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RESUMO

ADAMs é um termo usado para descrever a presencadaseinios desintegrina e
metaloproteaseA( Disintegrin And Metalloproteasgem uma determinada classe de proteinas
de membrana, multifuncionais, expressas em difesegspécies animais como mamiferos e
insetos. Elas possuem fungfBes importantes em mpitosessos fisiologicos como na
fertilizacdo, fusdo de mioblastos, migracéo, pecdi€do e sobrevivéncia celular, entre outros,
bem como em processos patoldgicos tais como miiftos de tumores humanos, incluindo
mama, prostata, pancreas, figado, rins e pele. AAM® estd envolvida em diversos
processos celulares, tais como adesado celularagdigre sinalizagdo de células tumorais,
contribuindo para o desenvolvimento de metasta®bgetivos: Analisar a expressao da
ADAM9 em linhagens de células tumorais (MDA-MB-28 DU-145) e ndo tumorais (FH e
C2C12), gerar clones com o gene que codifica p&RAM9 silenciados e verificar o efeito
da auséncia desta proteina na invaséao, proliferagkpressdo génica das células MDA-MB-
231.Métodos: As células foram cultivadas e posteriormente pladas (2x19células/placa
de 6¢cm) por 24 horas e em 5ml de meio de cultur&EaPM10% de FBS) e lisadas para o
ensaio devestern blottinge zimografia. Para o ensaio de inibicdo de adas&elulas MDA-
MB-231 e FH (5x10 células/ml) foram marcadas com CMFDA (clorometiacgtato
fluoresceina) e posteriormente incubadas com oscoambs anti-ADAM9D e anti-
RP3ADAM9 em diferentes concentracdes. Para a t@écdec RNAI foi utilizado um kit
(Silencef siRNA Starter Kit—= Ambion), 2,0x10 de células (MDA-MB-231) e agente de
transfeccéo (Lipofectamina 2000 - Invitrogen). Adutas foram plagueadas em 5ml de meio
de cultura DMEM/placa. No terceiro dia de plaqueatmeas células foram tratadas com
agente de transfeccagamer de silenciamento do RNA, para serem utilizadaRT&CR,
ensaio de proliferacdo e invasdo em matrigesultados: Todas as linhagens estudadas
expressaram a ADAM9 nas condigcbes de estudo. Adatle MMP-2 (gelatinase-A)
intermediaria estava presente em todos os tipaslace$ testados. O silenciamento de
ADAMS9 néo afetou a taxa de proliferacdo das célM&\-MB-231 apés 4, 5, 6, 7, 8,9 e 10
dias do silenciamento (24 ou 48 horas de incubag®jilenciamento da ADAM9 humana
inibiu a invasao celular em células de cancer dean@IDA-MB-231) em matrigel (71,51 +
8,02%) quando comparados com o controle. Conclus@@racdo de clondsiockoutsem a
expressdo da ADAMOI utilizando a técnica de silemeiato de RNA em células de cancer de
mama (MDA-MB-231), ndo afetou a taxa de prolifeac@lular. No entanto, a invasdo das
células tumorais em matrigel foi inibida em aproxttamente 70% quando comparada com o
controle, demonstrando que ADAM9 é uma importantééoula envolvida no processo de
invasdo e metastase.

Palavras chaves: ADAM9, Cancer e RNA de interfagé(fRNAI).



ABSTRACT

ADAMs is a term used to describe the presence sihidigrin and metalloprotease domains
(A Disintegrin And Metalloprotease) in a certaiass of multi-functional membrane proteins,
expressed in several animal species such as mammdlsisects. They play important roles
in many physiological processes as in fertilizatioryoblast fusion, migration, proliferation
and cell survival, as well in diseases includingdst, prostate, and pancreas cancer. ADAM9
is involved in cellular processes such as adhesmgration and signaling of tumor cells and
it is involved in the metastatic spreadifgms: To analyze the expression of ADAM9 in
tumor cell lines (MDA-MB-231 and DU-145), no tunsofFH and C2C12), and to generate
knockout clones for ADAM9 expression using silemciRNA techniques for the study of
ADAM9 effects on invasion, proliferation and gengpeession of MDA-MB-231 cells.
Methods: Cells were cultured and plated (2% lIs/plate of 6cm) for 24 hours in DMEM
(10% FBS)and lysed for western blotting and zymography. heok for inhibition of
adhesion to immobilized collagen |, MDA-MB-231 aeland FH (5x19 cells/ml) were
labeled with CMFDA, and then incubated with anti-AlM9D and anti-RP3ADAMY in
different concentrations. For ADAM9 silencing, ias/used a kit (Silencer ® siRNA Starter
Kit - Ambion), 2x10 cells (MDA-MB-231) and the transfection agent (@fectamine 2000 -
Invitrogen). The cells were plated in 5ml of cuiunedium DMEM/plate. On the third day
cells were treated with the transfection agent BINA silencing primers. Total RNA was
isolated for RT-PCR, and proliferation and invasiommatrigel assays. Results: All the cell
lines studied expressed ADAMS9 in the tested cood#i MMP-2 (Gelatinase-A) activity was
detected in the cell extracts of all studied deks. Silencing of ADAM9 did not affect the
rate of MDA-MB-231 proliferation, at 4, 5, 6, 7, 8,and 10 days after silencing (24 or 48
hours of incubation in 96-well plates). Silencinjhmman ADAMY inhibited tumor cell
invasion in matrigel (71,51+8,02%) when compareddotrol. Conclusion:The generation of
MDA-MB-231 knockout clones lacking ADAM9 expressioging SiRNA technique did not
affect the rate of cell proliferation but inhibitégmor cell matrigel invasion, suggesting that
ADAMO9 is an important molecule in the processeswgésion and metastasis.

Key words: ADAM9, Cancer and interference RNA (iRNA
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TNF-a: fator alfa de necrose tumoral.

TGF-p: fator de crescimento de transformagéao

TRAMP: adenocarcinoma transgénico de préstata rato.

TRIS: tris-(hidroximetil)-aminometano.

TRITON X-100: Octilfenoxipolietoxietanol.

UA: unidade arbitréaria.

VCAM: molécula de adeséo celular vascular.

VEGF-C: fator-C de crescimento do endotélio vascular.

Hg: micrograma.

pl: microlitros.
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1. INTRODUCAO

1.1- CANCER

A proliferagéo, a diferenciacdo e a sobrevivéneia células individuais em
organismos pluricelulares séo processos cuidadogamegulados na busca das necessidades
do organismo (DE MATOS®t al, 2005; EVAN & VOUSDEN, 2001; LOPE& al.,2002). A
faléncia na regulacao de tais processos pode o@esiocrescimento e a diviséo irregulares
das células. As células resultantes dessa divigdio,sua vez, herdam a propensdo para
proliferar sem responder a regulacao, resultandalenes de células capazes de expandir-se
indefinidamente, formando uma massa chamada der {ilBOMATOS et al, 2005; EVAN
& VOUSDEN, 2001). O crescimento descontrolado d&lslas cancerosas pode fazer com
que elas espalhem-se por todo o corpo (metéstasesjerindo nas funcbes dos tecidos e
orgaos normais (BAlgt al.,2006; DE MATOSet al, 2005; VIDEIRAet al.,2002).

O céancer resulta de uma série de alteracbes gameagice levam a uma
progressiva desordem dos mecanismos normais deoleowlo ciclo celular (crescimento,
diferenciagdo e morte celular). A resposta da aédoks danos no seu material genético e sua
capacidade de manter a estabilidade genética atdavénaquinaria de reparo do DNA é
essencial na prevencao, iniciacao e progressaaal(@AU et al.,2006).

O termogenes criticos do cancegé usado para todos aqueles genes cujas
mutacdes colaboram para a formacgéo do cancer, sdeslagrupados em duas classes: genes
da primeira classe, chamados de proto-oncogeness&pos genes nos quais uma mutacao
causa aumento da funcéo, levando assim a formacéander, e os seus mutantes, ou seja, as
formas hiperativas denominadas de oncogenes; enes gla segunda classe, denominados de
genes supressores de tumores, nos quais ocorretda ga funcdo. Atualmente ja foram
descritos mais de 100 diferentes genes anormamattas de oncogenes (ALBERESal,
2004; OSBORNEet al, 2004; VOGTet al, 1993).

Dois genes bem caracterizados, BRCA1 e BRCAZ2, sasudcetibilidade ao
cancer de mama, cujos mutantes aumentam dramaticaimeisco de desenvolver a doenga
(DOMCHEK & WEBER, 2006; HEDENFALKet al, 2001; VISSACet al, 2002), além de
conferirem alta suscetibilidade ao cancer de oy&émdo que a maioria das familias com
multiplos casos desses dois tipos de céanceres rherdemutacdées em ambos o0s genes
(ESTEVESet al, 2009; RAMUS & GAYTHER, 2009; WELCSHt al, 2000).



Estima-se que as mulheres com mutacfes nos geaewditicam as proteinas
BRCA1 e BRCA2 tenham risco muito elevado de desesvocancer de mama em
aproximadamente 87% (ATCHLE¥t al, 2008), geralmente antes dos 70 anos de idade.
Além disso, mulheres nesta faixa etaria com mutagadgene BRCAL1 ou BRCA2 apresentam
um risco de desenvolver cancer de ovério de 63%2& Pespectivamente (ESTEVESal,
2009; HONRADOet al, 2005; VENKITARAMAN, 2009). Embora o risco de daselver
canceres de mama e ovario por mutacdo do gene BRE€jAluma exclusividade feminina,
individuos do sexo masculino, portadores de mutag@ogene BRCA2 apresentam um
aumento no risco de desenvolver outros tipos deetartais como cancer de mama
masculino, pancreas e de prostata (VENKITARAMAN)2D

Mutacbes patogénicas em outros genes tais como, PHBS8, CHEK2, BRIP1
e PALB2, tém sido associadas com aumento do rigccamcer de mama e, juntas, Sao
encontradas em pelo menos 25% das familias dercd@eeama, mostrando um claro padrao
de heranca (familias de alto risco) (DESJARDI&tSal, 2009). Segundo ESTEVES al
(2009), o cancer de mama hereditario € responpéavelerca de 5% a 10% do total deste tipo
de cancer, e € causado por mutacdes no gene BRCBRGCA2.

InUmeros fatores, tais como raca, dieta, ambieihigtérico familiar, tém sido
reportados como fatores de risco para o cancerdstapa, sugerindo que aproximadamente
42% desses fatores de risco possam ser atribuidssfadores hereditarios genéticos
(FREDRIKSSONEet al, 2006). Diversos estudos sugerem o envolvimentm@éplos genes
de suscetibilidade ao cancer de prostata e de ssgwdenotipica variavel (BERRa al,
2000; ZHENGet al, 2001), e ao contrario de outras sindromes deecés hereditarios,
nenhum gene parece ser responsavel pelo cancawskatp hereditario (BRUNERt al,
2003), porém mais de sete I6cus foram identificatngyenes potencialmente importantes no
desenvolvimento do HPGHéreditary Prostate Cancerpesde 1996, quando foi identificado
0 primeiro locus de suscetibilidade ao cancer dstpta, o I6cus 1 (HPC1) (SMITét al,
1996), multiplos genes de suscetibilidade genéticedncer de prostata foram descritos, entre
eles os genes PCAP (1g42) (BERTH@Nal, 1998), HPCX (Xq27) (XUet al, 1998),
CAPB (1p36) (GIBBSet al., 1999; XUet al, 2001), HPC20 (20gq13) (BERR&t al, 2000;
ZHENG et al, 2001), ELAC2 (17p11) (FREDRIKSSO®t al, 2006; TAVTIGIAN et al,
2001), RNASEL (1025) (SHOOMKt al., 2007; WIKLUND et al, 2004), MSR1 (8p22-23)
(FREDRIKSSONet al, 2006), MLH1 (3p) (FREDRIKSSOMNt al, 2006), e o gene BRCA2
(VENKITARAMAN, 2009).



Ainda ndo se sabe qual o real papel que estes gdmesuscetibilidade
desempenham no desenvolvimento do cancer de @Erdstatm estima-se que contribuam de
5-10% para o risco da doenca. O cancer de prdstagalitario parece iniciar em idade mais
jovem quando comparado com o esporadico. Um esaalzado por Carter e colaboradores
mostrou que o céancer de prostata hereditario rept@s 43% dos canceres de prostata
diagnosticados em homens com 55 anos de idade wosi&u seja, freqientemente afetando
0s homens precocemente, mas apenas 9% de todam@noias de cancer de prostata, sendo
este o0 responsavel por uma pequena porcentage@nderade prostata (NOE al., 2008).

Em muitos paises desenvolvidos, o cancer de padétat neoplasia mais freqlientemente
diagnosticada em homens, sendo que um historichidamositivo esta entre os mais fortes
fatores de risco epidemioldgico para este tipoateer (SIMARDet al, 2002).

Em paises economicamente desenvolvidos, os tr&éerenmais comumente
diagnosticados em homens sdo: préstata, pulmate-&ial, e em mulheres séo: cancer de
mama, colon-retal e pulmdo. J4& em paises em ddsengonto, os trés canceres mais
comumente diagnosticados em homens séo: pulma@magod e figado, e em mulheres séo:
mama, Utero e estbmago (Tabela 1) (DE MOURAL, 2005; GARCIAet al, 2007).

Segundo COCO (2002),

economicamente desenvolvidos estdo associadosipalmente a fatores alimentares,

0s canceres mais frequentes paises
obesidade, tabaco, sedentarismo, e exposicaoradate risco decorrentes da urbanizacdo e
industrializacdo, como agentes quimicos, fisicdsioddgicos, como por exemplo, alguns
estudos sugerem que a exposicdo a pesticidas pedemular a proliferacdo celular e

tumorigénese, bem como afetar a reprodugcé@o humigaitaireo funcionamento da tiredide.

Tabela 1- Novos casos de cancer e 0bitos em paises déddoge em desenvolvimento *.

PAISES CASOS DE CANCER CASOS DE OBITOS
DESENVOLVIDOS

HOMENS MULHERES HOMENS MULHERES
Préstata Mama Pulméo e Mama
566.841 679.682 brénquios 203.528

465.540

Pulmao e Colon-retal Colon-retal Pulmao e
brénquios 335.756 175.774 brénquios
529.176 173.842

Colon-retal Pulmao e Préstata Colon-retal
387.637 brénquios 143.834 165.480

209.707
Estbmago Corpus uterine Estbmago Estbmago




214.534 146.866 141.218 89.620
Bexiga urinaria Estdmago Figado Pancreas
191.812 123.773 78.174 72.681
Rim Ovario Pancreas Ovario
94,284 103.332 78.009 66.925
Linfoma Cérvix do Utero | Bexiga urinaria| Cérvix do Utero
N&o-Hodgkin 87.466 57.438 42.101
89.816
Figado Linfoma Esb6fago Figado
81.448 Nao-Hodgkin 55.186 40.943
72.368
Pancreas Melanoma de pelg Leucemia Leucemia
77.394 69.624 49.891 40.783
Leucemia Pancreas Rim Linfoma
74.955 69.418 44.019 N&o-Hodgkin
36.940
Todos os tipos | Todos os tipos | Todos os tipos Todos os tipos
2.948.054 2.478.605 1.648.179 1.272.358

PAISES EM
DESENVOLVIMENTO

CASOS DE CANCER

CASOS DE OBITOS

HOMENS MULHERES HOMENS MULHERES
Pulméo e Mama Pulméo e Cérvix do utero
brénquios 593.233 brénquios 272.238
564.306 496.287
Estbmago Cérvix do utero Figado Mama
474.580 473.430 399.317 255.576
Figado Estbmago Estbmago Estbmago
424.490 250.650 370.158 199.391
Esb6fago Pulméo e Esb6fago Pulméo e
300.763 brénquios 224.58( 246.667 brénquios
198.066
Célon-retal Célon-retal Célon-retal Figado
228.108 186.532 137.500 166.685
Prostata 194.914 Figado Prostata Esbfago
171.794 106.537 129.080
Cavidade Oral Es6fago Leucemia Célon-retal
129.356 153.396 87.305 112.471
Bexiga urinaria Ovario Cavidade Oral Ovario
115.817 123.761 68.124 72.433
Leucemia Cavidade Oral Linfoma Leucemia
111.163 84.111 Nao-Hodgkin 65.629
67.280
Linfoma Leucemia Bexiga urinaria Pancreas
N&o-Hodgkin 82.840 65.702 46.750
103.433
Todos os tipos | Todos os tipos | Todos os tipos Todos os tipos
3.587.377 3.167.802 2.658.250 2.022.059

* Novos casos de cancer e 6bitos em paises desiElpsoly em desenvolvimento. Extraido e modificado de
GARCIA et al, 2007. A esquerda (homem e mulher) sdo os nunuasovos casos de cancer e a direita
(homem e mulher) sdo os numeros de 6bitos e osatsps tipos de cancer em paises desenvolvidomou e
desenvolvimento.

Segundo GARCIAet al (2007), mais da metade de todos os novos caneeres

0s Obitos por esta doenca sdo potencialmente eistddesta forma, os canceres causados



pelo uso excessivo de tabaco e &lcool, ou por dde@sisdo os mais efetivamente evitaveis,
sendo necessaria, porém, uma combinacdo de edueagditicas sociais para encorajamento
de um comportamento saudavel. Outros tipos de s celacionados a agentes infecciosos,
tais como hepatite B (HBV), virus da imunodefici@hbumana (HIV), virus do papiloma
humano (HPV) éHelicobacter pylori(H. pylori) podem ser evitados através de intervencgdes
conhecidas, tais como vacinas, antibidticos, mallior saneamento e educacao. Além disso,
a realizacdo de exames preventivos pode detetéedepré-cancer, as quais podem ser
removidas, evitando alguns tipos de cancer con@aneetal, mama e utero.

Portanto, em uma visdo critica na busca de uma&wlpara combate do
cancer, nota-se que apesar do elevado investinmembalial na pesquisa e desenvolvimento
de novos agentes quimioterapicos, os resultadadosbainda sédo insuficientes. Segundo
PIVETTA (2004), a ciéncia busca uma solucéao cagaeaibcar fim na maioria dos tumores,
mas poucas novidades de peso tém se juntado amémato classico anticancer (cirurgia —
extirpar as células cancerigenas e quimioterapiaadioterapia — matar as células
cancerigenas), indicando claramente a necessidagdengdrego de novas estratégias capazes

de fornecer novos tratamentos.

1.2- A MATRIZ EXTRACELULAR

Os tecidos sao constituidos por células, sustenfaolauma rede complexa de
macromoléculas que constituem naatriz extracelular (MEC) (Figura 1). A MEC é
composta por uma grande variedade de proteinas plidsacarideos que sdo secretados
localmente formando uma rede organizada que maatértegridade estrutural dos tecidos.
As variacfes nas quantidades relativas dos dikesdigios de matrizes macromoleculares e o0
modo de organizacdo na MEC originam uma surpre¢adbversidade de formas, cada uma

adaptada as necessidades funcionais de um detdoewdo (ALBERTSet al, 2007).
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extracelular. Extraido e modificado kentsimmonstunipeg.ca/cm1504/cellwall.htm
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A MEC é capaz de regular diversas funcdes celulassenciais, incluindo
expressao génica, sobrevivéncia, desenvolvimenttifggacdo, migracéo, forma e secrecao,
sendo assim interacbes complexas entre as célumsM&C tém um papel crucial na
mediacdo e regulacdo de muitos processos, tais catesdo, sinalizacdo durante a
morfogénese, homeostase de tecidos, cicatrizatdmaigénese (BERRIER & YAMADA,
2007; PARNAUDet al,, 2009).

Existem duas formas principais da MEC: a membraasalbe a matriz
intersticial. Cada uma varia em sua composicaooprigdades dependendo da identidade,
localizacdo das células, tecidos que circundamtégiesde desenvolvimento do organismo
(GUO & GIANCOTTI, 2004).

A MEC é formada por macromoléculas que séo piddazZlocalmente pelas
células da matriz, principalmente por fibroblastéstas células auxiliam na organizagédo da
MEC, e a orientacdo do citoesqueleto no interiorcélala pode controlar a producdo dos
componentes da MEC (GEIGERst al, 2001). Existem duas classes principais de
macromoléculas que constituem a matriz. glicosaglicanos (GAGs), cadeia de
polissacarideos, as quais estdo normalmente liganla@tentemente a proteinas na forma de
proteoglicanos; e as proteinas fibrosas, incluicdi&geno, elastina, a fibronectina e a

laminina, que promove funcgdes estruturais e ade$ABBERTSet al, 2007).



A MEC confere estrutura para a adeséo celular endetvimento dos tecidos.
As células tém vias de comunicacdo bem desenvehédére as superficies celulares e a
MEC (TANZER, 2006).

O termo adesao celular descreve todas as formasndenicacéo celular que
ocorrem devido ao contato entre as células ou eéltdas e a MEC. Estas interacdes sao
mediadas por moléculas especificas, localizadasmeemsbranas celulares (WHITE, 2003).
Vérias classes dessas moléculas de adesédo daigepediular ja foram identificadas e
caracterizadas. Dentre as principais representaesss classes de moléculas estédo: (1) os
membros da super familia das imunoglobulinas; &kaderinas; (3) as integrinas; (4) as
selectinas; (5) as proteoglicanas da superficielarek (6) as ADAMs (WOLFSBERG &
WHITE, 1996).

1.3- INTEGRINAS

A ligacdo da célula a MEC requer proteinas de adéséasmembrana, que
atuam como receptores da matriz e a conectam aesqiteleto celular. Os principais
receptores das células animais para a ligagédo daiandas proteinas da matriz extracelular,
incluindo os colagenos, a fibronectina e as lamaisinsdo as integrinas, embora existam
algumas outras moléculas que atuam como co-reespbara componentes da matriz, como é
0 caso das proteoglicanas transmembrana (ALBERBSE, 2007).

O termo integrina foi proposto por HYNES (1987)gdescrever uma familia
de receptores heterodiméricos da superficie celglae integram a matriz extracelular ao
citoesqueleto intracelular, mediando & migracadesa@o celular (HYNES, 1987; PLOW
al., 2000).

Cada integrina consiste de duas subunidades deeptilieos transmembrana
tipo I, sendo uma subunidadee umap. Cada subunidade contém trés dominios: dominio
extracelular de glicosilacdo, que consiste de mlais90% da molécula inteira (700-900
aminoacidos), dominio transmembrana hidrofébico guesponsavel pelo ancoramento na
membrana (20-60 aminoacidos) e o dominio citoplismé8ERMAN et al, 2003; HYNES,
2002).

Foram identificadas em humanos 18 subunidadd20 a 180kDa) e B (90 a
110kDa), que associam-se em varias combinacdedqranar 24 integrinas heterodimeéricas
que podem se ligar distintamente, e esta diversidadumentada paplicing alternativo do

MRNA para algumas integrinas (GUO & GIANCOTTI, 2D0dodificagBes pos-traducionais



e interacdes com outras moléculas da superficiglacek intracelular (COPPOLINO &
DEDHAR, 2000; PLOWet al, 2000). Membros desta familia ja foram identifica em
mamiferos, aves, peixes e em inse@$ophila melanogastgrbem como em eucariotos
inferiores, tais como esponjas e nematotigeforhabditis elegapn§TAKADA et al, 2007).

A associacao das integrinas aos seus ligantes diegi cations divalentes
extracelulares (Gaou Md™), que podem influenciar a afinidade e a espediite da ligacdo
de uma integrina aos seus ligantes (BERMAMal, 2003; PETRUZZELLIet al., 1999).

Abaixo esta representada a estrutura de uma ingeffigura 2).

Estrutura da subunidade de uma integrina

Ligacdo a matriz

Cation
divalente

Dominio rico
em cisteina

Citosol

Ligacao a talina,
filamina e v-actina

Figura 2 — Representacdo estrutural da subunidade de uma
integrina, um receptor de matriz na superficie leeltExtraido e
modificado de ALBERTt al, 2007.

Definindo ainda a estrutura das subunidades dagrinas, as subunidades
dessas moléculas de adeséo especifica ao colageno,as integrinas;p; € axf; € também
as integrinas expressas em leucocitos, confd, avpPz € axPz, contém um dominio de
inser¢cdo ou interagdo chamado de dominio-l, compdst 200 residuos de aminoéacidos
localizados entre o segundo e o terceiro domirssaEsequéncia também foi encontrada em
proteinas da matriz extracelular, tais como coléaggwo IV, fator de von Willebrand e em
alguns fatores complementares. Essa sequénciantamémotivo MIDAS (sitio de adeséo
dependente de ion metal) envolvido na interagcd®adesntegrinas descritas com seus

respectivos ligantes. As subunidaieeambém contribuem para a ligacdo das integrinas ao



seus respectivos ligantes, ou seja, estas sub@siqaabsuem um dominio parecido com o
dominio | (dominio llike) que contém um motivo estruturalmente similar iéio sle adeséo
dependente de ion metal (Figura 3) (BERMAMaL, 2003; PLOWet al, 2000; TAKADA et

al., 2007).

Dominiol
. Membrana

Dominio I-like ‘

Figura 3 — Representacdo estrutural das subunidadef. O dominio |
(interacdo ou insercao) esta presente em sete idabesa humanas, e
esta relacionado com a ligacdo da integrina a téganO dominio
parecido com o dominio | (dominiolike) esta presente em todas as
subunidadesp das integrinas humanas. Extraido e modificado de

TAKADA et al, 2007.

Abaixo se observa o esquema dos membros perteacargaperfamilia das

integrinas humanas e a forma com que elas se cambipara formar as integrinas

heterodiméricas (Figura 4).

Receptores
RGD

Figura 4 —Esquema das diferentes associa¢des entre as satesic e
a divisdo dos heterodimeros em subgrupos. Extmicodificado do site:
www.the-scientist.com/article/display/15708ktesso: 05/06/2009.
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Baseado nas subunidad@s as integrinas foram divididas em subgrupos
(Tabela 2). Embora a diversidade e a complexidadereceptores de integrinas possa ser
algo que dificulte a divisdo por subfamilias, pargproposito de organizacdo algumas
generalizacbes podem ser feitas nestas subfarddiastegrinas, sendo assim os subgrupos
apresentam certas caracteristicas fisiologicas RREZZELLI et al.,1999).

As integrinasp; formam dimeros com 12 subunidadeslistintas (Figura 4)
resultando nas integrinasPi, o2P1, 03P, 4P, asPi, asf1, 07P1, 0P, coP1, o1, 011P1 € ayPy,
gque sao encontradas na maioria das células déorattes. A Ultima subunidadea associar-
se com a subunidad® acima citada, é a subunidadg onde v representa receptor de
vitronectina. Essa subunidade pode associar-sencai® de uma subunidadle formando
assim as integrinas,f1, onps, o Ps, aPe € onfs (BERMAN & KOZLOVA, 2000; SPRINGER
& WANG, 2004). Tais integrinas contribuem para g@amizacdo dos tecidos através da
ligacdo de moléculas da MEC com a membrana basakda@os: muscular, sistema nervoso,
epitelial e endotelial (COPPOLINO & DEDHAR, 2000).

As integrinas expressas predominantemente pelagdgas consistem da
subunidadg3, associada com as subunidades homologascaps, ompPz, oxP2, € apPz) €
também uma subunidade associada com subunidades homoélogds (@asB1, asf7). Os
ligantes da integrinao B, sd&o moléculas de adesdo intracelular (ICAMs) espses
primariamente em células do endotélio vasculamtagrinaamf,, por sua vez, reconhece
diversos ligantes, incluindo proteinas da matrizragelular, tais como fibrinogénio e
fibronectina, bem como o componente iC3b do sisteoraplemento; a integrinasf,
reconhece moléculas de adesdo celular vasculareamadas de VCAM-1 vascular
intercellular adhesion moleculeEssas integrinas expressas em leucécitos sdmiiamente
reguladas dependendo do estagio de ativacdo evasdraento que essas ceélulas do sistema
imunologico se encontram e apresentam funcdes iispec como por exemplo, a integrina
a B2 que tem um papel importante no recrutamento dosotatos ao sitio de inflamacgéo
(ABRAM & LOWELL, 2009; HYUN et al, 2009).

A familia da integrinaB; consiste de duas integrinagfs e opP3, ambas
podem ligar-se a diversos ligantds integrinasps, por sua vez, sdo encontradas em uma
grande variedade de células, entre elas as plagsateguineas e as células da linhagem
megacarioblastoides, sendo assim, membros desfamilid estdo envolvidos na ativacao
das plaquetas (MOULD, 1996; PETRUZZEL#f al., 1999). A integrinay,3 tem sido uma
das integrinas mais bem estudadas, é expressaigaohente em plaguetas e megacariocitos,
e € um mediador da agregacao plaquetaria (COPPORINEDHAR, 2000).
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A maior parte das interacdes das integrinas € dtgtera, mas podem ocorrer
também interacBes heterofilicas, especificametigaedo entreisp; e axfi, que participa da
adeséo intercelular entre queratinécitos (SYMINGT&IML, 1993). A maioria das interacdes
adesivas das integrinas ocorre através da ligagdategrina a um sitio de ligagdo celular
formado por trés peptideos, Arg-Gly-Asp (RGD), umtino encontrado em muitas proteinas
da MEC, tais como fibrinogénio, vitronectina e @ibectina (SELISTRE-DE-ARAUJ@t! al,
2005; YAMADA, 1991), e esta pequena sequéncia detigeeo foi a primeira a ser
identificada e caracterizada como ligante de imegr (YOKOSAKI et al, 1998). Este
motivo pode ser reconhecido por diversas integriease elasuspi, osp1, ogPi, ovPs € ofPs.
Entretanto, a sequéncia RGD nado é a Unica recatdhealas integrinas, outras integrinas
também reconhecem muitas sequiéncias ndo-RGD camdigantes, tais como o tripeptideo
LDV presente no membro superfamilia da imunoglobuli@AM-1 (molécula de adesao
celular vascular), expresso em tecido endotelilanimado, que se liga a integrinaf;
(TAKADA et al, 2007). A integrinawf1, por exempo, reconhece uma pequena seqiéncia de
peptideos alternativos, ndo-RGD, tais como Glu-#a-Asp-Val (EILDV) e Arg-Glu-Asp-
Val (REDV) no splicing alternativo da fibronectina, conhecido como IlIESsa integrina
também se liga a receptores da superficie celtda,como VCAM-1, para promover a
adesao ceélula-célula (GARMY-SUSINI & VARNER, 2008).

O motivo tripeptideo LDV exibe variacdo em sua gegia, por exemplo, a
subfamilia da integrinaws, as integrinasusfs € asp7, reconhecem o motivo RVP em
fibronectina (fragmento CS-1 de fibronectina); usegiénciaDSP no dominio N-terminal
de uma IgCAM nomeada de VCAM-1 (molécula de ades#alar vascular — 1) e uma
sequéncia DTS em uma outra IgCAM, chamada de MAdJCAM-1 (molécde adesao
celular das mucosas — 1). Ja a subfamilia da integs, a integrinacgp;, reconhece uma
sequéncia ABGIEL, que esta presente em uma proteina da MEC aifearle tenascina-C
(NEWHAM et al, 1997; TAKADA et al, 2007; YOKOSAKIet al, 1998).

Algumas integrinas reconhecem uma Unica protein®B& como ligante,
enguanto outras reconhecem mais de um tipo deipapiomo € o caso da integrimfs que
reconhece as trés proteinas da matriz extracelibainogénio, fibronectina e vitronectina
como ligantes. Da mesma forma, essas proteinaseda pddem ser reconhecidas por varias
integrinas, como € o caso da fibronectina que gedeeconhecida por mais de 10 integrinas,
g1, oaP1, asPi, agPi, avPi, apP2, Pz, 0P, owpPs, 0Pz, avPs € avPfs (TAKADA et al, 2007).

Segundo WIESNERet al (2005), um sistema de classificagdo simplificado

baseado na especificidade dos ligantes da MEC privds classes de receptores: receptores
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da sequéncia adesiva RGD presente em componentd&@afibronectina e vitronectina),
receptores de laminina e receptores de colagegar@-#). Além dos componentes da MEC,
algumas integrinas como o subgrupoparticipam da adesao celular célula-célula. Muitas
integrinas também se ligam a fragmentos proteotitisoliveis das membranas basais
vasculares, tais como endostatina e um numero éetexypatogénicos que fazem uso de
integrinas como receptores para a sua entraddula.cé

Entretanto, TAKADAet al (2007) afirmam que em relacdo a especificidade
dos ligantes, as integrinas de mamiferos podemag®@ipadas da seguinte forma: integrinas
que se ligam a lamininauP, axp1, asPi, asP1, azfi € asPs); integrinas que interagem com o
colageno qifp1, o2P1, 03P, 010P1 € 011B1); integrinas de leucocitosu Bz, ampPz, oxP2 € apPs) €
as integrinas que reconhecem a sequéncia R, (v p1, avPs, ovPs, avPs, ovPs € oupPs).
Elas ainda podem ser definidas como aquelas g@seam na subunidadeo dominio I:
04, O, O10, 011, O, Om, Ox, Op, Og, € &S que ndo apresentam o dominim,loy, os, o, 07, g,
ag, oy € oyp. Nas integrinas que apresentam o dominio |, ederdpenha um papel central na

ligacdo aos ligantes e na adeséo intracelular.

Tabela 2— Ligantes de integrinas e suas distribuicOedares*.

DISTRIBUICAO
CELULAR
SUBUNIDADES LIGANTES N&ao- Leucécitos Sequéncia
leucécitos reconhecimento
By o Colagenc, laminina F, MB actB, actT| GFOGER*
o Colagenc, laminina, P, F, actT GFOGER*
trombospondina, Caderina-E, EN,EP
tenascina
O3 Colageno laminina, EP, F RGD
fibronectina, trombospondina,
uPAR
O4 FibronectinaVCAM -1, NC, F B, T, M, QIDS,
MAdCAM-1, osteopontina, LGG peptideo - CS-
ADAM, ICAM-4 1 e CS-5,
IDAPS
Os Fibronectina, osteopontina, F, EP, Th, T RGD
ADAM, fibrilina, EN,P
trombospondina, COMP, LI
Og Laminina, trombospondina, P T
ADAM, Cyr6l
o7 Laminina MIO
Og osteopondinayitronectina, EP, CN RGD
fibronectina, tenascinag LAP-
TGF4, nefronectina
Og Tenascina osteopontina, VCAM{ MIO, EP NEU AEIDGIEL
1, uPAR, plasmina, angiostatina,
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ADAM, VEGF-D
Olc Colageno, laminina COM
01 Colageno MES
Oy Osteopontinayitronectina, F RGD
fibronectina, LI, LAP-TGF$
B2 o ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, B, T,M,G peptideos -
ICAM-4 ICAM
oY) ICAM, iC3b, fibrinogénio, fator M, G peptideo P1 e
X, ICAM-4 P2
Olx ICAM, iC3b, fibrinogénio, M, G GPR

ICAM-4, heparina, Colageno
op VCAM-1, ICAM, fibrinogénio,
fibronectina, vitronectina, Cyr6l,
plasminogénio
B3 ib Fibrinogénio, fibronectina, vWF, P HHLGGAKQ
vitronectina, trombospondina, AGDV
Cyr6l, ICAM-4, LI, Ligante
CD40, colageno
"y, Fibrinogénio, vitronectina, EM RGD
trombospondina, VWF, fibrilina,
tenascina,PECAM-1,
fibronectina, osteopontina, BSP
MFG-E8,ADAM-15, COMP,
Cyr6l, ICAM-4, MMP, FGF-2,
UPAR, uPA, LI, angiostatina,
plasmina, cardiotoxina, LAP-
TGF$, Del-1,colagengq fibulina

B4 Og Laminina, desmina C
Bs Oy Fibronectina, vitronectina, C,F EP, RGD
osteopontina, BSP, CCN3, LAP-  AST
TGF$
Be Oy FibronectinaTenascinz: C,EP DLXXL,
RGD
B7 Oy FibronectinaVCAM-1, LDT, CS-1
MAdCAM-1 , osteopontina peptideo
Og Caderina E LIE
Bs Oy Fibronectina, VCAM-1, laminina| AST LIE

colageno, LAP-TGH,

vitronectina
*Baseado em BERMANet al, 2003; PETRUZZELLIlet al, 1999; PLOWet al., 2000; TAKADA et al, 2007;
WIESNEREet al, 2005. ADAM = uma desintegrina e metaloprote&&t = astrécitos; actB = células B ativadas;
actT = células T ativadas; B = células B; C = @dulle carcinoma; CCN3= uma proteina da matriz aadtrkar;
COMP = proteina da matriz da cartilagem oligoméric®N = condrécitos; CN = células derivadas data&ris
neural; Cyr6l = proteina 6l rica em cisteina; EMradotélio; EP = epitélio; F = fibroblastos; G = mubdcitos;
iC3b =, componente iC3b do sistema complementtivardo; LAP-TGF$ = peptideo associado a laténcia; LI,
CDI7I; LIE = linfocitos granulares grandes; M = ndmitos; MB = membranas basais; MES = células
mesenquimais; MIO = midcitos; NEU = neutrofilos;=Pplaquetas; PECAM-I = molécula de adesdo celular
endotelial e de plaqueta I; T = células T; Th =ditos; uPA = uroquinase; uPAR = receptor de unuage;
VEGF = fator de crescimento endotelial vasculgyf~= Fator von Willebrand.

As integrinas apresentam papéis cruciais em diggrsaressos bioldgicos, tais
como, na organogénese, remodelamento de tecidosydse, migracdo de leucdcito, adeséo,

sinalizacao e proliferacao celular (PETRUZZEIldtlal., 1999). Desta forma, esta classe de
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moléculas pode influenciar o desenvolvimento celela diversas condi¢cdes bioldgicas e
patologicas tais como embriogénese e diferenciag@ofogénese, crescimento tumoral e
metastase, apoptose e cicatrizacdo de ferimenteRNEB\M et al, 2003; YAMADA et. al,
2003).

As integrinas apresentam um papel importante emos/aspectos do cancer.
Essas moléculas sdo expressas em padrées que pedalterados nos tumores, participando
da adesdo e migracao celular, processos envolnmaoeetastase. A metastase é a principal
causa de morte em pacientes com cancer (HOOD & &EHER 2002). Trata-se de um
processo complexo que envolve a coordenacgédo desds/gias de transdugéo de sinais, que
permitem as células tumorais: proliferar, remodelaambiente no qual estdo inseridas,
invadir e migram para novos tecidos e diferencgafFHOOD & CHERESH, 2002).

As células metastaticas apresentam a capacidadelieviverem sem se
aderirem, um fendmeno conhecido como crescimemtependente do ancoramento. Além
disso, as integrinas tém um papel fundamental gepg@énese dos tumores, o que fornece as
células tumorais 0s nutrientes necessarios pat#a g®liferacdo (TANZER, 2005; VAN
DER FLIER & SONNENBERG, 2001). A variacdo fenotigiacas células tumorais é
inicialmente mediada por alteracbes na expressaantgrinas, liberacdo de proteases (que
degradam e remodelam a MEC) e deposicdo de novédécutas na MEC. Mutagbes
dominantes e mutacdes recessivas nos genes supgessmorais perturbam os circuitos
regulamentares que controlam o destino das cé&utmnferem a essas células neoplasicas a
capacidade de sobreviver e multiplicar em diferemiecroambientes e sem a necessidade de
estarem aderidas (GUO & GIANCOTTI, 2004; HOOD & CREESH, 2002).

Estudos recentes demonstraram que as célulasapitid glandula mamaria e
suas equivalentes células de cancer, expressanerdds integrinas heterodimeéricas, sendo
que, enquanto a expressao de certas integrinagnel a integrina,f;, estd associada com a
inibicdo da proliferacao, elevada expressao desutais comaw 3 € aspi, foi observada em
células de cancer de mama. Tais integrinas mostraramover a sinalizagdo proliferativa
através de sua capacidade de associar-se a psfdeircomo receptores de crescimento
chamados de proteinas-SHC, sendo que essa unié® ieteégrinas e receptores de
crescimento é essencial para a tumorigénese (PON&IMULLER, 2008).

Outros estudos também identificaram em células @®er de mama as
integrinasayPs e avPs, sendo que elas estdo envolvidas no processo tistase, e desta
forma estdo envolvidas na adesdo e migracdo deslatas. Estudos histopatoldgicos

estabeleceram a correlacdo entre a expressao elgrimatosBs € a progressao tumoral
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(BARTSCHet al, 2003; PETRUZZELLIet al., 1999). Segundo BARTSCEt al. (2003), a
expressdo de diversas integrinas nas ceélulas deerc@ie mama esta associada com as
diferencas no comportamento metastatico. ZUTEERI. (1990), encontrou que aumento na
expressdo da integringf; esta associada com o fendtipo de cancer de mamanwoor
malignidade. Altos niveis de expressao da integrinforam identificados em mais de 50%
dos canceres de mama estudados e inversamentdacomados com pacientes que
sobreviveram. MUKHOPADHYAYet al.(1999),0bservou que a expressao da subunidade
esta correlacionada com o potencial metastaticdifarentes linhagens de células tumorais.
Segundo WHITE & MULLER (2007), a manipulacdo gecettde modelos
experimentais de tumorigénese mamaria com ratostranque a expressao de integrina e a
adesdo mediada por este receptor pode desempenhagoapel importante durante o
crescimento do tumor mamaiio vivo. Tais modelos tém sido utilizados para demonstrar
atividade de receptores de integrina durante sewmisgcao metastatica de tumor primario
para tecidos secundarios, como por exemplo, o pulkanetastase pulmonar de um modelo
xenografico experimental, de cancer de mama, pamplo, demonstrou ser prejudicada apos
a administracdo sistémica de um anticorpo inilmt@mti-integrinaB;. Da mesma forma, a
administracdo de um peptideo destinado a bloquemptores das integrinasfs e asPi
demonstrou prejudicar o crescimento e a metastasgldlas de cancer de mama humano

invasivo em estudo xenografico.
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Figura 5 — Representacdo esquematica da metastase descélula
tumorais derivadas do epitélio da glandula mamé&mgressao de
diferentes integrinas encontradas em células nerrimaiasivas ou
dormentes. Esta representacéo é baseada na higétgae células
Unicas dormentes sdo derivadas da migracdo deaséhainco de
cancer. Extraido e modificado de PONTIER & MULLERQS.

Em seus estudos BARTSC# al (2003), encontraram que anticorpos contra
as subunidades de integringse os inibiram a migracdo de células de cancer de mama
linhagem MDA-MB-231 sobre fibronectina, em 68,5%28,5%, respectivamente, e o0
composto SB 265123 (antagonista de integrina) unébimigragéo dessas integrinas sobre a
vitronectina em 81,5%. Desta forma, isto sugereajoggracao da linhagem MDA-MB-231
a fibronectina envolve as subunidagies as, enquanto a migracao a vitronectina envolve
primariamente a integrina,f3 ou ayPs.

Céancer de préstata também apresenta distarbioxpr@ssdo de integrinas
(EDLUND et al., 2004; FORNAROet al., 2001; GOELet al, 2008 KNUDSEN &
MIRANTI, 2006). Entre as subunidades varios estudos mostram que a expressao das
subunidadess, a4, as, 07 € oy €sta diminuida e a expressao da subunidggesta aumentada
(GOEL et al, 2008). A subunidade, tem demonstrado estar com sua expressao diminuida
em cancer de prostata, porém em metéstase linfenadexpressado desta subunidade esta
aumentada quando comparado com lesfes primariadNKBOFF et al., 1993). Ja a

expressdo da subunidageé mantida na neoplasia da prostata, porém suassgw se torna
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mais intensa e sua densidade no sitio de contato a&canembrana basal diminui com o
aumento do grau histologico (GOIELal, 2008).

Entre as subunidadef, a expressdo das subunidadhs B3, e Ps esta
aumentada em cancer de prostata humano, ja a sdpress subunidadgsc e B4 esta
diminuida. Cinco subunidades variantes da subuaifigdgeradas posplicing alternativo,
tém sido descritasPia, Pis, Pic, Pic2 € Pip, Sendo que duas varianted,c e Pia,
demonstraram ser expressas no epitélio da pro&a&L et al, 2008). A expressao da
subunidade3; o esta aumentada em céncer de préstata humano, dmam em modelos de
ratos experimentais designados TRAMP (adenocarc@nwansgénico da prdostata de rato).
Como a subunidadf;n associa-se com muitas subunidades as subunidades e og
apresentam sua expressdo elevada em céancer datgrésto sugere que a subunidfide
esta presente predominantemente como complexooteterico ayB1 e/ou gy (GOEL et
al., 2005 e 2008). Desta forma, a expressdo da sidmefi;» esta aumentada nas células e
essa subunidade é necessaria para o crescimeni@r ¢gatlependente de ancoramento, sendo
este um ponto muito importante para a progressaaudcer de prostata (GOFL al, 2005).

Segundo KINGet al. (2008), estudos indicam que receptores de lamitas
como as integrinagsP; € a3 S&0 mantidos na maioria dos carcinomas de préfiatante a
transicdo do PIN humano (neoplasia intraepiteliabfatica) para o carcinoma de prostata, a
expressdo da integringps € perdida e a integrin@f, predomina no cancer de prostata
humano invasivo e nas lesdes metastaticas.

Recentemente, o aumento da expressdo da subunfidadeseu ligante,
fibronectina, demonstrou estar associado com digiouda sobrevida dos pacientes com
cancer de mama (YA@t al, 2007), mas esta constatacao nao foi relatad@éer de
prostata. Outro estudo utilizando células isolattasancer de préstata humano mostrou que
essas ceélulas expressam a integoiids, enquanto as celulas epiteliais normais da pedstat
nao apresentaram esta expressao (ZHEN&.,1999). Da mesma forma, a integrings € a
subunidadey,, foram detectadas em adenocarcinoma (AZARE., 2007).

1.3.1- INTEGRINAS E SINALIZACAO

Uma das funcbes basicas das integrinas, bem conuutdes receptores de
adesédo, € de promover uma conexao mecanica fdare @ritoesqueleto celular e a MEC
(WIESNERZet al., 2005), permitindo assim as ceélulas gerar trac&ande a sua migracao e

tensdo durante o remodelamento. Além disso, ligagdspecificas entre os dominios
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extracelulares das integrinas e proteinas da matiacelular, ou, em alguns casos, com 0s
receptores respectivos das células adjacentesopasmadesdao celular e sdo cruciais para o
desenvolvimento embrionario, manutencdo e repamdual, defesa e homeostase
(HARBURGER & CALDERWOOD, 2009). Estes processos etgjem da ligacdo das
integrinas ao citoesqueleto intracelular, que geeate acontece através da cauda
citoplasmatica das integrinas (CALDERWOG@D al, 2000, EVANS & CALDERWOOD,
2007).

A cauda citoplasmatica das integrinas € geralmentt&a e ndo apresenta
caracteristicas enzimaticas. Tal porcdo intraceldiesencadeia uma cascata enziméatica
associada a ativacdo da integrina, iniciada pdmegis locais intracelulares (através do
recrutamento de enzimas) ou extracelulares. Destaaf as integrinas transduzem sinais
através de sua associacdo as proteinas que astaronao citoesqueleto, as quinases
citoplasmaticas e aos receptores transmembranataled de crescimento (GIANCOTTI &
RUOSLAHTI, 1999). Sendo assim, as interagOes deegiimas com os diversos ligantes
transmitem sinais quimicos para o interior da eélsinalizacdo dutside-in”), fornecendo
informacfes sobre sua localizacdo, ambiente loestado adesivo e matriz circundante
(HYNES, 2002; MIRANTI & BRUGGE, 2002). Estes sinaisterminam respostas celulares
tais como sobrevivéncia, crescimento celular, diferacdo, morte celular, migracao,
proliferagcdo, motilidade e remodelamento tecidwealproporcionam um contexto para
responder a outrogputs incluindo os transmitidos pelo fator de crescitneau pelos
receptores acoplados a proteina G (HARBURGER & CERWWOOD, 2009HOLLY et al,
2000). Além da sinalizac&outside-in as integrinas podem regular sua afinidade a tégan
extracelulares. Elas sofrem mudancgas conformacarai seus dominios extracelulares que
ocorrem em resposta a sinais que afetam a cauwdasinatica das integrinas - um processo
que é chamado de sinalizagéside-outou ativacdo (CALDERWOOD, 2004). Sinalizacao
tanto outside-in como inside-out requerem dinamica espacial e temporalmente regulad
montagem e desmontagem de complexos multiprotejuesse formam ao redor da cauda
citoplasmatica das integrinas (HARBURGER & CALDERWD, 2009).

Apos a ligacdo de uma integrina ao seu ligante B& Ma cauda citoplasmatica
da subunidad@ liga-se a varias proteinas de ancoramento intriceincluindo a talinag-
actina e a filamina. Essas proteinas de ancoranpaatem ligar-se diretamente a actina ou a
outra proteina de ancoramento, como a vinculigantio a integrina aos filamentos de actina

do cortex celular, sendo que em condicfes idesiig,ligacao leva a agregacao das integrinas
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e a formacgéo de adesfes focais entre as célulddEeCaFiguras 6A e 6B) (GIANCOTTI &
RUOSLAHTI, 1999; COPPOLINO & DEDHAR, 2000; Llet al, 2000).

ATIVACAO DAS INTEGRINAS : MONTAGEM DAS

INTEGRINAS

Figura 6A — Integrinas e sinalizacéo celular. Ativacdo e mostaglas integrinas. Extraido e modificado de
HARBURGER & CALDERWOOQOD, 2009.

AGRUPAMENTO DAS INTEGRINAS i DESMONTAGEM
DAS INTEGRINAS
B I'}
D |
SI¢

(S4)

Sobrevivéncia - Motilidade
Crescimento Espalhamento
Proliferacéo Migracdo

Figura 6B — Integrinas e sinalizacéo celular. Agrupamento emdesagem das integrinas. Extraido e
modificado de HARBURGER & CALDERWOOD, 2009.
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1.3.2- SINALIZACAO OUTSIDE-IN

A interacdo do ligante ao dominio extracelular ddedrina leva ao
agrupamento €lusterizacdo’) desses receptores e a formacédo de sitios espedad de
adesdo denominados de adesfes focais (FAs) (HEHISG&Nal, 2007). Este complexo
multiproteico inclui proteinas estruturais e deaBracdo, como as integrinas, proteinas do
citoesqueleto e quinases, que incluem FAJC4l adhesion kinageSrc, entre outras como a
ILK, Talina, Paxilina, Parvins, p130Cas e GTPasefathilia Rho (BERRIER & YAMADA,
2007; HEHLGANSet al, 2007).

Segundo TAKADAEet al. (2007), tais mudangas conformacionais incluem o
movimento externo do dominio hibrido, a separagd® abminioso e B, e separacdo dos
dominios transmembrana, que levam a interacdo ala$as citoplasmaticas com moléculas
de sinalizacéo intracelular. Estas incluem enzi(pas exemplo, a quinase de adesé&o focal/c-
Src, e as pequenas GTPases, Ras e Rho) e adaptgmwrexemplo, Cas/Crk e paxilina) que
se unem dentro das estruturas de adeséo, inclaidésdes focais que se ligam a matriz
extracelular das células e podossomos (GINSBER&, 2005; SHATTIL, 2005; TAKADA
et al, 2007). Desta forma, a afinidade de uma integaisaus ligantes, tais como a molécula
de adesdo intracelular-1 (ICAM-1), regulam o grausthaliza¢do dutside-in” nos sitios de
contatos de adesado focal (Figura 7). Estes contséos sitios ativos que transduzem
informacdes, tais como a densidade de ligante eettriar ou a magnitude e a direcdo das
forcas extracelulares sobre a célula. Aléem dissontegrinas também podem ser ativadas
“outside” pela ligacdo de cétions divalentes aos sitiosggdedo de ion metal nos dominios |
e I-like nas subunidadese 3, respectivamente (TAKADAt al, 2007).
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(a) Movimento de rolamento do leucocito (b)  Adesiio do leucocito
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Figura 7- Recrutamento do Leucdcito para a superficie elidbté) ligacéo da glicoproteina ligante de
selectina (amarelo e roxo) com as selectinas da®ditos (azul) na superficie endotelial, e ligad@o
baixa afinidade das integrinas do leucécito (veodeh as ICAMs (amarelo) na célula endotelial fexit
rolamento e a adesdo. Essa ligacdo, juntamenteososinais das quimiocinas (rosa), gera 0s sinais
inside-out(setas amarelasfh) A adesao do leucécito é mediada por aglomeradastélgrinas de alta
afinidade (vermelho) ligando-se as ICAMs das céludadoteliais. Estes aglomerados focais podem
transmitir sinaisoutside-ine afetar fungdes, tais como a polarizacdo celkelanigracdo. Extraido e

modificado deTAKADA et al, 2007.

Desta forma, as adesdes focais séo sitios fornatasomplexos de varias
moléculas dindmicas que promovem a adesdo ao awhstrem como a localizagcdo
direcionada do citoesqueleto e dos componentesinddizacdo, e devido a sua rica
composicdo sado consideradas por alguns autoresiadagade transducdo de sinais
dependente da adesdo (HARBURGER & CALDERWOOD, 20@& CHEN, 1994).

As integrinas sdo essenciais para a migracdo saoveelular ja que regulam
as vias de sinalizacao intracelular que controlaonganizacao do citoesqueleto, geragéao de
forca e sobrevivéncia. Durante a migracao celdarjnteracdes entre as integrinas e seus
ligantes sao feitas e desfeitas. Dependendo daasigdp da MEC, as integrinas ativam uma
ou varias vias de sinalizacdo intracelular. Esias tipicamente envolvem fosforilagdo da
Quinase de Adesdo Focal (FAK), recrutamento deepras adaptadoras, ativacdo de
pequenas GTPases e subseqlente ativd@&@ostreamde moléculas efetoras. Estes sinais,
em coordenados com o0s sinais provenientes dos e$atarescimento, regulam o
comportamento celular em um microambiente compleadual (HOOD & CHERESH,
2002).
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Figura 8 - Sinalizacdo via integrina e receptor tirosina gsinénduz a migracdo e invasdo
celular. Quinase de Adesédo Focal (FAK) e quinasefadhilia Src (SFKs) integram os sinais
pro-migratorio das integrinas e receptores tirogmaases (RTKs). Estes sinais exercem o seu
efeito por orquestrar mudancas no citoesqueletlaipducdo da expresséo génica. A quinase
de cadeia leve da miosina (MLCK), quinase Rho efei{®ock) e diafana de mamiferos
(mDIA), regulam o agrupamento e a contra¢do dasdide actomiosina. A quinase Amino-
terminal Jun (JNK) e ERK/APK podem ser ativadas 6fC ou FAK, e promovem a
migragdo celular através da ativacdo do ativadotepra-1 (AP-1)-dependente da expressao
génica. Sinalizacdo através Ras-ERK/MAPK tambérabmrla com transformacéo do facfor-
de crescimento (TGB»SMAD sinalizacdo induz a transicdo epitélio-megemal. Por
Ultimo, a ativacdo da ETK pela FAK é também impuegpara a migracado celular. Extraido e
modificado de GUO & GIANCOTTI, 2004.

Uma das primeiras moléculas que participa da gagdio celular juntamente
com as integrinas a ser identificada foi a FAK (F&g8). A FAK é uma proteina quinase
citoplasmatica que se co-localiza com as integni@asadesdes focais (GUO E GIANCOTTI,
2004; HARBURGER & CALDERWOOD, 2009; HOOD & CHERESH2002). Esta
molécula apresenta papel chave na sinalizacao deegi@ integrina, e pode ser ativada pelo
dominio citoplasmatico da subunidafleda integrina ou por interagcdes de proteinas do
citoesqueleto associadas a integrina (BERMgEL, 2003).

A ligacdo da célula a MEC pelas integrinas induzclasterizacdd destes

receptores e a ativacao da FAK. A FAK ativada Bgaa varias moléculas de sinalizagao, tais
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como a RAS — quinase regulada por sinais extrasl@ERK), que promove a proliferacao
celular. A ativacdo da FAK também tem demonstradonpver a sobrevivéncia e migracao
celular, as quais sao induzidas por integrinas awrdés de crescimento (HOOD &
CHERESH, 2002; SCHLAEPFERt al, 1999; SIEGet al, 1999). Além disso, a FAK é
expressa em niveis mais elevados em tumores im&diy que em tumores pré-neoplasicos
benignos (HOOD & CHERESH, 2002; OWEMNSal, 1995; WEINERet al, 1993).

A regulacdo da migracao celular pela FAK ndo estaptetamente entendida.
Apos “clusterizacdo”,a FAK é auto-fosforilada no residuo de tirosind@ 8ecruta a familia
das quinases SRC para as adesOes focais, evemfidoepiara a motilidade celular de
fibroblastos e de células de ovarioldamsterChinés (CHO), mediado por integrina (HOOD
& CHERESH 2002). De acordo com estes achados, didade celular induzida pela
expressao transgénica da FAK em fibroblastos (cé{ Rocateada) € prejudicada pela
inibicdo da SRC, e a expressdo da SRC resgatdadadegl celular em células com deficiéncia
da FAK. Do mesmo modo, a FAK fosforilada pode ati#RK pelo recrutamento de
adaptadores de proteinas, como a proteina 2 ligadeeceptor do fator de crescimento
(GRB2) e substrato associado a CRK (CAS), assinoqoeta ativacdo de proteinas quinases
tais como a familia das quinases SRC. A ativacadiada pela FAK nessas vias pode, por
sua vez, regular a migracdo e proliferagcdo cel(ldOOD & CHERESH, 2002;
RICHARDSON et al.,1997; SCHLAEPFERt al, 1999; SIEGet al,, 1999).

Uma das principais vias de sinalizacdo ativadas &K mediadas por
integrinas é a via MAPKDnfitogen activated protein kingseMAPKs sdo componentes de
sinalizacdo, que s&o importantes na conversao tdeubss extracelulares em uma ampla
gama de respostas celulares. Membros dessa fantéigram sinais que afetam diversos
processos celulares importantes, tais como prafifey, diferenciacdo, sobrevivéncia,
migracéo, expressao génica, mitose e morte cMMAGNER & NEBREDA, 2009).

Ja a familia da SHC compreende um grupo de prateidaptadoras que sdo
recrutadas para ativar a tirosina quinase em respokgacao das integrinaspi, agPa, asf1
ou oyP3, € de alguns receptores extracelulares em respdigi@cao ao fator de crescimento. A
formacdo do complexo leva a progressao do ciclalaredependente da SHC, migracéo,
sinais anti-apoptoticos e a ativacdo da ERK. Deraninigracdo celulan vivo, a formacgéo
de novos contatos de integrina fornece a céluk@ssimoleculares e de posi¢cdo que ativam a
sinalizacdo da ERK. As integrinas regulam a atiédda ERK diretamente e também por
modulacdo do fator de crescimento estimulado pwladade da ERK. A ativacdo da ERK

parece estar ligada a invasdo e migracdo celulavést de diversas vias, influenciando a
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transcricdo génica e sobrevivéncia, bem como pegalacdo direta de enzimas que sé&o
necessarias para a locomocao celular (HOOD & CHERES02).

A familia da proteina quinase C (PKC) das serieafiina quinases sao
importantes para a regulacdo da funcdo e sinabzdagdntegrina. A ligacdo da fibronectina
por integrinas e syndecan-4 recruta a PKC, a quatigida na formacdo da adeséo focal,
fosforilacdo da FAK, espalhamento da célidpréading, ativacdo da ERK dependente da
SHC e migracdo. Do mesmo modo, a PKC é importamfermacédo da adesédo focal mediada
pela integrinaa,fs € na migracdo celular em substratos contendonettna, juntamente
com fator de crescimento endotelial vascular (VEGIRIEDLANDER et al., 1995; HOOD
& CHERESH, 2002; LEWISt al, 1996). Além disso, a ativacdo da PKC € necesgétia
mobilizar a integrinais4s de hemidesmosomos das protusdes lamelares, cexigiéda para
migracdo por muitas células de tumores epitelki$WWAJA et al.,1997).

A PI3K (fosfatidilinositol 3 quinase) regula a mimtade celular dependente de
integrinas pela modulagdo das respostas destestosze em ambos os tecidos normais e
neoplasicos. Em carcinoma da mama, por exemplgaedlo da integrinagp, ativa a PI3K,
que promove a formacdo de lamelas e invasdo. Danmesodo, o0 aumento da adesao
mediada pela integrinf; e migracdo de carcinomas mamarios em respostatao de
crescimento epidérmico (EGF) e da heregulina (sqwessas pelas células de cancer de
mama metastaticas), sdo dependentes da ativac&i3da(ADELSMAN et al, 1999;
KHWAJA et al.,1997; SHAWet al, 1997).

1.3.3- SINALIZACAO INSIDE-OUT

Segundo COPPOLINO & DEDHAR (2000), a sinalizagé@gide-outrefere-se
a processos nos quais os mecanismos de sinalizgdim das células podem regular as
atividades de ligacdo das integrinas com seustégama superficie celular. Exemplos deste
tipo de sinais intracelulares incluem a estimulad@®KC pela ativacao da integriang; em
células CHO, estimulacéo da integrifigaem leucdcitos por éster forbol ou anticorpos Gb3,
ativacdo da integrina;,ps em plaquetas mediada peétambina. Sinalizacadnside-outé
definida como aqueles eventos que induzem mudarogdsrmacionais na integrina, levando
a um aumento da afinidade de ligagdo (ativacdo rdegiina) e ao agrupamento
(“clusterizacao’) de integrinas na membrana, que, resultam jurdasiedulacdo da avidez,
permitindo assim a adeséao celular (ABRAM & LOWEDQ9).
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Estas alteracOes na atividade das integrinas padnexplicadas por dois
mecanismos principais: mudancas na avidez e nadafie, que ndo sdao mutuamente
exclusivas. Mudancas na avidez das integrinas sais rprovaveis de resultar na
redistribuicdo dos receptores no espaco da memiptasmatica, resultando em aglomerado
de integrinas (complexos focais) em sitios de &gagcom o ligante (BROWN, 1997;
SHATTIL & GINSBERG, 1997). Existe uma boa evidénpeara este tipo de modulacao da
avidez, particularmente em leucdcitos, porém osamemos moleculares de sua regulacéo
ndo sdo conhecidos. Eventos de fosforilacdo, imdtui fosforilacdo das integrinas
propriamente, tém sido correlacionados com o awneatavidez das integrinas em alguns
modelos de sistemas, mas a sua importancia fist@l6gdo € clara. Outros eventos
intracelulares tais como troca GTP-GDP e metabaolisasfolipideo, tém sido sugeridos
como moduladores potenciais da avidez das integ(D@PPOLINO & DEDHAR, 2000).

Mudancas na atividade das integrinas também podeonren através de
alteragcfes intrinsecas na afinidade dos recepiadigiduais. Na maioria das vezes, as
integrinas sao expressas na superficie celulanmaafinativa, em que a integrina nao se liga
a seu ligante, e é frequentemente referido conamlesie baixa afinidade (COPPOLINO &
DEDHAR, 2000). Analises estruturais mostraram quango as integrinas se encontram em
estado de baixa afinidade, a regido N-terminaligigéio ao ligante no dominio extracelular
fica “fechada”, voltada para a membrana (XIOHBiGl, 2001; XIONGet al, 2002). Diversos
estudos tém demonstrado que sinais intracelulargsnp ativar as integrinas em formas que
se ligam muito eficientemente, chamado de estadalide afinidade. A modulacdo da
afinidade da integrina € dependente de energiac#&a para o tipo celular e provavelmente
envolve a propagacdo de mudancgas conformacionaigodunio citoplasmético para o
dominio extracelular de ligacdo. Desta forma, auteigfio da afinidade da integrina depende
de energia, do tipo celular e envolvem mudancasoomacionais que vdo do dominio
citoplasmatico até o dominio extracelular que agercom as moléculas da MEC e/ou outros
receptores (HUGHESt al, 1996; O'TOOLEet al, 1994).

Segundo TAKADAEet al. (2007), a proteina adaptadora citoesqueléticaatali
pode desempenhar um papel na regulacdo da afinddadeegrina. A ligacdo da regido da
cabeca da talina com a cauda citoplasmética daif@egd) causa dissociacdo das caudas
B, e induz uma mudancga conformacional da regid@eslular (da integrina) que aumenta a
sua afinidade pelo ligante (proteina da MEC oumutceptor) (GINSBERt al, 2005).
Dois modelos foram propostos para esta mudancérigaale. Em ambos, a integrina inativa

esta em uma conformacdo “dobrada”, na qual a podgddcabeca” fica virada para a
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membrana. No "modeldeadbolt a conformacao “dobrada” € mantida na integriretiira,
porém, movimentos parecidos com o de pistdo, dgiSe® transmembranas (da integrina)
causam deslizamento da porcao extracelulares damigadeso e B, 0 que perturba a
interacdo entre a porcao da "cabeca"” e a porcéadiaa além da membrana (oéadbolt”)
(ARNAOUT et al., 2005). No "modeloswitchblade(canivete)”, a dissociacdo da regiao
citoplasmatica transmembrana das subunidad=g leva ao deslocamento de uma repeticdo
tipo EGF na porca®, o que faz com que a regidao da “cabeca” se estpadaa regiao
externa em um movimento tipo canivete (L@Dal, 2007). Em ambos os modelos, estes
eventos propostos ocorrem dentro de segundos cativacdo da integrina, levando a
mudancas conformacionais na porcdo da cabeca, seqientemente aumentando sua
afinidade pelo ligante. Desta forma, a afinidadgil® diretamente a natureza da ligacdo com

o ligante e aparece para ajustar o grau e a agnédi@desao celular (TAKADét al, 2007).

1.4- METALOPEPTIDASES

A sintese, degradacdo e remodelamento MEC s&o osvesrticiais em
situacdes fisiologicas normais, tais como desemvarto embrionario, reproducao,
cicatrizacdo de feridas e angiogénd$ERKELA & SAARIALHO-KERE, 2003; MURPHY
& NAGASE, 200§. Sendo assim, a manutenc¢do da integridade dazreatrolve a sintese e
degradacdo de seus componentes, tais como colagleuproteinas, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, laminina e fibronectina (BODBHE al, 1999). Por outro lado, excessiva
degradacdo da MEC ocorre em condi¢gfes patologamas;omo feridas crénicas, doencas de
pele, aterosclerose, artrite reumatodide, invasdmetastase no canceKERKELA &
SAARIALHO-KERE, 2003; MURPHY & NAGASE, 2008. Desta forma, o processo de
remodelamento fisiolégico normal, morfogénese eanepecidual envolvem a regulacdo
precisa da degradacéo da matriz extracelular (MEC).

Os componentes da MEC sao degradados por varios filg enzimas
proteoliticas geralmente secretadas por célulamdposendo o principal grupo denominado
metalopeptidases de matriz (MMPs), também chamatiasmatrixinas (MURPHY &
NAGASE, 2008. As MMPs sao endopeptidades dependentes da ligdgdom metal,
geralmente Zfi, pertencentes a superfamilia de metalopeptidassgimuinas, composta
também pelas astacinas, reprolisinas, ADAMs (unoéepra com os dominios desintegrina e

metaloprotease), proteases ADAM-TS (ADAM com um @dom semelhante a
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trombospondina) e SVMPs (metalopeptidases de vendacserpentes) (DI NEZZAt al.,
2002; GUEDERSt al, 2006; PAGE-MCCAWkt al, 2007).

Vérios tipos de células produzem as MMPs, entres @a queratdcitos,
fibroblastos, macrofagos, neutrdéfilos, algumas leélsinoviais e uma variedade de células
malignas. A expressao génica das metalopeptidasbs ger estimulada pela interleucina-1,
pelo fator de crescimento epidérmico (EGF), petorfde crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e pelo fator alfa de necrose tumoral (TMJHJOBIM et al, 2008; PENDER &
MacDONALD, 2004).

O genoma humano apresenta 24 genes que codificeamyadrixinas, o qual
inclui um gene duplicado, o MMP-23. Desta foramjsem 23 diferentes genes que
codificam MMPs distintas, sendo também possiveloeina-las em: mosca de frutas
(Drosophila melanogastgr nematéides Gaenorhabditis elegahs ourico do mar
(Paracentrotus lividus Hidra vulgaris e plantas Arabidopsis thalianp (MURPHY &
NAGASE, 2008).

A maioria das metalopeptidases é secretada comog2mos inativos (pro-
MMPs) e séo ativadas extracelularmente, sendo gMMPs tipo membrana sdo as unicas
excecoOes, pois estdo ancoradas na membrana o@UIAEZZA et al, 2002; SHIOMI &
OKADA, 2003). Os TIMPs séo inibidores teciduaisMBIPs que particularmente regulam a
sua atividade. Esses inibidores formam juntamene todas as MMPs ativas um complexo
nao-covalente com alta afinidade (DI NEZ&Ral, 2002).

A estrutura basica das MMPs consiste de trés dostomuns para todas as
enzimas desse tipo: um peptideo sinal, que diracioproduto translacional para o reticulo
endoplasmatico para a sua secrecdo, sendo as fativas das MMPs desprovidas desse
peptideo; um dominio pro-peptideo, que mantémvadatie enzimatica na forma latente pela
presenca de um residuo de cisteina que interageitio catalitico; um dominio catalitico
que contém um atomo de zinco {Ancoordenado por trés residuos de histidina, seneaa
liberacdo proteolitica do zinco leva a ativacaaitio catalitico; e por dltimo, um dominio C-
terminal que tem um importante papel na ligacdo ooseu substrato e/ou interacdo com 0s
TIMPs. O dominio catalitico contém uma sequUéncidanante conservada -
HEXGHXXGXXH - vinculada ao zinco, caracteristica daperfamilia das proteinases
metzincinas, seguida por uma metionina invariaatqual esta envolvida por uma estrutura
denominada Met-turi’ (XXMXP) (CLARK et al.,2008; CHABOTTAUX & NOEL, 2007).

Algumas MMPs tém dominios adicionais, tais comoomithio hemopexina e um dominio
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homélogo a vitronectina, 0os quais sdo essencias @aa MMPs identificarem o substrato
(JEZIERSKA & MOTYL, 2009; NGUYEN; ARKELL; JACKSONZ2001) (Figura 9).

Desde sua primeira descricdo por Gross e Lapi€&d@2jl 28 MMPs foram
descritas e 24 MMPs foram identificadas em vertisgd GUEDERSet al, 2006). A familia
das metalopeptidases de matriz (MMPs) em humanostito-se de 23 membros, os quais
podem ser divididos em cinco subgrupos de acordao soa estrutura e especificidade a
substrato (Tabela 3): colagenases (MMP-1, -8 e ,-Iflatinases (MMP-2 e -9),
estromelisinas (MMP-3, -10 e -11), MMPs tipo memmar@VT-1, -2, -3, -4, -5 e -6 — MMPs)
e outras como (MMP-7, -12, -18, -19, -20, -21, -28, -27 e -28) (GUEDERSt al, 2006;
MASSOVA et al, 1998; MURPHY & NAGASE, 2008; SHIOMI & OKADA, 2003;
STERNLICHT & WERB, 2001).

Tabela 3— A familia das Metalopeptidases de matriz (em dnws) *.

Nome do grupo Numero | Localizagao Substratos Fontes celulares
da cromossomica
MMP
I. Colagenase
Colagenase-1 MMP-1 11922-923 Colageno I, 11, III, VII, Macro6fagos,
(colagenase X, gelatina, MMP-2, células do
intersticial) proteoglicana, proteing masc. liso, células
simili, MMP-9, endoteliais
entactina, tenascina
Colagenase-2 MMP-8 11921-g22 Colageno |, 11, 1lI, V, Neutrdfilos,
(colagenase VII, VIII, gelatina, macrofagos,
neutrofila) proteoglicana, proteing células do
simili, entactina, musc. liso, célulag
tenascina endoteliais
Colagenase-3 MMP-13 11922.3 Colageno I, 11, 1, IV, Macro6fagos,
IX, X, XVI, células do
proteoglicana, musc. liso, células
fibronectina, tenascina endoteliais
MMP-9
Colagenase- 4 MMP-18 Colageno | -
ll. Gelatinase
Gelatinase-A MMP-2 16913 Gelatina, colageno |, IV, Células do musc.
(72kDa colagenase V, VII, X, XI, XIV, liso,
tipo 1V) laminina, fibronectina, macrofagos,
elastina, vitronectina, células
proteoglicana, proteing endoteliais,
simili, MMPs-1, 9 e 13 linfécitos T
Gelatinase-B MMP-9 | 20g11.2-q13.1] Gelatina, colageno lll, Macrofagos,
(92kDa colagenase IV, V, VI, X, XIV, células do
tipo V) elastina, fibronectina, | musc. liso, células
entactina, proteina endoteliais,
simili, plasminogénio, linfécitos T
agrecana, vitronectina
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[1l. Estromelisinas

Estromelisinas-1

MMP-3

11923

Proteoglicanas,
coladgeno I, IV, V, IX,
X, laminina,
fibronectina, gelatina,
tenascina, proteina
simili, elastina,
entactina, vitronectina,
MMPs-1, 7, 8,9 e 13

Macrofagos,
células do
mus. liso

Estromelisinas-2

MMP-10

11g922.3-g23

Colageno lll, IV, V,
gelatina, fibronectina,
caseina, entactina,
laminina,

proteoglicanas, proteina

simili, elastina,
tenascina, fibriongénio
vitronectina, MMPs-1e
8

Estromelisinas-3

MMP-11

22q11.2

Fibronectina, laminina,
proteoglicanas,

Gelatina, caseina,

agrecana, colageno IV

IV. Tipo
membrana

MT1-MMP

MMP-14

14g11-g12

Colageno I, I, 111,
gelatina, caseina,
proteoglicanas,
fibronectina, laminina,
elastina, vitronectina,
agrecana, MMPs-2 e 13

Células do musc.
liso,
células endoteliais|

macrofagos

MT2-MMP

MMP-15

15q13-g21

Fibronectina, tenascing,
entactina, gelatina,
agrecana, perlecana,

laminina, vitronectina €

MMP-2

MT3-MMP

MMP-16

8021

Colageno lll, gelatina,
fibronectina, caseina,
vitronectina, MMP-2

MT4-MMP

MMP-17

12G24.3

Gelatina e pro-MMP-2

MT5-MMP

MMP-24

20q11.2

Proteoglicanas, pro-
MMP-2, colageno |,
gelatina, fibronectina,
laminina

MT6-MMP

MMP-25

16p13.3

Gelatina, fibrina,
coldgeno V,
fibronectina, pr6-MMP-
8 e 9, laminina-1

V. Matrilisinas

Matrilisina

MMP-7

11921-022

Proteoglicanas, gelatina,
fibronectina, caseina,
tenascina, elastina,
coladgeno I, IV, V, IX,
X, Xl, entactina,
laminina, proteina

Macroéfagos
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simili, vitronectina,
MMPs-1, 2, 9,
complexo MMP-
9/TIMP-1

Matrilisina 2 MMP-26 11p15 Colageno IV,

fibronectina, gelatina,

fibriongénio, elastina,
pré6-MMP-9

VI. Outras

Metaloelastase MMP-12 | 11g22.2-g22.3| Elastina, colageno IV, Macrofagos
gelatina, caseina,
fibronectina,
fibrinogénio,
plasmogénio, laminina
proteoglicana, MMP-2

RAS I-1 MMP-19 12914 Tenascin, gelatina, -
agrecana
Enamelisina MMP-20 11922.3 Amelogenina, COMP -

(proteina da matriz
oligomérica da

cartilagem)

XMMp MMP-21 10 ? -
Nome ndo comum MMP-23 1p36.3 Gelatina -
Nome ndo comum MMP-27 11924 ? -

Epilisina MMP-28 17921.1 Caseina -

* Baseado em GUEDERS al, 2006; JEZIERSKA & MOTYL, 2009; MURPHY & NAGASE,®S8.

As MMPs séo importantes em muitos aspectos biadggias quais vao desde a
proliferacdo celular, diferenciacdo e remodelamed#o MEC para a vascularizacdo e
migracdo celular. Esses eventos ocorrem diversagsvelurante a organogénese no
desenvolvimento normal ou durante a progressaoralif@©@HANG & WERB, 2001).

A progressao do cancer é um processo complexo encoitas etapas, que
inclui o crescimento, a migracdo, invasdo, metastsangiogénese. Cada etapa neste
processo é fundamental para o desenvolvimento tABtas sendo reguladas através de
interacbes de muitos genes, incluindo aqueles garIMPs (MARTIN & MATRISIAN,
2007).

As matrilisinas (por exemplo, MMP-7 e MMP-26) sapmssas por células
fisiologicas e patolégicas do endométrio, intestuelgado, mama, pancreas, figado e
préstata. As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13g¢stromelisinas apresentam um
dominio parecido com hemopexina. Fisiologicamenss colagenases regulam o
desenvolvimento 6sseo e reparo de ferimento nogetoremodelamento rapido da MEC.
Além disso, MMP-13 é expressa em doencas comdeagriumor maligno de melanoma,
mama, cabeca e pescoco, e carcinoma de bexigaHBBKA & MOTYL, 2009). As

gelatinases (MMP-2 e MMP-9) apresentam uma regidoteado trés repeticbes de
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fibronectina tipo Il nos seus dominios cataliti¢#8ZIERSKA & MOTYL, 2009;KERKELA
& SAARIALHO-KERE, 2003.

Ancora de

Peptideo Dominio glicosilfosfatidil-
hemopexina inosi 3
Pro-peptideo Zinco sinal I inositol (GPI)

Sitio de
clivagem de
furina Dominio
\ transmembrana

Insertos de
fibronectina
tipo II

Linker

\" Gelatinases
Gelatinase-A (MMP-2)
- Gelatinase-B (MMP-9)

Figura 9 — Representacdo esquematica dos dominios estsubéisicos das MMPs. As gelatinases
apresentam trés repetidas fibronectinas tipo Iseo dominio catalitico. Extraido e modificado de
RUNDHAUG, 2005.

Dominio
catalitico

A expressédo da MMP-2/gelatinase A (72kDa colagetipedV) que pode ser
encontrada numa variedade de células normais @Rjbem como em algumas células que
sofreram transformacdes, incluindo fibroblastos,ergtindcitos, células endoteliais e
condrécitos (CARPENAt al, 2008) e MMPs tipo membrana (MT-MMPSs) estéo clamat®e
correlacionadas com o fenétipo invasivo e metastadia célula tumorah vivo e in vitro.
Além disso, as MMPs-1/colagenase intersticial, MBI€stromelisina-1, MMP-7/matrilisina
e MMP-9/gelatinase B (92kDa colagenase tipo IV)g@Fa 9) sdo produzidas apenas em
situacdes patoldgicas, tais como queratinocitosaerdfiagos alterados e também em muitas
células malignas (CARPENAt al, 2008; SATOet al, 2004), estdo associadas com a
malignidade de tumore® vivo e in vitro. Portanto, diferentes conjuntos de MMPs estdo
provavelmente envolvidos na degradacdo da MEC thirannvasdo tumoral e metastase
(SATOet al, 2004).

A MMP-2 e MT1-MMP degradam a matriz extracelulaydndo a invaséo e
metastase de células de cancer de mama. Diversgsigas confirmam o envolvimento da
MMP-2 em todos os canceres humanos, desta forexad® nivel de MMP-2 foi encontrado
em pacientes com canceres gastrico, pancreaticdstafa (JEZIERSKA & MOTYL, 2009).
Estudos sobre a expressdo das MMPs e TIMPs ensuwé@&dalos de canceres humanos tém
demonstrado que a ativacdo da pro-MMP-2 mediada gehbinacdo com TIMP-2 e MT1-
MMP (sistema pro-MMP-2/TIMP-2/MT1-MMP) se correlana com a progressao da

maioria dos tipos de canceres, tais como adenocanes de mama, carcinomas papilares da
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tiredide, adenocarcinomas gastricos, carcinomadegpbides orais e gliomas, enquanto
MMP-7 tem um papel importante na metastase end@hetrcarcinomas gastrointestinais
(OKADA, 2000; SHIOMI & OKADA, 2003). Estudos de NAKMURA et al (1999)
sugerem gue a expressao aumentada da pro-MMP 2 aigacdo mediada pela MT1-MMP
em células de carcinoma, sdo importantes para @adamento maligno de carcinomas da
tiredide.

Acredita-se que a MMP-9 tenha um importante envadvito na invasao de
células cancerigenas. Na literatura encontramisd@sque relacionam o aumento dos niveis
de MMP-2 e MMP-9 com o potencial de invasdo nedgdageral, aumento da angiogénese e
metastase (CARPENEL al, 2008). Devido ao papel importante das gelatinasde maneira
especial a MMP-2 na degradacao da MEC, que estaiada com 0 comportamento maligno
das células de tumor, diversos autores tém reladmms niveis de MMP-2 e MMP-9 com
carcinomas de esb6fago, oral, endométrio, pelendarientre outros (NAKAMURAet al,
1999; PEREIRAet al, 2006).

1.5- ADAMs

Na curta histéria do campo das proteinas metalegsetdesintegrinas,
diversos caminhos fascinantes e notavelmente difesede investigacdo convergiram na
descoberta de novos membros desta familia de pagteHa alguns anos a purificacdo, a
partir de veneno de serpente, de uma potente taxitieoagulante ligante da integriagps,
resultou na primeira descricdo de uma desinte@HBANG et al, 1989). Alguns anos mais
tarde, a purificacdo e clonagem das ADAMSs Disintegrin And Metalloproteasg 1 e 2,
originalmente chamadas de fertilinae p, respectivamente (SEALS & COURTNEIDGE,
2003) revelou que ambas sdo metaloprotease-dasnmategancoradas na membrana do
espermatozoide e implicadas na fuséo deste comilo (8LOBEL, 1997; CHCet al, 1998;
WOLFSBERG & WHITE, 1996; YUANet al., 1997).

Subsequentemente, outras ADAMs foram sendo descrtameltrinae foi
ligada ao processo de fusdo muscular de miobladtodinhagem C2C12 (SEALS &
COURTNEIDGE, 2003; YAGAMI-HIROMASAEet al, 1995). Em drosdfila, dois trabalhos
distintos revelaram que a Kuzbanian (ADAM10), tem papel na promog¢ao e inibicdo do
destino da célula neural em diferentes estagiosedaogénese (ROOKEt al, 1996) e na
extensdo axional (FAMBROUGIHt al, 1996). As ADAMs também estdo envolvidas em
clivagem de pelo menos dois substratos altamemgwargtes, a citocina pro-inflamatoria
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ancorada na membrana, fator de necrose tumoral -G)NEue € liberada da membrana
plasmatica pela TACE (convertase de T&§Fou ADAM17. A TACE, por sua vez, tem um
papel critico nas desordens auto-imunes em cerascds como a artrite reumatoide
(BLACK et al, 1997; MOS%t al, 1997; ZHENGet al, 2004).

As ADAMs tém papel fundamental nas interacfes enéklas ou entre
células e a MEC. Tais interacdes sdo de fundamenpartancia em processos de adesdo,
migracdo, proliferacdo, desenvolvimento, difereg@in transducdo de sinais, resposta
imunologica, manutencédo da estrutura tecidual atrizacdo de ferimentos, como também
em situacdes patoldgicas, como por exemplo, cdackErmacdo de metastases tumorais
(BLOBEL, 1997; BLACK & WHITE, 1998; WAGNER & WYSS1994).

As ADAMs séao glicoproteinas de membrana que comigriti-dominios, com
funcdes e estruturas especificas. Entre os domapossentados pelas ADAMS estdo um
peptideo sinal, um pré-dominio e dominios metal@ase, desintegrina ou desintegriike;
rico em cisteina, EGHkke (Epidermal Growth Factor-likg transmembrana e citoplasmatico
(Figura 10) (BLOBEL, 1997; SEALS & COURTNEIDGE, 220NVHITE, 2003).
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Figura 10 — Desenho esquematico representando a estrututendeADAM com seus diferentes
dominios e diferentes funcdes. E@&e: dominio Epidermal Growth Factor-like TM: dominio
transmembrana. Os nimeros acima representam adpagete residuos de aminoacidos na proteina.
N-term. = regido amino-terminal, C-term. = regidarboxi-terminal. Extraido e modificado de
BLACK & WHITE, 1998; ROCKSet. al, 2008; SEALS & COURTNEIDGE, 2003.

Ja foram identificados 20 genes que codificam pddAMs e mais de 30
membros protéicos desta familia foram descritos HPY et al, 2003; PRIMAKOFF &
MYLES, 2000; STONEet al, 1999). Os genes para esta familia de prote#awslassificados
em dois grupos: o primeiro é o grupo de metalops®s ativas ou potencialmente ativas, as
quais possuem sequéncia consenso para a ligacdmao no dominio catalitico; o outro
grupo corresponde as ADAMs com o dominio metalgasd proteoliticamente inativo,
devido a auséncia de motivos integros para a lkigats# zinco envolvido na catéalise
enzimatica (EMlet al, 1993; WOLFSBERGt al, 1993; WOLFSBERG & WHITE, 1996).
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Além do Homo sapiensas ADAMs podem ser encontradas também em outgEcies,
incluindo C. elegansDrosophila, Xenopuse camundongos, mas néo estao presentels.em
coli, S. cerevisiaeou em plantas (BLOBEL, 1997; FAMBROUG#t al, 1996; SEALS &
COURTNEIDGE, 2003).

Estudos realizados até 0 momento indicam que asMd#ao sintetizadas no
reticulo endoplasmatico rugoso e em seguida tratzfas ao complexo de Golgi para
maturacdo (Figura 11). A maturacdo envolve a remal@ pro-dominio da estrutura da
ADAM, o que torna o dominio metaloprotease comgeteou seja, torna-o ativo (LUMt
al.,, 1998; ROGHANIet al, 1999; SEALS & COURTNEIDGE, 2003). No entanto, a
localizagao intracelular na qual ocorre o reconheaito e clivagem dos substratos das
ADAMs permanece incerta. Alguns estudos apontanidwes de ADAMs proximo ao
nacleo, em alguns casos co-localizados com mareadt® Golgi e ainda podem também ser
detectados na superficie celular (SEALS & COURTNE&H 2003). Abaixo segue o desenho
esquematico da sintese, processo, e fungcdo das ADAM
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Figura 11 — Desenho esquemédtico acima mostra a sinteseegsmce funcdo das ADAMSs. Diversas
atividades representativas das ADAMs estdo esqimadas. Extraido e modificado de SEALS &
COURTNEIDGE, 2003.

A seguir serdo descritas de forma mais detalhadgria€ipais funcdes
identificadas até o momento dos diferentes domimiesentes nas ADAMSs.

1.5.1- PRO-DOMINIO

As ADAMs possuem uma regido N-terminal (Figura &¢6jn uma sequéncia
sinal que as direciona para a via secretoria endra@minio que possui funcdo na maturagao,
pois sua presenca mantém o dominio metaloproteatied. A ativacao deste dominio se da
através de um mecanismo deystein-switch (BECKER et al, 1995; SEALS &
COURTNEIDGE, 2003; VAN WART & BIRKEDAL-HANSEN, 1990 no qual um residuo
conservado de cisteina, presente no pré-dominadena o fon zinco (Zf) do sitio ativo e
assim mantém o dominio metaloprotease na confomiagdiva. Apods a remocao do pro-
dominio, o dominio metaloprotease torna-se ativé eapaz de realizar suas funcdes
cataliticas. Uma fungdo secundéria sugerida pafa@éedominio seria a de chaperona,
possibilitando a configuragdo estrutural aproprigdaa a proteina como um todo ou
especificamente para o dominio metaloprotease (SEAL COURTNEIDGE, 2003).
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Portanto, o pro-dominio € necessério para mani@éacia destas proteinas, na estruturacéo
do sitio catalitico ativo e na propria passagemAda&Ms ao longo da via secretéria.

1.5.2- DOMINIO METALOPROTEASE

Todas as ADAMs possuem um dominio metaloprote@selosque em apenas
17 das 29 ADAMs de mamiferos (Tabela 4) a atividesta presente devido a conservacao do
motivo de ligacdo ao Z# (WHITE, 2003). O dominio metaloprotease é respeispelo
processamento hidrolitico dos substratos das ADAVEs residuos conservados de histidina
e um de metionina coordenam o0°Zdo sitio ativo. O residuo de metionina faz pageith
motivo denominado dilet turnque flanqueia o0 motivo consenso HEXxXHxxGxxH (SEALS
COURTNEIDGE, 2003; WOLFSBEREt al, 1995; WOLFSBERG & WHITE, 1996).

Os inibidores da atividade do dominio metalopraedess ADAMs podem ser
divididos em quatro classes: os que agem por dextéin, os quelantes de?Znas moléculas
pequenas inibidoras do mecanismo de catalise @ibislares protéicos chamados TIMPs
(Tissue Inhibitors of Metalloproteasesp dominio N-terminal dos TIMPs se adapta
encaixando-se dentro do sitio catalitico das metateases e o dominio C-terminal
provavelmente esta relacionado a especificidadeesleimibidores para seus substratos
(SEALS & COURTNEIDGE, 2003).

O dominio metaloprotease foi mais bem caracterizamosua capacidade de
executar a funcéo critica de clivagem de ectodasinh figura abaixo ilustra o papel do
dominio metaloprotease da ADAM na ativacdo de iagio mediada por receptores. A
ADAM reconhece um substrato ancorado na membrasi@ao mesmo, resultando em um
ligante solavel que pode difundir-se e interagimco seu receptor em outro local. Desta
forma, a ADAM participa da sinalizacdo mediada mutras moléculas presentes na
membrana (BRIDGES & BOWDITCH, 2005; WHITé al, 2005).
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Figura 12 — Desenho esquematico acima mostra 0 papel do dominio metaloprotease da
ADAM na ativacdo de sinalizagdo mediada por receptores. Extraido e modificado de
BRIDGES & BOWDITCH, 2005 e WHITE et al., 2005.

A clivagem realizada pelas ADAMSs também podem ocorrer em conjunto com
as integrinas, sugerindo-se dois modelos de acdo (Figura 13). No primeiro (A), a ADAM
associa-se com a integrina, facilitando o reconhecimento da localizagdo do substrato da
ADAM e proporcionando a clivagem proteolitica. No outro modelo (B), a associagcdo da
integrina com a ADAM impediria a clivagem, que s6 ocorreria apds a liberacdo da ADAM
pela integrina. Apos a dissociagdo do complexo ADAM-integrina, a ADAM poderia difundir
livremente pela membrana e encontrar seu substrato para clivagem (BRIDGES &
BOWDITCH, 2005; WHITE et al., 2005).
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Figura 13 — Desenho esquematico acima mostra que clivagem realizada pelas ADAMs
também podem ocorrer em conjunto com as integrinas, sugerindo-se dois modelos de acéo
(A) e (B). Extraido e modificado de BRIDGES & BOWDITCH, 2005 e WHITE et al.,
2005.
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Tabela 4 —As ADAMs humana¥.

ADAM Nome comum Funcéo provavel Expresséo
ADAM2 Fertilin3, PH-3® Ligacdo/fusdo espermatozoéide/évulo Testiculo
ADAM7 EAP1, GP-83 Epididimo
ADAM8 MS2, CD156 Infiltracdo Neutrofil, clivagem da  Granulécitos/Mondcitos,
CD23 Macrofagos, Neutrofil
ADAM9  Meltrin-y, MDC9, MCMP Migracao celular, clivagem de Células Somaticas

ectodominios, digestéo de
fibronectina e gelatina
ADAM10  Kuz, MADM, SUP-17 Clivagem de ectodominios, destino Células Somaéticas (Rins,

celular, digestédo do colageno IV, Cérebro, Condrdcitos)
gelatina e proteina basica mielina.
ADAM11 MDC Repressor tumoral Cérebro
ADAM12 Meltrin-a, MCMP, Clivagem de ectodominios, Fusdo de  Células Somaticas
MLTN, MLTNA mioblastos, digestao do colageno IV, (Osteoblasto, Musculo,
gelatina e fibronctina, digestdo de  Condrocitos, Placenta)
IGFBP-3 e 5

ADAM15 Metagirdin, MDC15 Ligacao célula-célula, digest@o d Células Somaticas (Célula do
colageno IV e gelatina, Expressdo naVisculo Liso, Condrocitos,

aterosclerose Célula Endotelial, Osteoclasto)
ADAM17 TACE Clivagem de ectodominios Células Somaticagriffagos
ADAM18 Tmdciii Testiculo
ADAM19  Meltrin-3, MADDAM,  Clivagem de ectodominios, Desenv. Células Somaticas

FKSG34 Células dendriticas, digestao de

neuregulina
ADAM20 Testiculo
ADAM21 ADAM 31 Testiculo
ADAM22 MDC2 Cérebro
ADAM23 MDC3 Adeséo Celular, Desenv. Neural Cérebro, Caraga
ADAM28 e-MCD II, MDC-Lm Vigilancia imune, digestdo protain Epididimo, Pulmdes,

béasica mielina e IGFBP-3 Linfécitos, Pancreas, Utero
ADAM29 svphl Testiculo
ADAM30 svph4 Testiculo
ADAM33 Ligada geneticamente com asma, Células Somaticas (Pulmdes,
clivagem de APP, KL-1 e cadeia B Musculo Liso)
insulina

* Extraido e modificado de MOCHIZUKI & OKADA, 2002EALS & COURTNEIDGE, 2003.

1.5.3- DOMINIO DESINTEGRINA

O dominio desintegrina das ADAMs ¢é ligante de irtexs ou de outros
receptores (WOLFSBEREt al, 1995). O nome desintegrina é dado para desceeftgrcao
deste dominio na ligacdo com as integrinas (SEALSEJRTNEIDGE, 2003).

Estruturalmente, as ADAMs estao relacionadas co®\AdPs da classe PlII,
porém, a maioria das ADAMs possui dominios adigon&GF-like, transmembrana e
citoplasmatico), os quais nao estao presentes\We$S. Uma diferenca adicional entre estas
familias € que as SVMPs sédo proteinas secretadiasiderando que as ADAMs estdo, em
sua maioria, ligadas a membrana (DUFRMYL, 2003; IBAet al, 1999).
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O dominio desintegrina das ADAMs consiste de apnadamente 90
aminoacidos. A maioria dos ligantes de integrina®rage com 0s seus substratos via
sequéncia RGD (Arg-Gly-Asp) (DUFF&tal., 2003). O dominio desintegrina da ADAM15 é
0 Unico a possuir a sequéncia RGD, o qual se assmrh as integrinas,33 ou Osf3;
(DUFFY et al, 2003; WOFSBERG, 1995; WOFSBERG & WHITE, 19965 ADAMs 2 e
9, fazem ligacdo com a integriraB; através de um tripeptideo ECD (Glu-Cys-Asp)
(DUFFY et al, 2003; SEALS & COURTNEIDGE, 2003). Entretanto,b@ses estruturais e
os detalhes da ligacdo entre ADAMs e as integriaggla ndo estdo completamente
elucidadas, bem como os efeitos bioldgicos redaisatesta ligacao.

1.5.4- DOMINIOS RICO EM CISTEINA E TIPO EGF

O dominio rico em cisteina é caracterizado pelagorga de elevado nimero de
residuos deste aminoacido (cerca de 160 aminoacaioslO a 14 residuos de cisteina). J4 o
dominio tipo EGF possui cerca de 40 aminoacidos reséduos de cisteina (SEALS &
COURTNEIDGE, 2003). Acredita-se que tal dominio ggogarticipar na manutencdo da
estrutura do dominio desintegrina ou que estejaleic em interagcdes com ligantes (A
al., 1996). Foi notado originalmente que as ADAMs 113, e 14 apresentam um motivo em
seu dominio rico em cisteina muito similar as seqia encontradas em peptideos de fuséo
viral (BLOBEL & WHITE, 1992). Além disso, ja foiabcrito que o dominio rico em cisteina
age como um ligante para a adesdo celular da nal&mdecan (MILLAet al, 1999;
REDDY et al, 2000; SHlet al, 2000).

1.5.5- DOMINIO CITOPLASMATICO

A regido citoplasmatica, ou dominio citoplasmatiasta localizado C-
terminalmente e pode variar amplamente entre asedifes ADAMs, tanto em comprimento
(40 a 250 aminoacidos) como em sequéncia (DUEFA., 2003). As ADAMs possuem uma
cauda citoplasmatica rica em prolina, serina, acglatamico, lisina ou tirosina
(WOLFSBERGet al, 1995). A presenca destes residuos no domiroeplagmatico sugere
sua participacdo em vias de transducdo de sinajsrefenca de residuos de prolina, por
exemplo, sugere a presenca de sitios de ligac@oppaieinas associadas ao citoesqueleto ou
para proteinas que contém dominios de ligagdo Sk3homology B Os residuos de tirosina
podem sofrer fosforilag@o e interagir com proteicisgplasmaticas contendo sitio de ligacao
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SH2, o que novamente sugere o0 envolvimento das ABANR processos de sinalizacao
intracelular levando a regulacdo de sua e/ou atratende sua maturagédo e localizagéo
intracelular (DUFFYet al, 2003; WOFSBERG & WHITE, 1996).

1.5.6- PRINCIPAIS FUNCOES DAS ADAMs

A organizacdo das ADAMs em dominios sugere suaicgEtdo em
importantes e variadas funcdes fisiologicas, imelai protedlise, processamento de formas
precursoras de fatores de crescimento, adesdode fieular, interagbes célula-célula e
célula-MEC e sinalizacao celular (BLACK & WHITE, 98).

Estudos recentes mostram os diferentes processt@ibbs nos quais as
ADAMs estdo envolvidas, incluindo a fertilizacdoneurogénese, a miogénese, a liberacao
embriondria de TGle; a clivagem de ectodominios de proteinas de merapraigracao,
proliferac@o, sobrevivéncia celular, respostaamttéria (BLOBELet al, 1992), doencas
humanas (como por exemplo, cancer, hipertrofiaiaead asma, artrite, aterosclerose, doenca
de Alzheimer e infec¢des bacterianas), entre oydrosessos (DUFF¥t al, 2003; SEALS
& COURTNEIDGE, 2003).

Aumento da proliferacdo celular, invasdo e metass# as caracteristicas
oficiais da progresséo do cancer. Varias ADAMs podiberar formas ativas de fatores de
crescimento especificos, como por exemplo a heparadura, que se liga ao fator de
crescimento epidérmico (HB-EGF), um mitdgeno paédulas lisas e certos tipos de
fibroblastos liberado pelas ADAMs 9, 10 e 12 (DUFFt al, 2003). Células tumorais,
muitas vezes moveis e invasivas, produzem fatoescrdscimento e sua proliferacédo
independente dos fatores de crescimento exdgenusibeo com sua tumorigenicidade.
Baseado em suas atividades ja conhecidas, oulsejau papel na regulacdo da clivagem dos
fatores de crescimento em células normais, algurdeterminados membros da familia das
ADAMs podem estar envolvidas nestes processos tamdm células tumorais (SEALS &
COURTNEIDGE, 2003). A ADAM9 tem sua expressao auiaeg em um grande numero de
carcinomas humanos, entre eles, prostata, mamaestimo (MAZZOCA et al., 2005;
MOCHIZUKI & OKADA, 2007; ZHOU et al, 2001). Outras ADAMs, como a ADAM10,
12, 15 e 17, também apresentam sua expressao adaemh diversos carcinomas humanos
(DUFFY et al, 2003; IBAet al, 1999; SEALS & COURTNEIDGE, 2003).

Algumas ADAMs, como as ADAMs9, 10 e 17, desempeniiamgdes dex-
secretase. A primeira causa da doenca de Alzhe&inaeacumulacdo do peptidg@mildide
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(AB) no cortex cerebral. O peptide® A derivado de uma proteina transmembrana conhecida
como proteina precursora amiléide (APP), sendoeste pode ser degradada por proteases,
tais como aa- PB- e y-secretase (ASAkt al, 2003; DUFFYet al, 2003; SEALS &
COURTNEIDGE, 2003).

1.6- ADAM9

A ADAM9 (MDC9 ou meltriny) € um importante membro desta familia de
glicoproteinas ancoradas na membrd&fRITZSCHEet al, 2008; FRITZSCHEet al, 2008;
ZUBEL et al, 2009). Trata-se de uma molécula de adesédo qeraga com a integring,fs,
esta envolvida noprocessamento proteolitico (clivagem de ectodorpimio fator de
crescimento tipo fator de crescimento epidérmigado a heparina (HB-EGF ) e ancorado a
membrana(FRITZSCHE et al, 2008; FRITZSCHEet al, 2008, GRUTZMANN et al,
2004) Além disso, essa proteina esta envolvida em psosecelulares, tais como adeséo
celular, migracdo e sinalizagdo (ZUBHdt al, 2009). A ADAM9 também pode estar
essencialmente envolvida na carcinogénese e peagrésmoral, pois participa da atividade
do receptor de EGF e por promover a invasao dasasétle cancer via regulacdo de E-
caderina e diversos tipos de integringRITZSCHEet al, 2008). Diversos estudos mostram
a ADAM9 como uma proteina com potente atividadelOgioca, ou seja, o dominio
metaloprotease da ADAM9 pode clivar a cadgida insulina, fator de necrose tumosal
gelatina, caseinp-e fibronectina, e induzir a liberagdo do EGF, doeptor do fator de
crescimento fibroblastico 2IIIB ou do fator de @iegento tipo EGF que se liga a heparina.
Além disso, o dominio desintegrina da ADAM9 contémotivo ECD (Glu-Cys-Asp), que
pode participar da adesdo celular via integringls e avPs. A cauda citoplasmatica da
ADAM9 apresenta um motivo de ligacdo a SH3, o got@rage com importantes proteinas
regulatorias, tais como endofilina 1 (SH3GL2) e BM3 (SUNGet al.,2006).

Embora ADAM9 seja considerada uma proteina trandmmema, uma forma
soluvel ADAM9-S foi descrita (HOTODAet al, 2002). A ADAM9-S é derivada de um
splicing alternativo do gene que codifica para a ADAM9. Hss#eina soluvel promove o
fendtipo invasivo em linhagens celulares de camgmoUm modelo proposto para metastase
hepética por MAZZOCC/Aet al (2005), mostraram que a ADAMO9-S liberada peldslag
hepéticas ativadas se liga as integringds e a; na superficie do tumor, e através de sua

atividade proteolitica, ADAM9-S promove a invasaaapdegradacdo dos componentes da
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membrana basal, incluindo laminina-1, e desta fopeamitindo que células tumorais
invadam a matriz ao seu redor (MAZZOC@#al, 2005).

A expressdao aumentada da ADAM9 tem sido reportada diversos
carcinomas humanos, tais como carcinomas de riMT@EFCHE et al, 2008), prostata
(FRITZSCHE et al., 2008), mama (O'SHEAet al, 2003), figado (TANNAPFELet al,
2003), pancreas (GRUTZMANNt al, 2004; MOCHIZUKI & OKADA, 2007), estdmago
(CARL-McGRATH et al, 2005; MOCHIZUKI & OKADA, 2007) e intestino (PEDID et
al., 2005). Da mesma forma, a ADAM9 também tem symessdo aumentada em melanoma
(MOCHIZUKI & OKADA, 2007).

Um estudo experimental utilizando um modelo de rdemonstrou que
ADAM9 contribui para a carcinogénese prostaticagimagem de ligantes do receptor EGF
e do receptor do fator de crescimento fibroblas(eGFR) (PEDUTOet al, 2005). Além
disso, a ADAM9 secretada por células estromaisadéis, parece induzir invasédo celular de
carcinoma colonil vitro) através de ligacdo as integrina$, e axp1 (MAZZOCA et al,
2005). A ADAM9 aumenta a adesao e invasao de ctldacarcinoma de pulmao através da
modulacdo de moléculas de adesao, tal como a imhegyP:, € sensibilidade de fatores de
crescimento, e, desta forma, promove a capacidadmelastase para o cérebro. Assim, a
ADAM9 desempenha um papel importante na tumorigéniesasao e metastases atraves da
modulacao da funcéo da atividade do fator de aresdio e de integrinas (MAZZOCét al.,
2005; SHINTANIet al, 2004).

O gene que codifica a ADAM9 localiza-se no cromoss08, mais
precisamente na posicdo 8pll.23. A sequéncia deatigeos do cDNA da ADAM9
(NM_00100584% correspondente possui 4005 pares de bases. éf#@nsia é traduzida em
819  aminoacidos, com massa molecular de  aproximadtem 9lkDa

(http://www.ncbi.nlm.nih.gow/

1.7- SILENCIAMENTO DE RNA

A conclusdo do sequenciamento do genoma human®@Gfif e intensos
estudos sobre genes que participam de diversagagesntre elas, a progressdo do cancer e
resisténcia terapéutica, identificaram muitos gdeespéuticos alvos que regulam apoptose,
proliferacdo, migracéo e sinalizacéo celular. Molés que podem inibir a expressédo desses
genes sao ferramentas poderosas na investigacawogica Desta forma, amedicina

moderna vem enfrentando uma importante transforonag&ue diz respeito a terapéutica, ou
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seja, drogas farmacoldgicas e intervencoes cirdsgestdo sendo gradativamente substituidas
por terapias génicas, colocando a medicina modemma@hamada era da terapia génica
(TAKESHITA & OCHIYA, 2006).

Nas ultimas décadas, muitos esforcos centradoseseoberta de estratégias
para supressdo de sequéncias génicas especifitassit® desenvolvidos, tais como
oligonucleotideos antisenso (ODN-AS) e ribozimasnip que deriva da combinacdo das
palavras enma e de acidoribonucléico), porém suas aplicacbes como ferramentas
terapéuticas ndo foram possiveis. Entretanto, caddépassada, mais precisamente em 1998,
uma nova estratégia de silenciamento génico utdiaao RNA de interferéncia (RNAI) foi
descoberta, sendo considerada um dos grandes avdadmologia molecular (FIREt al.,
1998). RNAI tornou-se rapidamente uma poderosarfgnta para a descoberta de drogas,
validacdo alvo em cultura celular, potencial aglématerapéutica, diagnosticos moleculares e
agora, tem mostrado amplos esforcos envolvendo @BNe ribozimas JAIN, 2006;
TAKESHITA & OCHIYA, 2006).

O RNA de interferéncia (RNAI) € um processo posgcaicional ativado pela
introducdo de um RNA de dupla fitad@uble strandRNA” - dsRNA), levando ao
silenciamento de um gene com uma sequiéncia espedfte mecanismo tem sido relatado
como uma ocorréncia natural em diversos organisow® nematdides, plantddéeurospora,
Drosdfila spp, mamiferos e fungos (MELLO & CONTE JR, 2004; M/A& SHI, 2003),
sugerindo ser um fendmeno universal em organismoarietos (VINEY & THOMPSON,
2008). O RNA de interferéncia em animais, co-swgte®m plantas etielling” (submisséo)
em fungos, parece ser uma manifestacdo do mecaunisndefesa celular contra invasao de
acidos nucléicos estranhos, tais como virus, t@EEwE € outros agentes patogénicos
(HAJERI & SINGH, 2008). Desta forma, este fendméianicialmente caracterizado como
um mecanismo de defesa celular (KETTING al., 1999; TIJISTERMANet al, 2002).
Segundo MELLO & CONTE JR (2004) diversos organismgaando expostos a materiais
genéticos estranhos (RNA ou DNA) organizam uma nnagia altamente especifica contra
atagues para silenciar a invasdo dessas sequéteiaggidos nucléicos antes delas se
integrarem ao genoma do hospedeiro ou subverteseprazessos celulares, sendo que no
centro dessa sequéncia dirigida ao mecanismo dadame esta o dsRNA.

Apos a descoberta do RNA de interferénciaGaenorhabditis elegan&IRE
et al.,1998) como uma poderosa ferramenta para o esaglfudcdes dos genes, essa técnica
tem sido usada extensivamente em numerosos orgasjisnmcluindo Drosophila
melanogaste(KENNERDELL & CARTHEW, 1998; MISQUITTA & PATERSON1999),
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plantas (NAPOLI et al, 1990), fungos (ROMANO & MACINO, 1992), peixe-zab
(WARGELIUS et al.,1999), planaria (SANCHEZ ALVARADO & NEWMARK, 1999 em
mamiferos (SVOBODAet al, 2000; WIANNY & ZERNICKA-GOETZ, 2000), sendo que
em todos os casos a quantidade enorme de dadasrfaiscgerados pelo RNAI tem sido um
grande passo para o entendimento da funcdo géagses organismos (FORTUNATO &
FRASER, 2005; PERSENGIESt al, 2004; VINEY & THOMPSON, 2008).

Existem duas formas de RNA envolvidas no RNAi: mi@NmicroRNA) e
siRNAs (“small interferenceRNA”) (FIRE et al., 1998) Os miRNAsdo RNAs enddgenos
(intrinsecos), ou seja, pertencem ao organismagsaptam cerca de 22 pares de bases
(REINHART et al., 2002) e exibem importantes papéis regulatériosaaimais e plantas:
induzem a degradacdo de mRNAs ou reprimem suactiadua os siRNAs sdo RNAs de
interferéncia sintéticos (extrinsec®AO et al., 2009). O RNAi também pode ser induzido
em células de mamiferos introduzindo pequenos RéAmterferéncia sintéticos (SiRNA)
contendo de 21-23 pares de bases ou também pEmastde vetores virais e plasmidios que
expressam pequenos RNAairpin (estrutura de grampo) (shRNA) que sao posteriorenen
transformados em siRNA pela maquinaria cel(il&NZ, 2005; TAKESHITA & OCHIYA,
2006).

As proteinas que participam do mecanismo de RNAi ste de uma via
celular evolutivamente conservada. Neste mecaniseqiiéncias especificas levam ao
silenciamento poés-transcricional de genes espesifjgor intermédio de moléculas de RNAs
de dupla fita (dAsRNA) como um sinal para desencadategradacdo do mRNA homologo,
sendo que estmecanismo pelo qual dsRNA induz em silenciamentacgéenvolve um
processo de duas etapas: primeiramente os dsRNAges@nhecidos por uma enzima
chamada de ribonuclease Il (DICER), que cliva aRNAs em pequenos RNAs de
aproximadamente 21-23 pares de bases. Esses pedRNAs de interferéncia (SiRNA) séo
incorporados em um complexo de proteinas multicorept chamado de complexo
especifico de silenciamento de RNA (RISC), que mkeoe um mRNA complementar e o
induz a degradacéo, e consequentemente resultandilemciamento génico (Figura 14)
(PERSENGIEVet al, 2004; ZAWADZKI et al,, 2006).
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dsRNA Citoplasma

AAUCACUGUGGAGACAUUUGC AAUCACUGUGGAGACAUUUGC
UUAGUGACACCUCUGUAAACG UUAGUGACACCUCUGUAAACG

&

Complexo de proteinas (RISC) induz o C I } SiRNAs
silenciamento do RNA = s

AAUCACU  GUGGAGA CAUUUGC
UUAGUGA  CACCucCuU GUAAACG

PROTEINAS

UUAGUGACACCUCUGUAAACG

mRNA

Figura 14 — Uma dupla fita de RNA longa (dsRNA) desencadei@a do
RNAI. A Nuclease citoplasmatica DICER primeirameciiga 0 RNA de
dupla fita (dsRNA) em sequiéncias menores conteedd1d23 pares de
bases chamadas de pequenos RNAs de interferéiRMAS), que entdo
se desenrola e une-se ao complexo de silenciarden®NA (RISCs). A
seqliéncia antisenso do siRNA guia o complexo R[#€a as moléculas
de RNA complementar, e o RISC cliva 0 RNA mensagéinRNA),
levando ao especifico silenciamento génico.

O complexo RISC é formado por um membro da famde proteina
Argonauta e uma sequéncia guia (antisenso ao RIWA. d&ste complexo é responsavel pela
localizacdo das sequéncias nos RNAs mensageirogs afjue possuem sequéncias
complementares idénticas as fitas guias e clivadgssas sequéncias especificas dos mRNAs
dentro da célula. O complexo RISC age clivando oN#Rlvo no meio da regido
complementar [dez nucleotideogpstream’] do nucleotideo pareado com a regido 5 do
siRNA guia), e uma proteina da familia da Argoumatavavelmente age como endonuclease
clivando o mRNA-alvo, e desta forma resultando egrddacdo do mRNA (Figura 14)
(BAULCOMBE, 2007; SOUZAet al.,2007; WALL & SHI, 2003).

O mecanismo de RNAi em mamiferos foi primeiramefgscrito em embrides
de camundongos usando longas fitas de RNA dupld$SivOBODAet al, 2000, WIANNY
& ZERNICKA-GOETZ, 2000). Posteriormente, ELBASHIRt al (200f) foram os
primeiros a mostrar o silenciamento génico utild@misiRNA em células de mamiferos em
cultura. Esses autores mostraram que duplex siRMAstendo 21 nucleotideos
especificamente sdo capazes suprir a expressagertess enddgenos e heterélogos em
diferentes linhagens celulares de mamiferos, taisoccélulas embrionéarias do rim humano e

células HelLa. Desta forma, foi este grupo de pssgores o responsavel por demonstrar que



46

a maioria das células dos mamiferos organizam wtente resposta antiviral em relagéo a

introducdo de dsRNAs superiores a 30 pares de ,basedo assim, a transfeccédo dessas
células com duplex siRNAs contendo 21 nucleotiggoporciona uma nova ferramenta para

o estudo das funcdes génicas em mamiferos, torrngotencialmente Gtil para aplicacdes

terapéuticas (ELBASHIR al, 200F; ELBASHIR et al, 2002).

A descoberta do papel dos miRNAs em diversos psosepatoldgicos abriu
possiveis aplicacdes nos diagndsticos moleculaspgcialmente no cancer, pois a expressao
aumentada de miRNAs é uma assinatura para divigeessde canceredAIN, 2006).

As primeiras aplicagcbes da tecnologia do RNAI nmpa da oncologia incluiu
a busca de oncogenes dominantes mutantes, oncogenplficados, produtos de
translocacao e oncogenes virais, esta técnica tarpb@porcionou a oportunidade de definir
o papel de novas moléculas de sinalizacdo, tal campololike quinase (PLK) em
tumorigénese (CHENGt al.,2003).

Vérias descobertas foram possiveis apés tais mEsjuais como SUMNLt al
(2008) utilizando a técnica do RNAI, os quais silaram o VEGF-C (fator-C de crescimento
do endotélio vascular) em células de cancer de ntiaimagem MCF-7, e puderam observar
que a inibicdo da expressdo do VEGF-C em linhagehdares de cancer pode levar a uma
regulacdo negativa de proteinas anti-apoptotick® Bdnduzir a apoptose. Outro estudo com
VEGF-C-siRNA mostrou ser uma ferramenta efetivamigicdo da expresséo do VEGF-C
por células tumorais do colon do rétovivo ein vitro, reduzindo assim a formacao de vasos
linfaticos, a angiogénese e a metastase de noafdsidos, aumentando assim a sobrevida
(XIAO-WEN et al, 2008). GOOZt al (2009), observaram que diminuindo a expressdo da
proteina ADAM17 em HUVECs utilizando siRNA derivadte lentivirus, diminuiu a
proliferacéo celular e a capacidade das célulasgdmm contatos em culturas bidimensional.
Além disso, as descobertas sugerem que a ADAMl7arée ple uma nova via proé-
angiogénica, que leva a ativacdo da MMP-2 e a foAimade novos vasos, sendo uma
importante intermediaria na sinalizacdo de VEGHHIVECSs.

Portanto, os recentes progressos conquistados cempeego da técnica do
RNAI em tumorigénese trazem uma nova esperancaupataatamento especifico do cancer
(LENZ, 2005).
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2. OBJETIVOS

» Analisar a expressdo da ADAM9 em diferentes linhag#ge células tumorais
(mama e prostata) e ndo tumorais, atraves de iid3lgtting.

» Gerar cloneknockoutsem a expressao da glicoproteina ADAM9 utilizando a
técnica de silenciamento de RNA e verificar o efdi auséncia desta proteina na capacidade

invasiva de células tumorais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Linhagens celulares e cultura celular

Foram utilizadas células de tumor humano de mani2AMiB-231), células
de tumor humano de prostata (DU-145 e PC-3), fiasib humano (FH) e células C2C12
(células de camundongo com caracteristicas similareélulas satélites). As células MDA-
MB-231 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Micheefn (INSERM, Paris, Franca). A
Profa. Dra. Maria Luisa Vilela Oliva, (UNIFESP) erdgentilmente as células da linhagem
PC-3. As células da linhagem DU-145 foram tambémntilgeente cedidas pela Profa. Dra.
Verbnica Morandi (UERJ). Ja as células FH, forammm@das do banco de células do Rio de

Janeiro (http://www.bcrj.hucff.ufrj.by/ E as células da linhagem C2C12 foram gentilmente

cedidas pela Profa. Dra. Raquel Agnelli Mesquitaedfe da UNINOVE de Sao Paulo. As
células MDA-MB-231, FH e C2C12, foram cultivadas emeio DMEM Qulbecco’s
Modified Eagle Medium Gibco), contendo 10% de soro fetal bovino (FBSylutamina
(2mM), penicilina (100U/ml), estreptomicina (1@¥ml) e anfotericina B (250UG/ml)
(Gibco). Células DU-145 e PC-3 foram cultivadas raeio RPMI 1640, contendo 10% de
soro fetal bovino (FBS), L-glutamina (2mM), penitd (100U/ml), estreptomicina
(100ug/ml) e anfotericina B (250UG/ml) (Gibco). As cutis celulares foram mantidas em
estufa com 5% de G 37°C.

3.2- Deteccdo da ADAM9 em linhagens de células tunais e ndo tumorais

As células foram cultivadas em estufater-jacketedha presenca de 5% de
CO, e em temperatura de 37°C até que as mesmas s¢ingi80% de confluéncia nas
garrafas médias. Em seguida, eram tripsinizadasn@adas. Em placas de Petri de 6cm de
diametro foram plaqueadas 2%H® células/placa de cada linhagem celular teseada 5ml
de meio de cultura. Apos 24 horas de incubacdostafiee 0 meio de cultura foi retirado das
placas e as células foram lavadas com 2ml de PBS(tdXpado salina fosfato), e
posteriormente as células foram lisadas com tardpdise contendo: [NaCl (150mM), Hepes
(50mM), MgCb (1,5mM), Triton X-100 (1%), SDS (0,1%) e coqusdtebidor de proteases
da Sigma (S2711)], NaF (100mM) eN®, (100mM), sendo: 428 de tampéo de lise, gb

de NaF e 50l de NaVO, e todas as manipulacdes foram realizadas em geigpobtencao
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da proteina de interesse. A concentracdo protéiceferminada, e em seguida 30ug de cada
amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida (SES5E - Sodium Dodecyl Sulfate
Poliacrylamide Gel ElectrophoresisAEMMLI, 1970).

3.3- Dosagem de proteinas

A determinacdo da concentracdo protéica das arsdsireealizada utilizando
o kit de deteccao colorimétrica BCA (BGAotein AssayPierce).

Foi feita uma solugdo com 50 partes do reagdnpara 1 parte do reageride
do kit BCA. Foi colocado 20d dessa solugcdo em cada poco da placa de 96 pdbgasva
padréo foi feita com diluicdo de soro albumina bav{BSA) nas seguintes concentracdes:
30ug/ml, 6Qug/ml, 125%ug/ml, 25Qig/ml, 50Qug/ml, 1.00Qug/ml, e 2.00Qg/ml. Apds a adicao
de 20Qul da mistura dos reagentes A e B em cada pocomf@dicionados 1) de cada
solugéo de amostra e solugao da curva padrao.ca pdaincubada em estufa a 37°C por 30
minutos. Retirada da estufa, a placa foi resfriaiiatemperatura ambiente e em seguida foi
realizada a leitura no leitor de pladdyfex Revelatiod.02 -softwarg com comprimento de

onda de 595nm.

3.4- SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Poliacrylamide Gel Electrapksig

A expressao da ADAM9 em células tumorais (MDA-MBL28 DU-145) e
células ndo tumorais (FH e C2C12) foi acompanhada gletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢gbes desnaturantes (LAEMMI970), utilizando o sistema miniVE
Vertical Electrophoresis System (Hogfe® gel de empilhamento foi preparado em uma
concentracdo de 5% de poliacrilamida, enquanto pagel de separacédo foi utilizada a
concentracdo de 10%. Sendo assim, o perfil ele&tiéo das amostras foi obtido através de
géis de poliacrilamida preparados da seguinte forma



50

Tabela 5- Solugdes e volumes utilizados para a confecc&getde poliacrilamida 10%.

Reagentes da solucao Gel de separacao (1 gel) | Gel de empilhamento (1 gel)
10% 5%
Tris HCI 1,5 M pH 8,8 1.3m | e
TrisHCI1LOMpH6,8 | = ---momoomeee- 130
Acrilamida/ Bis 30% 1,7ml 170
SDS 10 % 50l 10ul
H20 Mili-Q 1,9ml 0,68ml
TEMED 5Qul 10ul
PSA 10% @l 3ul

Para a aplicacdo das amostrau@3o gel foi usado um tampao de amostra
qgue consistiu de: Tris-HCI 0,125M, pH 6,8, dodesiilfato de sédio (4%, m/v), azul de
bromofenol (0,025%, m/v) e glicerol (20%, v/v). 8ar analise das amostras em condi¢des
redutoras, adicionou-se ao tampao de amostra oteagedutor 3-mercaptoetanol (na
concentracao final de 0,1M), capaz de clivar aggsodissulfeto presentes nas proteinas, em
uma proporcao de 1 de tampao de amostra pararBara. Antes da aplicacdo das amostras
no gel, as mesmas foram fervidas durante 5 mirauid®3)°C. Apds o tratamento desnaturante,
as amostras foram submetidas a eletroforese contormrente elétrica de 25mA e 70V no gel
de empilhamento e 100V no gel de separacao, pokiapgadamente 1 hora e 30 minutos.

As bandas protéicas foram reveladas incubando issdgépoliacrilamida em
solucéo corante contendo: 0,25% (v/v)GiEmassie BluR-250 (Sigma, USA) dissolvido em
50% (v/v) de isopropanol e 10% (v/v) de acido acétiurante 30 minutos, e depois na

solucdo descorante de 10% (v/v) de &cido acéticde (v/v) de metanol.

3.5 Western Blotting

Para os ensaios deestern Blottingas amostras de proteinas celulares obtidas
a partir do perfil eletroforético em gel de polilnida, foram transferidas para membranas
de nitrocelulose Ilnmobilon-NC HAHY — Millipore em sistema de transferéncia MINI-V
8/10 (Gibco), para posterior incubacdo com os arg@s. Apos a transferéncia, as
membranas foram incubadas em solucdo de bloquie holico em pd desnatado) até o dia
seguinte.

No dia seguinte as membranas foram lavadas comatardp TBST Tris-
Buffered Saline Tween-gG em seguida as membranas foram incubadas Ipara® com os
seguintes anticorpos primarios: anti-ADAM9 (1:1000)-Terminal ativo — Sigma - n’
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catalogo A6977), anti- RP2ADAM9 (1:1000) (AbcamtiaRP3ADAM9 (1:1000) (Abcam),
anti-ADAM9D (1:1000) (produzido no laboratério - BB1) e o anti-actina (1:1000) (Santa
Cruz Biotechnology, INC - n° catalogo sc-1616).

Para verificar a presenca da glicoproteina ADAMS$ hiahagens celulares
descritas acima (item 3.1), foram utilizados qudipos diferentes de anticorpos, que tem
como funcao detectar e localizar a ADAM9, sendo casa um deles reconhece uma regiao
especifica dessa proteina. O anticorpo anti-ADAMJexminal ativo da Sigma, foi usado
para a deteccao e localizacdo da ADAMY, ou segz asticorpo reconhece a extremidade N-
terminal e a ADAM9 ativa. J4 o anticorpo anti-RP2@9 reconhece a extremidade C-
terminal. O anticorpo RP3ADAMY9, assim como o ampoo anti-ADAM9 N-terminal
reconhece a extremidade N-terminal e ADAM9 ativapd ultimo, o anticorpo anti-
ADAMO9D produzido no laboratdrio reconhece o domitésintegrina desta proteina.

Posteriormente, as membranas foram incubadas cormseas respectivos
anticorpos secundarios marcados com fosfataseirglcpbr 2 horas. Foram utilizados os
seguintes anticorpos secundarios: anticorpo dehegaloduzido em cabra conjugado com
fosfatase alcalina (1:5000) (Santa Cruz BiotechmpgldNC - n° catadlogo sc - 2007),
anticorpo de camundongo conjugado com fosfatasalirdc (1:5000) (Santa Cruz
Biotechnology, INC - n° catidlogo A3562), e antiamrge cabra conjugado com fosfatase
alcalina (1:5000) (Sigma — n° catalogo A4187).

Apos as incubacbes com os devidos anticorpos séadorde lavagens, a
ligacdo dos mesmos a proteina presente na memtbeam#rocelulose foi revelada utilizando
o substrato BCIP/NBTHastBCIP/NBT Buffered Substrate TabletSigma).

3.6- Zimografia

A presenca de atividade proteolitica foi determénadravés da técnica de
zimografia, conforme descrito por CLEUTJENS (199 )adaptado para lisados celulares.
Em placas de Petri de 6cm de diametro foram platase@x16 células/placa de cada
linhagem celular testada (item 3.1) e 5ml de meiewtura. Apos 24 horas de incubacdo em
estufa, o meio de cultura foi retirado das placas eélulas foram lavadas com 2ml de PBS
1X (tampéao salina fosfato). Em seguida, foram bsadcrescentando-se p0de tampéo de
lise contendo: 0,2% de Triton X-100 em 0,2M de -H@I (pH 7,4), e sem coquetel inibidor
de proteases, por 5 minutos. Apos este tempo, erialai centrifugado por 10 minutos, 4°C
em 13000 x g.
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O teor de proteinas das amostras foi dosado coafarmetodologia descrita
no item acima (item 3.3). As amostras foram conmeelas (ou ndo) de maneira que cada poco
do gel de zimografia continha 29 de proteina em 10 de tampdo de amostra sdin
mercapto (agente redutor), totalizandoul3@e solucdo por poco. As amostras foram
resolvidas por eletroforese em gel de policrianudatendo SDS e gelatina na concentracao
final de 2mg/ml. Apés a corrida, o gel foi lavadmaivez durante 30 minutos em solucao
2,5% de Triton X-100 para remocédo do SDS.

O gel foi incubado no tampéo de substrato (Tris-B@hM pH 8,0, CaGImM
e NaN 0,02%), a 37°C, durante aproximadamente 20 h&pés este tempo, o gel foi
corado comCoomassie Blue BrillianR-250 (Bio-Rad) por 1 hora e 30 minutos, e deshkbra
com &cido acético: metanol: agua (1:4:5) para likagho das areas de atividade.

Para diferenciar a expressao de metalopeptidasedeoserinoproteinases,
foram adicionados |4 de EDTA as amostras (concentracdo final de 450mpdjs as
metalopeptidases tém sua atividade inibida na pcasée EDTA, e 4ml de EDTA (450mM)
no tampéao de incubacao.

Foi utilizado o software “Kodak Digital Science 1lpara fotografar os géis e
visualizar a atividade proteolitica das bandas.sApealas diferencas nas intensidades das
bandas de atividade proteolitica serem faciimengealizadas no gel (Figura 20), estas
bandas também foram quantificadas por meio de eiad da intensidade média das bandas
em unidades arbitrarias (UA), com auxilio doftware Adobe Photoshog do Programa
GeneToolsv3.06 software(Syngene, Cambridge, UK). Para a quantificacaobdaslas, os
géis foram confeccionados em quadruplicata (enseidsependentes) e foi calculada a
intensidade média de cada banda e em cada gem pdi@ foram comparadas entre si por se

tratar de linhagens celulares diferentes.

3.7- Ensaio de Inibicdo da Adesao

Para o ensaio de inibicdo da adesao celular, geotatipo | (1.g/10Qul/poco)
diluido em &cido acético 0,1% foi imobilizado p& Horas em placa de 96 pocos (Falcon,
Pittsburg, PA) a 4°C. Apds este tempo, foi feitbloqueio dos pog¢os com soroalbumina
bovina (solugdo de BSA 1% solubilizada em tampaad#séo: HEPES 20mM acrescido de
NaCl 150mM, MgClI2 5mM e MnCI2 0,25mM, pH 7,4 — 20@0c¢o) por 2 horas. O bloqueio
foi feito com o intuito de certificar que a adesdas células fosse somente a proteina

imobilizada nos pocgos, ja que sobre BSA ndo ocadesado celular. Apés o bloqueio, as
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células (5x10 células/ml) foram marcadas através da incubac@tasiecom 128V de
diacetato 5-clorometilfluoresceina (CMFDA) em tampie adesdo por 30 minutos a 37°C.
Apoés a lavagem das células com o mesmo tampéaoesfi@gara a retirada do excesso de
CMFDA, os anticorpos anti-RP3ADAM9 (1:1000) (Abcamd anti-ADAM9D (1:1000)
(produzido em nosso laboratério) foram adicionadss células numa concentragdo de
(7,14.9, 17,8919, 35,711g e 53,5)ig para o anticorpo anti-ADAM9D e 11§, 2,5.9, 5,Qug e
7,0ug para o anticorpo anti-ADAM9RP3) e estas foramdferidas para a placa de 96 pocos
(1x10 células/poco), e incubadas por 30 minutos a 3&POs a lavagem dos pocos com o
tampdo de adesdo para a retirada das células e@ides] as células remanescentes foram
lisadas com Triton X-100 (1@0poco) 0,5% e foram novamente incubadas por m@is 3
minutos em estufa e protegidas da luz. Os pocasbegtos por colageno tipo I, que sé
receberam as células sem os anticorpos foram clugndel controle positivo de adesao, e
como controle negativo, 0s pogos que receberamrgenBSA 1% e células marcadas. O
registro da fluorescéncia das placas foi realizadoFluorimetro SpectraMax Gemini XS
(Molecular DevicesSunnyvale, CA) com filtros de excitacdo de 48®namissao de 538nm.
O programa utilizado foi o SOFTmax PRO versao JMd@ecular DevicesSunnyvale, CA).
Todos os experimentos foram realizados em trigliesh um minimo de trés repeticdes para
cada experimento (trés experimentos independentég@icata).

3.8- Silenciamento de RNA (RNAI)

Para esta técnica foi utilizado Ut (Silencef siRNA Starter Kit- Ambion).

O protocolo escolhido diferiu consideravelmente rdoomendado pela Ambion. Ele foi
baseado no protocolo utilizado pelo Instituto LugivB&o Paulo, incorporando sugestdes dos
pesquisadores Erico Costa e Felicia Carvalher.uastifades calculadas foram padronizadas
para placas de 6 poc¢os, no entanto esses valows fidaptados para a placa de 6cm de
diametro.

No primeiro dia antes da transfeccéo, aproximadsn20x10 células foram
plagueadas em 5ml de meio de cultura DMEM por placplementado com 10% de FBS
(soro fetal bovino), mas sem antibiético e fungaoBste nimero de células foi baseado em
estudos anteriores utilizando confluéncia de 30%a pada placa, porém foi encontrado que
para incubacdes superiores a 3 dias seria neaessan 48% dessa quantidade inicial. Para
este experimento foram usadas células da linhagBRA-MB-231 e trés diferentes tipos de

tratamento: (i) células controle, sem tratamento com agente desfeecdo e sem
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silenciamento(ii) células tratadas somente com agente de transfécipidectamina 2000,
Invitrogen), e(iii) células silenciadas, tratadas com agente de éeg&s e oprimer de
silenciamento do RNASjlencef siRNA Starter Kit- Ambion).

Célculos:

- 100% confluéncia = 5xfara garrafas de 75émmas foram usadas placas de 6cm =
21cnf, entdo:

- 100% = 5 x (21/75) x o= 1,4x16, portanto 30% de confluéncia = 0,42%10e
células/placa.

- 6 placas = 6 x 0,42x26= 2,5x16 células (6 placas x 5ml = 30ml meio de culturajsm
foram usadas 0,2083xA@élulas/placa, ou seja, aproximadamente 47,7% dentigiade
inicial. Sendo assim:

- 6 placas = 6 ©,2083x10 = 1,25x16 células (6 placas x 5ml = 30ml meio de cultura).

Entdo, foram plaqueadas 12 placas de 6cm conteatio umaD,2083x16 de

células e 5ml de meio DMEM sem antibiético e funga, sendo assim, cada tipo de
tratamento foi feito em quadruplicata.

No segundo dia, 24 horas apés o plagueamento tdas;é meio de cultura
foi retirado e trocado, mas ainda foi adicionaddonde cultura DMEM sem antibidtico e sem
fungizona. As quantidades de agente de transfetgpofectamina 2000, Invitrogen) e de
oligonucleotideo de silenciamento do RNA ja padradas, foram acrescentadas as placas da
seguinte forma:

- Etapa A: em oitoeppendorf§microtubos)tubos — lipofectamina) foram colocadosullGe
lipofectamina e misturadas gentilmente com49fe OPTIMEM (Invitrogen) e incubados
em temperatura ambiente por 5 minutos.

- Etapa B: em quatro outroeppendorfs(tubos — siRNA/ADAM9) foram colocados a
quantidade otimizada, 2ib (10nM), do oligonucleotideo de silenciamento d&AR
juntamente com 497bdo meio OPTIMEM.

- Etapa C: nesta etapa, quatro dos offgpendorfslaetapa A foram misturados gentilmente
com os quatro datapa B ou seja, foi misturado o volume dppendorfA com o volume do
B, completando um volume final de 1ml em cagaendor{tubos — lipofectamina + siRNA).
Nos quatreeppendorfgestantes datapa A apenas foi adicionado 500ul do meio OPTIMEM
em cada um deles, com a finalidade de ficarem camesmo volume da mistura feita na
etapa C ou seja, 1ml. Finalizada as diluicdes, os ejppendorf§oram incubados por 20

minutos em temperatura ambiente.
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- Etapa D: transcorrido o tempo de incubacdo esta misturadaionada gentilmente as
placas devidamente identificadas (com as célulapMB-231), completando um volume
final de 5ml. Sendo assir(i) nas células controle, sem tratamento com agentusfeccao

e semprimer de silenciamento (SiIRNA/ADAM9), apenas foi adi@don1ml de OPTIMEM

+ 4ml de meio de cultura sem antibiético e fungizdiip;nas células tratadas somente com
agente de transfeccédo (Lipofectamina 2000, Inv@nddoi adicionado a mistura contida nos

tubos — lipofectamina+ 4ml de meio de cultura sem antibidtico e fungizdng; e células

silenciadas, tratadas com agente de transfeccaopeneer de silenciamento do RNA
(siRNA/ADAMO9) (Silencef siRNA Starter Kit- Ambion) foi adicionado a mistura contida
nostubos lipofectamina + SIRNA+ 4ml de meio de cultura sem antibiotico e fungizona.

No terceiro dia, 24 horas apos a transfeccao ecs&imento, 0 meio de cultura
foi removido e trocado, ou seja, foram adicionagleada placa 5ml de meio, sendo que neste
momento ja foi possivel utilizar meio de cultura BM com antibiotico e fungizona. No
quarto dia, 48 horas apdés a transfeccao, o medwltiera foi removido e trocado novamente.
E, 72 horas ap0s a transfeccdo as células foraadavwcom PBS (1X) e retiradas das placas

utilizando o reagente TRizol (Invitrogen) de acocom as instrucdes do fabricante.

3.8.1- Desenho dos primers de silenciamento do RNA

Para evitar as dificuldades inerentes do desenipoimiers,resolvemos utilizar
primers pré-desenhados disponiveis comercialmente, porcéenente essgsrimers estao
bem padronizados e séo eficientes. Entretanto, spoem primers comerciais, as suas
sequéncias ndo sdo disponibilizadas, sdo protegelas companhias. A Unica informacao
disponibilizada pela empresa é queposnersdo dominio metaloprotease (#104055) foram
desenhados para ligacdo nos éxons 7 e 8,pziroers do dominio desintegrina (#104056)
ligaram-se ao éxon 13Sience® Pre-designed siRNA, Ambion). Abaixo se observa as
sequéncias dgwimers porém neste trabalho somente foi utilizadprserspara o dominio
desintegrina.

Desintegrina

Sequéncia senso:
S5'-rCrCrArGrArGrUrArCrUrGrCrArArurGrGrurUrCrUurUrCTC3'
Sequéncia antisenso:
S'-rGrArGrArArGrArArCrCrArUrurGrCrArGrUrArCrurCrur@ GrArA-3'
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A especificidade dprimer de silenciamento da ADAM9 em relacdo a outras
ADAMs foi confirmado pelo multialinhamento utilizda o programa Multalin version 5.4.1
(CORPET, 1988) das ADAMs humanas juntamente coregaiecia dgorimer utilizado
(ANEXO 1).

3.8.2- Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total das células MDA-MB-28fam utilizados
placas de Petri com 6cm de diametro e os trésedifes tipos de tratamento citado acima
(item 3.8):(i) células controle(ii) células tratadas somente com agente de transfex@ap
células silenciadas.

ApoOs a incubacao, o meio de cultura foi removidocélulas foram lavadas
com PBS 1X (2ml/placa de 6cm de diametro) e em idagioram lisadas utilizando o
reagente TRizol (Invitrogen) para iniciar o isolarttedo RNA total. Um dia antes do inicio
da extracdo foram necessarios alguns cuidadosoedinoentos, como por exemplo: tratar
ponteiras e microtuboggpendorfs com agua DEPC 0,01%, deixando-os de um dia para o
outro (vernigh) e autoclava-los em seguida.

Para a homogeneizacdo das amostras, 1ml de TRizatlicionado as placas
contendo as células. Esta solucdo foi passadaidapedzes sobre a placa, na tentativa de
lavar a placa e com auxilio de pipeta, para a cetaplomogeneizacao e lise das células. Na
sequéncia, foi realizada a centrifugacdo das aa®str12000 x g por 10 minutos (4°C),
transferéncia do sobrenadante para um novo miaptabincubagdo por 5 minutos em
temperatura ambiente. Transcorrido o tempo, forditianados 200ul de cloroférmio (para
cada ml de TRizol utilizado) para separacdo daafhites fracbes (DNA, RNA e proteina)
seguido de agitacdo vigorosa e incubacédo por 3tosnem temperatura ambiente. Apos a
incubacéo, foi realizada uma centrifugagéo por irftutos a 12000 x g (4°C) e transferéncia
da fase aquosa superior (contendo a fracdo de RB&)um novo microtubo. Por fim, foram
adicionados 500ul de isopropanol para precipitaltB&®NA total e o material foi incubado
por 10 minutos em temperatura ambiente. As amogkiram centrifugadas por 10 minutos a
12000 x g (4°C) e os precipitados foram lavados c®0Qud de etanol 75%. Para
ressuspender o RNA total precipitado foi utilizaédma livre de RNAse e as amostras foram
armazenadas a -80 °C.

Para verificar o sucesso do procedimento de exirags amostras de RNA

total foram analisadas através de eletroforeseetmiegagarose-formaldeido 1%.
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3.8.3- Gel de agarose-formaldeido 1%

Para a preparacdo do gel foram utilizados: agaB8se(Sigma), Tampao
MOPS 10X (MOPS 0,2M, acetato de sodio 0,05M e EMIALM). A agarose foi fundida na
solucdo através de aquecimento em microondas eegoida deixou que esfriasse até
aproximadamente 50°C, apés o resfriamento foramicadidos 1,62ml de formaldeido 37%
(concentracéao final 2%) a solucédo, e essa foi vaduba de eletroforese de RNA (Gibco)
também tratada previamente para evitar contamineg@RNAse. Como tampéo de corrida
foi utilizado o tampao MOPS 1X. Antes das amosti@fkRNA total serem aplicadas no gel,
elas foram diluidas em tampé&o de amostra (formadtda, tampao MOPS10X, formaldeido
4%, glicerol 5%, azul de bromofenol saturado 5%i@to de etideo 1,5mg/ml e agua). As
amostras foram submetidas a eletroforese, utilzamda voltagem de aproximadamente 80—
90V por aproximadamente de 1 hora e em temperaieird’C. Antes da confirmacéo da
integridade do RNA total no gel, o RNA total foi aqificado por espectrometria em
comprimento de onda de 260nm e 280nm.

Todas as amostras foram tratadas com DNAsédoXyribonuclease |,
Amplification Grade- Invitrogen) para evitar contaminagdo com DNAd@eito. Para este
tratamento foi adicionadopul de tampao (10X DNase Reaction Buffér 1ul da enzima
DNAse I, quantidade suficiente paraul@e agua tratada com DEPC gglRNA total. As
amostras foram incubadas por 15 minutos em temparaambiente. Logo apos foi
adicionado il de EDTA e as amostras permaneceram no banhoas&& C durante 10
minutos.

Todas as solugdes utilizadas para os procedimdesxsitos foram preparadas
com agua livre de RNAse tratada com 0,01% de DER(Em disso, 0s materiais plasticos e
vidraria também receberam tratamento contra RNAsedo assim, foram tratados com

peréxido de hidrogénio 0,1% e em seguida com dgeade RNAse.

3.8.4- Desenho dogrimerspara o RT-PCR

Os oligonucleotideos para a analise da expressdacagéa ADAM9 utilizando
a técnica do RT-PCR foram desenhados utilizandosaftware Primer 3 Plus
(ttp://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plusfpner3plus.cgi). Os primers foram
desenhados para cada um dos dominios da ADAM9pssad: metaloprotease (ADAM9M),
desintegrina (ADAM9D) e rico em cisteina (ADAM9Q)s primers para amplificacdo da
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ADAM9 foram desenhados abrangendo a juncdo deedifes éxons, a fim de que a
amplificagdo ocorresse apenas a partir de molde®N& e ndo de possivel DNA genémico
contaminante. As seqUéncias dosprimers foram checadas pelo Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para aps@r a especificidade. @simersforam:

ADAMODF1 - CTTGCTGCGAAGGAAGTACC
ADAMODR1 - AACATCTGGCTGACAGAACTGA
ADAMOCF1 - TCCTTGCCAGAATAACAAAGC
ADAMICRL1 - TCATTGCCAGAGAAACCACA
ADAMOMF1 - TGGGAAGAAATCAGACTGCTG
ADAMOMR1 - AAGAAACTTTTCCCGCCACT

Os primers foram checados pela Analise da Curva de Melt ndb&b Rotor
Gene, sendo assim, ogrimers ADAMO9MF1 e ADAMO9MR1 foram descartados e
substituidos pelos:

ADAMOMFEF2 - CATTTGCTTCCATTGTTGCT
ADAMOMR2 - AGTCCTCTGCACTGCAACTG

Os primers utilizados na técnica de RT-PCR neste trabalhonfoggueles
desenvolvidos para o dominio desintegrina, e estficesentados acima nomeados como
ADAM9DF1 e ADAM9DR1. Estegprimers mostraram ser muito mais eficientes quando
utilizado osprimers de silenciamento para o dominio desintegrina (#0%6) (dados né&o
mostrados — BUS, 2008).

O uso de um gene constitutivo € um assunto de rdistassao na literatura,
mas € consenso 0 uso de pelo menos dois genestutomst de referéncia, porém neste
trabalho so foi possivel a utilizacdo de apenas pon,conta do tempo um pouco restrito.
Uma pesquisa literaria foi realizada para encomgjeswes que ndo se alteravam em condi¢des
nas quais a expressado da ADAM9 era ativada oumnégai Um dos genes mais populares em
estudos de expresséo é o da Gliceraldeido 3 Fdadfmrogenase (GAPDH) (DJOUAE&
al., 2007). Adicionalmente varios estudos que compatifenentes genes de referéncia (OHL
et al, 2005, FISCHER et al, 2005) tem mostrado a Hipoxantina Guanina
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Fosforibosiltransferase 1 (HPRT1) como um dos geanes estaveis. Portanto, o gene

escolhido foi:

HPRT1F - TGACACTGGCAAAACAATGCA
HPRTI1R - GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

3.8.5- Producdo do cDNA e PCR (reacdo em cadeia jp@limerase) quantitativo

O RNA total das células da linhagem MDA-MB-231 fnaibmetido a reacéo
com a enzima transcriptase reversa M-MLV (Promegad a obtencao do cDNA.

Para este procedimentpid de RNA total foi misturado com Qbde primer
oligo-DT (0,5u9/ul, Promega) e &gua livre de nucleases para um etierijil. As amostras
foram incubadas a 70 por 5 minutos, seguido de um resfriamento ragicdogelo de 5
minutos, e apos, a adicdo dos demais componentesagdo: 0,56l de Moloney Monkey
Leukemia virus reverse transcriptaseV-MLV 5X (200U/ul, concentracédo final 1X) (M-
MLV, Promega); 2,bl de tampdo MMLV 5X (concentracdo final 1X, Promeggasul de
dNTPs (concentragdo inicial 10nM) e dgua para cetapRul. Esta mistura foi incubada por
60 minutos a 3C.

O cDNA obtido foi entdo utilizado para a reacaoR§eR em tempo real por
meio do SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para este procedimento as
amostras foram feitas em duplicata. S0ftware usado foi oRotor Gene- 6 em um
equipamento chamado deotor-GeneRG 3000 (Corbett Research). A seguir estdo os
componentes que foram utilizados para a reacéo:

= cDNA = 0,5ul

= Primer ADAM9 ou HPRT senso (5uM) = 1,25ul

* Primer ADAM9 ou HPRT antisenso (5uM) = 1,25ul
=  SYBR®Green (Applied Biosystems) = 12J5

= Agua livre de RNAse: completar para 10,5ul

O programa utilizado no termociclador para a regho de RT-PCR consistiu
de:

®» 1 ciclo de 98C por 10 minutos (“hold”), seguidos de 40 ciclospmstos
de:
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®» 95°C por 15 segundos,
® 55°C por 5 segundos e

® 72°C por 20 segundos.

Para normalizar os dados entre os trés difereipes de tratamento, unidades

arbitrarias foram calculadas da seguinte forma:
Unidade Arbitraria = 2247
SendaAACt =ACt amostra -ACt controle.
(Ct: “threshold cycle”).

Os dados foram analisados usando a equacéao de ¢iGhmittgen, onde a
variacdo na expressdo de cada gene é iguafd D ciclo limiar (Ct) indica 0 nimero dos
ciclos onde a quantidade de gene amplificado atinieiar fixado.ACt € 0 Ggene ave— G
controle© Ct € QAAACt — MédiaACt grupo controle(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

3.9- Cinética de Silenciamento do gene gue codifipara a ADAM9

O silenciamento das células MDA-MB-231 com siRNAgpa ADAM9 é
transitério, ou seja, qualquer silenciamento géméadizado com duplexes sintéticos sempre
sera transitorio, uma vez que assim que o dupldsgéadado no interior da célula, ele ndo
tera mais efeito, isto independe da linhagem celulidizada ou do gene silenciado. Ja o
tempo no qual todos os duplex seréo eficientesndyir um gene, é totalmente dependente do
tipo celular e do gene em estudo, uma vez que gak/proteina tem uma taxa de renovacao
diferente.

Sendo assim, foi necessario fazer uma cinéticalelecemento do gene que
codifica para a ADAM9 antes de iniciar os ensaios1@s células silenciadas, para assim
verificar o tempo de eficiéncia da inibicdo. Pasto ifoi feito um ensaio em que a mesma
guantidade de células (ver item 3.8) foi plaqueada varias placas e todas foram
transfectadas com a mesma quantidade de siRNAoEatéatoriamente, uma placa foi
retirada em cada dia (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 éias apoés a transfeccéo das células com
siRNA) para analisar o silenciamento génico. Fdraddo o RNA total (item 3.8.1) das
células e apds a retirada da ultima placa, fobfeitgel de agarose-formaldeido 1% (item
3.8.2). Em seguida, os cDNAs foram sintetizadosadisados por PCR em tempo real (item
3.8.4).
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3.10- Ensaio de Proliferacdo Celular

Para este experimento foram usadas células dagénhaVIDA-MB-231 e
novamente os trés diferentes tipos de tratamdntaélulas controle, sem tratamento com
agente de transfeccdo e sem silenciame(iijo,células tratadas somente com agente de
transfeccéo (Lipofectamina 2000, Invitrogen)jig células silenciadas, tratadas com agente
de transfeccdo e mrimer de silenciamento do RNAS{lencef siRNA Starter Kit- Ambion)
(como descrito no item 3.8). Sendo que, 72 horés apransfeccdo as células foram lavadas
com PBS (1X) e retiradas das placas, ou seja, ftrigsinizadas e contadas para a utilizacao
no ensaio de proliferacdo celular.

As células foram plaqueadas em placa de 96 pocosneanconcentracao de
5x10" células/20Ql e incubadas por 24 ou 48 horas em estufa a 3B% €Q. No dia da
revelacdo foram adicionados [Bpoco da solucdo estoque de MTT (2,5mg/ml) [34,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difenil tetrazd] (concentracdo final 0,5mg/ml), diluido
em agua destilada. A placa foi incubada por 4 hermasestufa a 37°C e 5% GQApods o
tempo de incubacéo, foi retirado todo o volume pogos sem a lavagem dos mesmos e
foram adicionados 1@0'poco de isopropanol. Em seguida a solugédo foiturasla com
auxilio de pipeta, sendo entéo realizada a letoréeitor de placalfynex Revelatiod.02 -

softwarg com comprimento de onda de 595nm.

3.11- Ensaio de Invasao em Matrigel

Representacdo esquematica do sistema de cultura selo inserto:

Inzerto

Compartimento superior

Membrana do ingerto Porosidade: $pun

Compartimentomferior - pogo

Para a realizacdo do Ensaio de Invasdo em Matiogeltilizado o sistema
BioCoat Matrigel Invasion Chambe(8D Biosciencescom placas de 24 pocos e poros de
8um e células da linhagem MDA-MB-231 transfectadadenciadas. Desta forma, para este
experimento foram usadas células da linhagem MDA23B e novamente os trés diferentes
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tipos de tratamentdi) células controle, sem tratamento com agente dasféecdo e sem
silenciamento(ii) células tratadas somente com agente de transfécipidectamina 2000,
Invitrogen), e(iii) células silenciadas, tratadas com agente de é&eg@ e gorimer de
silenciamento do RNASjlencef siRNA Starter Kit- Ambion) (como descrito no item 3.8).
Sendo que, 72 horas apos a transfeccdo as cébuéam favadas com PBS (1X) e retiradas
das placas, ou seja, foram tripsinizadas e contaa@sa utilizacdo no ensaio de invasdo em
matrigel.

Antes de iniciar o protocolo de invasdo em matrggplaca foi retirada freezer
da geladeira e reservada em temperatura ambieetoritio um tempo, foi realizada a
rehidratacdo da matrigel adicionado o volume, ediicna tabela do manual e seguindo as
instrucdes do fabricante, de meio DMEBEM soro no po¢o e no inserto, pipetando na
parede. Para uma rehidratacédo eficiente do matagplaca foi incubada por duas horas na
estufa a 37°C.

Antes do término do tempo de rehidratacdo as &fialeam preparadas, ou
seja, tripsinizadas e contadas para uma conceattagiém indicada no manual do matrigel
(5x10 células/ml para placa de 24 pocos ou 1,25xBlulas/ml para placa de 6 pocos). O
meio DMEM SEM soro foi retirado da placa, tanto em cima comoartbda matrigel e foi
adicionado em cima da matrigel o volume de céluldgcado para cada tipo de placa em
meio SEM soro. E, embaixo foi adicionado meio com ou sern.s& placa foi incubada por
22 horas em estufa a 37°C e 5% de,d@kpois de transcorrido o tempo de incubacao, os
insertos foram retirados e o meio foi descartadmarée superior do inserto foi limpa com o
auxilio de um cotonete, com a finalidade de retmar células que nao invadiram. Foi
preparada outra placa contendo: metanol 100% edaziglluidina (o volume é dependente da
placa usada, ou seja, placa de 6 pogos — 2ml).

O inserto foi colocado com auxilio de uma pincanmetanol por 5 minutos,
retirado e colocado 5 minutos no corante. Em seguidnserto foi bem lavado em agua, até a
retirada total do corante. Os insertos foram seceum papel com o matrigel para cima e

depois de seco foi montado a lamina na seguinenaurd



63

Laminula

Oleo de imersao

Matrigel (cels para o
lado da lamina)

Oleo de imersdo

Lamina

Oito imagens de campos distintos de cada insermfdotografadas com o
auxilio de uma camer@ool Snap-Pro Colointegrada ao microscopio e usando o software
Image - Pro Plus. As células invasoras fotografamtascada campo foram contadas com o
auxilio do programa Adobe Photoshop CS4 e as médsi®ito campos fotografados foram
calculadas, sendo que cada tipo de tratamentor@enlipofectamina e siRNA) foi feito em

triplicata.
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4. ANALISE DOS RESULTADOS

As membranas de nitrocelulose com a expressdao d&AMED foram
digitalizadas n&@canner ImagéGE —General Eletrig.

Para o ensaio de zimografia os géis foram confeadias em quadruplicata
(ensaios independentes) e foi calculada a intedsideédia de cada banda e em cada gel, com
auxilio dosoftware Adobd”hotoshope do Program&eneToolsv3.06 software(Syngene,
Cambridge, UK). Os valores encontrados foram calosaem um programa de estatistica
(GraphPad Prism 4).

Os demais ensaios também foram analisados quargoaasignificancia
estatistica utilizando o GraphPad Prism 4 — (prograe estatistica). Cada experimento foi
repetido trés vezes em triplicata (ensaios indepeied) e todos os valores apresentaram
distribuicdo normal, por isso foi utilizado a asélide variancia ANOVA one-way e 0 teste
Tukey foi aplicado para multiplas comparacdes. Boos$ os calculos foi fixado o nivel
critico 5% (p< 0,05), ou seja, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 &n utilizados como

critério de significancia.
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5. RESULTADOS

5.1- Anélises das proteinas celulares totais em SIPAGE

As amostras de proteinas de diferentes linhagdntass: tumorais (MDA-
MB-231, DU-145 e PC-3) e ndo tumorais (FH e C2Ga&m preparadas como previamente
descrito (item 3.2), e submetidas a eletroforesgende poliacrilamida (10%) (Figura 15). A
duracdo da mesma foi de aproximadamente 1 hora eniBdtos a uma voltagem
aproximadamente de 70V no gel de empilhamento ¥ H@0gel de separacéo.

As linhagens tumorais MDA-MB-231, DU-145 e PC-3egantaram um perfil
eletroforético semelhante, com bandas protéicasrité@ajas nas faixas de 66 e 45kDa. Ainda
observando o padrao protéico das duas linhagemamter de prostata, DU-145 e PC-3, &
possivel identificar uma grande semelhanca nasasamatéicas dessas duas linhagens, pois
se tratam de linhagens derivadas do mesmo tecglaéhilas de linhagens ndo tumorais por
sua vez, apresentaram um perfil eletroforéticoréifle daquele das células tumorais e com

alguma semelhanca entre si.

P MDA DU PCFH C2C12

M P §.

66kDa—> ww

29kDa—»

Figura 15 - Proteinas totais extraidas das seguintes
linhagens celulares: tumorais (MDA-MB-231, DU-
145 e PC-3) e ndo tumorais (FH e C2C12), resolvido
em gel de poliacrilamida 10%, sendo P = padrdo de
proteina.
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5.2-Western Blotting

Através da realizagdo da técnicaWestern Blottingutilizando os lisados das
células tumorais, MDA-MB-231 e DU-145, foi possiwerificar que em todas as amostras
testadas houve reconhecimento da glicoproteina ABDAMe massa molecular de
aproximadamente 75kDa, pelos trés anticorpos adits. Desta forma, é possivel observar
gue os trés anticorpos testados reagiram intengaroem a banda de 75kDa (Figura 16).

(A) P MDA DU |®B) ©)
¥ ¥ ¥ | P mpAa DU|P MDA DU

¥ + YLy ¥

82KkD¢ m——p
75kD g =——p
BAKDE mmd
- Anti-ADAM9
Anti-ADAM9YD N-terminal Anti-RP2ADAM9

Figura 16 - Expressdo da ADAM9 humana extraidas das linhageintgaces, MDA-MB-231 e DU-
145, resolvido em gel de poliacrilamida 10% e tramdo para membrana de nitrocelulose. A
expressdo da ADAM9 foi analisada p@/estern Blotting usando os seguintes anticorp¢A)
anticorpo primario anti-ADAM9D (1:1000§B) anticorpo primario anti-ADAM9 N-terminal (1:1000)
e (C) anticorpo primario anti- RP2ADAM9 (1:1000). P =dp&o de proteina pré-corado.

Na porcao superior das figuras 17 e 19 abaixoreptasentada a expressao da
glicoproteina ADAM9 em células tumorais (a esqueedado tumorais (a direita) utilizando a
de técnica deWestern Blotting Nestas figuras, observa-se que em todas as @awmostr
analisadas houve o reconhecimento da proteina ADA[S®assa molecular de
aproximadamente 75kDa) pelo anticorpo anti-ADAMO9teXminal e anti-RP3ADAMY,
respectivamente. E, nestas mesmas figuras na porigimr, estdo representadas as partes
das membranas de nitrocelulose que foram recortadasubadas com o anticorpo anti-
actina. E possivel observar que em todas as arsasthalares tumorais (& esquerda) e ndo

tumorais (a direita), houve o reconhecimento dmag¢massa molecular de aproximadamente
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43kDa) pelo anticorpo utilizado. O anticorpo arditaa foi utilizado como controle interno,
pois a proteina Actina € expressa em todas asaséli eucariotos e na maioria das vezes

representa mais de 50% das proteinas celulares (8tnta CruBiotechnology.

MDA DU PC FH C2C12
(75kDa)

W W— ST 4= ACTINA | s
(43kDa)

Figura 17 - Expressao da ADAM9 e da Actina extraidas das liahagelulares tumorais: MDA-MB-231,
PC-3 e DU-145 e ndo tumorais: FH e C2C12. As amsd$tram resolvidas em gel de poliacrilamida 10%
e transferidas para a membrana de nitrocelulosexpgxessdo da ADAM9 e da Actina foi observada
utilizando os seguintes anticorpos: anticorpo prionanti-ADAM9 N-terminal (1:1000) e anticorpo
secundario anti-lgG de coelho produzido em cabrgugado com fosfatase alcalina (1:5000), e para a
detecgdo da Actina foram usados o anticorpo provemti-Actina (1:1000) e anticorpo anti-lgG de @abr
conjugado com fosfatase alcalina (1:5000).

Na figura 18 abaixo (porcédo superior), € possivlficar que em todas as
amostras celulares testadas, tumorais e nao twsno@ive o reconhecimento da ADAM9
(massa molecular de aproximadamente 75kDa) peicogod anti-RP2ADAM9. A outra
parte da membrana (porc¢éo inferior da figura) foubada com o anticorpo anti-actina, e o
mesmo resultado obtido na figura 17 também foificado para estas amostras, ou seja, em
todas as amostras celulares tumorais e nao tuntmai®e o reconhecimento da actina (massa

molecular de aproximadamente 43kDa) pelo anticatjiaado.

MDA DU FH C2C12

<+ ADAM9
(75kDa)

= ACTINA
(43kDa)

Figura 18 - Expressdao da ADAM9 e da Actina extraidas das
linhagens celulares tumorais: MDA-MB-231, PC-3 e-IDA45b e
ndo tumorais FH e C2C12. As amostras foram resmdvieim
gel de poliacrilamida 10% e transferidas para a bnanma de
nitrocelulose. A expressdo da ADAM9 e da Actina foi
analisada utilizando os seguintes anticorpos: amtecprimario
anti-RP2ADAM9 (1:1000) e anticorpo secundario ag@- de
coelho produzido em cabra (1:5000), e para a diteda
Actina foram utilizados o anticorpo primario antttha
(1:2000) e anticorpo anti-lgG de cabra conjugadam co
fosfatase alcalina (1:5000).
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= ‘-__.-—ﬂ
(75kDa)
——— — | — ACTINA — =

Figura 19 - Expressao da ADAM9 e da Actina extraidas das ¢ieha celulares tumorais: MDA-MB-231,
PC-3 e DU-145 e nao tumorais FH e C2C12. A expeedadADAM9 e da Actina foi analisada utilizando os
seguintes anticorpos: anticorpo primario anti-RPaM® (1:1000) e anticorpo secundario anti-lgG de
coelho produzido em cabra conjugado com fosfatlesdirea (1:5000), e para a deteccdo da Actina foram
utilizados o anticorpo primario anti-Actina (1:1QG®€ anticorpo anti-IgG de cabra conjugado com fasfa
alcalina (1:5000).
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5.3- Zimografia

A atividade proteolitica dos lisados celulares iforestigada por meio de
zimografia em géis de poliacrilamida contendo gedaP%. Foi possivel observar que esses
lisados celulares tumorais (MDA-MB-231, DU-145 e-BCe nédo tumorais (FH e C2C12)
possuem atividade de gelatinase. A expressao dalapeptidases pelas células é um dado
muito importante, pois esta relacionada com a ¢dpde invasiva das células, ou seja, niveis
MMP2 e MMP9 séo indicadores do potencial de invasia células tumorais (DI NEZZ&t
al., 2002; SATOet al, 2004). Porém, o objetivo principal deste endaidnvestigar se a
glicoproteina ADAM9 (uma desintegrina e metalopast® apresenta atividade proteolitica
em gel de gelatina 2%, ou seja, se ela possuidatiei de gelatinase, ja que esta proteina
apresenta funcao de digerir gelatina (MOCHIZUKI &&DA, 2007).

A técnica de zimografia mostrou haver diferencas mdividades das
metalopeptidases entre as diferentes linhagenkeduFigura 20), sendo que este resultado
ja era esperado por se tratar de diferentes tigataces, extraido de tecidos distintos.

A metalopeptidase 2 intermediaria (MMP-2 intermgdjaesta presente em
todas as linhagens celulares em estudo, tumora®e ¢umorais. Ja a pré-enzima MMP-2 e a
MMP-2 ativa somente estdo presentes nas linhagdokmes FH e C2C12. Por ultimo, a
MMP-9, uma gelatinase-B de 92/85kDa, foi detecsmtaente nas linhagens celulares PC-3 e
FH.

P MDA DU PC FH C2C12

MMPs
MMP-9

MMP-2 pré-enzima
™ - MMP-2 intermediaria
MMP-2 ativa

Figura 20 - Andlise da atividade proteolitica dos lisados
celulares por zimografia das linhagens tumorais AvNDB-
231, DU-145 e PC-3) e ndo tumorais (FH e C2C12% P
Padrdo de zimografia (PageRUler Prestained Protein
Ladder — Fermentas).
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Apesar das diferencas nas intensidades das baedatvitlade proteolitica
serem facilmente visualizadas no gel (Figura 28asbandas também foram quantificadas
(Figuras 21, 22, 23 e 24), através da leitura tiengiddade média das bandas em unidades
arbitrarias (UA) com auxilio deoftware Adobe Photosh@do Program&eneTools/3.06
software(Syngene, Cambridge, UK). Para tal, os géis faranieccionados em quadruplicata
(ensaios independentes) e foi calculada a intetisideedia de cada banda e em cada gel.

O grafico abaixo (Figura 21) representa a intexg@dmeédia das bandas de
zimografia da MMP-2 intermediaria, nas difereniesdgens celulares. E possivel observar
gue a metalopeptidade 2 (MMP-2) intermediéria elstaamente aumentada em fibroblastos e
na linhagem celular C2C12.

MMP2 intermediaria

55000+
50000+
450004
400004
350004
300004
25000+

20000+

15000+

10000+

5000+
0

MDA DU PC  FH C2Ci2
Linhagens Celulares

Intensidades Bandas (UA)

Figura 21 - Representacdo gréafica da intensidade média datmbate
zimografia em unidade arbitraria (UA) da MMP2 imediaria. MDA-
MB-231, DU-145, PC-3, FH e C2C12.
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O grafico abaixo (Figura 22) representa a intem@daédia das bandas de
zimografia correspondentes a MMP2 ativa, a qual defectada somente nas linhagens
celulares de FH e C2C12. Podemos observar tambémadgatividade proteolitica desta

metalopeptidase é muito mais intensa em fibrobsasto

MMP2 ativa
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Linhagens Celulares

Intensidades Bandas (UA

Figura 22 - Representacao grafica da intensidade média dambale
zimografia em unidades arbitrarias (UA) da MMPZ/atiMDA-MB-
231, DU-145, PC-3, FH e C2C12.
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A figura 23 € a representacdo grafica da intensidaédia das bandas de
zimografia da pré-enzima MMP2, detectada somergdinagens celulares FH e C2C12.

MMP2 pré-enzima
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Figura 23 - Representacdo gréafica da intensidade média dambate
zimografia em unidades arbitrarias (UA) da MMP2-pnzima. MDA-
MB-231, DU-145, PC-3, FH e C2C12.
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A figura 24 é referente a intensidade meédia dasddmnde zimografia
correspondente a atividade proteolitica da MMP9. likkagens celulares PC-3 e FH
apresentam uma intensa atividade desta metalopsgtidjue n&o foi detectada nas outras

linhagens testadas.
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Figura 24 - Representacao grafica da intensidade média dalabale
zimografia em unidades arbitrarias (UA) da MMP9. MDBIB-231,
DU-145, PC-3, FH e C2C12.
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Os lisados celulares foram tratados com EDTA (450nm@Viconfirmaram

somente a presenca de metalopeptidases nas lishegjatares testadas (Figura 25).

(A) )
MDA DU PC FH C2C1‘2 MDA DU PC FH C2(

Figura 25 - Andlise da atividade proteolitica das lises cedgpor zimografia em células,
tumorais (MDA-MB-231, DU-145 e PC-3) e ndo tumor@sl e C2C12)(A) representa o
gel de zimografia sem EDTA(B) representa o gel de zimografia com EDTA (450mM).

Apesar da técnica de zimografia indicar que houveatwidade de
metalopeptidases, MMP-2 (Gelatinase-A) de 72/66 i@, intermediaria e ativa) e MMP-9
(Gelatinase-B) de 92/85 kDa, nédo foi possivel deitegr a atividade proteolitica do dominio

metaloprotease da glicoproteina ADAM9 atravé<daita de zimografia.
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5.4- Ensaio de Inibicdo da Adesao

Para o ensaio de inibicdo de adesédo foram utilizddas linhagens celulares,
MDA-MB-231 e FH. Também foram utilizados dois tipde anticorpos, sendo eles, o
anticorpo anti-RP3ADAM9 e o anticorpo anti-ADAM9Bsses anticorpos foram adicionados
as células numa concentracdo: de gl417,8mg, 35,71g e 53,57g (anticorpo anti-
ADAM9D) e 1,Qug, 2,519, 5,Qug e 7,(ug (anticorpo anti- RP3ADAMY), e nas células MDA-
MB-231 e FH controles néo foram adicionados nenhuatitorpo. O objetivo deste ensaio foi
verificar o papel da ADAM9 na promoc¢ao da ades@adecélulas ao colageno tipo |, usando
para tanto anticorpos contra algumas regidoes daM®A

A figura 26 representa o efeito do anticorpo aridiAM9D sobre a inibicdo da
adeséao celular nas células de cancer de mama (MBA&B31). Tal anticorpo nao inibiu a
adesdo destas células ao colageno tipo |, em nenldas concentracdes testadas (gl4
17,8519, 35,719 e 53,579), quando comparado com as células controle, nais @ adesao

foi considerada 100%.

Inibicdo da Adeséo Celular - MDA-MB-231
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Figura 26 - Efeito do anticorpo anti-ADAM9D sobre a inibicdo da
adesdo celular. Foi usado para este ensaio a énhaglular MDA-MB-
231 e o Anticorpo Anti-ADAM9D. Colageno tipo | (@i/poco) foi
imobilizado por 12 horas a 4°C em placa de 96 pogp&s bloqueio com
BSA 1%, as células marcadas com CMFDA, em segudant lavadas
com tampao de adesado e incubadas com o anticotpARAMOD em
diferentes concentracfes (7ut4 17,8mg, 35,71g e 53,5%g) e foram
plagueadas nos pocos. A placa foi incubada a 38*G@ minutos, as
células foram lisadas e quantificadas. Foram raddig trés experimentos
independentes em triplicata.
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O mesmo foi verificado quando as células foramipreente incubadas com o

anticorpo anti-RP3ADAMS9, e utilizando diferentesicentracdes: g, 2,519, 5,Qug e 7,Qug

(Figura 27).
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Figura 27 - Efeito do anticorpo anti- RP3ADAM9 sobre a inilngdia
adesao celular. Foi usado para este ensaio a énhaglular MDA-
MB-231 e o anticorpo Anti-RP3ADAM9. Colageno tipdlug/poco)
foi imobilizado por 12 horas a 4°C em placa de @g§opg. Apos
blogueio com BSA 1%, as células marcadas com CMFBW®,
seguida foram lavadas com tampao de adesdo e dasilom o
anticorpo anti- RP3ADAM9, usando diferentes conaaites (1,09,
2,510, 5,Qug e 7,Qug) e foram plagueadas nos pocos. A placa foi
incubada a 37°C por 30 minutos, as células forasaddis e
guantificadas. Foram realizados trés experimenmtdependentes em
triplicata.
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Os ensaios foram repetidos utilizando fibroblastammanos e novamente, a
incubacéo previa das células com o anticorpo aR8ADAM9, ndo inibiu a adesdo das

mesmas ao colageno tipo | (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito do anticorpo anti-RP3ADAM9 sobre a inibigd®
adesdo celular. Foi usado para este ensaio a énhaglular FH e o
Anticorpo  Anti-RP3ADAM9. Colageno tipo | (/poco) foi
imobilizado por 12 horas a 4°C em placa de 96 pogpés blogqueio
com BSA 1%, as células marcadas com CMFDA e emidadoram
lavadas com tampéo de adesdo e incubadas com amrantianti-
RP3ADAM9, usando diferentes concentra¢fesyd,,@,519, 5,Qug e
7,0ug) e foram plaqueadas nos pocos. A placa foi intalza37°C por
30 minutos, as células foram lisadas e quantificaBaram realizados
trés experimentos independentes em triplicata.
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Para determinar o efeito do silenciamento do geeecqdifica para a ADAM9
em ensaios bioldgicos, entre eles proliferacddaetiinvasdo em matrigel, as células MDA-
MB-231 foram silenciadas com siRNA/ADAM9, e em siglgutestadas. Os resultados obtidos

com o emprego desta técnica estédo representades ébam 5.5-5.9).

5.5- Extracdo de RNA total

Através do gel de agarose-formaldeido 1%, foi pessierificar a eficiéncia
da técnica de extracdo de RNA total pelo aparedongas bandas correspondentes ao RNA
ribossémico 28S, 18S e 5S, observando assim arinidelg do RNA extraido, e um arraste
caracteristico representando os demais RNAs dentamsavariados. A figura 29 também
mostra a ocorréncia de contaminagcdo das amostmaDdA gendmico, sendo assim, antes
da producdo dos cDNAs as amostras de RNAs foraadas com DNAse (descrito no item
3.8.3).

28S =——p B =

18S =—p

5S ——p

Figura 29 - Amostras dos RNAs total extraido da linhagem eelul
MDA-MB-231, resolvido em gel de agarose-formaldeitith. C =
células MDA-MB-231 Controle, L = células MDA-MB-23Tom
Lipofectamina e R = células MDA-MB-231 silenciadas.
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5.6- PCR guantitativo (RT-PCR)

Apés as extracbes dos RNAs e tratamento destes Bbifse, foram
produzidos os cDNAs a partir destes, pois o cDNA& molécula mais estavel facilitando a
manipulacéo nos experimentos seguintes. Com os sOdlAealizado o experimento de RT-
PCR utilizandgrimersespecificos para o gene de interesse (ADAM9) a payene controle
(HPRT).

Desta forma, foi realizado o PCR em tempo real mamuantificacdo da
expressdo do mRNA da ADAM9. Com este experimentanfioobtidos os valores de €n
duplicata para cada amostra e foi calculada a ntfxtises valores, como mostrado na tabela
6 abaixo. A tabela traz as médias degl& expresséo do gene normalizador HPRT e do gene
alvo ADAM9. Em seguida séo apresentados os valtwesC;, que representa a média dpo C
da ADAM9 subtraida da média dq d» HPRT. A média S representa a média AGsde
cada tipo de tratamento. @A Cs dos trés grupos foram calculados da seguinte fodma
grupo Controle &\C; — Média\C; grupo controle grupo Lipo eAC; — MédiaS\C; grupo controle €
grupo siRNA eAC; — Meédia\C; grupo lipo POr fim, séo mostrados os valores de expresséo de
cada tratamento representado em unidades arbstrfdd). Os niveis de expressao de
MRNA da ADAM9 foram normalizados pelos niveis deM#Rpara HPRT.



Tabela 6.Calculo da expressdo do mRNA da ADAM9 obtido p&ER em tempo real.

Grupo HPRT | ADAM9 AC, | Média| AAC, | UA | Media
Média G; | Média G S UA
Controle : 21,64t 22,87t 1,2z 1,96 | -0,7% | 1,7 1.4
Controle : 20,0¢ 20,84t 0,80¢ -1,1€ | 2,2
Controle « 20,26¢ 21,1z 0,86¢ -1,1C | 2,1
Controle « 19,7: 20,97¢ 1,25¢ -0,7C | 1,€
Controle ! 21,5¢ 25,74¢ 4,15 2,2C | 0,2
Controle ¢ 21,39¢ 24,87 3,47¢ 1,52 | 0,3
Lipo 1 21.29¢ 22.03¢ 0.74 1,81 [ -1.22 | 2,34 | 1.4¢
Lipo 2 20,2z 21,00¢ 0,77¢ -1,1¢ | 2,3¢
Lipo 3 19,82 21,04 1,22 -0,74 | 1,6¢
Lipo 4 19,9t 21,21¢ 1,26¢ -0,7C | 1,62
Lipo 5 23,68¢ 27,89¢ 4,21 2,25 | 0,21
Lipo 6 24,2¢ 26,93¢ 2,68¢ 0,7z | 0,61
SiRNA 1 20,5: 26,4: 5,€ 7,18 | 408 | 0,0€ | 0,0t
SiRNA 2 20,59¢ 25,53¢ 4,94 3,1z | 0,11
SiIRNA Z 20,59¢ 32,8¢ 12,2¢ 10,4: | 0O,C
SiRNA 4 20,03¢ 25,8 5,78¢ 3,97 | 0,0¢
SiIRNA E 24 ,4¢ 30,0¢€ 5,5¢ 3,7¢ | 0,07
SiRNA € 19,4: 28,0t 8,62 6,8C | 0,01
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Com os valores em UA foi realizado teste estadstitlizando osoftware

expressao da proteina ADAM9 em UA.

Expressédo Génica da ADAM 9 em Unidades
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Figura 30 - Representacdo grafica da expressdo da ADAM9 em

unidades arbitrarias (UA). Os valores com signiftia estatistica

foram atribuidos

para

(ANOVA/TURKEY).

p

<

0,05,

sendo

*¥»**p<0,001.

GraphPad Prism4. A figura 30 abaixo contém a reptesdo grafica dos valores da
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Observa-se na figura 30 que a expressdo da pro®D@aM9 ficou
drasticamente diminuida nas células MDA-MB-231 alas com RNAi, ou seja, 0
silenciamento do gene que codifica para a ADAM®iincompletamente a expressdo desta
proteina quando comparado com o controle (célul@AMB-231 sem nenhum tipo de
tratamento) e também em relacdo as células tratamasipofectamina, descartando assim
qualquer hipotese de que o agente transfectaipefedtamina — pudesse causar alteracédo na
expressao da proteina em questao.

Os produtos da RT-PCR foram resolvidos em gel dmosge 2%, e os
resultados obtidos estdo apresentados na figureocalfafigura 31 sdo fotos representativas
dos géis de agarose (2%) com os produtos de RT-B@Rrtir das células MDA-MB-231,
para todos os tipos de tratamento: controle, lgiafeina e SiRNA/ADAM9. Usando
primers para a amplificacdo de uma regido especifica ddeipa ADAM9 (dominio
desintegrina) (Figura 31A) e tambémmers para o HPRT (gene controle - hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase) (Figura 31B), fmissivel verificar a amplificagdo dos
fragmentos desejados. Os produtos de RT-PCR nasteestdo em torno de 173pb para a
ADAM9 e 94pb para o gene controle HPRT.

C3 _C4 L3 14 R

2000 D
1200p o>

800p b=—>>

400pb—>

200p b=—>
100ph=—>
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Figura 31 - Fotos representativas dos produtos de RT-PCR diipao
ADAM9 (A) e HPRT(B) em células MDA-MB-231 e com os trés tipos de
tratamento: C = células MDA-MB-231 Controle; L Judés MDA-MB-231
com Lipofectamina; e R = células MDA-MB-231 silestas. Padrdo de
DNA de baixo peso molecular.

5.7- Cinética de Silenciamento do gene gue codifipara a ADAM9

Foi necessario realizar uma cinética de silenciamn@m gene que codifica para
a ADAM9 para verificar o tempo de eficiéncia destenica de silenciamento nesta linhagem
celular, ou seja, na linhagem MDA-MB-231. Para fal, realizado um ensaio em que a
mesma quantidade de células foi adicionada emsvaldaas e todas foram transfectadas com
a mesma quantidade de siRNA. Desta forma, foratasfdi2 placas de 6cm contendo, cada
uma 0,2083x10células e 5ml de meio DMEM sem antibiético e faogia. Porém, dessas 12
placas:(i) duas representaram as células controle, ou s&ja,trmatamento com agente de
transfeccédo e semrimer de silenciamento(iii) e as placas restantes, ou seja, as outras 10
placas representaram as células silenciadas, dsatain agente de transfeccaomimer de
silenciamento do RNA que codifica para a ADAM9 (item 3.9).

O RNA total foi extraido com auxilio do reagenteidd® (Invitrogen) seguindo
as orientacbes do fabricante. Através do gel faspel verificar a eficiéncia técnica de
extracdo de RNA pelo surgimento das bandas comegpbes ao RNA ribossémico 28S, 18S
e 5S (Figura 32), observando assim a integridadeNi& extraido, e um arraste caracteristico
representando os demais RNA de tamanhos variagdRNAs das amostras representadas na
figura 32 abaixo, também foi tratado com DNAse pavéar possivel contaminacdo das
amostras com DNA gendmico, sendo assim, antesahugiio dos cDNAs as amostras de
RNAs foram tratadas com DNAse (ver itens 3.8-3.9).
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Figura 32 - Amostras do RNA total extraido da linhagem celllA-MB-231, resolvido
em gel de agarose-formaldeido 1%. PC1 e PC2 f4aséMDA-MB-231 controles, sem
tratamento com agente de transfeccédo e sem siacta e de P1-P10 = células MDA-MB-
231 silenciadas, tratadas com Lipofectamina 200@rmer de silenciamento do RNA. P1 =
3° dia de silenciamento e assim sucessivamentelfté 12° dia de silenciamento.

A figura 33 representa o grafico da cinética densilamento do gene que
codifica para a ADAM9 em células MDA-MB-231. E pibas observar uma maior eficiéncia
do silenciamento do gene que codifica para a ADAMSB° ao 6° dia, sendo que no 7° e 8°
dia a expressdo génica dessa proteina ainda se&mdodixa, porém apos o 8° dia de
silenciamento a expressao aumenta de forma expahatiogindo valores semelhantes aos

obtidos pelas células controle. Desta forma, carsgduque o silenciamento perdeu sua
eficiéncia apds o 8° dia.
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Cinética de Silenciamento
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Figura 33 - Cinética de Silenciamento do gene que codifica paADAM9
em células MDA-MB-231. As células tumorais, corgralu transfectadas e
silenciadas foram plaqueadas conforme descrito materiais e métodos
(item 3.8). Apos trés dias do silenciamento, asgddgoram sendo retiradas
uma a uma aleatoriamente em cada dia para extdacBRNA total e andlise
por RT-PCR.

5.8- Ensaio de Proliferacdao Celular

Para estudar o efeito da proteina ADAM9 na praiféo celular, as células
MDA-MB-231 foram transfectadas e silenciadas. Ralaas células foram divididas em trés
tipos de tratamentdi) células controle, sem tratamento com agente dasféecdo e sem
silenciamento;(ii) células tratadas somente com agente de transfeecdid) células
silenciadas, tratadas com agente de transfeccariener de silenciamento siRNA/ADAM9
(ver item 3.8).

Como podemos observar na figura 34 o silenciamdatgene que codifica
para a proteina ADAM9 nao afetou a proliferacédo adslas MDA-MB-231, 4 dias apds o

silenciamento e apos 24 horas de incubacao.
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Proliferagc&o Celular - MDA-MB-231 -

0.6 4° dia de silenciamento
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Figura 34 - Efeito do silenciamento da proteina ADAM9 sobre a
proliferacdo das células MDA-MB-231, 4 dias apodsilenciamento e 24
horas apds a incubagdo. As células foram plaque&dalas apds o
silenciamento e incubadas por 24 horas em estufsis A0 tempo de
incubagéo, foi adicionado o agente MTT e incubado4 horas. A leitura
das absorbéancias foi realizada (595nm). Tipos atartrento: células MDA-
MB-231 - controle, células MDA-MB-231 com lipofeoima e células
MDA-MB-231 com administracéo de siRNA/ADAM9.

Resultados semelhantes foram encontrados quarekieofoi realizado 5 dias

apos o silenciamento e apds 48 horas de incub&@@iod 35).
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0.7 5° dia de silenciamento

0.64

0.54
0.4+
0.34
0.24

Absorbancia 595nm

0.14

0.0~ T
Controle Lipofectamina ADAM9/siRNA

Figura 35 - Efeito do silenciamento da proteina ADAM9 sobre a
proliferacéo das células MDA-MB-231, 5 dias apGsilenciamento e 48
horas apds a incubagdo. As células foram plaquedddms apds o
silenciamento e incubadas por 48 horas em estyfés A& tempo de
incubacéo, foi adicionado o agente MTT e incubaaodphoras. A leitura
das absorbancias foi realizada (595nm). Tipos dgartrento: células
MDA-MB-231 — controle, células MDA-MB-231 com lipeétamina e
células MDA-MB-231 com administracao de siRNA/ADAM9
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O mesmo pode ser observado quando analisadasuaasfigé, 37 e 38. O
silenciamento do gene que codifica para a protaMAM9 nas células MDA-MB-231 nédo
produziu efeito algum sobre a proliferacdo desthagem celular, 7, 8 e 10 dias apés o

silenciamento, respectivamente.

Proliferagcéo Celular - MDA-MB-231 -

7° dia de silenciamento
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Con’crole Lipofectamina ADAM9/siRNA

Figura 36 - Efeito do silenciamento da proteina ADAM9 sobre a
proliferacdo das células MDA-MB-231, 7 dias apésilenciamento e 24
horas de incubacgédo. As células foram plaquead#sstagos o silenciamento
e incubadas por 24 horas em est/@6s o tempo de incubagdo, foi
adicionado o agente MTT e incubado por 4 horamisb@rido este tempo 0s
cristais formados foram solubilizados e a leituras dabsorbancias foi
realizada (595nm). Tipos de tratamento: células MBDB-231 — controle,
células MDA-MB-231 com lipofectamina e células MDAB-231 com
administracdo de siRNA/ADAM9.



Proliferacdo Celular - MDA-MB-231 -
8° dia de silenciamento

0.4
L% 0.3+
)]
0o
o
2 0.24
«©
2
2
% 0.1

0.0 T

Controle Lipofectamina ADAMY9/siRNA

Figura 37 - Efeito do silenciamento da proteina ADAM9 sobre a
proliferacdo das células MDA-MB-231, 8 dias apdsilenciamento e 48
horas de incubacdo. As células foram plaqueadasiag dpds o
silenciamento e incubadas por 48 horas em esfpas o tempo de
incubacdo, foi adicionado o agente MTT e incubadw g horas.
Transcorrido este tempo os cristais formados fagalubilizados e a leitura
das absorbancias foi realizada (595nm). Tiposatartrento: células MDA-
MB-231 — controle, células MDA-MB-231 com lipofentma e células
MDA-MB-231 com administracéo de siRNA/ADAM9.
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Figura 38 - Efeito do silenciamento da proteina ADAM9 sobre a
proliferacéo das células MDA-MB-231, 10 dias apdsilenciamento e 24
horas de incubagdo. As células foram plaqueadasia8 dpdés o
silenciamento e incubadas por 24 horas em esfifds o tempo de
incubacgdo, foi adicionado o agente MTT e incubadw g horas.
Transcorrido este tempo os cristais formados fagalubilizados e a leitura
das absorbancias foi realizada (595nm). Tiposatartrento: células MDA-
MB-231 — controle, células MDA-MB-231 com lipofeniana e células
MDA-MB-231 com administracdo de siRNA/ADAMO.
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No entanto, 11 dias apés o silenciamento e 48 hapés a incubacdo houve
um aumento significativo na proliferacdo celuladlidhagem MDA-MB-231 quando somente
transfectadas (2,39x) ou transfectadas e silerxid@d®6x) comparadas com as células
controles. Entretanto, através da cinética de @demento (Figura 33) podemos observar que
a partir do 8° dia de silenciamento houve um aumelat expressdo génica da proteina
ADAM9, sendo assim, podemos concluir que o silanelato perdeu sua eficiéncia (Figura
39).

Proliferacdo Celular - MDA-MB-231 -
11° dia de silenciamento
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Controle Lipofectamina ADAM9/siRNA

Figura 39 - Efeito do silenciamento da proteina ADAM9 sobre a
proliferacéo das células MDA-MB-231, 11 dias ap@&ilenciamento e 24
horas de incubacdo. As células foram plaqueadasiaS dp6s o
silenciamento e incubadas por 48 horas em esfyfés o tempo de
incubacéo, foi adicionado o agente MTT e incubaaiodphoras. A leitura
das absorbancias foi realizada (595nm). Tipos dgartrento: células
MDA-MB-231 — controle, células MDA-MB-231 com lipeétamina e
células MDA-MB-231 com administracdo de siRNA p&@AM9. Os
valores com significAncia estatistica foram atdbsipara p < 0,05, sendo
*p<0,05 e **p<0,01 (ANOVA/TURKEY).

5.9- Ensaio de Invasdo em Matrigel

Neste experimento, as células MDA-MB-231 foram ditas nos trés tipos de
tratamento, conforme descrito anteriormente. Agilagl foram tripsinizadas, contadas e
ressuspensas em DMEM sem soro e adicionadas solm&rigel em placa de 24 pocos,
conforme descrito nos materiais e métodos (ver &¢irh).

Os resultados observados na figura 40 indicam gs#enciamento do gene

que codifica para a ADAM9 humana inibiu signifieatinente a invasédo das células MDA-
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MB-231 em matrigel (71,51+8,02%). Os valores ol#ido controle foram assumidos como
100% de invasao e os demais valores foram calcsiladiporcionalmente. O tratamento das
células com lipofectamina ndo provocou diferencastatisticas significativas nas

caracteristicas invasivas das células em relac&orzoole.

Invasdo em Matrigel

*k*k
| kX |

110 T 1
1004

% células invasoras

Controle Lipofectamina ADAMO9/siRNA

Figura 40 - Efeito do silenciamento do gene que codifica a M3A
humana sobre a invasdo em matrigel das células WMBA231. As
células tumorais foram ressuspensas em DMEM semesadicionadas
sobre o matrigel em placa de 24 pocos. No compantioninferior foi
adicionado meio com soro como agente quimioatraefge células
invasoras foram fixadas e coradas. As médias dies ocampos
fotografados em cada tratamento (controle, lipaf@ata e SiRNA) em
triplicata foram calculadas. Os valores com sigéificia estatistica foram
atribuidos (***p<0,001; ANOVA/TURKEY).

A figura 41 representa um dos oito campos fotogegaem cada tipo de
tratamento (controle, lipofectamina e SiRNA/ADAM9) primeiro campo (Figura 41A)
representa as células MDA-MB-231 controle, ou seg@n tratamento com agente de
transfeccéo e sem silenciamento, que invadiramtagah No segundo campo (Figura 41B)
estdo representadas as células MDA-MB-231 tratadagente com agente de transfeccédo e
que invadiram o matrigel, e no udltimo campo (Fig4BC) as células MDA-MB-231
silenciadas. Nestas figuras ficam nitidos os radok apresentados na figura 40 acima, ou
seja, as células silenciadas apresentam menoridagacde invasdo em matrigel, quando

comparadas com as células controle ou com lipafenta
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Figura 41 - Efeito do silenciamento do gene que codifica a M®humana sobre a invasdo em matrigel
das células MDA-MB-231. As células tumorais foramssuspensas em DMEM sem soro e adicionadas
sobre o matrigel em placa de 24 pog¢os. No compantioninferior foi adicionado meio com soro como
agente quimioatraente. As células invasoras foraadds e coradagA) células MDA-MB-231 controle,

(B) células MDA-MB-231 tratadas somente com lipofectare (C) células MDA-MB-231 silenciadas.
Oito imagens de campos distintos de cada insertorfdotografadas com o auxilio de uma can@oal
Snap-Pro Coloiintegrada ao microscopio e doftware Image Pro Plus (aumento 100X).
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6. DISCUSSAO

Invasédo e metastase de tumores humanos sédo preesspostos por muitas
etapas e que exigem interagfes célula-célula ¢aedlatriz dentro do tecido hospedeiro. Os
resultados dessas interagOes levam a producioaddze e ativacdo de uma variedade de
citocinas e fatores de crescimento, desta formanger sinais que diretamente ou
indiretamente promovem o crescimento e sobrevieéhainoral (ZIGRINOet al, 2005).
Essas etapas podem ser resumidas da seguinte B@pzaacdo de algumas células do tumor
primério, penetracdo destas através da membraad bagracdo das células para dentro da
MEC, extravasamento para 0s vasos sanguineosfaticirs, sobrevivéncia dentro dos vasos,
adesdo das ceélulas tumorais ao endotélio dos vastgvasamento das células pelos
capilares de Orgdos ou tecidos alvos, adesdo ao siiio e, formagdo dos tumores
secundarios. Uma vez no tecido secundario essalesglodem morrer, tornarem-se células
dormentes ou iniciar a proliferacdo em focos aVases ou micrometastases. Esses focos
podem ficar durante um periodo em laténcia e eadesihdetectavel, até que consigam o
recrutamento adequado de fatores angiogénicos (HQ@MHERESH, 2002; PONTIER &
MULLER, 2008).

Modulacdo do microambiente tecidual através da adleggdo da MEC, o
processamento de fatores de crescimento e ativdgamoléculas de adesédo celular séo
essenciais para a proliferacdo e progressao daaxéle cancer (MOCHIZUKI & OKADA,
2007). Além disso, a degradacdo da matriz extrirels um pré-requisito para o reparo
tecidual, migracdo celular e para liberacado derdatale crescimento e peptideos bioativos
(ZIGRINO et al, 2007). Diferentes proteases tém sido implicadsses processos, tais como
metalopeptidases de matriz (MMPs), outras famd@&proteases (serino, cisteina e aspartica),
as ADAMs e as ADAMTSs (que apresentam o dominianbrmspondina adicional)
(MOCHIZUKI & OKADA, 2007; ROCKSet al, 2008; ZIGRINCet al, 2007).

A ADAM9 esta envolvida em processos celulares, taisio adesédo celular,
migracao e sinalizacdo (ZUBHit al, 2009), e também pode estar essencialmente eds&olvi
na carcinogénese e progressdo tumoFdRITZSCHE et al, 2008). Desta forma, s
habilidades que esta proteina apresenta de degmadetratos especificos da matriz
extracelular, liberacdo de fatores de crescimetitmsy interacdo com fatores regulatérios
chaves e promoc¢do da invasdo em diversas metasiasamores, sugerem que a ADAM9
promova o crescimento da célula tumoral, além das#io e metastag8UNG et al., 2006).
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O aumento daxpressao desta proteina tem sido reportado emsdearcinomas humanos,
tais como carcinomas de préstata (FRITZSGHEL., 2008) e de mama (O'SHEAt al,
2003).

Devido ao grande envolvimento da ADAM9 em diversainomas humanos,
0 presente trabalho buscou analisar a expressdionged@ da proteina ADAM9 na invasao de
células tumorais.

Observando os resultados encontrados na realizdedd/estern Blotting
(Figura 16) utilizando as lises das células tunspriiDA-MB-231 e DU-145, foi possivel
verificar que em todas as amostras houve reconketinda glicoproteina ADAM9 pelos
anticorpos anti-ADAM9 usados [anti-ADAM9D (reconke@specificamente o dominio
desintegrina), anti-ADAM9 N-terminal (reconhece xremidade N-terminal e a ADAM9
ativa), e o anticorpo anti-RP2ADAM9 (reconhece &rawridade C-terminal)]. Entretanto,
aqui se faz necessario uma discussao sobre osadEmilencontrados nesta técnica, pois a
deteccdo da proteina ADAM9 nas linhagens de caleenama ou prostata ndo apareceram
no tamanho predito de 90,5kDa, ou ainda devidegi®es de glicosilacdo e do dominio rico
em cisteina, a proteina migra para 114kDa (forma péocessada) e 84kDa (forma
processada) (de acordo com as instru¢coes dos dateg), mas apareceram bandas de
aproximadamente 75kDa nas trés membranas de titlose testadas e incubadas com os
trés diferentes anticorpos anti-ADAM9. Porém, selguras instru¢cbes do fabricante, é
possivel a deteccado de uma banda de 75kDa em asoetiuzidas de lisados celulares.

Os resultados encontrados por ROGHAdIal (1999) e SHINTANIet al
(2004) em seus experimentos utilizando a técnic&Vdstern Blottingvdo ao encontro do
tamanho predito da proteina ADAM9 descrito acimaseja, ambos trabalhos detectaram a
forma processada (84kDa) desta proteina, porénas esttores ndo utilizaram os mesmos
anticorpos usados em nossos experimentos, eleégaxgih o anticorpo policlonal anti-
ADAMS9 (contra o dominio citoplasmatico) e o antjgomoliclonal anti-ADAM9 (Chemicon,
Temecula, CA), respectivamente. Entretanto FRITS@HEI. (2008), também utilizando
esta técnica e analisando amostras de tecidosodtafa normal ou com tumor, detectaram
duas formas desta proteina com massa moleculafkiga8e 70kDa, sendo que 0s niveis
relativos da proteina de 80kDa estavam aumentamloancer de prostata quando comparado
com o tecido normal. ZIGRIN®t al. (2007), detectaram paWestern Blottingas formas pré
(115kDa) e ativa (80kDa) da ADAM9 na lise total dadlulas HaCaT (queratindcitos
imortalizados). Ja SUNG@t al. (2006), avaliando a superexpresséo da proteinaMdsob

condicdes de estresse, tais como confluéncia d& Xbipdxia, observaram que além do
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aumento da expressdo da proteina ADAM9 (proteima aproximadamente 80kDa), uma
proteina imunorreativa de menor tamanho, definidama uma proteina ADAM%ke de
massa molecular na faixa de 60 a 65 kDa, reagitiy@saente com o anticorpo anti-ADAM9
usado e foi induzida sob condi¢cdes de estressenepenoxido de hidrogénio. Desta forma,
estes trés experimentos também observaram difer¢éateanhos da proteina ADAM9 em
diferentes linhagens celulares. E por dltimo, WES& et al. (1996), utilizando esta mesma
técnica para avaliar a presenca e/ou ausénciaidapgiteina ADAM9 em amostras de
diferentes tecidos de camundongos e em linhagehsames, NIH 3T3 (fibroblasto de
camundongo) e C2C12 (mioblasto de camundongo),ne @oauxilio do anticorpo anti-
ADAM9-cito 1gG (cauda citoplasmatica da proteina A9 de camundongo), detectaram
esta proteina (aproximadamente 84kDa) em todoe®dos examinados e nas linhagens
celulares acima descritas. Este anticorpo tambéectde uma banda de 76kDa em uma
amostra ndo reduzida de tecido do pulméao de camgod®esta forma, essas disparidades
encontradas na detec¢éo da proteina ADAM9 poderpreeavelmente devido a forma com
gue as amostras séo tratadas para a realizac@crdeat deWestern Blottingos diferentes
anticorpos usados e confeccionados para diferdotaefios, e também devido a diferenca na
glicosilagédo da proteina madura.

Ainda discutindo os resultados encontrados contradg deWestern Blotting
(Figuras 17, 18 e 19 porcéo superior), porém atilio além dos lisados celulares tumorais ja
testados e acima mencionados, também o lisaddaxiula linhagem celular tumoral: PC-3 e
nao tumorais: FH e C2C12. Também foi possivel oaseque os trés anticorpos testados
reagiram intensamente com a banda de 75kDa, ers smlamostras testadas. A presenca da
proteina ADAM9 em linhagens celulares, tais combl T3 e C2C12, j& foi observada por
WESKAMP et al. (1996), porWestern Blotting Muitos trabalhos sobre cancer de préstata
tém utilizado em seus experimentos a linhagem aeRLC-3, entre eles, 0os experimentos
realizados por ENGEt al (2006), cujos resultados encontrados no crest¢oreenapacidade
de adesdo das células PC-3 e DU-145, identificagasas duas linhagens como células
tumorais altamente agressivas, sendo PC-3>DU-1Kn Aleste, 0os experimentos realizados
por SUNGet al. (2006), demonstraram um aumento da expressao deMRD(2,0 e 2,6
vezes) nas células DU-145 e PC-3 (andrégeno-indiemes) respectivamente, quando
induzidas ao estresse (100% de confluéncia).

Utilizando ainda a técnica dé/estern Blottingas mesmas amostras foram
testadas com o anticorpo anti-actina (Figuras 87 19 porcao inferior), o qual segundo as

instrugdes do fabricante, reconhece uma bandaki@a4® em todas as amostras, tumorais e
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ndo tumorais, houve a deteccdo da proteina Actiresga molecular de 43kDa) por este
anticorpo. Este anticorpo foi usado como controtesitiyo, ou seja, trata-se de uma
normalizacdo da expresséo de proteinas, pois @ipacActina € expressa em todas as células
de eucariotos e na maioria das vezes representad@&0% das proteinas celulares totais, e,
além disso, esta proteina ndo se altera com agameixperimental e a intensidade de sua
banda se mantém constante em todas as amostradatesimostrando desta forma, que
realmente foi aplicado a mesma quantidade de pibtetal em cada poco.

Para determinar se o dominio metaloprotease daipeoADAM9 apresenta
atividade proteolitica em gel de gelatina, foiinéitla a técnica de zimografia. Foi possivel
identificar a presenca de duas metalopeptidasedpsdas, a MMP-2 e a MMP-9. Em todas
as linhagens celulares testadas (MDA-MB-231, DU;136-3, FH e C2C12) foi possivel
observar a presenca da MMP-2 intermediéaria, poesta, MMP apresenta-se aumentada nos
fibroblastos e na linhagem celular C2C12. Além aisambém foi possivel observar a
presenca da MMP-2 na forma de pro-enzima e atwa&np detectada somente nas linhagens
celulares FH e C2C12. A MMP-2 (gelatinase A) pode encontrada numa variedade de
células normais, bem como em algumas células gfrensotransformacdes, incluindo
fibroblastos, queratinécitos, células endoteliaiscandrocitos (CARPENAet al, 2008;
JOBIM et al, 2008). Essa MMP é uma enzima que degrada compnela MEC, e
supostamente desempenha um papel importante nsion@amembrana basal e na migracao
celular durante processos fisioldgicos e patol®@EZIERSKA & MOTYL, 2009), sendo
gue os processos fisioldgicos nos quais estas aszide maneira especial a MMP-2 pode
estar envolvida, vao desde a proliferacdo celuderenciacdo, apoptose, cicatrizagdo de
feridas e remodelamento da MEC para a vasculanz@géiogénese) e migracao celular. A
expressdo aumentada desta MMP na forma ativa edosettimorais demonstra alto risco de
metastase. Desta forma, a taxa de ativacdo de ptB-RIpara MMP-2 ativa € usado como
um indicador de metéstase tumoral (JEZIERSKA & MQTZ2009).

A atividade proteolitica da MMP-9 também foi obseta através da realizacao
da zimografia, porém, as linhagens celulares PCFBl eapresentam uma intensa atividade
desta metalopeptidase, a qual ndo foi detectadaountas linhagens testadas. Segundo
CARPENA et al (2008), a MMP-9 (gelatinase B) é produzida apeesas situacdes
patolégicas, tais como queratinécitos e macrofajtesados e também por muitas células
tumorais, entretanto os resultados encontrados ergperimento mostram que os FH também
apresentaram atividade desta MMP, o que esta adaacomSOLINI et al (2006), pois 0s

fibroblastos ndo sdo apenas os grandes contribupatess biossintese de colageno, mas
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também participam do remodelamento da placa vieeggfo e liberagdo de MMP-2 e MMP-
9.

A expressdo de metalopeptidases pelas células dadm muito importante,
pois estéa relacionada com a capacidade invasivadiialas, sendo que os niveis de MMP-2 e
MMP-9 sao fortes indicadores do potencial de invgsdra células tumorais (DI NEZZét
al., 2002; SATOet al, 2004), pois sdo enzimas criticas na degradag&amuohponentes da
MEC durante a invasdo e metastase tumoral (SKHO&l., 2009). Essas duas MMPs estéo
envolvidas na progressdo de diversos carcinomasmmsn tais como, boca (oral), eséfago,
laringe, estbmago, endométrio, pele, pancreastgtads mama (CARPENAt al, 2008;
JEZIERSKA & MOTYL, 2009). No entanto observando resultados encontrados (Figura
20), verifica-se que as células MDA-MB-231 e DU-I#® apresentaram atividade da MMP-
9. Aqui se faz necessario uma discusséo, poisgdigsgoublicacbes mostram que as células
MDA-MB-231 (metastatica) apresentam altos niveisitilddade da MMP-9, e esta atividade
aumentada tem sido implicada na invasdo e metastmseral (FARINA et al, 1998;
OLMEDA et al, 2007; PRATAPet al, 2005). Além disso, os resultados de HEGERSI.
(2008), mostraram que 26 diferentes MRNAs de MMfPani expressos nestas ceélulas, em
niveis muito diferentes. E estes mesmos autordizamiilo ensaio de invasdo celular
demonstraram que a MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MNIB-e MMP-14 foram
reportadas por melhorar a capacidade de invasédoétldas MDA-MB-231. Desta forma, o
resultado encontrado neste trabalho n&o esta décacom o encontrado nas publicacdes, isto
talvez se deva pelo fato que a linhagem usada trabgho estava com uma passagem muito
alta (>100), e estas células podem ter perdidonggucaracteristicas, entre elas a expressao
da MMP-9.

A linhagem celular de cancer de prostata, DU-1dmbem foi utilizada neste
trabalho, e como pode ser visto nos resultadosatéonica de zimografia (Figura 20), estas
células ndo apresentaram atividade da MMP-9. Asatiens DU-145 e PC-3 sdo células
tumorais epiteliais da préstata (androgeno-indepeted BIDOSEE et al, 2009) sendo que
essas células sdo moderadas e altamente metastém@ectivamente (AALINKEEEt al.,
2004; ATTIGA et al, 2000). Sendo assim, talvez este seja um dovosotia ndo deteccao
da atividade da MMP-9, ou seja, por apresentar radde capacidade de metastase.
Entretanto, varios trabalhos tém detectado a atildddesta MMP na linhagem DU-145,
ATTIGA et al (2000) detectou em gel de zimografia bandas quespondem a proMMP-9,
proMMP-2, e MMP-2. J& MANS et al. (1999), detectaram a presenca de uma banda de

92kDa com atividade gelatinolitica nas células DBi3;1 que corresponde a MMP-9.
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Entretanto, assim como encontrado neste traballiyBR-SIEGLER (2000), pode detectar
apenas uma espécie gelatinolitica em gel de zirfiagras células DU-145, ou seja, a forma
ativa (66kDa) e latente (72kDa) da MMP-2. Difereméeite de MEYER-SIEGLER (2000),
neste trabalho foi possivel detectar somente a MMRermediaria nas células DU-145.

Apesar dos diferentes resultados encontrados, ediabjmaior ao empregar a
técnica de zimografia foi para determinar se o daninetaloprotease da proteina ADAM9
apresenta atividade proteolitica em gel de gelappeém concluimos que esta proteina nao
apresentou atividade quando utilizada esta téclin&retanto, este resultado negativo, ou
seja, a nao atividade desta proteina de interpsesie, talvez estar ligada a diferentes fatores,
tais como a quantidade de proteina aplicada ntegsido pequena, além disso, ela pode ter
ficado na frac&o insoltvel no precipitado ligadfiagmentos de membrana, e também pode
ter sido desnaturada pelo TRITON-X100 no momentlisdacelular.

A ADAM9 é uma molécula de adesdo que interage com diferartggrinas,
entre elas, a integrina,fs, em células de mieloma e em osteoblastos (KARADAGL,
2006; ZHOU et al, 2001), ou ainda esta interacdo esta envolvidapmcessamento
proteolitico do HB-EGF (FRITZSCHE et al, 2008; FRITZSCHE et al, 2008
GRUTZMANN et al, 2004) O dominio desintegrina da ADAM9 que contém o kw&ECD
demonstrou ligar-se diretamente com as integrig@se azp1 em células de cancer de colon
(MAZZOCCA et al, 2005), NATHet al (2000) também demonstraram que o dominio
desintegrina da ADAM9 se liga a integringp, em fibroblastos. Recentes estudos de
COMINETTI et al (2009) demonstraram que a integringds € uma nova companheira de
interacdo da ADAM9D (dominio desintegrina produziho sistema bacteriano).

Foi descrito o envolvimento desta proteina em @m®me celulares, tais como
adesdo celular, migracdo e sinalizacdo (ZUB#Lal, 2009). Porém, para verificar se a
ADAM9 promove adesao das células MDA-MB-231 e FHcatageno tipo |, foram usados
anticorpos contra duas regides desta proteinapé&ssivel observar em todos os ensaios
realizados ndo houve inibicdo da adesdo, ou ssjaanticorpos anti-ADAM9D e anti-
RP3ADAM9 (em diferentes concentracdes) nédo inibieaatdeséo das células MDA-MB-231
ao colageno tipo I, e o anticorpo RP3ADAM9 (em wifges concentracdes) também nao
inibiu a adesao dos FH ao colageno tipo I. Destadpapesar da ADAM9 ser uma molécula
de adesdo, existem outras moléculas que particii@arimteracdes adesivas, tais como 0s
membros da super familia das imunoglobulinas, dergzs, as integrinas, as selectinas e as
proteoglicanas da superficie celular ( WOLFSBERG &ME, 1996).
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Estudo recente, realizado por COMINETEt al (2009) utilizando a
ADAMOD (dominio desintegrina produzido em sistenmactbriano), inibiu a adesdo das
células MDA-MB-231 ao colageno tipo | em 37.43 #9%, na concentracdo de 1000nM.
Porém, neste estudo observou-se que a inibicadets#ia celular pela ADAM9AD foi apenas
parcial, provavelmente pela presenca de outropi@®s presentes nas células MDA-MB-
231 que se ligam ao colageno, como a integuifia. Neste mesmo trabalho, foi realizado
ensaio de competicdo de anticorpos, e 0s autorasrdtraram que a interacdo da ADAM9D
com as células MDA-MB-231 foi mediada principalneepela integrin§,. Desta forma, este
trabalho de COMINETTIet al (2009) demonstrou que a interacdo das célulasraim
(MDA-MB-231) com ADAM9D foi mediada principalmentgela integring3;. No entanto,
este resultado foi anteriormente demonstrado pGRINO et al. (2007) e MAHIMKAR et
al. (2005), os quais mostraram que os dominios desinéeg rico em cisteina recombinantes
da ADAM9 humana participam da adeséo celular \tegirnap;.

Além disso, ensaios de citometria de fluxo realimadm nosso laboratorio e
utilizando as mesmas linhagens celulares utilizadagnsaio de inibicdo de adesédo deste
trabalho (MDA-MB-231 e FH), mostraram que os FHespntaram em sua superficie as
subunidade$;, as, av € og de integrinas, e a integrinafs, € as células MDA-MB-231
apresentam somente subunidafiese as em sua superficie, entretanto, para esta ultima
linhagem mencionada somente foram testadas asidabdero,, f; € os € a integrinauf3
(dados ndo mostrados).

Portanto, a ndo inibicdo da adeséo das células MIBA231 e FH ao colageno
tipo | pelos anticorpos anti-ADAM9, pode estar tigaa presenca de outras importantes
moléculas de adesdo na superficie celular dessiaagkns, pois observando os dados de
nosso laboratorio sobre a citometria de fluxo, busidade de integrin@; presente na
superficie celular dos FH e também presente narfitipedas células MDA-MB-231, é um
dos principais ligantes de colageno tipo |, e, alégstma, mesmo utilizando anticorpos que
blogueiam a funcdo adesiva da ADAMY9, outras molxyresente na superficie celular
estariam fazendo esta funcéo, entre elas as ingsgri

O tecnologia do RNAI surgiu como uma potente fegata de silenciamento
génico (XIAO-WEN et al, 2008). A descoberta desta técnica é muito recentfoi
primeiramente descrita por Napoli e Jorgensen €90 {BARBOSA & LIN, 2004; SHREY
et al, 2009; SOUZAet al.,2007), porem, essa descoberta sé ganhou aterpgitirade 1998
com os pesquisadores Fire, Mello e colaborador#®Et al., 1998; SHREYet al., 2009).

Apds sua descoberta muitos trabalhos em diferéirss tém utilizado esta técnica como
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uma das principais ferramentas de pesquisa bi@ggiincipalmente em trabalhos ligados a
terapia génica do cancer. Apesar da existénciawmdras publicacdes referentes a familia
das ADAMSs, as informacdes sobre as funcdes das ADAdcancer ainda sédo limitadas, e se
tornam ainda mais restritas quando se busca dei@rimiefeito da SIRNA/ADAM9 no cancer
de mama.

Desta forma, para determinar o efeito da SIRNA/ADAMM ensaios
bioldgicos, sendo eles, proliferacdo celular e s@&@gaem matrigel, as células MDA-MB-231
foram silenciadas com siRNA/ADAMY, e em seguidaagas. Um dos motivos que nos
levaram a testar o efeito desta proteina silencéadaélulas de cancer de mama, é qpsae
proteina esta envolvida em diversos processosacegyltais como adesédo celular, migracéo e
sinalizacado (ZUBELet al, 2009). Alem dissoas habilidades que a ADAM9 apresenta de
degradar substratos especificos da matriz extlaceliberacdo de fatores de crescimento
ativos, interacdo com fatores regulatorios chaves gromocédo da invasdo em diversas
metastases tumorais, sugerem que a ADAM9 promow@scimento do cancer, invasao e
metastas€SUNG et al., 2006), e suaxpressdao aumentada tem sido reportada em diversos
carcinomas humanos, tais como carcinomas de pd@RITZSCHEet al., 2008) e mama
(O'SHEAet al, 2003).

Antes de iniciar a extracdo de RNA total paraadizacdo do PCR em tempo
real foi necessaria a realizacdo da cinética dsma@amento do gene que codifica para a
ADAM9 em células MDA-MB-231, para verificar a efiticia da técnica do RNAI. Foi
possivel observar que a maior eficiéncia do silanento do gene que codifica para a
ADAM9 acontece do 3° ao 6° dia, sendo que no 7b8hdia a expressdo génica dessa
proteina ainda se mantém baixa, porém apds o &ledglenciamento a expressao aumenta
de forma exponencial atingindo valores semelhaates obtidos pelas células controle
(Figura 33). Desta forma, conclui-se que o silemeiato perdeu sua eficiéncia apds o 8°dia.
Em células MDA-MB-435, semelhantes as utilizadagen&rabalho, o silenciamento do gene
gue codifica para a ADAM23, apresentou uma cinéticito similar mantendo-se silenciado
até o 7° dia, quando usado duplexes sintéticos. (Belicia Carvalher, Instituto Ludwig,
comunicacao pessoal). Como a maior eficiéncialdagamento do gene ADAM9 aconteceu
do 3° ao 6° dia, optou-se realizar o RT-PCR e as egperimentos acima mencionados no
3°dia de silenciamento.

A confirmacdo do silenciamento foi realizada porRPEm tempo real, e
observando os valores de expressao de cada tratasngrossivel verificar que as células

MDA-MB-231 foram facilmente silenciadas usando wuoacentracao relativamente pequena
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de siRNAs/ADAM9 (10nM). Conclui-se, que a expressda proteina ADAM9 foi
completamente inibida nas células MDA-MB-231 tratadom siRNA quando comparado
com as células controle e também com as tratadadipofectamina, desta forma, descarta-
se qualquer hipdtese do agente transfectante caliseacdes na expressdo da proteina em
questao (Figura 30). Silenciamento eficiente e comcentracdo relativamente pequena de
siRNAs (25nM), também foi realizado por ZENgB al (2005), os quais também utilizaram
lipofectamina como agente de transfeccéo, porébpaltraram com células HeyC2 (linhagem
celular de cancer de ovario epitelial) e KGN (dadias de células granulosas ovariana
recorrentes de tumor) e silenciaram nessas cémldsSRK2 (importante regulador do
crescimento, diferenciacéo e sobrevivéncia celulamjretanto, o efeito do SIRNA/ERK2 foi
diferente entre as duas linhagens celulares test@#daceélulas KGN responderam bem ao
SiRNA/ERK2, enquanto as células HeyC2 pareciam mefistarias ao silenciamento da
ERK2. SUN et al. (2008), utilizando também a técnica de RNAI, dest@mam que a
diminuicéo da expressédo do VEGF-C em células deetate mama linhagem MCF-7 atraves
do siRNA, suprime a formacdo de vasos linfaticosalementa a suscetibilidade a
quimioterapia. Essas publicacdes citadas sédo ampmisaexemplos de utilizacdo da técnica
RNAI, porém pesquisando npubmedé possivel encontrar mais de 20.000 publicacoes,
porém, quando essa pesquisa se torna mais espgoificseja, quando se busca ADAM9 e
RNAI é possivel observar apenas 8 publicacdes.aDesina, muito ainda deve ser feito
quando se trata de pesquisa que englobe ADAMY9, AiBNancer. Recente publicacédo de
KLESSNERet al (2009) engloba esses trés itens, porém essesigadoyes utilizaram as
células SCC68 (células de carcinoma altamente ivivade células escamosas), as quais
foram cultivadas até 30% de confluéncia e posteote foram transfectadas com pequenos
RNAs de interferéncia (siRNA) para ADAM9, 10, 151@&, Dsg2 (Caderina desmossomal
desmogleina 2), E-caderina ou GAPDH humanos.

A degradacdo da matriz extracelular € um pré-réqupmra reparo tecidual,
migracdo celular e para liberacdo peptideos biostiDiferentes proteases tém sido
implicadas nestes processos, como as metalopeggidiezs matriz (MMPs) e as familias de
proteases (serino, cisteina e aspartica), e as ADAMOCHIZUKI & OKADA, 2007;
ZIGRINO et al, 2007). Desta forma, a disponibilidade de fatatescrescimento e seus
receptores, bem como as interacdes célula-cekddbua-MEC sdo importantes nos processos
de proliferacao celular, adesdo e migracao, e ggeesssos estdo diretamente relacionados
com processos de formacédo e progressado tumoralcberm com a formacdo de metastases
(GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999; SUNGCet al, 2006).
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Para estudar o efeito da ADAM9 na proliferacao cd&slas MDA-MB-231,
foram utilizados trés tipos de tratamentos: célatagrole, células com agente de transfeccao
e silenciadas (siRNA/ADAM9). E possivel observae gusilenciamento do gene que codifica
para a proteina ADAM9 néo afetou a proliferacdoadslas MDA-MB-231 (Figuras 34, 35,
36, 37 e 38). Entretanto, 11 dias apds o silenadimndnouve um aumento significativo na
proliferacéo das células MDA-MB-231 quando tratadas agente de transfec¢do e quando
transfectadas e silenciadas comparadas com aaséhutroles, porém através da cinética de
silenciamento (Figura 33) observa-se que no 1Hdédiailenciamento esta técnica perdeu sua
eficiéncia e a proteina ADAM9 voltou a ser expredsste aumento na proliferacdo das
células silenciadas pode ser que apos a normatizdgaexpressdo génica, tenha havido
alguma compensacéo, porém isto deve ser mais hestigado (Figura 39).

Segundo ROCKSt al (2008), as ADAMs e ADAMTSs controlam diversas
fungBes celulares, tais como adesédo, fusdo, migragioliferacdo. No entanto, foi possivel
observar que o silenciamento da ADAM9 néo alterquddiferacdo das células MDA-MB-
231, desta forma, sugere-se que a ADAM9 nao esteydlvida na proliferacdo destas
células. Entretanto, outras ADAMs podem desempenirar papel fundamental neste
processo, entre elas a ADAM17 (SCHAFERal, 2004; SANDERSONMt al, 2006), pois a
clivagem da Anfiregulina liberada pela ADAM17 aurteera proliferacdo das células de
cancer (GSCHWINDet al, 2003; ZHANGet al, 2006). ADAM10 também contribui para
proliferacdo celular, pois modula a sinalizacéo pdeatenina através da liberacdo de E-
caderina e aumento dos niveis do gene ciclina BITYEMAN et al, 1999). Outra ADAM
envolvida neste processo € a ADAMI1RODAMA et al. (2007) encontraram que a
ADAM12m (ancorada na membrana) é predominantemerpgessa na forma ativa em
glioblastomas, além disso estes autores sugerieste mesmo trabalho queAAM12m
desempenha um papel fundamental na proliferacdocélatas glioblastomas através da
liberacdo de HB-EGF. JEARL-McGRATH et al (2005) e LENDECKELet al. (2005)
sugerem o envolvimento da ADAM15 no processo déferacdo de células tumorais, pois o
tratamento de linhagens celulares de carcinoma antitorpos anti-ADAM15 reduz a
proliferacdo celular. Por ultimoOHTSUKA et al. (2006) demonstraram em seus
experimentos com células de carcinoma de pulma®AM28s (secretada) e ADAM28m
(ancorada na membrana), uma correlacdo positivaacpmliferacdo das células de cancer e
metastase do nodo linfaticADAM28 tem sua expressao aumentada em células aisnde
mama, contribui para regulacdo da proliferacdolaelatravés da clivagem de IGFBP-3,
intensificando a biodisponibilidade de IGF-1 (ROC#&l, 2008).
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No ensaio de invasdo em matrigel, também foranzadibs os trés tipos de
tratamento. Os resultados apresentados indicanogilenciamento do gene que codifica
para a ADAM9 inibiu significativamente a invasdcsdalulas MDA-MB-231 em matrigel
(Figura 40), quando comparado com as células dentEstes resultados demonstram o
envolvimento da proteina ADAM9 no processo de iéwaselular, sugerindo assim que esta
proteina tenha um importante papel na invasado élatas de cancer de mama (MDA-MB-
231). Esta concluséo fica ainda mais alicercadadmae observa os resultados de PEDUTO
et al (2005) utilizando camundongos com a expressadcgéda ADAM9 diminuida
(knockdown ADAM9), quando cruzaram com camundongos transg8ni¢contendo
carcinoma de prostata) exibiram reduzido cresciméntoral e invasao local. Recente
publicacdo de COMINETTIet al (2009) também nos ajuda a alicercar o resultado
encontrado, porém neste trabalho os autores uéitizab dominio desintegrina da ADAM9
produzida em sistema bacteriano. As células MDA-BBR- foram plaqueadas nos pogos
superiores das camaras de invasdo com a preseres@&acia da ADAM9ID (M), e como
resultado a ADAMOD inibiu a invasdo dessas céldasvées da matrigelin( vitro) em
aproximadamente 60%.

Portanto, cada vez mais evidéncias mostram o emveihto de membros desta
familia de proteinas, as ADAMs, em importantes @s8os fisioldégicos e patoldgicos, e de
maneira especial no desenvolvimento e progressaoréll. Essas recentes evidéncias levam a
um aumento de producdes e publicacdes cientifioaglacionando a participacdo desses
membros, em especial a ADAM9 na tumorigénese, tvasmetastase. Apesar disso, até o
momento poucos estudos tém utilizado membros dastdia de proteases como objeto de
estudo no Brasil. Ao nosso conhecimento existemagpaés ADAMs sendo pesquisadas no
Brasil; ADAM9 (Laboratério de Bioquimica e Biologisolecular — UFSCar), ADAM23
(Laboratdrio de Biologia Molecular e Gendmica -titogo Ludwig — S&o Paulo) e ADAM33
(Universidade Federal do Parand em parceria cotitubas Ludwig — Sdo Paulo). Desta
forma, observa-se que pesquisas no Brasil a respest ADAMs ainda estéo “engatinhando”
quando comparado com trabalhos internacionais,np@@mo as ADAMs estdo cada vez
mais ganhando destaque, e pelo envolvimento em riermges processos fisioldgicos e
patolégicos, entre eles céancer, espera-se que sEplipas com as ADAMs, de maneira
especial a ADAM9, seja intensificada nos proximossa

Ensaios adicionais envolvendo sinalizacdo celuladiada pela ADAM9
utilizando-se a técnica de silenciamento apresantedte trabalho poderédo propiciar uma

maior compreensao do papel dessa proteina na psagréumoral. Desta forma, os resultados
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apresentados neste trabalho reforcam a importé@uwipapel da ADAM9 na migracéo de
células tumorais de mama. Considerando-se a imuigt@la migracao celular na progresséo
metastatica, a ADAM9 se confirma como um alvo egsante para o desenho de farmacos

envolvidos no tratamento de pacientes com cancer.
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7. CONCLUSOES

Com os dados obtidos neste trabalho podemos coqciei

Todas as linhagens celulares estudadas expresa&BAN9.

N&o foi possivel determinar a atividade proteditdo dominio metaloprotease da

glicoproteina ADAM9 através da técnica de zimografi

A ADAM9 nao esta envolvida na adeséo das célulag\NB-231 e FH ao colageno

tipo I.

A ADAMB9 néo esté envolvida na proliferacdo de cs$uMDA-MB-231.

A ADAMO9 € essencial para a invaséo das células MIB231 em matrigel.
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Gap weight: 12
Gap length weight: 2

MSF:

Nane:
Name:
Namne:
Name:
Nane:
Nane:
Name:
Name:
Name:
Nane:
Nane:
Name:
Name:
Name:
Nane:
Nane:
Name:

ADAM2
ADAMY
ADAM2 8
ADAM20O
ADAM2 1
ADAMD
ADANVB
ADAMB3
ADAMLS
ADAML1
ADAMR 2
ADAMR3
ADAMLS
ADAML2
ADAMLO

ADAML7 .

257
ADAM2
ADAM/
ADAM2 8
ADAM20O
ADAMR 1
ADAMD
ADANVB
ADAMB3
ADAMLS
ADAML1
ADAMR 2
ADAM2 3
ADAMLS
ADAML?2
ADAMLO
ADAML7
PRI MER

1

GAAGCAGGA
GATGAGGGT
GAAATGGGA
GAAGAAGGG
GAAAGAGAA
GACCCTCCG
GACGCGT GGG
GAAGCGEEEC
GAGCCGEEEC
GAGGCAGGG
GAAACTGGA
GAACGCT GGG
GAATCCAAT

Check: 0 ..
Len: 257 Check: 9306 Weight: 0.85
Len: 257 Check: 2764 Wight: 0.80
Len: 257 Check: 4000 Wight: 0.80
Len: 257 Check: 5501 Wight: 0.68
Len: 257 Check: 721 Wight: 0.68
Len: 257 Check: 955 Wight: 0.85
Len: 257 Check: 6121 Wight: 0.76
Len: 257 Check: 7877 Wight: 0.76
Len: 257 Check: 3335 Wight: 0.81
Len: 257 Check: 5801 Wight: 0.80
Len: 257 Check: 6165 Weight: 0.80
Len: 257 Check: 9934 Wight: 0.83
Len: 257 Check: 5364 Wight: 1.00
Len: 257 Check: 6786 Wight: 1.19
Len: 257 Check: 6214 Wight: 1.10
Len: 257 Check: 7965 Wight: 1.10
Len: 257 Check: 944 Wight: 2.07
50

GAGGAGIGIG ACTGTGGGAC TGAACAGGAT TGIGCCCTTA
GAAGAGIGTG ACTGTGECCC TGCTCAGGAG TGTACTAATC
GAGGACTGTG ATTGIGGGAC ATCTGAGGAA TGTACCAATA
GAGGAATGTG ACTGTGGAAC CATACGGCAG TGIGCAAAAG
GAGCAGTIGTG ACTGIGGATC CGTACAGCAG TGIGAACAAG
GAAGAGIGTG ACTGTGGTAC TCCAAAGGAA TGTGAATTGG
GAGCAGIGCG ACTGCGEECCC CCCCGAGGAC TGCCGGAACC
GAGGAGTGTG ACTGCGECCC TGGCCAGGAG TGCCGCGACC
GAGCAGTIGTG ACTGITGECTT CCTGGATGAC TGCGTCGATC
GAGGAGTGCG ACTCGCGECTC GGTGCAGGAG TGCAGCCGCG
GAGGAGIGIG ATTGTGGAAC CCCGGCCGAA TGIGICCTTG
GAGGAGIGIG ATTGIGGITT TCATGIGGAA TCCTA. . . ..
GAAGAATGTG ACTGTGGTAA TAAAAATGAA TGTCAATTTA
.................................... AATC
GAAGAATGTG ATTGTGCCTA TAGTGACCAG TGTAAAGATG
GAAGAGIGTG ATCCTGGCAT CATGTATCTG AACAACGACA
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ADAM2

51 100
. TTGGAGAAAC ATGCTGIGAT ATTGCCACA TGTAGATTTA AAGCCGGTITC
CTl......... TGCTGIGAT. GCACACACA TGIGTACTGA AGCCAGGATT
LTIT oo TCCTGIGAT. GCTAAGACA TGTAAAATCA AAGCAACTTT
AT....... CC CTGITG . TC TGITTAAAC. TGTACTCTAC ATCCTGGEGEC
AC. ...... GC CTGITG . TC TGTTGAAC. TGCACTCTAA GGECCTGEECEC
AC. ...... CC TTGCTGCGAA GGAAGTACC TGTAAGCTTA AATCATTTGC
GC..... . TGCTGCAAC TCTACCACC TGCCAGCTGG CTGAGEGEGEEC
TC......... . TGCTGCTTT GCTCACAAC TGCTCGCTGC GCCCGEEEEEC
CC........ . TGCTGTGAT TCTTTGACC TGCCAGCTGA GGCCAGGTGC
CAGG. ...... TGGCAACTGC TGCAAGAAA TGCACCCTGA CTCACGACGC
AAGG. . ... .. AGCAGAGTGT TGTAAGAAA TGCACCTTGA CTCAAGACTC
........... TGGATTATCC TGTAAGAAA TGITCCCTCT CCAACGGEGECEC
AG ...... AA GICGCTGIGAT TATAACACA TGTAAACTGA AGGGCTCAGT
GC......... . TGCTGCAAT GCCACCACC TGTACCCTGA AGCCGGACGC
AA L. TGCTGCTTC GATGCAAAC AACCAGAGGG AAGAAAATCC
CC........ TGCTGCAAC A. . GCGA. C TGCACGITGA AGGAAGGTGT
101 150
AAACTGTGCT G .. AAGGAC CATGCTGCGA AAA. .. ... C TGICTATTTA
TACTTGIGCA G .. AAGGAG AATGCTGTGA ATC. ... .. T TGTCAGATAA
TCAATGIGCA T...TAGGAG AATGITGIGA AAA. .. ... A TGCCAATTTA
TCCTTGIGCT T...TTGGAA TATGITGCAA AGA. ... .. C TGCAAATTTC
TGCCTGIGCT T...TTGGEEC TTTGITGCAA AGA. . .. .. C TGCAAGITCA
TGAGTGIGCA T...ATGGIG ACTGITGTAA AGA. .. ... C TGICGGITCC
CCAGIGICGCG C. .. ACGGTA CCTGCTGCCA GGA. .. ... G TGCAAGGTGA
CCAGTGCCCC C. .. ACGEGG ACTGCTECGT CGCG. . . . . . C TGCCTCGCTGA
ACAGIGITGCA TCTGACGGAC CCTGITGICA AAA. ... .. T TGCCAGCTGC
CATGTGCAGC G. .. ACGEEC TCTGCTGICG CCG. . . . . . C TGCAAGTACG
TCAATGCAGT G ..ACGGIC TTTGCTGTAA AAA. .. ... G TGCAAGTTTC
TCACTGCACC G. .. ACGEEC CCTGCTGTAA CAATACCTCA TGICTTTTTC
AAAATGTGGT T...CTGGAC CATGITGTAC ATCAAA. .. G TGTGAGITGT
TGTGIGCGCA C. .. ATGEEC TGICCTGIGA AGA. . .. .. C TGCCAGCTGA
AAACTGAAAC C. .. TGCGAA ACAGTGCAGI CCAAGTCAA. GGTCCTTGIT
CCAGITGCAGT G .. ACAGGA ACAGTICCTTG CTGTAAAAAC TGICAGITTG
151 200
TGTCAAAAGA AAGAATGTGI AGCCCTTCCT TTGAA. .. GA ATGCGACCTC
AAAAAGCAGG GTCCATATGC AGACCGGCGA AAGAT. .. GA ATGIGATTTT
AAAAGCCTGG GATGGTGIGC AGACCAGCAA AAGAT. . . GA GIGCGACCTG
TGCCATCAGG AACTTTATGI AGACAACAAG TTGGT. . . GA ATGTGACCTT
TGCCATCAGG GGAACTCTGI AGACAAGAGG TCAAT. .. GA ATGTGACCTT
TTCCAGGAGG TACTTTATGC CGAGGAAAAA CCAGT. . . GA GIGIGATGIT
AGCCGCECTGG TGAGCTGIGC CGICCCAAGA AGGAC. . . AT GIGIGACCTC
AGCCGECTGG AGCGCTGIGC CGCCAGGCCA TGEGT. . . GA CTGIGACCTC
GCCCGTCTGG CTGCCAGIGI CGTCCTACCA GAGEG. . . GA TTGIGACTTG
AACCACGGECEG TGTGTCCTGC CGAGAGCECCG TGAAC. . . GA GTGCGACATC
AGCCTATGGEG CACTGIGTGC CGAGAAGCAG TAAAT. .. GA TTGIGATATT
AGCCACGAGG GTATGAATGC CGGGATGCTG TGAAC. . . GA GIGIGATATT
CAATAGCAGG CACTCCATGI AGAAAGAGTA TTGATCCAGA GIGTGATTTT
AGCCTGCAGG AACAGCGTGC AGGGACTCCA GCAAC. .. TC CTGIGACCTC
GTACAGCACA GIGIGCATTC AAGT. . . CAA AGTCTGAGAA GTGICGGGAT
AGACTGCCCA GAAGAAGTGC CAGGAGCGCGA TTAATGCTAC TTGCAAAGCEC
................................................ TT

120



121

201 250
ADAMZ  CCTGAATATT GC. AAT...... GGATCATCT GCATCATGCC CAGAAAACCA
ADAM/  CCTGAGATGI GC. ACT...... GGCCACTCG CCTGCCTGIC CTAAGGACCA
ADAM28 CCTGAAATGT GT. AAT...... GGTAAATCT GGTAATTGIC CTGATGATAG
ADAM20O CCAGAGIGGT GC. AAT...... GGGACATCC CATCAATGCC CAGATGATGT
ADAM21 CCAGAATGGT GC. AAT...... GGAACATCT CATCAGTGIC CAGAAGATAG
ADAMB  CCAGAGTACT GC. AAT...... GGITCTTCT CAGITCTGIC AGCCAGATGT
ADAMB  GAGGAGITCT GIGACG. . .... GCCGGCACC . CTGAGTGCC CGGAAGACGC
ADAMB3 CCTGAGITTT GC. ACG...... GGCACCTCC TCCCACTGIC CCCCAGACGT
ADAMLS CCTGAATTCT GC. CCA...... GGAGACAGC TCCCAGTGIC CCCCTGATGT
ADAML1 GCGGAGACCT CGC. ACC...... GGGGACTCT AGCCAGTGCC CGCCTAACCT
ADAM22 CGTGAAACGT GC. TCA. . .... GGAAATTCA AGCCAGIGIG CCCCTAATAT
ADAM23 ACTGAATATT GT. ACT...... GGAGACTCT GGTCAGIGCC CACCAAATCT
ADAML8 ACAGAGTACT GC. AAT...... GGAACCTCT AGTAATTGIG TTCCTGACAC
ADAML2 CCAGAGITCT GC. ACA...... GGGGECCAGC CCTCACTGCC CAGCCAACGT
ADAMLO GATTCAGACT GIGCAAGGGA AGGAATATGT AATGGCTTCA CAGCTCTICTG
ADAML7 GIGICCTACT GCACA. ...... GGTAATAGC AGTGAGTGCC CGCCTCCAGG
PRI MER CCAGAG. ACT GC. AAT...... GGITCTTCT C..... .. oh oo

251
ADAMZ  CTAT. ..

ADAMY  GITCAGG
ADAM28 ATTCCAA
ADAM20O GTATGIG
ADAMR21 ATATGTG
ADAMB  TTTTATT
ADAMB  CTTCCAG
ADAMB3 TTACCTA

ANEXO | - Multialinhamento das sequéncias génicas das ADAM®ianas. Em destaque a sequéncia do
primer de silenciamento e sua correspondente na sequEn&BAM9.





