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RESUMO

Durante processos patolégicos como o céncer, a atividade migratéria de células
neoplasicas aumenta, sendo um passo critico para a disseminacdo dessas células a 6rgéos
distantes. O processo migratorio dessas células depende da formacdo de protrusdes
citoplasmaticas chamadas invadopddios, através da nucleagdo e polimerizacdo de actina e
degradacdo da matriz extracelular (MEC). A MEC é uma rede complexa de proteinas que
fornece sustentacdo e moléculas sinalizadoras responsaveis pela homeostase dos tecidos.
Dentre essas proteinas, a fibronectina (FN) € uma glicoproteina multiadesiva fundamental
no comportamento celular normal e apresenta-se aumentada no tecido tumoral. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da FN, isolada ou em associagdo com
componentes da membrana basal, no processo migratério de células tumorais prostaticas,
com énfase no mecanismo de formacao dos invadopodios. Para isso, as linhagens celulares
LNCaP e PC-3 foram divididas nos seguintes grupos experimentais: Controle, FN soltvel
(10pg/mL), FN coating (10pg/mL), FN+Geltrex e Geltrex com exposi¢cdo aos
componentes por 4 dias. Nas células LNCaP, foi possivel observar alteracbes morfoldgicas
dos grupos expostos a FN (soluvel, coating e em associacdo com Geltrex) com diminuicéo
na area celular em comparacdo ao grupo controle. A proliferacdo celular aumentou nos
grupos com recobrimento da superficie (FN coating, FN+Geltrex e Geltrex). Também foi
possivel observar a diminuicdo na taxa de motilidade dessas células em todos 0s grupos
expostos. A expressdo das proteinas chaves para formacdo dos invadopodios (Cortactina,
Dinamina-2 e Actina-F) também mostraram-se diminuidas na presenca dos componentes
da MEC e ainda, as proteinas pFAK e ERK, mostraram-se aumentadas. Ja na linhagem
celular PC-3, podemos observar reducdo na taxa de proliferacdo celular nos grupos com
recobrimento da superficie (FN coating, FN+Geltrex e Geltrex) e aumento na taxa de
motilidade nos grupos com recobrimento de Geltrex (FN+Geltrex e Geltrex). A Cortactina
mostrou menor expressdo no grupos FN+Geltrex quando comparada ao controle, e 0s
demais grupos ndo apresentaram diferencas. Para a proteina Dinamina-2, observamos
aumento na expressdo no grupo FN soluvel quando comparada ao controle, e diminuigdo
nos grupos FN coating e FN+Geltrex. Nas ceélulas PC-3, podemos observar a
inconsisténcia nos dados obtidos, ja que essa linhagem possui caracteristicas avancadas na
biologia dos tumores, como independéncia androgénica e a fatores de crescimento. Na
linhagem celular LNCaP, foi possivel observar maior suscetibilidade das respostas
celulares ao microambiente oferecido, sendo assim, a FN e os componentes da MB,

inibiram a formacao dos invadopodios e a capacidade movel dessas linhagem. Fica claro
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que a FN tem papel supressor na motilidade celular para essas células tumorais, porém o
processo de formacdo dos invadopddios é complexo e dependente de vérias vias de
sinalizacdo. Os nossos resultados sdo importantes, em sua maioria inéditos, pois revelam a
importancia e a influéncia da FN na inibicdo do comportamento migratério e formacao das
projecdes citoplasmaticas de células tumorais e encorajam estudos adicionais sobre essa

relevante tematica de migracao celular no cancer.
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ABSTRACT

During pathological processes like cancer, the migratory activity of neoplasic cells increases,
being a critical step for the dissemination of these cells to distant organs. The migratory
process depends on the formation of cytoplasmic protrusions called invadopodia, through
actin polymerization and extracellular matrix degradation (ECM). ECM is a complex protein
network that provides support and molecules responsible for tissue homeostasis. Among these
proteins, fibronectin (FN) is an essential adhesive glycoprotein in normal conditions however,
is unregulated in tumor tissue. The objective of this study was to evaluate the influence of FN,
alone or in association with basement membrane (BM) components, within migratory process
of prostatic tumor cells, with emphasis on the mechanism of invadopodia. For this, the
LNCaP and PC-3 cell lines were divided into the following experimental groups: Control, FN
soluble (10pg / mL), FN coating (10pg / mL), FN + Geltrex and Geltrex. Exposure time was
established into 4 days. We could observe morphological alterations of the groups exposed to
FN in LNCaP cells, with a decrease in the cellular area in comparison to the control group.
Cell proliferation was increased in the groups with surface coating (FN coating, FN + Geltrex
and Geltrex). It was also possible to observe a decrease in the motility rate of these cells in all
the exposed groups. Key proteins expression important to invadopodia formation (Cortactin,
Dynamin-2 and Actin-F) was also shown to be decreased in the presence of the ECM
components, and the pFAK and ERK proteins were also increased. PC-3 cell line, was
observed a reduction in cell proliferation rate in the groups with surface coating (FN coating,
FN + Geltrex and Geltrex). Besides, an increase in the motility rate in the Geltrex coated
groups (FN + Geltrex and Geltrex). Cortactin showed lower expression in the FN + Geltrex
groups when compared to control, and the other groups did not present significant differences.
FN soluble group showed an increase in the expression of Dynamin-2 when compared to the
control, and a decrease in FN coating and FN + Geltrex groups. We note an inconsistency in
data to PC-3 cells, since this lineage has advanced characteristics in the tumor biology, as
androgen and growth factors independence. It was possible to observe a higher susceptibility
of the cellular responses to LNCaP microenvironment, thus, the FN and BM components
inhibited invadopodia formation and mobile capacity of this lineage. It is clear that FN plays a
suppressive role in cell motility for these type of tumor, but the process of invadopodia
formation is complex and depends on several signaling pathways. Our results showed
important data, as they reveal the importance and influence of FN in inhibiting migratory
behavior and formation of cytoplasmic projections of tumor cells and encourage further

studies on this relevant issue of cell migration concerning  cancer.
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I. INTRODUCAO

1. Migracéo Celular
A migracdo celular ¢ um processo fisiologico essencial ao desenvolvimento

embrionario, reparo de feridas e sistema imunoldgico para combate de patdgenos. Diferentes
tipos celulares devem migrar através da membrana basal (MB) e tecidos como parte de suas
fungdes normais ou em resposta ao microambiente (FRIEDL; WOLF, 2010). A migragdo das
células depende do tipo celular e do ambiente extracelular, podendo estas migrar em
agrupamentos ou individualmente (single cell) como ocorre na transicdo epitelial-
mesenquimal e no movimento ameboide (FRIEDL; WOLF, 2010).

Uma caracteristica chave da migracdo celular é a adesdo da célula a matriz extracelular
(MEC) e a formacdo de estruturas coletivamente chamadas de invadossomos (MURPHY;
COURTNEIDGE, 2011). Em células normais, essas especializa¢bes incluem as estruturas
lamelipddios, filopddios e podossomos e em células neoplasicas, os invadopddios. Tais
estruturas sao pequenos complexos, compostos de multiplas moléculas, formados na membrana
plasmatica, conectando filamentos de actina a MEC via receptores transmembrana (ADAMS,
2001; WOLF et al., 2003).

A interacdo entre as proteinas e os eventos sinalizadores que constituem a base da
mudanc¢a morfoldgica e que regulam a migracdo celular é integrada no conceito da adesdo
celular (BURRIDGE; CHRZANOWSKA-WODNICKA, 1996) e polimerizacdo e contracao
da actina (Figura 1) (ADAMS, 2001; LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996). As protrusdes
celulares entram em contato com elementos da MEC adjacente via moléculas de adesdo, com
grande influéncia dos receptores transmembrana da familia das integrinas (HYNES, 2002),
que ativam quinases de adesdo focal (FAKS), responsaveis pelo inicio da cascata de
motilidade celular (MENG et al., 2009). As integrinas acoplam a actina do citoesqueleto via
proteinas adaptadoras e em seguida agrupam-se para formar um pequeno complexo focal
inicial, que pode crescer e se estabilizar dentro de minutos para formar um contato focal
(BURRIDGE; CHRZANOWSKA-WODNICKA, 1996; HYNES, 2002; OTEY; BURRIDGE,
1990; ZAMIR et al., 2000).
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Figura 1: Esquema de formacao do processo de adesdo focal e proteinas envolvidas. Modificado de
Humphries et al., 2007.

Nas células tumorais, estudos mostraram que FAK regula os invadopddios de uma
maneira indireta, promovendo a localizacdo espa¢o temporal de Src, membro da familia de
ndo receptores tirosina kinase frequentemente super expresso no cancer, além de ser um
substrato para a proteina Tks5, responsavel pela liberacdo de proteases (BURGER et al.,
2014; CHAN; CORTESIO; HUTTENLOCHER, 2009). A elecdo ou desarranjo dos
componentes de sinalizacdo como paxilina, FAK, pl130Cas, RhoA-ROCK e calpaina,
mostraram afetar a expanséo dos invadopddios, polimerizacao de actina e degradacdo da MEC
(BADOWSKI et al., 2007; BERDEAUX et al., 2004; BRABEK et al., 2004; PAN; CHEN;
CHEN, 2011; TATIN et al., 2006). Durante o desenvolvimento do contato focal destinado a
migracdo celular, filamentos deactina reinem-se e se alongam localmente, através da acéo de
proteinas reticuladas como a a-actina e miosina Il (CRAMER, 1999). Redes de actina
ramificadas abaixo do folheto interno da membrana plasmatica formam a actina cortical,
enguanto as fibras de estresse sao formadas por cabos alongados e abundantes de filamentos de
actina (Figura 2) (BYERS; FUJIWARA, 1982).
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Figura 2: Detalhes da interacdo e do arranjo das moléculas de actina para a formagéo do processo de
adesdo focal. Usado e modificado com a permissdo de MBInfo: www.mechanobio.info;

Mechanobiology Institute, National University of Singapore.

Além disso, a polimerizacdo de actina é mediada pelo complexo Arp 2/3 e membros da
familia WASP, que ao se ligarem a filamentos ja existentes, induzem a formacéo de novos
filamentos, que sdo estabilizados por proteinas como a Cortactina e a a-actinina (KELLEY et
al., 2010). A desmontagem dos filamentos antigos ir4 gerar novos mondmeros de actina
necessarios para formar novas protrusdes nas extremidades frontais que dirigem 0 processo
migratorio, tarefa essa executada por membros da familia Cofilina (WELCH; MULLINS,
2002).

A migracdo e invasao celular através das barreiras teciduais é importante para inmeras
condices fisiologicas e patolégicas, como a transmigragdo de células do sistema imune e
disseminacdo de células tumorais durante a metastase. A MEC funciona como uma barreira
para a invasdao celular, podendo também modular comportamento celular por interacdes
diretas através de receptor (DOYLE et al., 2009; PROVENZANO et al., 2008; WOLF et al., 2003, 2007;
WYCKOFF et al., 2006). A invasdo celular em matrizes densas como a MB requer protedlise e
remodelamento da MEC, a fim de criar rotas na qual as células podem migrar eficientemente
(HOTARY et al., 2006; SABEH et al., 2004).

Desarranjos na sinalizacdo de fatores de crescimento por mudangas na disponibilidade
de ligantes ou mutacdo em moléculas de sinalizacdo é uma caracteristica comum na
tumorigénese e progressdo do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Embora alguns tipos



de adesédo focal também tenham a funcgdo de ancorar a célula a MEC, os invadopddios séo
formados com a finalidade de invaséo celular e, apesar de possuirem funcfes e morfologia
distintas aos prolongamentos de células normais, compartilham muitas similaridades como
descrito adiante (BUCCIONE; ORTH; MCNIVEN, 2004).



VI11. CONCLUSOES GERAIS

Os nossos resultados, revelam a importancia e a influéncia da FN (em diferentes
condicdes - sollvel ou coating - e em associacdo com componentes da membrana basal) no
comportamento migratério, morfologia e fisiologia das projecdes citoplasmaticas de células
tumorais. Pudemos observar que a FN exerce papel supressor na migracdo celular, com énfase
na reducéo da atividade dos mecanismos associados a formacdo dos invadopddios no modelo
de células LNCaP, corroborando com nossa hipGtese a priori. Mas, visto a complexidade
molecular na formacdo dos invadopodios, estudos adicionais devem ser feitos para
complementar os efeitos da FN na formacéo dessas projecdes citoplasmaticas envolvidas com

a motilidade das células tumorais.
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