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A vida requer cuidado. Os amores também. Flores e espinhos sdo
belezas que se ddo juntas. Ndo queira uma so, elas ndo sabem viver
sozinhas...

Quem quiser levar a rvosa para sua vida, tevd de saber que com elas
vdo inumeros espinhos. Ndo se preocupe, a beleza da rosa vale o
incomodo dos espinhos...

(Padre Fabio de Melo)

“Mudam-se os tempos, mudam-se as vontades,
Muda-se o ser, muda-se a confianca,

Todo o mundo é composto de mudanca,
Tomando sempre novas qualidades.”

(Luis de Camaes)

“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo’.

(Albert Einstein)
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RESUMO

A prostata ¢ uma glandula anexa do sistema genital masculino, encontrada apenas em
mamiferos, cuja principal fun¢do ¢ produzir parte do fluido seminal. As lesdes prostaticas
surgem mais comumente em homens de meia idade e o cancer prostatico (CaP) ¢ o mais
diagnosticado e a segunda causa de mortes por cancer entre os homens na América € nos
paises da Europa Ocidental. O microambiente extracelular trata-se de uma complexa rede que
compreende a matriz extracelular (MEC) e moléculas reguladoras. A MEC possui papel
fundamental na regulagdo de numerosos eventos celulares, tais como adesdo, proliferagao,
diferenciagdo, entre outros. Um fino equilibrio ¢ mantido entre a sintese e degeneracdo de
seus componentes, ¢ quando desregulado pode causar dano tecidual e cancer. Na prostata, as
interacdes entre o tecido epitelial e seu estroma sdo responsaveis em manter a fungdo
fisiologica normal, por meio de restricdes proliferativas e migratdrias. Quando o cancer se
desenvolve, células transformadas perdem essas restricdes, enquanto o estroma se adapta para
sustentar a “funcdo” do tumor. Sabe-se que as células tumorais com potencial invasivo
adquirem fendtipo migratorio associado ao aumento na expressdo de genes envolvidos na
motilidade celular, permitindo a essas células responder a sinais oriundos do microambiente
tumoral. Assim, o nosso estudo teve como objetivo estudar a agdo da fibronectina, uma
molécula de adesdo da MEC, sobre a migragdo de células tumorais prostaticas e a expressao
de moléculas envolvidas nesse processo. Para isso, realizamos a exposi¢do das células LNCaP
e PC-3 a fibronectina na concentragdo de 25 pg/mL e analisamos viabilidade celular,
morfologia, nimero total de nucléolos, atividade e localizacdo das metaloproteinases de
matriz -2 e -9 e o processo de migracdo celular. A exposi¢do a fibronectina ndo alterou
viabilidade celular e morfologia, mas aumentou a quantidade de nucléolos, assim como a
marcagdo e a atividade das MMPs -2 e -9 e diminuiu a capacidade de migragdo nas células
LNCaP e PC-3. Novos estudos estdo sendo realizados em nosso laboratorio para melhor
entender a influéncia da fibronectina também sobre a expressao de microRNAs. Esses
resultados corroboram com estudos que mostram o papel bivalente da fibroncetina na
carcinogénese, hora atuando como um supressor tumoral, hora como um ativador da

carcinogénese.

Palavras Chave: Prostata, Cancer, Migragao celular, MMPs, Cultura Celular.
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ABSTRACT

The prostate is a gland attached to the male genital system, found only in mammals, whose
main function is to produce part of the seminal fluid. Prostatic lesions appear most commonly
in middle-aged men and prostate cancer (PCa) is the most commonly cancer diagnosed and
the second leading cause of cancer deaths among men in America and in Western European
countries. The extracellular microenvironment is a complex network comprising extracellular
matrix (ECM) and regulatory molecules. The ECM has a fundamental role in the regulation of
many cellular events, such as adhesion, proliferation, differentiation, among others. A fine
balance is maintained between the synthesis and degeneration of its components, and when
unregulated can cause tissue damage and cancer. In the prostate, the interactions between the
epithelial tissue and its stroma are responsible for maintaining normal physiological function
through proliferative and migratory restrictions. When cancer develops, transformed cells lose
these restrictions, while the stroma is adapted to support the "function" of the tumor. It is
known that tumor cells with invasive potential acquire migratory phenotype associated with
increased expression of genes involved in cell motility, allowing these cells to respond to
signals from the tumor microenvironment. Thus, our study aimed to study the action of
fibronectin, an ECM adhesion molecule, on migration of prostate cancer cells and the
expression of molecules involved in this process. To achieve this goal, we performed the
exposure of LNCaP and PC-3 cells to fibronectin in the concentration of 25 mg / mL and
analyzed cell viability, morphology, total number of nucleoli, location and activity of matrix
metalloproteinases -2 and -9 and the process of cell migration. Exposure to fibronectin did not
alter cell viability and morphology, but increased the amount of nucleoli, as well as marking
and the activity of MMP -2 and -9 and decreased migration capacity in LNCaP and PC-3
cells. Further studies are being conducted in our laboratory to better understand the influence
of fibronectin also on the expression of microRNAs. These results are consistent with studies
showing the bivalent role of fibroncetina in carcinogenesis, time acting as a tumor suppressor,

time as an activator of carcinogenesis.

Key Words: Prostate, Cancer, Cell Migration, MMPs, Cell Culture.
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1. Introducéo

O cancer ¢ um problema de satde mundial. Nao oponente o amplo avango do
conhecimento em relagdo ao diagndstico e tratamento da doenga, ainda permanece entre as
maiores causas de morbidade e mortalidade (DATASUS/SIA). A incidéncia de cancer no
mundo cresceu 20% na ultima década, e espera-se para 2030, 27 milhdes de casos novos de
cancer (DATASUS/SIA). No Brasil, de acordo com o INCA, em 2014 houve 580 mil casos
novos da doenca, sendo 69 mil relativo ao cancer de prostata (CaP). O CaP ¢ o primeiro em
incidéncia e a segunda causa de morte por cancer entre os homens na América e nos paises da
Europa Ocidental (Siegel et al., 2014; Rittmaster et al., 2009), totalizando mais de 200.000
obitos anualmente no mundo inteiro (Wang et al., 2011).

Neste sentido, projecdes alarmantes mostram aproximadamente o surgimento de 1,7
milhdo de novos casos de CaP e que 0,5 milhdo de mortes sdo estimadas para o ano de 2030
(Center et al., 2012), gerando gastos excessivos aos sistemas de satde publica, com niimeros
igualmente alarmantes de custos de 8 bilhdes de dolares anualmente (11% dos custos para o
tratamento de todos os canceres) e 81.658 dolares por paciente, desde o diagnostico até o
obito, nos EUA (Racioppi et al., 2012).

As taxas de incidéncia do CaP sdo superiores em cerca de seis vezes nos paises
desenvolvidos, em comparag¢do aos paises em desenvolvimento (INCA, Estimativa 2014).
Alguns fatores elevam as chances de um homem desenvolver o CaP, tais como: a idade
(homens mais velhos, com mais de 50 anos de idade, tém maiores chances de desenvolverem
a doenca); a etnia (os descendentes africanos sdo os individuos que mais desenvolvem o CaP);
o historico familiar (homens com casos de CaP na familia tém o risco de desenvolver a
doenca aumentado em 2 a 3 vezes); a dieta (homens obesos, com dieta rica em gordura animal
apresentam maior pré-disposi¢ao); além da influéncia dos componentes genéticos e de fatores
epigenéticos (Glass et al., 2013).

O estudo do cancer de prostata (CaP), reveste-se de grande relevancia clinica, em
funcdo da sua elevada incidéncia e de altas taxas de curas em pacientes quando a doenga ¢

detectada em fases iniciais (Srougi, 2008).



1.1 A Glandula Prostética

A prostata ¢ uma glandula sexual encontrada nos mamiferos e, nos homens, tem como
fun¢do a producdo do liquido prostatico que compde parte do sémen. O liquido prostatico €
composto por um complexo proteolitico composto por fosfatase acida, acido citrico,
fibrinolisina, enzimas especificas e outros fatores (Marker et al., 2003). Esta secrecdo ¢
fundamental para o sucesso reprodutivo, pois liquefaz o ejaculado além de possuir enzimas,
nutrientes e gradientes i0nicos que alcalinizam o canal vaginal e garantem a motilidade dos
espermatozoides (Aumiiller & Seitz, 1990). Em algumas espécies, a prostata ainda produz
proteinas importantes para a formacao do “plug copulatério”, o qual atua como uma protecao
contra a superfecunda¢do (Cunha et al., 1987). No homem, o principal componente da
secrecdo prostatica ¢ o antigeno especifico prostatico (PSA), uma serina pertencente a familia
das calicreinas, proteases importantes para a dissolu¢do do coagulo seminal (Wang et al.,
2011).

Anatomicamente, a prostata estd localizada na parte baixa do abdomen, inferior a
bexiga urinaria e anterior ao intestino reto e envolve parte da uretra, como mostra a Figura 1.
No homem, a uretra possui de 15 a 20 cm de comprimento e suas trés regidoes sao
denominadas de acordo com estruturas por onde ela passa: uretra prostatica (regido que possui
de 2 a 4 cm de comprimento, fica totalmente envolvida pela prostata, € revestida por epitélio
de transi¢do e nela se abrem muitos pequenos ductos da prdstata como o utriculo e o par de
ductos ejaculadores), uretra membranosa (possui apenas de 1 a 2 cm de comprimento, passa
pela membrana perineal (diafragma urogenital), ¢ revestida por epitélio que varia entre
colunar estratificado e colunar pseudoestratificado) e uretra esponjosa (parte mais longa da
uretra com até 15 cm de comprimento, passa por toda extensdo do pénis, terminando na

glande peniana como orificio externo da uretra) (Gartner & Hiatt, 2003; INCA, 2014).
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Figura 1: Aparelho genital masculino ilustrando a localizag@o da prostata (destacada em vermelho).

Fonte: INCA, 2014.

A prostata humana possui estrutura compacta, sem lobos distintos e pesa
aproximadamente 20g. Morfologicamente, a prostata humana ¢ dividida em trés conjuntos de
glandulas tubulo-alveolares: 1) glandulas da zona central; 2) glandulas da zona periférica; 3)
glandulas da zona de transicdo (Mcneal, 1981; De Marzo et al., 1998; Roy-burman et al.,
2004).

Comparativamente, a prostata ¢ reconhecida por diferencas anatomicas e bioquimicas
nas diferentes espécies de mamiferos, porém, apresenta arquitetura tecidual uniforme. A
prostata de mamifero adulto € constituida de dois componentes principais, o epitelial e o
estromal, ambos regulados por hormoénios (Kindiblon, 2003; Marker et al., 2003). Os
elementos glandulares se organizam para formar alvéolos e ductos excretores, revestidos por
células secretoras cubicas ou cilindricas altas. Abaixo destas células ha uma camada de
células basais (Billis, 2003). A arquitetura do compartimento estromal serve como suporte
estrutural para o epitélio da glandula (De Marzo et al., 1998).

O estroma da prdstata humana e de rato ¢ em grande parte composto por células
musculares lisas (CML). Essa camada ¢ tdo espessa na prostata humana quanto na de rato.
Porém, a razdo entre as células estromais e epiteliais € mais alta na prostata humana. A
camada estromal também contém fibroblastos (Fb), linfocitos, células endoteliais e neuronais

(Marker et al., 2003). Observagdes comparativas do desenvolvimento prostatico demonstram

que a morfogénese, processo dependente de testosterona, ocorre de maneira andloga em



roedores e humanos (Timms et al., 1994). A histologia da glandula prostatica humana esté

ilustrada na Figura 2.
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Figura 2: Corte histologico da préstata humana corado com hematoxilina/eosina. Fonte: Duarte, 2010.

Pode-se assim observar que o epitélio prostatico ¢ composto por cinco tipos celulares:
células epiteliais secretoras (revestem o limen dos alvéolos prostaticos, expressam altos
niveis de receptor de andrégeno (AR) e sdo responsaveis pela producdo e secre¢do do liquido
prostatico); células epiteliais basais (formam uma monocamada sobre a membrana basal,
envolvendo o epitélio prostatico e constituem a principal populagdo de células proliferativas
do epitélio da glandula prostatica adulta); células neuroenddcrinas (aparecem em menor
quantidade e secretam grande variedade de fatores de crescimento, que possivelmente, afetam
o desenvolvimento e a manutencdo do tecido prostatico); células do tipo stem cells (sdo
células candidatas a célula tronco, ainda ndo diferenciadas, sdo raras e parecem estar
localizadas na camada de células basais) e células transitorias amplificadoras (expressam
caracteristica entre cé€lulas basais e secretoras e podem ser progenitoras ainda ndo
diferenciadas) (Oldridge et al., 2012) (Figura 3).

As células secretoras geralmente sdo classificadas como cilindricas altas, com
citoplasma contendo principalmente complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico granular,
granulos de secrecao e mitocondrias. Além de produzirem a secregdo, essas células também
podem armazena-la devido ao extenso pregueamento do epitélio secretor (Mcneal, 1981;

Garraway et al., 2003). J& as células basais encontram-se entremeadas as células epiteliais



secretoras, sdo menores e achatadas ou arredondadas (Jesik et al., 1982; Garraway et al.,

2003).

Basal = = Célula Neuroendécrina

| I\j— Células Musculares Lisas (Estroma)

Léamina Basal N Célula Candidata a Tronco (Rara)

Célula Epitelial Luminal Secretora

Célula Epitelial Basal

Figura 3: Tipos celulares da glandula prostatica. Fonte: Marker et al., 2003.

1.2 Elementos do Estroma Prostatico e a Matriz Extracelular

A membrana basal estd localizada entre o epitélio e o estroma (Figura 3), sendo seus
principais componentes o colageno tipo IV e a laminina (Knox et al., 1994).

O estroma prostatico, que envolve os ductos e os alvéolos glandulares, ¢ composto por
trés principais tipos celulares: as CMLs, os Fbs e miofibroblastos, além de nervos, vasos
sanguineos e linfaticos (Marker et al., 2003). Os Fbs e as CMLs possuem como principal
funcdo sintetizar componentes estruturais e reguladores da matriz extracelular (MEC)
(Tuxhorn et al, 2001). Durante as modificagdes da glandula no desenvolvimento do cancer, o
estroma torna-se reativo e ¢ composto predominantemente por miofibroblasto/Fb, com
redugdo significativa ou completa perda de todo musculo liso diferenciado (Tuxhorn et al.,
2002).

A CML ¢ o principal componente celular do estroma prostatico, pois além de ocupar
um grande volume nesse estroma, ¢ responsavel pela contracdo da glandula durante a
ejaculacdo. Essa célula também desempenha a importante fungdo de criar um ambiente
propicio para a manuten¢do do epitélio em situagdes normais ou patologicas, estando
envolvida, por exemplo, na estruturacdo e reorganiza¢do do estroma frente & uma castragao
(Vilamaior et al., 2000), atuando provavelmente nas intera¢des entre o epitélio e o estroma

(Cunha et al., 1996).



Os tecidos ndo sao feitos exclusivamente por células, uma parte substancial do seu
volume € o espago extracelular, que ¢ em grande parte preenchida por uma complexa rede de
macromoléculas, que constituem a MEC (Figura 4). As macromoléculas que compdem a
MEC sao produzidas localmente pelas células adjacentes, e estas auxiliam na sua organizagao
e nas propriedades fisicas dos tecidos. Além disso, estas macromoléculas exercem um papel

complexo ativo na regulacao do comportamento das células (Alberts et al.,2002).

Figura 4: Esquema de organizacdo dos componentes da matriz extracelular. Fonte: (Karp,

2005).

Os elementos da MEC, tais como, proteinas estruturais, proteoglicanos de &cido
hialurénico e uma variedade de glicoproteinas interagem entre si formando um agregado que
influencia nas propriedades mecanicas dos tecidos e no fenotipo das células que neles residem
(Byron et al., 2013). Fatores responsaveis pela sintese e pela renovagdo dos componentes da
MEC sao determinantes na sua composi¢ao final e alteracdes nesses componentes ou na sua
organiza¢do possuem impacto significativo sobre o fenotipo celular (Lu et al., 2011).

Cada tipo de tecido tem um conjunto especifico de componentes que sdo organizados
de forma a contribuir em suas propriedades mecanicas e na organizacao e fenotipo das células
que nele residem (Byron et al., 2013). A ligacdo de células com a MEC ¢ essencial para a
manuten¢do da integridade dos tecidos. Assim, sustentando as células estromais prostaticas,
existe uma importante MEC composta principalmente por fibras colagenas, fibras reticulares,
fibras do sistema eléstico, proteoglicanos e diversas glicoproteinas, tais como fibronectina e

laminina (De Carvalho & Line, 1996; Vilamaior et al., 2005).



A fibronectina ¢ uma grande glicoproteina, com func¢des criticas em processos
celulares, tais como adesdo, migragdo, diferenciagdo e proliferagdo (Hynes, 1992).
Estruturalmente, a fibronectina possui 440 KD, ¢ formada por duas cadeias polipeptidicas,
unidas por um par de pontes dissulfeto de cada sub-unidade C terminal. Existem pelo menos
vinte cadeias distintas de fibronectina, todas geradas por um unico gene, por meio do processo
de splicing alternativo (Kaspar et al., 2006). Sintetizada por uma variedade de células
importantes no reparo tecidual, incluindo fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais,
seus dominios sdo capazes de interagir entre si ou com outras moléculas da matriz, receptores
de superficie celular e glicosaminoglicanas (Singh et al., 2004).

A super expressdao da fibronectina foi observada em diferentes tipos de carcinoma
(Torbenson et al., 2002; Han et al., 2006). Por influenciar uma variedade de processos
celulares através das interagdes com outras moléculas, incluindo integrinas e outros receptores
de superficie celular, as quais subsequentemente modulam a transdugdo de sinal no interior
das células, esta glicoproteina se faz altamente relevante também nos processos de metastase
e sobrevivéncia celular das células tumorais (Hynes, 1992; Malik et al., 2010). Maity e
colaboradores (2011) demonstraram que células tumorais humanas de cancer de mama
cultivadas em superficie recoberta com fibronectina tiveram a expressdao e a atividade da
metaloproteinase de matrix -9 aumentadas via sinaliza¢do mediada por integrina.

A laminina ¢ a glicoproteina mais abundante nas membranas basais (Timpl, et al.,
1987; Springer, 1990). Essa familia de proteinas de matriz possui grandes estruturas, em
forma de cruz, que atravessam a lamina basal e ligam-se, por um lado, a receptores
especificos na superficie das cé€lulas e, por outro a componentes da matriz, como colageno
tipo IV (Junqueira & Carneiro, 2012). A molécula de laminina contém varias propriedades
que protegem diferentes oligopeptideos, motivo responsavel por diversos efeitos como
adesdo, proliferacdo e migragdo celular (Lochter & Bissell, 1995). Acredita-se entdo que
em cultura altera crescimento, sobrevida, morfologia, diferenciagdo e motilidade de varios
tipos celulares (Cotran et al., 2000).

O colageno constitui uma familia de proteina alongada, sendo o componente mais
abundante da MEC, o qual constitui 25% das proteinas total do corpo e atua na
manutengdo da sua integridade e resisténcia a elasticidade da parede vascular (Plenz et al.,
2003; Junqueira & Carneiro 2012), formando uma rede de sustentacdo em vasos

sanguineos humanos (Sthebens, 1996). O genoma humano contém 42 genes distintos que



codificam diferentes cadeias a de colageno (Alberts et al., 2002) e diferentes combinagdes
destes geram cerca de 28 tipos diferentes de colagenos (Gordon & Hahn, 2010). Desses,
treze tipos sdo encontrados em vasos sanguineos ou expressos por suas c€lulas (Plenz et
al., 2003), sendo o tipo I, IIl e IV predominantes (Bosman & Stamenkovic, 2003; Lodish et
al., 2004; Elliott et al., 2005).

O colageno tipo I possui moléculas que se associam paralelamente formando uma
rede, o qual também forma as fibrilas, que sdo visiveis apenas ao microscopio eletronico. As
fibrilas por sua vez se agrupam e formam uma delgada fibra, chamada de fibras reticulares do
conjuntivo. Nesse tipo de colageno as fibras s3o mais espessas ¢ frequentemente se associam,
formando feixes de fibras com até 20 micrometros de didmetro, constituindo as fibras de
colageno do tecido conjuntivo (Junqueira & Carneiro, 2012).

O colageno do tipo IV possui tripla hélice que se associam formando estruturas
com graus de polariza¢do, o qual as moléculas se associam pelas extremidades formando
uma rede. Sua distribui¢do se encontra nas laminas basais (Junqueira & Carneiro, 2012).

As metaloproteinases de matriz (MMPs), endopeptidases dependentes de metais,
principalmente zinco e calcio, sdo capazes de degradar os componentes da MEC, como
colageno, elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanos. Essas enzimas sdo secretadas na
forma de um precursor latente, chamadas de zimogeno ou pro-MMPs. As MMPs latentes
necessitam de uma ativac¢do antes de se tornarem capazes de clivar os elementos da MEC. O
processo de ativacdo ocorre no espaco extracelular por outras enzimas, tais como a plasmina,
triptase e a quimase e também por outras MMPs ou por autoclivagem e auto-ativagao
(Stamenkovik, 2000).

Estudos recentes ajudaram a elucidar os mecanismos que envolvem as células
tumorais e o processo da metéstase. O evento mais critico na metéstase ¢ o estabelecimento de
uma relagdo entre as células tumorais e os componentes estromais do tecido invadido, para o
estabelecimento da coldnia tumoral. Uma caracteristica das células tumorais em adaptar-se a
diferentes tecidos ¢ a habilidade em remodelar os componentes da MEC do tecido invadido.
Essa caracteristica ¢ atribuida a secrecdo de uma variedade de proteases, principalmente as
MMPs (Stamenkovik, 2000).

De acordo com a organiza¢ao dos dominios, substrato que degradam e similaridade

seqliencial, as MMPs sao divididas em 5 grupos principais: 1) as colagenases intersticiais, 2)



as gelatinases, 3) as estromelisinas, 4) as MMPs de membrana e 5) as MMPs que ndo se
enquadram em nenhum dos grupos anteriores (Stamenkovik, 2000).

A expressao de MMPs pode ser analisada por varias técnicas. Uma técnica muito
usada ¢ a zimografia, que identifica as MMPs através da degradagcdo de seus substratos
especificos e de seu peso molecular. Essa técnica permite identificar se a MMP estd em sua
forma ativa ou latente, como pr6-MMP (Snoek-van Beurden & Von den Holf, 2005).

Hoekstra e colaboradores (2001) sugerem o uso da expressao de MMPs nos tecidos
como uma ferramenta para o diagndstico de tumores, devido a correlagdo entre a expressao de
MMPs no tumor e o estagio do tumor. Um exemplo é o aumento nos niveis de MMP-2 em
pacientes com cancer prostatico, quando comparado aos niveis de homens saudaveis
(Hoekstra et al., 2001).

As MMPs 2 e 9 (gelatinases) sdo enzimas consideradas importantes por contribuirem
no processo invasivo metastatico e angiogénico de varios tumores, incluindo o cancer de
prostata. Essa contribuicdo deve-se, principalmente, a degradacdo do coldgeno do tipo IV,
principal constituinte das membranas basais. Vijayababu e colaboradores (2006)
demonstraram que o quercetin, um flavon6ide comumente presente em muitos vegetais, ¢ um
potente inibidor das MMPs 2 ¢ 9 em cultura de células de CaP (PC3). O estudo também
demonstrou que as células tratadas com quercetin expressaram um aumento na atividade da
pro-enzima MMP-9, quando comparado ao grupo controle, indicando que a conversao da pro-
enzima MMP-9 a MMP-9 ¢ inibida pelo flavonoide.

Essas evidéncias quanto a participagdo das MMPs no carater metastatico dos tumores
demonstram que a inibicao da atividade das MMPs, por inibidores naturais ou sintéticos, pode
ser um importante caminho para o tratamento do CaP independente de hormonios

(Lokeshwar, 1999; Hidalgo & Eckhardt, 2001).

1.3 Interacéo Epitélio-Estroma

Experimentos com cultura de células epiteliais e estromais uterinas revelaram que
interagdes entre o mesénquima em desenvolvimento e o epitélio sdo reciprocas. Lejeune e
colaboradores (1981) mostraram que quando o epitélio uterino foi retirado, as células
estromais nao promoveram a decidualizagdo uterina, mesmo em resposta ao estrogeno e

progesterona. Esses resultados indicam que o epitélio é provido de sinais que induzem a



resposta estromal ao tratamento hormonal. Assim como no 1utero, as interagdes entre o epitélio
e 0 mesénquima durante o desenvolvimento prostatico e entre o epitélio e o estroma na
glandula adulta sao mediadas por fatores de crescimento, de diferenciacao e proteases, que
modulam o microambiente local (Cunha et al., 2004).

Os elementos estromais e epiteliais estabelecem uma rede de sistemas de sinalizacio
intracelular, incluindo ampla variedade de fatores soluveis e insoluveis, e seus receptores
modulam a proliferacdo e a diferenciacao das células da glandula prostatica (Cunha et al.,
2002). Desta forma, a interagdo epitélio-estroma tem importante papel na manutengdo da
estrutura e funcionamento da glandula prostatica (Ekman, 2000).

A organogénese da prostata também ¢ dependente de interacdes entre o estroma € o
epitélio, de tal modo que a morfogénese e a diferenciacdo, tanto do epitélio quanto do
estroma, fracassam se esses compartimentos crescem separadamente (Farnsworth, 1999;
Marker et al.,, 2003). As interacdes paracrinas entre o epitélio e o estroma, mais
especificamente entre o epitélio e a musculatura lisa ao seu redor, sdo de importancia
fundamental durante a morfogénese no embrido e estdo claramente envolvidas na homeostase
da glandula no individuo adulto (Cunha et al., 1996; Hayward et al., 1997). Durante o
desenvolvimento da prostata, os complexos processos morfogenéticos exigem uma mediagdo
ativa das células estromais, enquanto a manuten¢do da diferenciagdo do tecido epitelial adulto
pode ser regulada, em grande parte, pela MEC. Trabalhos sugerem que o estroma seja o
primeiro alvo da ac¢do dos andrdgenos, sendo a reacdo do epitélio mediada por fatores
estromais (Nemeth & Lee, 1996).

Presente em diversos estagios da morfogénese, na diferenciagdo celular e na funcao
geral dos epitélios glandulares (Lin & Bissell, 1993), a comunica¢do entre as células do
epitélio e as células estromais adjacentes ¢ essencial também para a manutencdo da
integridade normal e das fung¢des da glandula prostatica (Taylor & Risbridger, 2008). Essas
interacdes fornecem restrigdes proliferativas e migratorias que definem as informacgdes
morfoldgicas e sdo mediadas por fatores de crescimento e extracelulares (Franco e Hayward,
2012).

Na prostata do individuo adulto, o estroma controla a homeostasia epitelial via
regulagao androgénica (Cunha et al., 1987; Hayward & Cunha, 2000). Essa interagao
paracrina ¢ descrita em numerosos estudos que mostram que a resposta epitelial aos

andrégenos ¢ mediada indiretamente através de fatores estromais soliveis (Cunha & Chung,

10



1981). Porém, sabe-se que durante o processo de carcinogénese essas interagdes sao
perturbadas e ocorre a diminui¢do ou a total ruptura da interacao entre as células epiteliais e o
estroma, resultando no crescimento descontrolado e nas transformagdes malignas do epitélio
(Olumi et al., 1999).

Possiveis danos no estroma poderiam gerar defeitos na organizagdo do tecido
prostatico, levando a indugdo da carcinogénese (Sonnenschein & Soto, 2008). Alguns desses
danos podem induzir o desenvolvimento do cancer que surge como resultado da interrupgao
da sinalizagdo intercelular que mantém a organizagdo do tecido, o reparo e a homeostase
(Barcellos-Hoff & Ravani, 2000).

Quando o cancer se desenvolve, células epiteliais transformadas perdem estas
restri¢des, enquanto o estroma se adapta para “apoiar” a fungdo do tumor. A prostata ¢ um
bom exemplo de um o6rgdo que depende de seu estroma circundante durante o
desenvolvimento normal e a progressdo do cancer. Fibroblastos associados ao cancer (FAC)
constituem um volume substancial do estroma tumoral e desempenham um papel crucial na
manuten¢do do tumor (Franco & Hayward, 2012).

Com essas alteragdes, o estroma reativo fornece um micro ambiente apropriado para
as células tumorais proliferarem e diferenciarem. Com isso, se faz necessario o entendimento
do papel do estroma no CaP e das interacdes entre as células tumorais e o microambiente
adjacente durante a iniciagdo e a progressao da doenga, para o desenvolvimento € 0 sucesso

de novas terapias (Taylor & Risbridger, 2008).

1.4 O Cancer de Prostata

O crescimento normal, a diferenciagdo e a manutencdo da integridade funcional
(secretora) e estrutural da prostata e das demais glandulas sexuais acessorias sdo dependentes
de niveis constantes de androgenos circulantes e ocorrem através de interagdes reciprocas
entre o estroma e o epitélio (Pour & Stepan, 1989; Kyprianou et al., 1996).

De acordo com Lee e colaboradores (1999) o controle da diferenciagdo e atividade
prostatica ¢ muito complexa e dependente da somatdria de varios fatores extrinsecos, sendo
eles: hormonais, imunoldgicos, ambientais e genéticos e interpdem ainda com fatores

intrinsecos, como a interagao epitélio estoma, como mostra a Figura 5.
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Figura 5: Fatores que influenciam a funcao prostatica. Fonte: De Marzo et al (2007) modificado.

Assim fica evidente que a prostata ¢ um excelente modelo para as verificagdes das
interacdes epitélio-estroma e dos fatores hormonais que regulam a morfologia, a fungao,
diferenciagdo, a morte e a atividade celular (Kyprianou & Isaacs, 1988; Marker et al., 2003).
Mais do que isso, inumeras evidéncias indicam que o desequilibrio nessas interagdes ¢
decisivo na instalagdo e na progressdo das doengas que acometem o 6rgdo (Tuxhorn et al.,
2002).

A testosterona (T), principal hormdnio androgénico, atua nas células epiteliais
secretoras luminais via receptor de androgeno. No citoplasma da célula prostatica, a T ¢
convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5 a redutase. A DHT ¢ cerca de 10
vezes mais potente que a T e também se liga ao receptor nuclear de androgeno (Titus et al.,
2014).

Além de sua importante fungdo para a biologia da reprodugdo, a prostata pode ser
local de origem de lesdes como a Hiperplasia Prostatica Benigna (HBP), Neoplasia
Intraepitelial Prostatica (NIP) e o CaP (Lee et al., 1999).

A HPB e o carcinoma prostatico estdo relacionados a falha no mecanismo de
regulacdo do equilibrio funcional entre os processos de proliferacao celular e apoptose, com o
prevalecimento do mecanismo de prolifera¢do celular (Xie et al., 2000; Carson & Rittmaster,

2003). A HBP ¢ um crescimento tumoral nao neoplasico determinada por fatores de
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crescimento com acdao mitogé€nica, que resulta da hiperplasia tanto de células do estroma
prostatico como de células epiteliais glandulares (Kierszenbaum, 2008). Esse crescimento ¢
estimulado pelo androgeno DHT e resulta em arranjo nodular (Billis, 1997).

A NIP ¢ uma lesdo pré-maligna atipica do epitélio de revestimento dos ductos e
alvéolos prostaticos, com potencial de ser precursora do carcinoma invasivo. Essa lesdo
caracteriza-se pela presenca de células do epitélio prostatico atipicas, irregularmente
dispostas, com nucleos volumosos e nucléolos evidentes (Billis, 1997).

Dados de autopsias feitas em homens jovens vitimas de traumas oriundos de qualquer
outro tipo de dbito ndo relacionada ao CaP, com idade aproximada de 30 anos, revelaram que
1 em cada 3 prostatas analisadas apresentaram alteragdes histologicas compativeis com os
estagios iniciais do CaP (Sakr et al., 1994). Em contraste ao surgimento histologico da
doenga, os sinais clinicos geralmente ndo surgem antes dos 50 anos de idade. A progressao
entre o CaP pré-clinico e a doenca clinica ¢ bastante lenta e silenciosa, assim métodos
preventivos € o acompanhamento clinico s3o indicados principalmente aos homens com pré-
disposi¢do ao desenvolvimento da doenga (Rittmaster et al., 2009). A medida que o homem
envelhece, essa incidéncia acentua-se, atingindo 60% a 70% dos homens com idade entre 80 e
90 anos e, hipoteticamente, todo aquele que ultrapasse os 100 anos de vida (Brawley et al.,
2000).

A suspeita do CaP pode ser confirmada por alguma alteracdo na consisténcia da
glandula ao exame de toque retal, por elevagdo dos valores de PSA (Antigeno Especifico
Prostéatico) ou ambas (Sanches et al., 2007). O toque retal ¢ o procedimento inicial para a
avaliagdo, por possuir facil realizacdo apesar de se saber que ha diferencas entre o observador
(Sanches et al., 2007). Quando necessario na investigagcdo, a biopsia de prostata devera ser
requisitada pelo médico, principalmente se a suspeita do CaP seguir apos a avaliacdo dos trés
importantes métodos de deteccdo: PSA, idade e toque retal (Ramirez et al., 2010). O PSA ¢
uma glicoproteina sintetizada pelas células epiteliais prostaticas humanas que possui atividade
relacionada com a liquefagido do liquido seminal induzindo a viabilidade dos
espermatozoides. Possui meia vida biolégica de 52,8 horas sendo componente do tecido
prostatico saudavel e do liquido seminal (Obralic et al., 2009).

Histologicamente, o CaP ¢ uma neoplasia constituida por células cancerigenas que se
originam dos alvéolos e ductos prostaticos, mostrando arranjo, graus de diferenciagdo e

comportamento biologico variavel (Billis, 1997). Essa lesdo pode apresentar-se com
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diferentes aspectos. Normalmente observa-se a formagdo de microdcinos nos elementos
glandulares, atingindo arranjo cribiforme, com a estruturagdo de glandulas no seu interior
(Billis, 1997).

O uso de experimentos in Vvitro no estudo do CaP tem sido uma ferramenta importante,
revelando a descobertas de novas moléculas e o envolvimento de moléculas ja conhecidas no

processo carcinogénico desta glandula (Sampson et al., 2013).

1.5 O Estudo do Cancer de Préstata Utilizando Cultura de Células

A utilizagdo da técnica de cultura celular possibilita o estudo de mecanismos
moleculares da célula e permite importantes avancos cientificos na area médica. As linhagens
celulares do CaP humano representam um modelo didatico de estudos para as terapias
hormonais, ja que essas células sdo derivadas de foco metastatico (Peehl, 2005; Golbano et
al., 2008).

O estudo de culturas celulares in vitro possui como vantagens estudar o
comportamento das células em condi¢des controladas de replicagdo, uniformidade da amostra,
exposicao a farmacos em concentracoes definidas e redu¢ao no nimero de animais utilizados
em experimentos. Uma limitagao para esse estudo ¢ recriar in vitro o ambiente paracrino e
enddcrino encontrado in vivo (Sampson et al., 2013).

Os sistemas de cultura in vitro sdo amplamente empregados em pesquisas sobre o CaP
e, mais recentemente, para analise de transcriptoma e protedmica, uma vez que as culturas
reproduzem-se rapidamente e prontamente para os mais diversos tipos de pesquisas e analises
(Myung & Sadar, 2012).

As primeiras linhagens de células epiteliais de tumor prostatico humano a serem
estabelecida espontaneamente foram: LNCaP, PC3 e DU145, originadas de metastase em
linfonodo, ossos e cérebro, respectivamente, e continuam a ser as mais utilizadas (Bosland et
al., 1996). Recentemente, algumas ferramentas foram introduzidas no estudo in vitro para a
otimizacdo e avangos na proximidade dos estudos in vivo. Como exemplo tem-se a técnica de
cultura celular em trés dimensodes (3D) e a técnica de co-cultura das células epiteliais tumorais

com c¢lulas estromais (Sampson et al., 2013).

1.5.1 Células Tumorais Prostaticas: LNCaP
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As células LNCaP (Figura 6) constituem uma linhagem celular advinda de células
humanas comumente utilizadas no campo da oncologia, sendo essas dependentes de
androgeno e, assim constituindo o Unico modelo in vitro com crescimento sensivel a
andrégeno (Horoszewicz et al., 1980). Estas células foram isoladas em 1977 a partir de uma
lesdo metastatica de adenocarcinoma da prostata humano derivadas da metdstase em
linfonodo supra clavicular esquerda de um paciente com 50 anos de idade, caucasiano. Estas
células sdo epiteliais aderentes e crescem tanto agregadas formando clusters como isoladas
em monocamada (Horoszewicz et al., 1980).

As células LNCaP produzem fosfatase acida prostatica e o antigeno especifico
prostatico (PSA), além de expressarem AR, EGF e TGF a e B, entretanto receptores de
estrogénio e progesterona ndo sdo detectaveis (Schuurmans et al., 1991).

As células LNCaP s3ao aneupldides e apresentam um conjunto completo de
cromossomos humanos, incluindo o cromossomo Y. O cariétipo dessas células é visivelmente
diferente daquele das células Hela, que no passado foram frequentemente confundidas com
alguma linhagem de células malignas estabelecidas. A manutengdo constantemente alta do
alto grau de poliploidia, assim como as principais caracteristicas cariotipicas das culturas de
LNCaP, examinadas por 20 meses ou durante aproximadamente 200 populacdes (passagens),
sugere que a pressdo da selecdo exercida pelas condigdes de crescimento in Vitro ndo
eliminaram a heterogeneidade aparente dessas células (Nelson & Jow, 1990). Recentemente,
o sequenciamento das células LNCaP revelou variagdo genética significativa e um grau de
instabilidade genética que deve ser considerado ao trabalhar com esta linha celular (Spans et
al., 2012).

Morfologicamente, as células LNCaP (Figura 6), expandem-se agrupadas umas sobre
as outras (processo denominado cluster em inglés). Sua morfologia consiste em células
fusiformes e alongadas, nucleo grande e com cromatina condensada e geralmente ¢ possivel
visualizar mais de um nucléolo. Por serem células epiteliais, mantém grande contato célula-

célula.

15



ARk

N

ok

Figura 6: Células LNCaP. A e B: Visdo geral das células LNCaP em confluéncia de
aproximadamente 70%. Aumento: 10X e 20 X, respectivamente. Observar o crescimento da linhagem
em monocamada (setas) ou agrupadas (**). As células LNCaP possuem formato alongado, com
prolongamentos citoplasmaticos mais finos que a regido central ocupada pelo nucleo. Fonte:
Laboratério de Matriz Extracelular In Vitro IBB - Botucatu 2014.

1.5.2 Células Tumorais Prostaticas: PC-3

A linhagem de células PC-3 (Figura 7) foi estabelecida em 1979, a partir de metastase
Ossea de grau IV de CaP em homem branco de 62 anos. Estas células ndo respondem aos
andrégenos, glicocorticoides ou fatores de crescimento de fibroblastos (Kaighn et al., 1979).
Assim, as cé€lulas PC-3 sdo independentes de androgeno, expressam baixos niveis da enzima
5-alfa redutase e da enzima fosfatase acida e ndo expressam PSA (Alimirah et al., 2006; Li et
al., 2013).

Além disso, a andlise cariotipica mostrou que as células PC3 sdo quase tripldides,
apresentando 62 cromossomos. Analise Q-band ndo mostrou nenhum cromossomo Y. Do
ponto de vista morfologico, um estudo utilizando microscopia eletronica revelou que essas
células apresentam caracteristicas de adenocarcinoma pouco diferenciado (Kaighn et al.,
1979). Essas células tém caracteristicas comuns as células neoplasicas de origem epitelial,
com numerosas microvilosidades, complexos juncionais, nicleos anormais e nucléolo, muitas
mitocondrias, corpos lipoidais, podendo ser multinucleadas. (Kaighn et al., 1979).

Na expansdo da linhagem PC-3 (Figura 7), o crescimento se d4 em monocamada, onde
¢ possivel observar que o formato da maioria das células ¢ poligonal, nucléolos abundantes e
de aspecto granular, e apresentam um fendtipo alongado e fibroblastoide. Porém, diferente das
células da linhagem LNCaP, algumas células se destacam pelo seu formato aberrante e

presenca de multiplos nucleos.
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Figura 7: Células PC-3. A: Notar a auséncia de padrao morfologico entre as células que constituem
essa linhagem. Muitas apresentam formato fibroblastéide ou poligonais (cabeca de seta), outras sdo
gigantes e multinucleadas (setas). Aumento: 10X. Fonte: Laboratério de Matriz Extracelular In Vitro
IBB- Botucatu 2014.

1.5.3 Estudos In Vitro Utilizando Linhagens de CaP e Componentes da MEC

Os modelos que utilizam a intera¢do de células cultivadas com proteinas da MEC,
sdo bem confidveis, uma vez que reproduzem o microambiente tecidual com mais
semelhanca e credibilidade do que em modelos de monocamadas, principalmente em
estudo com CaP, onde a interagdo epitélio-estoma ¢ significativamente importante
(Coulson-Thomas et al., 2010). Procedimentos simples podem criar um modelo de cultura
em monocamada mais conveniente para o estudo das intera¢des célula-matriz. Assim,
proteinas e enzimas que anteriormente ndo eram vistas no meio de cultura no qual as
células em monocamada geralmente sdo cultivadas, chamado de meio condicionado,
passam a ser vistas e observadas, pelas mesmas técnicas quando uma uUnica proteina da
MEC ¢ adicionada ao meio de cultura (Moroz et al., 2013). Essas técnicas foram
demonstradas em estudos onde diferentes proteinas, tais como fibronectina, laminina,
colageno I, colageno IV, foram utilizadas.

Moroz e colaboradores (2013) verificaram se o componente fibronectina altera a
expressdo das enzimas MMP-2 e MMP-9 pelas linhagens de células epiteliais prostaticas
humanas RWPE-1, LNCaP e PC-3. Estas células foram cultivadas até atingiram 80% de
confluéncia e, em seguida foram expostas por 4 h a fibronectina. Posteriormente, o meio

sobrenadante foi analisado por zimografia em gelatina. Os autores observaram que apenas
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cé¢lulas RWPE-1 expressam quantidades detectaveis de MMP-9 quando cultivada em meio
comum, ¢ que a adi¢do de fibronectina induziu a expressao de niveis elevados de MMP-2, em
todas as linhagens celulares testadas. Dessa forma, concluiu-se que essas células (normais e
tumorais) podem expressar atividade de MMP-2 quando em contato com componentes da
MEC ou proteinas de plasma sanguineo, tais como a fibronectina.

Sakko e colaboradores (2003) investigaram a influéncia do versican, uma molécula
anti-adesiva da MEC para varios tipos de cé€lulas mesenquimais e células nervosas, na adesao
das células do CaP. O grupo utilizou linhagens celulares de adenocarcinoma prostatico
LNCaP, PC3 e DU145. O estudo constatou a perda de adesdo dessas células a fibronectina,
quando expostas a meio condicionado com versican. Em contraste, a fixacdo das células a
laminina, um componente da membrana basal, ndo foi afetada pelo versican. A integridade
das cadeias de condroitin sulfato e a habilidade de se ligar a sequéncia de peptideos (Arg-Gly-
Asp) na sequéncia da fibronectina foram essenciais para a inibi¢do da adesdo das células
tumorais a fibronectina e confirmaram o papel anti-adesivo do versican.

Em estudo recente, Damodarasamy e colaboradores (2015) analisaram o
comportamento de células prostaticas humanas normais, de HPB e de CaP cultivadas em
contato com gel de colageno extraido de cauda de ratos jovens ou senis. Tanto células
normais, como c¢lulas tumorais tiveram a taxa de proliferacio aumentada quando cultivadas
em contato com colageno extraido da cauda de ratos senis. Ao examinar as diferengas na
composicao dos colagenos, o grupo descobriu que ambos possuem 0s mesmos componentes
associados ao coldgeno da MEC, porém o colageno senil apresenta maior contetido de acido
hialurénico que o coldgeno jovem. A adicdo de &acido hialurdnico ao colageno jovem
aumentou significativamente a proliferacdo das células de HPB, mas ndo em células normais
ou tumorais. Além disso, a andlise histoquimica de tecidos prostaticos humanos apresentou
maior expressdo de acido hialurdnico em amostras de HPB, que em amostras de prostata
normal ou de CaP. Portanto, esses resultados mostram que as mudangas na MEC envolvendo
niveis de &cido hialurénico contribuem para o crescimento do epitélio da prostata com o
envelhecimento.

Esses estudos mostram que a utiliza¢do da técnica de cultura celular tem se tornado
cada vez mais importante, uma vez que possibilita o estudo de mecanismos moleculares da
célula e permitem importantes avancos cientificos na area médica. Os estudos com linhagens

celulares do CaP humano representam um modelo didatico para o entendimento da relagdo
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entre as células e os elementos da MEC e mostram como mudancgas no contatos célula-célula

e célula-matriz extracelular sdo claramente importantes na alteragao dessas células.
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2. Justificativa e Relevancia do Tema Proposto

A prostata ¢ uma glandula com fundamental participagdo no processo reprodutivo.
Somado a isso, trata-se do orgdo mais frequentemente acometido por neoplasias no
homem, o que tem motivado estudos sobre a biologia celular, molecular e endocrinologia
desse orgdo. Atualmente, existem poucos estudos relacionando a importancia dos
elementos da MEC na migra¢ao das células tumorais prostaticas.

Os estudos in Vvitro permitem limitar o numero das variaveis experimentais, sua
execugdo ¢ mais simples e mais rapida que a dos testes in vivo e podem substituir os
animais ou, a0 menos, servirem como um estudo precedente aos testes in vivo. Assim,
torna-se extremamente interessante a elabora¢do de novos estudos in vitro relacionando a

influéncia de elementos da MEC sobre os eventos de migragdo, invasdo e interagdo em

c¢lulas tumorais prostaticas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Considerando a importancia da integridade na interagdo entre 0s componentes
epiteliais e estromais para a manuten¢do da homeostase prostitica e os efeitos do
desequilibrio dessa interagdo no desenvolvimento das afecgdes na glandula, objetiva-se
avaliar a agdo da fibronectina sobre o potencial migratério de células prostaticas tumorais

humanas.

3.2 Objetivos Especificos

v' Avaliar os indices de viabilidade celular das células LNCaP (linhagem de células
tumorais dependentes de androgeno) e PC-3 (linhagem de células tumorais independentes de
andrégeno) cultivadas ou ndo em meio contendo fibronectina;

v Analisar o processo de migracdo dessas células quando cultivadas em meio contendo
fibronectina, através de ensaio utilizando plascas trasnwell;

v Localizar imunocitoquimicamente e comparar a intensidade de marcagdo das enzimas
que degradam a MEC, MMP-2 ¢ MMP-9 nas células cultivadas em meio contendo ou ndo
fibronectina;

v Quantificar e comparar a atividade das enzimas MMP-2 ¢ MMP-9 no meio de cultura das
células expostas e ndo expostas a fibronectina, através da técnica de zimografia.

v Localizar e quantificar as Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) nas células LNcaP

e PC-3 cultivadas ou ndao em meio contendo fibronectina.
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4. Material e Métodos
4.1 Cultura de Células
4.1.1 Linhagens Celulares Epiteliais Prostaticas

Neste trabalho, foram utilizadas 2 linhagens celulares tumorais prostaticas (LNCaP e
PC-3) adquiridas da empresa American Type Cell Culture (ATCC) (Manassas, Virginia,
USA) e que ja faziam parte do banco de células do nosso laboratorio.

As linhagens LNCaP e PC-3 foram mantidas em meio RPMI 1640
(GIBCO/Invitrogen™,  EUA) suplementado com soro fetal bovino (SFB)
(Gibco/Invitrogen™, EUA) a 10% e 1% de Antibidtico/Antimicotico 100X
(Gibco/Invitrogen™, EUA). Durante a expansdo das células, os meios foram trocados a cada
2 dias e o acompanhamento foi realizado ao microscopio invertido (Zeiss Axiovert”,
Alemanha).

Todas as células foram expandidas em placas de cultura celular de poliestireno de
25cm’ e 75cm? e mantidas em estufa com 5% de CO* em atmosfera umida a 37°C. Quando
essas células atingiram de 80% a 90% de confluéncia foram submetidas a tripsina
(Gibco/Invitrogen™, EUA) 0,25% e transferidas para placas de cultura de 6 ou 24 pocos

(Millipore Corp., Billerica, MA, USA) para a realizacdo dos experimentos subsequentes.
4.1.2 Teste molecular para deteccdo de Micoplasma

Um teste molecular para detec¢do de micoplasma foi realizado como medida
preventiva antes de iniciar a exposi¢do das diferentes linhagens celulares a fibronectina. O kit
utilizado foi o Venor™GeM Mycoplasma Detection Kit, PCR-based (Sigma-Aldrich™) e as
indicacdes do fabricante foram seguidas durante a sua execucao. Optamos em realizar o teste
durante a expansdo celular prévia a montagem das placas para os experimentos com
fibronectina. Para isso, o sobrenadante celular foi coletado e preparado para a técnica de PCR

em gel de agarose.
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4.1.3 Exposicdo das células ao componente da matriz extracelular

As células LNCaP e PC-3 foram expostas ao elemento a fibronectina 25pug/mL
(Sigma-Aldrich™) (Moroz et al., 2013), dissolvida em meio de cultura especifico.

Dessa forma, foram criados dois grupos experimentais para cada tipo celular: Grupo

Controle (constituido por células cultivadas em meio de cultura padrao) e Grupo Fibronectina

(constituido por células expostas a fibronectina).

As células cresceram em contato com esse elemento da MEC pelo periodo de 4 dias.
Apos esse tempo de exposi¢cdo, o meio de cultura foi pipetado e salvo, as células lavadas com
D-PBS (GIBCO/Invitrogen™) e processadas para a avaliagdo de viabilidade celular,
morfologia e migra¢do celular. Para a realizacdo da técnica de Zimografia, foi utilizado
apenas 1% de SFB durante a exposicao a fibronectina, uma vez que o proprio soro ja contém

quantidade significativa de MMPs.

4.2 Andlise da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada previamente ao preparo dos experimentos € somente
placas com células que apresentaram viabilidade acima de 90% foram utilizadas.
Posteriormente a exposicdo a fibronectina, a viabilidade celular também foi avaliada nas
células tumorais e o resultado comparado a viabilidade das células ndo expostas. Para isso, as
células foram tripsinizadas e amostras dessas células, tratadas com azul de tripano 0,4%
(Gibco/Invitrogen™) (volume 1:1), contadas em cdmara de Neubauer e visualizadas por
microscopia de luz. Foram consideradas vidveis as células translucidas e invidveis as células

marcadas com azul de tripano.

4.3 Coloragao Histoquimica: Hematoxilina e Eosina

A técnica de coloragdo histoquimica permite analisar as evidéncias varidveis na
morfologia e na atividade metabdlica celular, além de alguns corantes especificos
conseguirem diferenciar componentes fibrosos da matriz extracelular. Essas coloragdes estdo
fundamentadas no principio acido-base (Caputo, 2008). Na coloracao de Hematoxilina/Eosina
(H/E) por exemplo, a hematoxilina baseia na coloragcdo azulada e a eosina ¢ um acido que

cora componentes da célula em roseo. A hematoxilina tem carater basico, ou seja, tem
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afinidade por substancias celulares acidas (Copetti, 2004). Sendo assim, cora acidos
nucléicos, deixando o nicleo (DNA e RNA) e o Reticulo Endoplasmatico Rugoso (por causa
dos ribossomos) em tom azul arroxeado (Atlas eletronico de histologia, 2014). A eosina ¢
acida, tendo afinidade por locais onde ha grande quantidade de componentes basicos, como
proteinas (basicas pelo seu grupamento amina) e assim cora em tons laranja-réseo o
citoplasma, fibras coldgenas e outras substancias basicas das células (Copetti, 2004).

A técnica de H/E foi realizada adicionando primeiramente o fixador as células (que
em nosso projeto foi o metanol P.A), nos pogos contendo as células crescidas em laminulas
estéreis arredondadas de 12 mm por 8 minutos. Em seguida, as laminulas foram passadas na
bateria de alcool na sequéncia de 95%, 80% e 70% durante 1 minuto cada, lavadas por 30
segundos e transferidas para hematoxilina por 1 minuto. Apos a lavagem em agua corrente
por 30 segundos foi realizada a transferéncia para o alcool 95%. Posteriormente foram
coradas com eosina por 3 minutos e lavadas com dgua novamente por 30 segundos. Apos a
coloracdo, as células foram desidratadas em bateria crescente de alcool (70 %, 80% 90%,
100% I, 100% II, 100% III) e na sequéncia passadas durante 1 minuto em xilol, xilol I, xilol
II. Para finalizar as laminulas contendo as células foram montadas em laminas de vidro

identificadas, utilizando o meio de montagem “Dako Faramount Aqueous.

4.4  Deteccdo e Contagem das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) através da

Impregnacao com Nitrato de Prata (AgNO3)

Essa técnica caracteriza-se pela reacdo quimica da prata metalica com as proteinas
acidicas que compdem o complexo proteico nas Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs).

O procedimento escolhido seguiu a técnica descrita originalmente por Howell & Black
(1980), sendo utilizadas duas solugdes: Solu¢do A (solucdo coloidal reveladora): 1g de
gelatina muito bem dissolvida em 50 ml de agua destilada. Acrescenta-se 0,5 ml de acido
formico; Solucdo B (solucdo de nitrato de Prata): 1g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de 4gua
destilada. Depois de preparadas, essas solugdes devem ser mantidas em frascos escuros a 4°C.

O protocolo para a coloracdo das RONs nas laminas contendo as células foi adaptado
daquele aplicado em cortes teciduais e seguiu as seguintes etapas: 1) passagem rapida das
laminas em HCI 1N a 60°C; 2) apds secar as laminas; pingou-se uma gota da solu¢ao A e

duas gotas da solugdo B sobre o material que foi coberto com laminula; 3) as ldminas foram
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incubadas no interior de um banho-maria a 60°C. Em alguns minutos, a mistura das solugdes
tornou-se marrom dourada. Em seguida, as laminas foram lavadas em adgua destilada e secas.
Para a quantificacio das RONs foi utilizado um microscopio Leica DM2500
conectado a uma camera Leica DMC2900, sendo as analises morfométricas das imagens
efetuadas em software LAS versdo 4.5.0 para Windows 7. A frequéncia das RONs por nucleo
foi determinada em um total de 150 células aleatdrias visualizadas na objetiva de 20x em 5

diferentes campos, sendo um n de 3 laminas para cada grupo experimental.

4.5 Ensaio de Migracao Celular

Para avaliagdo do potencial migratério das células foram utilizados insertos BD
BioCoat™ com poros de 8um (BD Biosciences™) em placa de 24 pocos. Na parte superior
do inserto as células das linhagens tumorais semeadas na quantidade de 1x10° células para a
LNCaP e 2x10* células para a PC-3 receberam meio padrio RPMI sem SFB, adicionado de
fibronectina (25ug/uL). Ja a parte inferior, foi adicionado meio RPMI contendo 10% de SFB.

Posteriormente as placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 durante 24 e 48
horas. Ap6s o periodo de incubagdo as células foram fixadas com metanol por 10 minutos, e
aquelas que nao migraram, ou seja, que permaneceram na parte superior do inserto, foram
retiradas por raspagem. As células que migraram através dos poros da membrana foram
coradas com solugdo de azul de toluidina a 0,1% durante 10 segundos e fotografadas com a
objetiva de 5x em microscopio invertido (ZeissAxiovert”, Alemanha). Os experimentos foram
realizados em triplicata e 4 campos, que cobriam aproximadamente a area total da membrana,

foram submetidos a contagem celular utilizando o software ImagelJ.

4.6 Imunofluorescéncia para MMP-2 e MMP-9

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, foram utilizadas laminulas contendo as
células expostas ou ndo a fibronectina e posteriormente fixadas em metanol durante 8 minutos
em temperatura ambiente, lavadas em PBS-Tween-20 0,25% (PBS-T) gelado e incubadas
com solucdo de bloqueio (BSA 3%) por 40 minutos a temperatura ambiente. Apos o periodo
de incubacdo, a solucdo de bloqueio foi desprezada e foi entdo adicionado o anticorpo

primario anti MMP-2 (Santa Cruz — sc6838) ou anti MMP-9 (Santa Cruz — sc10737) (diluido
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1:150 em BSA 1%) por 120 minutos a 37°C. Apds novas lavagens com PBS-T gelado, as
laminulas foram incubadas com anticorpo secunddrio conjugado a fluoresceina FITC
apropriado para cada anticorpo primario (diluido 1:150 em BSA 1%) por 60 minutos a 37°C.
Em seguida o excesso de anticorpo secundario foi retirado, as laminulas foram montadas em
laminas identificadas com o meio de montagem VECTASHIELD® Mounting Media e

analisadas em microscopio Olympus BX61.

4.7 Zimografia

A técnica de zimografia foi realizada para analisar a atividade das MMPs -2 e -9 apos
4 dias de exposi¢do a fibronectina. Neste trabalho, o objetivo foi detectar a atividade dessas
enzimas liberadas em meio de cultura. Assim, o sobrenadante celular foi coletado ao final da
exposigio e concentrado com a utilizagdo de filtros Centriprep® 10.000 MWCO (Millipore™)
Aliquotas contendo 18ug de proteina do meio de cultura dos diferentes grupos experimentais
foram submetidas a eletroforese sob condi¢cdes ndo redutoras (100V a 4°C) em gel de
poliacrilamida a 8% contendo 0,1% de gelatina (coldgeno denaturado). Apods a eletroforese, os
geéis foram lavados em Triton X-100 2,5% duas vezes de 15 minutos e, em seguida, em
tampao Tris-HCl 50Mm pH 8,4 por duas vezes de 5 minutos. Posteriormente, os géis foram
incubados por 12 horas a 37°C no mesmo tampao contendo 5 mM de CaCl2 e 1 uM de
ZnCl12. Apés a incubaciio, os géis foram corados com Comassie Brilliant Blue 0,25%. Areas
de proteolise apareceram como bandas claras contra um fundo azul escuro.

As bandas obtidas na zimografia foram digitalizadas e analisadas por densitometria. A
atividade gelatinolitica das bandas da MMP -2 e -9 foi analisada para a obtencdo da densidade
optica integrada (IOD) das bandas utilizando-se o programa Image J. Os valores foram
plotados em histograma para mostrar a razdo entre o IOD dos grupos expostos aos elementos

da MEC sobre o valor do IOD do grupo controle.

4.8 Andlise Estatistica

Para analise dos dados entre os grupos nos diferentes experimentos foi utilizado o
teste T nao pareado. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p<0,05.
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5. Resultados

5.1 Teste Molecular para Deteccédo de Micoplasma

Micoplasmas sdo microorganismos com auséncia de parede celular rigida,
pertencentes a classe Mollicutes. Sdo os menores organismos conhecidos com capacidade de
auto-replicagcdo e podem localizar-se tanto aderidos a membrana da célula hospedeira, como
no interior da célula (Timenetsky et al., 2006). O teste molecular para deteccdo de
micoplasma nas linhagens celulares LNCaP, PC3 e RWPE-1 (linhagem de células prostaticas
normais, nao utilizada nesse trabalho) teve resultado negativo para todas as amostras (Figura
8). Esses resultados garantem a qualidade das células utilizadas nesse projeto e nos demais
projetos do nosso laboratorio, ja4 que a contaminacdo por micoplasma compromete o

metabolismo da célula e a sua sobrevivéncia.

—270 pb
191 Eb

Figura 8: Resultado do teste molecular para deteccdo de Mycoplasma sp. Linha 1: padrdo de peso
molecular. Linha 2: Controle positivo. Linha 3: Controle Negativo. Linha 4: Amostra LNCaP. Linha
5: Amostra PC-3. Linha 6: Amostra RWPE-1.

5.2 Viabilidade Celular

A viabilidade das células LNCaP e PC-3 foi avaliada apods a exposicao a fibronectina.
O grupo Fibronectina apresentou menor viabilidade celular em relacdo ao grupo Controle
(Tabela I) em ambas as linhagens, porém as andlises estatisticas mostraram que esta

diminui¢do nao foi significativa (p=0,06).
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Tabela 1. Viabilidade celular das amostras apds 4 dias de exposi¢ao a fibronectina

Grupos Viabilidade Celular (%)
Controle (n=3) 95,95+ 1,17
LNCaP
Fibronectina (n=3) 92,94 + 2,80
Controle (n=3) 98,45 + 2,68
PC3
Fibronectina (n=3) 94,80 + 5,89

Valores expressos em média + DP (desvio padrio)

5.3 Morfologia Celular Ap6s a Exposicéo a Fibronectina

5.3.1 Células LNCaP

A Figura 9 mostra células LNCaP dos grupos Controle e Fibronectina coradas com
H/E. As células LNCaP crescem geralmente em duas diferentes condigdes, na mesma placa de
cultura: agregadas formando grupos de células sobrepostas (“clusters”) ou separadas em
monocamada. Esses agrupamentos podem ser vistos macroscopicamente como pontos
esbranquicados quando observamos a placa de cultura contra a luz. Quando a confluéncia ¢
alta, sdo observados varios desses pontos. Para a manuteng¢do e expansao das culturas, um
manuseio gentil foi necessario em todos os momentos, visto que as células soltavam-se da
placa facilmente nos pontos de crescimento por sobreposi¢ao.

Quando a confluéncia das células atingia valores altos (cerca de 80% da superficie do
plastico de cultura), as células tendiam a se separar espontaneamente. Esse baixo potencial de
ancoragem da linhagem durante as mudancas de meio ou em exposi¢cdes a longo prazo
promoveu grande perda de células em alguns momentos. Assim, para a maioria dos
experimentos as células foram tripsinizadas quando a confluéncia atingia, no maximo, 70%.

Quanto ao aspecto morfologico, ambos os grupos experimentais demonstraram as
caracteristicas evidentes dessa linhagem e ndo diferiram entre si (Figura 9). As células
LNCaP, quando expostas ou ndo a fibronectina, apresentaram aspecto fusiforme, com
presenca de finas projegdes citoplasmaticas. Nos dois grupos experimentais foi possivel

visualizar a presenga dos aglomerados celulares. Uma caracteristica interessante encontrada
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em ambos 0s grupos experimentais foi a ligacdo das células LNCaP formando estruturas
circulares, lembrando um alvéolo prostatico rudimentar (Figura 9, B e D).

A analise das células coradas em H/E chamou a aten¢@o para aspectos morfoldgicos
distintos na regido nuclear, mais especificamente no provavel maior niimero de nucléolos do
grupo Fibronectina. Essa hipotese foi testada com a utilizagdo da técnica de impregnagao por

nitrato de prata, conforme sera discutido a seguir e pode ser visto na Figura 11.

Figura 9: Fotomicrografias de luz das células LNCaP do grupo Controle (A ¢ B) e do grupo
Fibronectina (C e D) coradas por H/E. Em ambos os grupos experimentais foi possivel observar o
crescimento das células sobrepostas (**) ou em monocamada (seta), além da formagao de estruturas
circulares semelhantes a alvéolos (*). As células da linhagem LNCaP possuem formato fusiforme com
finos prolongamentos citoplasmaticos (cabeca de seta). Barras: A e C —200 um; Be D — 50 um.

5.3.2 Células PC-3

A morfologia das células PC-3 foi analisada apds a coloragdo de H/E e estd ilustrada
na Figura 10. Diferente das células da linhagem LNCaP, as células PC-3 crescem em

monocamada e rapidamente atingem a maxima confluéncia na placa de cultura.
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Essa linhagem possui multiplos padrdes morfologicos celulares, o que reflete a sua
maior indiferenciagdo e agressividade em relagdo as suas células de origem (células epiteliais
prostaticas normais).

A andlise das células PC-3 apds a exposi¢cdo a fibronectina ndo mostrou diferencas
morfoldgicas entre os grupos e as caracteristicas peculiares a esse tipo celular foram
encontradas tanto no grupo Controle como no grupo Fibronectina.

Durante o acompanhamento da expansao celular e também durante a exposi¢cdo a
fibronectina, foi possivel observar que essa linhagem ¢ representada em sua maioria por
cé¢lulas mononucleadas, com aspecto fusiforme ou poligonal, mas também por algumas
células gigantes multinucleadas. As células maiores, geralmente multinucleadas, apresentam
caracteristicas representativas de alto metabolismo celular, como irregularidade do contorno
celular com inimeros prolongamentos citoplasmaticos e citoplasma claro e vacuolizado.
Outro aspecto que remete ao alto metabolismo dessas células é o aspecto nuclear. Tanto nas
cé¢lulas mononucleadas como nas células multinucleadas, os nucleos apresentam contorno
bem definido, aspecto homogéneo e cromatina descondensada, permitindo a visualizagdo de

multiplos nucléolos.
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Figura 10: Fotomicrografias de luz das células PC-3 do grupo Controle (A ¢ B) e do grupo
Fibronectina (C e D) coradas por H/E. As células da linha PC-3 nao possuem padrao morfoldgico
tipico, sendo possivel visualizar células gigantes e multinucleadas (setas), assim como células menores
com aspecto fibroblastoide (setas pontilhadas). Barras: A ¢ C — 200 um; B e D — 50 um.

5.4 Andlise das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) Através da Impregnagdo com
Nitrato de Prata (AgNO3)

As RONSs, por definigdo, sao um conjunto de proteinas nucleolares que possuem
afinidade a prata e que quando impregnadas por este metal sdo chamados de "AgNORs".
Estudos demonstraram que a quantidade das RONs nas células representa um pardmetro
importante do comportamento celular, sendo significativamente associado com maior
proliferagao (Treré et al., 1989). No intuito de se confirmar os achados através da analise da
coloracdo de H/E, se a exposicdo a fibronectina alteraria a RONSs, células LNCaP e PC3
expostas ou ndo a este componente da MEC foram impregnadas com AgNO3 e as RONs
analisadas.

Em microscopia de luz, as “AgNORs” das células LNCaP e PC3 apareciam como
pontos castanhos bem-definidos, exclusivamente localizados dentro do ntcleo, variando de
uma até mais que cinco RONs (Figura 11 C-H). Foi quantificada a frequéncia de células
contendo de uma a mais de cinco RONs por nucleo para se verificar se houve alteragdo na
organiza¢do das RONs, podendo conferir um carater mais ou menos agressivo as células
tumorais.

Conforme ilustrado na Figura 11, os graficos A (LNCaP) e B (PC3) mostram a
distribui¢do do ntimero de nucléolos por célula apos exposi¢ao a fibronectina em comparagao
ao grupo controle. A frequéncia de células contendo mais de cinco RONs aumentou
consideravelmente nas duas linhagens celulares apds exposi¢cao ao componente da MEC,
sendo aproximadamente quatro vezes maior nas células LNCaP e duas vezes maior nas
células da linhagem PC3.

Adicionado a esse crescimento da frequéncia de células contendo mais de cinco RONs
por nucleo, pode-se observar ainda que a quantidade de células que continham uma ou duas
RONs diminuiu nas duas linhagens, sendo duas vezes menor a frequéncia das células

contendo apenas duas RONs na linhagem LNCaP e uma vez menor na linhagem PC3.
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Figura 11: Quantidade de nucléolos por célula apo6s exposi¢do a fibronectina em células impregnadas
por AgNO3. A: Distribuicdo do nimero de RONs por células na linhagem LNCaP apos exposi¢ao a
fibronectina (barras pretas), em comparacdo com células controle (barras brancas). B: Distribuicdo do
nimero de RONs por células na linhagem PC3 apos exposicdo a fibronectina (barras pretas), em
comparagdo com células controle (barras brancas). C-H: Fotomicrografias de luz de células PC3
coradas com AgNOR contendo de 1 a mais que 5 nucléolos, respectivamente.

5.5 Analise do Processo de Migracao Celular

As células LNCaP e PC-3 sdo células metastaticas e possuem, naturalmente, notavel
capacidade migratéria. Apos a exposicao dessas duas linhagens a fibronectina durante 24 e 48
horas, os insertos com membranas contendo poros de 8 pm foram retirados e as células na
superficie interior, ou seja, as que migraram, contadas (Figuras 12 e 13).

Na Figura 12 pode-se observar que a exposicdo a fibronectina retardou
significativamente a migragao celular da linhagem LNCaP. No periodo de 24 horas o numero

de células que migraram no Grupo Fibronectina em relagcdo ao Grupo Controle foi menos do
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que a metade. No periodo de 48 horas o efeito anti-migratério da fibronectina tornou-se ainda
mais evidente, pois enquanto o Grupo Controle mais que dobrou quando comparado ao
periodo de 24 horas, a média do Grupo Fibronectina em 48h permaneceu estatisticamente
igual ao periodo de 24h, mostrando o efeito continuo deste elemento da MEC.

As células PC-3 sdo consideradas mais agressivas quando comparadas as células
LNCaP e possuem potencial de migragdo maior. Contudo, mesmo com esse maior potencial, a
exposicao a fibronectina resultou em menor migracao celular (Figura 13). No entanto,
diferentemente das células LNCaP, houve aumento significativo no Grupo Fibronectina entre

os periodos de 24 horas ¢ 48 horas.

- g )

Migracdao— Células LNCaP

C 39 I;I
e

[ controle
24 I Fibronectina

Quantidade de células
(Fold Change)

b D R
48h
Tempo {(horas)

Figura 12: Efeito da Fibronectina no processo de migracdo das células LNCaP. Fotos representativas
do processo podem ser vistas nas Figuras A (Grupo Controle) e B (Grupo Fibronectina), onde as setas
indicam células que atravessaram os poros de 8 pum e foram contadas apdés coradas. O grafico
representativo dessa contagem (Figura C) mostra que a fibronectina inibiu a migracdo celular, nos dois
tempos estudados. Os valores foram estatisticamente diferentes, com p < 0,05 (*).
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Figura 13: Efeito da Fibronectina no processo de migracao das células PC-3. Fotos representativas do
processo podem ser vistas nas Figuras A (Grupo Controle) e B (Grupo Fibronectina), onde as setas
indicam células que atravessaram os poros de 8 um e foram contadas apds coradas. O grafico
representativo dessa contagem (Figura C) mostra que a fibronectina inibiu a migracdo celular, nos dois
tempos estudados. Os valores foram estatisticamente diferentes, com p < 0,05 (*).

5.6 Deteccdo das MMPs -2 e -9 Através de Imunofluorescéncia

As ezimas MMP-2 e MMP-9 foram detectadas nas células LNCaP e PC-3, de ambos
0s grupos experimentais, através da técnica de imunofluorescéncia. A principio, foram
realizadas tentativas de marcagdo pelo método de imuno-histoquimica tradicional, mas nao
obtivemos sucesso na amplificacdao do sinal, que mostrou-se fraco para as duas enzimas.

As Figuras 14 e 15 ilustram os resultados da imunofluorescéncia, onde o ntcleo foi
marcado em azul pelo marcador fluorescente de DNA DAPI e a regido de localizagdo tanto da
MMP-2 como da MMP-9 foi identificada em verde pelo fluorocromo FITC.

Apo6s a andlise minuciosa das laminulas em microscopio fluorescente, foi possivel
verificar marcacao muito fraca tanto para MMP-2 como para MMP-9 nas células LNCaP do
Grupo Controle (Figura 14 A e C, respectivamente). A exposi¢do a fibronectina promoveu
discreto aumento na imunomarcagdo das duas enzimas, o que pode ser visto na Figura 14 (B e

D, respectivamente).
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Figura 14 Imunofluorescéncia das células LNCaP para as proteinas MMP-2 (A e B) e MMP-9 (C e
D). Grupo Controle (A e C) e Grupo Fibronectina (B e D). As setas indicam a localizacdo das
proteinas, cuja marcagdo aparece um pouco mais intensa nas células do Grupo Fibronectina. Barras:
50 pm.

Para a linhagem PC-3, a imuno localizacao fluorescente das enzimas MMP-2 ¢ MMP-
9 também apresentou sinal fraco nas células do Grupo Controle (Figura 15, A e B,

respectivamente) e sinal aparentemente mais forte no citoplasma das células expostas a

fibronectina (Figura 15 C e D, respectivamente).
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Figura 15 Imunofluorescéncia das células PC-3 para as proteinas MMP-2 (A e B) e MMP-9 (C e D).
Grupo Controle (A e C) e Grupo Fibronectina (B e D). As setas indicam a localizacao das proteinas,
cuja marcagdo aparece mais intensa nas células do Grupo Fibronectina. Barras: 50 um.

5.7 Anélise da Atividade das MMPs -2 e -9 Através da Técnica de Zimografia

Como padrao de peso molecular, foi utilizado aliquota de SFB para a identificacdo
exata das MMPs -2 e -9. As andlises por zimografia revelaram bandas claras tipicas da
atividade gelatilolitica das MMPs -2 e -9 (Figura 16). No sobrenadante das células LNCaP do
grupo Controle, puderam ser visualizadas as bandas de 92 e 81 kDa que correspondem,
respectivamente, a forma de pré-enzima e enzima ativa da MMP-9. Apenas a banda de 72
kDa, que corresponde a forma de pré-enzima da MMP-2, foi detectada e de maneira intensa
no sobrenadante das células LNCaP do grupo Controle. Para as células PC-3 do grupo
Controle, foi detectada a presenca de todas as formas das enzimas MMP-2 e -9, incluindo a
presenca da MMP-2 ativa (62 kDa), nao detectada no grupo Controle das células LNCaP.

A andlise densitométrica das bandas revelou que houve diferengas significativas entre
as intensidades das bandas da MMP-2 ativa e da MMP-9 pr6 e ativa apos a exposicdo com

fibronectina no sobrenadante da cultura das células LNCaP (Figura 16, A ¢ B). O grupo
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Fibronectina mostrou diminui¢do na atividade das pré-enzimas MMP-2 e -9 e aumento na
atividade dessas enzimas ativas. A fibronectina também promoveu a diminui¢do significativa
das pro-enzimas da MMP-2 e -9 e aumento a atividade das enzimas ativas nas células PC-3

(Figura 16, C e D).
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Figura 16: Efeito da fibronectina sobre a atividade gelatinolitica da MMP-2 e da MMP-9 nas células
LNCaP (A e B) e PC-3 (C ¢ D) apos 2 dias de exposi¢do. A células LNCaP apesentaram indices ndo
detectaveis de atividade da MMP-2. A exposicdo a fibronectina diminuiu a intensidade das enzimas
Pr6 da MMP-2 (72 kDa) e da MMP-9 (92 kDa) e aumentou a intensidade dessas enzimas na forma
ativa, 62 kDa e 81 kDa, respectivamente. O mesmo padrdo foi observado para as células PC-3. P
(Padrdo de peso molecular), C1-C3 (amostras de células do grupo Controle), F1-F3 (amostras de
células do grupo Fibronectina). Os valores de p estdo demonstrados no grafico, exceto para a pro-
enzima da MMP-2 das células LNCaP, que ndo foi diferente entre os grupos.
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6. Discussao

A fisiologia normal da préstata ¢ mantida por um mecanismo complexo de regulagao
entre os seus componentes epiteliais e estromais (Chung & Davies, 1996; Cunha et al., 2004).
Alteragcdes na composicdo do estroma prostatico podem modificar a homeostasia epitelial,
conduzindo a uma disfun¢do glandular com possibilidade de surgimento de doengas, entre
elas o cancer (Wong & Tam, 2002; Barron & Rowley, 2012).

Embora ja se saiba que a relacdo entre os componentes da MEC e o epitélio seja de
fundamental importancia para a manutengdo da homeostasia, pouco ainda ¢ conhecido sobre
0s mecanismos envolvidos nesses processos (Piccinini & Midwood, 2014).

A fibronectina, uma proteina adesiva da MEC, apresenta expressao desregulada em
células tumorais com elevado potencial metastatico e como possui papel crucial na adesdo
celular e na motilidade representa, portanto, um elemento determinante no sucesso
metastatico de células tumorais (Urtreger et al., 2006). Contudo, ainda ndo existe consenso se
a fibronectina auxilia ou suprime a progressdo tumoral. Alguns autores propdem que a
fibronectina possui um papel supressor, pois mesmo em baixa concentragdo poderia diminuir
invasao e metastase por aumentar a coesdo entre as células e impedir o seu desprendimento da
massa tumoral (Zhang et al., 2009; Jia et al., 2012). No entanto, alguns grupos de pesquisa
acreditam que a fibronectina ao invés de suprimir o potencial metastatico e invasivo pode,
pelo contrario, auxiliar na proliferacdo e invasdo celular (Pentyala et al., 1998; Malik et al.,
2010).

O presente estudo teve como objetivos avaliar os indices de viabilidade e morfologia
celular, nimero de nucléolos, migragdo e localizacdo e atividade das MMPs -2 e -9. Os
resultados aqui apresentados sugerem que as modificagcdes fisioldogicas e morfologicas
induzidas pela fibronectina nas células tumorais LNCaP e PC-3 envolvem alteragdes no
padrao de atividade de MMPs, no nimero de nucléolos e no processo de migragdo celular,
com diferengas importantes entre o0 Grupo Controle e o Grupo Fibronectina.

Apo6s 4 dias de exposicdo a fibronectina, as células LNCaP e PC-3 apresentaram
menor viabilidade em compraracdo ao Grupo Controle, porém essa diferenca nao foi
significativa. Essa exposicdo também nao promoveu alteragdes na morfologia geral das
células. Os nossos achados para viabilidade celular corroboram com aqueles encontrados por

Liberio e colaboradores (2014), que também verificaram diminuicdo da viabilidade das
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células LNCaP apos 96 horas de exposi¢do a fibronectina. Os autores ainda relatam que a
exposicdo a fibronectina aumentou a area celular em 18%, a area nuclear e a produgdo da
proteina do citoesqueleto F Actina nas células LNCaP. Liberio e colaboradores (2014)
utilizaram a fibronectina como uma cobertura em laminulas de vidro, onde posteriormente
plaquearam as células LNCaP. Em nosso experimento, a fibronectina foi diluida no meio de
cultura, o que difere 0 modo como as células entraram em contato com a fibronectina e essa
pode ser a explicacdo para a auséncia de alteragdes no formato e tamanho das células em
nossos resultados.

Apesar de ndo promover alteracdo na morfologia geral das células tumorais
prostaticas, a fibronectina aumentou o niimero de nucléolos dessas células. O aumento em
numero ¢ tamanho nucleolar sdo caracteristicas marcantes de muitos tipos de cancer
(Derenzini et al., 1998; Derenzini et al., 2009) e sabe-se que o aumento do nimero de RONs
estd associado com maior malignidade da célula tumoral por estar envolvido com maior
capacidade proliferativa. No CaP tais modificacdes sdo algumas das primeiras alteragdes
morfoldgicas associadas com o desenvolvimento de lesdes pré-malignas, de neoplasia
intraepitelial prostatica e lesdes presentes em adenocarcinomas invasivos (Hansen &
Ostergéard, 1990; Bostwick et al., 1996). Adicionado a esse crescimento da frequéncia de
células contendo mais de cinco RONs por ntcleo, pode-se observar ainda a diminui¢ao da
quantidade de células que continham uma ou duas RONSs, ou seja, células com carater menos
agressivo. Desta forma, ¢ possivel afirmar que células das duas linhagens expostas a
fibronectina, demonstraram um carater mais agressivo, por apresentarem mais células com
mais de cinco RONs em seu nucleo, sugerindo, portanto, uma maior capacidade proliferativa.
O processo de migragdo celular, também avaliado neste estudo, requer o controle da adesao
ao substrato. Assim, um nivel minimo de adesdo ¢ necessario para fazer com que as células
permanecam aderidas fortemente a esse substrato (Akiyama et al.,, 1995). Albrecht e
colaboradores (1999) mostraram que as células LNCaP e as células estromais prostaticas
hPCPs expressam fibronectina e secretam a proteina no meio de cultura de forma tempo-
dependente, sendo essa secre¢do 2.5 vezes maior na cultura das células estromais do que na
cultura de células LNCaP. Os mesmos autores demonstraram a importancia da fibronectina
para o processo de adesdo das células LNCaP, utilizando anticorpos contra fibronectina, cujo
bloqueio promoveu diminui¢cdo na adesao dessas células. Em nosso estudo, realizamos a

analise do evento de migracao celular, utilizando insertos com membranas contendo poros de
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8 um e visualizamos que a fibronectina diminuiu a migracdo de ambas as linhagens tumorais
e em dois tempos estudados. Esse ensaio realizado demonstrou que a fibronectina possui
papel importante na prevengdo da migragdo das células tumorais, visto que apds um periodo
de 48 horas a quantidade de células expostas que migraram foi cerca de trés vezes menor na
linhagem LNCaP e mais de dez vezes menor na linhagem PC-3, quando comparadas as
células do grupo controle. Isso sugere que a fibronectina promoveu aumento da adesdo dessas
células a superficie do inserto, minimizando a sua migragdo e estd em acordo com resultados
demonstrados por Liberio e colaboradores (2014), que também verificaram diminuicao da
migracdo de células tumorais prostaticas cultivadas em superficie com cobertura de
fibronectina.

Uma caracteristica das células tumorais metastaticas em adaptar-se a diferentes tecidos
¢ a habilidade em remodelar os componentes da matriz extracelular (MEC) do tecido
invadido. Essa caracteristica ¢ atribuida a secrecdo de uma variedade de proteases,
principalmente as MMPs (Stamenkovik, 2000). Além do aumento na quantidade de nucléolos,
este estudo mostrou também que a fibronectina induziu aumento na marcacdo e na atividade
das ezimas MMPs -2 e -9 nas duas linhagens tumorais estudadas. Estudos anteriores também
descrevem que, em cultura, a fibronectina foi capaz de promover aumento na expressao da
MMP-2 em células de fibrosarcoma (Stanton et al., 1998), em células de cancer cervical
(Mitra et al., 2006), em células MCF7 de cancer de mama (Das et al., 2008) e em células de
cancer prostatico (Moroz et al., 2013). Moroz e colaboradores (2013) mostraram que a
fibronectina foi capaz de alterar a atividade da MMP-2 ja no curto periodo de exposi¢do de 4
horas. E possivel observar em nossos resultados, que a exposi¢do a fibronectina por um
periodo maior (4 dias) permitiu a visualizagdo do aumento de atividade nao s6 da MMP-2,
como também da MMP-9 em ambas as linhagens celulares. Assim, apesar de ndo serem
totalmente inéditos, os nossos achados sobre a influéncia da fibronectina no aumento da
atividade das MMPs -2 e -9 em cé€lulas tumorais prostaticas fortalecem os demais resultados e
a eficiéncia dos demais experimentos deste estudo.

Dados recentes e ainda nao publicados do nosso laboratdrio mostram que a exposi¢ao
das células LNCaP a fibronectina refor¢a o seu papel bivalente na carcinogénese, ja que
induziu aumento nos niveis de expressao do microRNA-145 (um supressor tumoral) e reduziu

os niveis dos microRNAs 21 (um oncogene) e 29 e 34a (ambos supressores tumorais).
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Apesar de nao serem totalmente conclusivos e indicarem um papel especifico da
fibronectina na tumorigénese, 0s nossos resultados demonstram a importancia que a
fibronectina tem no CaP, seja no papel de auxiliar ou suprimir o desenvolvimento desse
cancer, pois a simples exposi¢do em células tumorais prostaticas menos agressivas (LNCaP)
ou ¢ em células tumorais prostaticas mais agressivas (PC-3) resultou em modificagdes no
processo de migracgdo celular, na expressdo e atividade das MMPs -2 e -9 e na alteracdo no
numero de nucléolos. Juntos, os nossos resultados corroboram com a atual falta de um
consenso na literatura de que esse elemento da MEC pode possuir tanto propriedades

supressoras como propriedades oncogénicas no desenvolvimento de um tumor.
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7. Conclusdes Gerais

v' A fibronectina é uma proteina adesiva da MEC que revela um papel oncogénico,
estimulando alteragdes no nucleo de células tumorais prostaticas que levam ao
aumento no numero dos nucléolos e aumentando a marcacao ¢ a atividade das MMPs -
2 e -9 em. Por outro lado, a fibronectina também atua como supressor tumoral quando
diminui a taxa de migragao nessas mesmas células.

v Novos estudos in vitro devem investigar a atuagdo da fibronectina em outros tipos de

células tumorais isoladas e em co-cultura com células estromais.
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