Cell binding by integrins to their cognate extracellular ligands, such as
collagen, laminin and fibronectin, triggers intracellular signaling pathways that control cytoskeleton
organization, cell polarity and force generation [5]. Integrin clustering at focal complexes drives actin
polymerization along the leading edge of migrating cells, contributing to changes in cell shape and
polarity [6]. Integrins are also involved in the regulation of matrix-degrading proteases, a key step for
the invasive phenotype. There are several excellent reviews on the role of integrins in cell migration
and invasion [6-8], and therefore, this subject will not be addressed in the present review.
Furthermore, several studies have described the correlation between a malignant phenotype and an
altered integrin distribution on tumor cell surfaces [9]. The role of integrins in metastatic dissemination
is also very well documented [10,11], and is beyond the scope of this review.

3. Angiogenesis

The term angiogenesis usually defines the growth of sprouts from capillary blood vessels that
depends on a delicate balance between pro- and anti-angiogenic factors. In mammals, physiological
angiogenesis is restricted to specific situations, including growth, tissue regeneration and reproduction.
In contrast, some angiogenesis-dependent diseases, such as tumor growth, age-related macular
degeneration and atherosclerosis, have been described [12].

Angiogenesis is primarily driven by tissue hypoxia that upregulates hypoxic factor-1 (HF-1)
expression [7,13], which in turn induces vascular endothelial cell growth factor (VEGF) expression, a
potent mitogen for endothelial cells [7,14]. Briefly, the angiogenic cascade includes degradation of
basement membrane (BM) by matrix metalloproteases (MMPs) expressed by endothelial cells (EC),
EC proliferation and tube formation, synthesis of a new BM, tube stabilization by pericytes and
vascular smooth muscle cells and maturation into capillaries [15]. In addition, extracellular matrix
degradation by MMPs plays a key role in the control of angiogenesis either by releasing VEGF from
the ECM and facilitating EC migration, or by releasing angiogenesis inhibitors from larger
extracellular matrix components such as endostatin from collagen XVIII [16,17], and angiostatin from
plasminogen [15,18]. Angiogenesis is also influenced by integrins expressed on endothelial cells,
vascular smooth muscle cells, fibroblasts, and platelets. These cells process signals from their
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microenvironment and respond by altering their cell-cell and cell-matrix adhesion, which allows
migration and vascular remodeling over a period of days to weeks [19].

On the other hand, tumor angiogenesis is not particularly effective. Tumor vessels are structurally
and biologically different with leaky characteristics that facilitate tumor cell dissemination by blood or
lymphatic vessels [4,20]. Unlike in quiescent EC, the o33 integrin is highly expressed by tumor EC,
which helps the binding of new ECs to the provisional matrix components, including vitronectin and
fibronectin that are deposited in the tumor microenvironment [4]. Accordingly, small integrin binding
proteins have been tested for their ability to inhibit tumor angiogenesis. We will review the work that
has been done with snake venom disintegrins in this field.

4. Disintegrins from Snake Venoms

Snake venom disintegrins are mostly derived from proteolytically processed precursor forms having
a metalloprotease domain, named the snake venom metalloproteases (SVMPs). Members of this
protein family have been classified according to their multi-domain structure into P-1, P-II and P-III
classes [21]. Members of the P-I class are formed by a metalloprotease domain only while P-II proteins
have a metalloproteinase and a disintegrin domain. P-III proteins have an additional cysteine-rich
domain following the disintegrin region and in some cases, a lectin domain [22]. These last two classes
(P-II and P-III) can be subdivided further according to the proteolytic processing of their domains and
their ability to form dimeric structures [23]. Based on this classification, processed RGD-disintegrins
are derived from the P-IIa class, while homo- and heterodimeric disintegrins are released in general
from SVMPs belonging to the P-IId and P-Ile classes, respectively. P-III SVMPs originate
the disintegrin-like proteins (DC, for Disintegrin, Cys-rich proteins) formed by covalently
linked-disintegrin-like and Cys-rich domains [21]. By means of phylogenetic analysis,
Calvete et al. [24] provided strong evidence that the diversity of disintegrins could be due to an
accelerated evolution of surface-exposed residues with the inference that the RGD motif is the
ancestral integrin-recognition motif from which other disintegrins have emerged via single-base
substitutions to generate KGD-, MGD-, WGD-, and VGD-integrin binding motifs as well as others.
The diversity of the integrin-binding loop, along with other conserved residues among disintegrin
molecules, gives rise to different integrin specificities (Table 1). However, disintegrin structural
complexity does not derive only from venom genomic structure and transcriptional regulation events
but also from post-translational modifications that could be responsible for dimerization and disulfide
bonding as previously suggested [21].

DC proteins are usually found in a processed form in snake venoms without the catalytic domain
but they are not further separated into independent proteins due to a disulfide bond that connects both
domains. The active RGD loop of P-II-derived disintegrins is modified into a cysteine-contained loop
(D/ECD) in the DC proteins [25]. It has been recently suggested that distinct disulfide pairing strongly
contributes to the conformation of the D domain, which could consequently influence the binding
properties and specificities of DC proteins [26]. Depending on the disulfide pairing, the D domain may
assume at least two types of conformation, a C-shaped or an I-shaped scaffold; the former was
suggested to play a key role in substrate recognition by the catalytic domain [27]. The D domain also
has adhesive properties to some proteins such as collagen I, as recently demonstrated.
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Integrin binding ability is apparently more related to the Cys-rich domain [28,29] which was also
shown to bind von Willebrand factor therefore helping substrate targeting for proteolysis by the
metalloprotease domain [30]. In addition, the hyper-variable region (HVR), considered the major
structurally distinct region among the P-III SVMPs and suggested to play a key role in target selection
due to its protein-protein adhesive properties, is located in the Cys-rich domain [29]. The importance
of HVR was recently evidenced for two elapidic SVMPs from Naja atra venom. Atragin, a SVMP
with a C-shaped D domain, but not its homolog K-like, which has an I-shaped scaffold, inhibits the
migration of both mouse fibroblasts and Chinese hamster ovary CHOKI1 cells [26]. Synthetic peptides
from the HVR of both atragin and K-like proteins showed similar results, since only the peptide from
atragin HVR inhibited cell migration toward fibronectin [26].

Disintegrins and DC proteins are rich in Cys residues, which are mainly involved in disulfide
bonds, resulting in proteolysis-resistant molecules. This is a crucial feature for a sustained half-life in
the blood. DisBa-01, a recombinant disintegrin from Bothrops alternatus venom, could be detected up
to 6 h hours after i.p. injection in mice [31]. Despite the high content of disulfide bonds, RGD-
disintegrins can be produced in an active form in bacteria [32,33], thus allowing the production of
large quantities as needed for in vivo tests. Recombinant DC proteins are more difficult to express in
an active form in bacteria. However, the production of Cys-rich domains from P-III SVMPs in active
form has been reported [29].

5. Effects of Disintegrins on Leukocyte Migration

Neutrophils can be recruited from blood circulation toward sites of inflammation due to signals
from injured tissues. To reach these sites, neutrophils must express new receptors, including some
integrins, on their cell surface that will allow their adhesion to the endothelium and subsequent
migration into tissues [34]. In addition to several constitutively expressed integrins such as o2, o3
and owf;, these cells express on-, o3-, o4-, and asP; integrins upon activation [35,36], triggering
integrin-signaling pathways that mediate actin polymerization, cytoskeletal organization, spreading
and migration [37]. Accordingly, disintegrins were first tested as integrin inhibitors of neutrophil
migration as potential anti-inflammatory candidates. However, the results showed that integrin-binding
by disintegrins could also activate neutrophils and protect these cells from apoptosis [38,39],
demonstrating the complexity of disintegrin effects.

Coelho et al. [38] first demonstrated the dual effect of the monomeric RGD-disintegrin jarastatin
(JT), from Bothrops jararaca venom, on neutrophil chemotaxis. Jarastatin inhibited neutrophil
migration toward fMLP, IL-8 and jarastatin itself in a concentration-dependent manner. However, JT
also induced neutrophil chemotaxis when used as chemoattractant [38]. In addition, it was
demonstrated that this disintegrin induced several downstream integrin-mediated signaling events such
as actin polymerization, activation of focal adhesion kinase (FAK) and extracellular-regulated kinase-2
(erk-2) nuclear translocation, which resulted in a delay of spontaneous neutrophil apoptosis [40]. JT
also inhibited neutrophil migration in vivo after intraperitoneal carrageenan injection [38]. Ocellatusin,
an RGD-disintegrin from Echis ocellatus venom, also strongly induces neutrophil chemotaxis [41].
Later, the same group demonstrated that EC3, a heterodimeric MLD-disintegrin from Echis carinatus
venom, also inhibited neutrophil chemotaxis and activated FAK and phosphoinositide 3-kinase (PI3K);
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however, in contrast to JT, EC3 inhibited Erk-2 translocation and had a pro-apoptotic effect [39].
Antibody competition assays showed that JT and EC3 effects are mediated by different neutrophil
integrins. JT binds preferentially to amP. while EC3 is a ligand for agf}; in neutrophils [39,42]. In
contrast, it has been recently shown that activation of aof}; integrin by VLOS, a dimeric disintegrin
from Vipera lebetina obtusa venom [43], inhibits neutrophil spontaneous apoptosis by up-regulating
the expression of anti-apoptotic proteins Bcl-xp and by increasing the degradation of pro-apoptotic
protein Bad [36]. The two dimeric disintegrins EC3 and VLOS5 are an interesting example of how
subtle the structural differences that lead to distinct biological effects can be. Both disintegrins are very
similar and have the VGD motif on the A-subunit while the B-subunit has a single amino acid
replacement N-terminally to the MLD adhesive motif. This MLD motif has been suggested to be
responsible for the different binding specificities and biological effects. An alanine residue in EC3
(AMLD) is replaced in VOLS by a threonine residue (TMLD), which could result in distinct affinities
and effects, despite their binding to the same integrin receptor [36].

RGD-disintegrins were also demonstrated to activate human T lymphocytes via integrin signaling
[44]. Flavoridin, from Trimeresurus flavoviridis, kistrin, from Agkistrodon rhodostoma, and echistatin,
from Echis carinatus venoms, which all bind to asp3; and o33, induced T cell proliferation and CD69
expression in parallel with FAK and PI3K activation and NF-kB nuclear translocation [44].

Alternagin-C (ALT-C), an ECD-containing disintegrin-like protein from Bothrops alternatus
venom induced neutrophil effects similar to those of JT [45]. It inhibited neutrophil migration in a
concentration-dependent fashion despite being itself chemotactic to this cell type. ALT-C also induced
significant cytoskeleton dynamic changes with polymerization of F-actin, FAK and PI3K activation,
and erk-2 translocation as well. These effects were reproduced by an ECD-containing peptide derived
from the ALT-C primary sequence [45,46]. Interestingly, ALT-C was demonstrated to be an inhibitor
of a,fB; integrin-mediated cell adhesion to collagen I. Jararhagin-C, the released DC domain from the
SVMP jararhagin isolated from Bothrops jararaca venom, also induced in vivo leukocyte rolling after
topical application on murine cremaster muscle. These observations together confirm the key role for
the a,,f3; integrin in neutrophil migration [47].

The complexity of the DC proteins was further demonstrated by the work of Menezes and
co-authors, showing that the recombinant Cys-rich domain of HF3 metalloprotease from Bothrops
jararaca venom is able to activate leukocyte rolling in the microcirculation [29]. This protein was
expressed in bacteria without the disintegrin-like domain thus providing convincing evidence of that
DC proteins activity resides on the Cys-rich region. In addition, synthetic peptides derived from the
HVR region of the Cys-rich domain of HF3 reproduced the same effect, which was also inhibited by
anti-of2 antibodies, confirming the integrin-mediated activity of the C domain in leukocytes.

6. Effects of Disintegrins on Endothelial Cell Migration and Angiogenesis

Triflavin from Trimeresurus flavoviridis venom was one of the first RGD-disintegrins shown to
inhibit angiogenesis both in vitro and in vivo [48]. Triflavin (0.4 uM) strongly inhibited EC migration
toward vitronectin and fibronectin nearly thirty orders of magnitude greater than the anti-ops3
monoclonal antibodies [48]. Triflavin was also more effective in inhibiting TNF-o-induced
angiogenesis in the chicken chorioallantoic membrane (CAM) assay. Similar results were obtained
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with another RGD-disintegrin, rhodostomin, from Agkistrodon rhodostoma venom, which inhibits
endothelial cell migration, invasion and tube formation evoked by bFGF in matrigel both in vitro and
in vitro [49]. Rhodostomin effects were inhibited by anti-a,,33 but not by anti-a,s antibodies, thus
supporting the hypothesis that the effects of RGD-disintegrins are mediated by blockade of the
vitronectin receptor.

Native or recombinant contortrostatin (CN), a homodimeric RGD-disintegrin from Agkistrodon
contortrix contortrix venom, is another example of anti-angiogenic disintegrin as demonstrated by
several in vitro and in vivo models [50-52]. Liposomal delivery of CN has proven to be effective as an
anti-angiogenic and anti-tumor agent in human ovarian and breast cancer animal models [52]. Similar
results were obtained with vicrostatin, a quimeric recombinant CN variant, which was also
demonstrated to induce apoptosis in tubulogenic HUVEC seeded between two matrigel layers [53]. A
monomeric recombinant RGD-disintegrin from Bothrops alternatus venom, DisBa-01, produces
similar effects in the matrigel plug model in nude mice [33]. In addition to inhibition of EC migration,
saxatilin, an RGD disintegrin from Gloydius saxatilis also inhibited the migration of vitronectin-
induced smooth muscle cells [54,55].

However, the complexity of disintegrin specificity and the process of migration do not allow for the
conclusion that blocking the vitronectin receptor is sufficient for inhibiting cell migration. Echistatin,
but not eristostatin (two short RGD-disintegrins), inhibits in vivo angiogenesis in the CAM assay [56].
There are at least three KTS-disintegrins that inhibit o;; integrin binding to its cognate ligands,
collagen I and IV (Table 1) [57,58], and also inhibit EC migration toward these substrates [59].
Lebestatin is an example of a KTS-disintegrin isolated from Macrovipera lebetina that inhibits EC
migration and VEGF-induced in vivo angiogenesis [59]. The presence of a WGD motif in CCS, a
heterodimeric disintegrin from Echis carinatus, increases its inhibitory effect on oyB; and asp;
integrins [60].

There are few reports regarding the effects of ECD-disintegrins on endothelial cell migration.
Acurhagin-C, an ECD-disintegrin-like protein from Agkistrodon acutus venom, dose-dependently
blocked HUVEC migration toward a vitronectin-coated membrane. Furthermore, acurhagin-C elicited
endothelial anoikis via disruption of the o,B3/FAK/PI3K survival cascade and subsequent initiation of
the procaspase-3 apoptotic signaling pathway [61]. Similarly, ALT-C also inhibits EC migration both
in vitro and in vivo [62,63].

7. Effects of Disintegrins on Tumor Cell Migration

The ability of most snake venom disintegrins to inhibit cell adhesion has stimulated scientists to
study these proteins as inhibitors of tumor cell dissemination. A volume of papers dealing with this
subject can be found in the literature, most on RGD-disintegrin effects (Table 1). Morris et al. [64],
were one of the first investigators to test eristostatin, an RGD-disintegrin from Eristocophis
macmahoni, on individual metastasis steps such as cell arrest, extravasation and migration. Eristostatin
treatment did not prevent tumor cell extravasation or migration [55]. However, it was shown later that
eristostatin inhibited melanoma cell motility, an effect mediated by fibronectin-binding integrins [56].
Interestingly, this disintegrin, contrary to other RGD-disintegrins, did not inhibit angiogenesis, as
stated before [56].
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DisBa-01, an o,f; integrin-blocking RGD-disintegrin, inhibits not only endothelial cell in vivo
migration [33] but also the in vitro migratory ability of fibroblasts and two tumor cell lines in a
concentration-dependent fashion (Figure 1A). These three cell lines were compared in terms of integrin
content by flow cytometry. Interestingly, the content of a,,f3; is relatively low in these three cell lines
compared to the amount of a,f3;. Among the tested cell lines, human fibroblasts are the most sensitive
to DisBa-01 and, coincidently, also have the highest content of a3 integrin (Figure 1B). However, a
change in receptor density after disintegrin treatment is a possibility that cannot be excluded.

Figure 1. A (top) Effects of Disba-01 on the migration of three different cell lines. The
cells were plated on the migration inserts in the presence of increasing concentrations of
DisBa-01 for 22 h. Migration was expressed as a percentage of the control (100%). Cells
were counted with a microscope (ten random fields per experiment). Results represents
mean =+ standard error of three individual experiments, *** p < 0.0001. B (bottom) Integrin
profile of the cells tested in the migration assay using DisBa-01. Fibroblasts (FH) express
ayvBs, oPs, a6, and ;. MDA-MB-231 breast tumor cells express o3, ovBs, o, 02, and B;.
DU-145 prostate tumor cells express more a,fPs, os, oo, B1, and less ayfs; and o4. The
presence of integrin receptors on the cell surface was determined by flow cytometry with
FITC-anti-o, B3, ayfs, 06, 04, 02, 1 and o, subunit integrin antibodies.
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Table 1 summarizes the effects of several disintegrins and DC proteins on tumor-related cell
migration in different systems and the range of tested concentrations. The diversity of in vitro and
in vivo assays makes a quantitative comparison difficult. Most tested proteins are effective in a
micromolar range for in vivo assays while nanomolar concentrations are used in in vitro tests. From the
data in the literature, it seems that disintegrins are general inhibitors of cell migration and invasion,
despite being unspecific ligands, such as the RGD-disintegrins, or integrin-specific binding proteins,
such as the KTS-disintegrins (Table 1). The disintegrin-like, Cys-rich proteins may also be included as
integrin blockers of cell migration. Since integrin receptors are also quite indiscriminate as they
support cell adhesion to several substrates, it seems highly reasonable that the general RGD-disintegrin
scaffold of the integrin-binding motif could be employed as a prototype for drug design for new anti-
metastatic therapies via blocking both tumor cell adhesion and tumor angiogenesis. In fact, at least two
antagonists of platelet o33 fibrinogen receptor that are currently being used in anticoagulant therapy
(eptifibatide and aggrastat) were based on a snake venom disintegrin structure.

Table 1. Structural determinants, preferential integrin and the effects of disintegrins and
disintegrin-like proteins on migration-dependent tumor cell activities.

Disintegrin Structure Adhestlve P-referr-ed Cognate ligand  Relevant inhibitory activity (conc.*) Ref.
motif integrin

salmosin 2 monomeric medium RGD o B3 Vn angiogenesis ** (5 ug) [65]
saxatilin monomeric medium RGD o B3 Vn angiogenesis (100 nM) [54]
jarastatin monomeric medium RGD o, B3, asPy, apmPs Vi, Fn, ICAM-1 melanoma lung metastasis ** (1 uM) [66]
flavoridin monomeric medium RGD osPy Fn melanoma lung metastasis ** (1 pM) [66]
kistrin monomeric medium RGD o B3 Vn melanoma lung metastasis **( 1 uM) [66]
colombistatin  monomeric medium RGD nd Fn tumor cell migration (IC50 =1.8 uM)  [67]
trigramin monomeric medium RGD o B3 Vn bone metastasis **(100 pg/ml) [68]
DisBa-01 monomeric medium RGD o B3 Vn melanoma metastasis **(2 mg/Kg) [33]
eristostatin monomeric short RGD o3 Fg melanoma metastasis (25 pg) [69]
echistatin monomeric short RGD o B3 Vn osteoclast migration (10 nM) [70]
triflavin monomeric short RGD o B3 Vn angiogenesis **(0.1-0.4 uM) [48]
contortrostatin  Homodimeric RGD asPi, oPs Fn tumor angiogenesis **(60 pg/day) [71]
alternagin-C =~ monomeric D/C ECD Py collagen I angiogenesis **(1 uM) [63]
leberagin-C monomeric D/C ECD o B3, asPi, oyPs Vn, Fn melanoma cell adhesion (100 nM) [72]
acurhagin-C ~ monomeric D/C ECD o B3 Vn angiogenesis **(0.4 uM) [61]
VLOS5 heterodimeric VGD, MLD ooy TN, VCAM  glioblastoma growth (100 pg/ml) [73]
obtustatin monomeric short KTS By collagen IV angiogenesis **(0.4 pg/pl) [74]
viperistatin monomeric short KTS By collagen IV melanoma cell transmigration (1-4 uM) [75]
lebestatin monomeric short KTS By collagen IV angiogenesis **(0.1-0.5 pg/embryo) [59]

Legend: Vn, vitronectin; Fn, fibronectin; Fg, fibrinogen; TN, tenascin; ICAM-1, intercellular cell adhesion

molecule-1; VCAM, vascular cell adhesion molecule. * Effective inhibitory concentration; ** in vivo assays.

It has been suggested that the adhesive properties of the disintegrin-like, Cys-rich proteins could be
primarily due to the Cys-rich domain, which was demonstrated to bind vWF [30,76]. Interestingly, half
of integrin a subunits possess a von Willebrand factor A domain (also called I domain), which is in
close proximity to the ligand-binding site [77]. Therefore, it is possible that the DC proteins could bind
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to the integrins presenting this domain, thus increasing specificity. However, this possibility remains to
be demonstrated.

8. ADAMs and Cell Migration

Studies of the snake venom disintegrin effects on cell migration were conducted in parallel with
those on mammalian ADAMs. The ADAM (A Disintegrin And Metallopeptidase) family of proteins
comprises a snake venom-homolog group of multidomain proteins that play important roles in many
biological processes, including cell migration, development and fertilization [78—82]. Structurally, the
ADAM disintegrin and Cys-rich domains are more related to the DC proteins from SVMPs than the
RGD-disintegrins. The disintegrin and Cys-rich domains of ADAM9 were shown to increase
keratinocyte migration and MMP-9 activity in a wound healing in vitro model, an effect mediated by
B1 integrin receptors [83]. More recently, it was reported that knockout animals for ADAM9 showed
accelerated wound repair compared to controls, due apparently to the increased migration of
keratinocytes [84]. Interestingly, ADAMI1S5, the unique RGD-disintegrin among the ADAMs,
suppressed CHO cell motility by inducing integrin asB; expression on the cell surface, thereby
enhancing cell adhesion [85]. Additionally, it was demonstrated that the recombinant disintegrin
domain of ADAMI15 completely inhibited endothelial cell migration and tube formation in a three-
dimensional fibrin gel [86]. More recently, the recombinant disintegrin domain of ADAM9 was
demonstrated to strongly inhibit MDA-MB-231 breast tumor cell invasion on matrigel in vitro [87],
thus suggesting a key role for this domain in the process of tumor cell invasion. Moreover, ADAM9
silencing completely inhibited breast tumor cell in vitro invasion on matrigel [88]. Recently, it was
demonstrated that in vivo gene silencing of ADAM9 reduced tumor metastasis [89]. These studies and
others in the field with different ADAMs [90-92], reinforce the importance of integrins as critical
targets for drug design, as well as the potential of disintegrins as lead pharmaceutical compounds.

9. Concluding Remarks

Cell adhesion and migration are crucial steps for metastasis development, processes in which the
integrins are strongly involved. Snake venom disintegrins have been shown to inhibit metastasis by
effectively blocking integrin activities. Apparently, the lack of specificity of these molecules seems to
be a positive factor in inhibition of cell adhesion. However, tumor cells have demonstrated their ability
to overcome FAK-dependent anchorage and the subsequent anoikis by activating parallel routes such
as those mediated by Src and p130CAS [4,93]. It would be interesting to determine if disintegrins can
also block these pathways in order to inhibit tumor metastasis completely. A search for new molecules
that impair other survival mechanisms of tumor cells may be necessary to achieve improved results in
anti-metastatic therapy. Also fascinating is the possible ability of disintegrins to interfere with
collective cell migration, which differs from the single cell process mainly by the fact that cells remain
coupled by cell-cell junctions while moving. This process depends on simultaneous coordination of
cell polarization and was demonstrated to be relevant for cancer invasion and metastasis [94-96]. The
potential for disintegrins to inhibit collective tumor cell migration remains to be determined.
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