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RESUMO

Os Glicosaminoglicanos sédo polissacarideos sulfatados capazes de interagir
com uma vasta gama de moléculas bioativas, as quais atuam em importantes
processos fisiologicos e patolégicos, incluindo o desenvolvimento tumoral.
Dentre estas moléculas, a trombina, principal protease da coagulacdo é capaz
de ativar inUmeras repostas celulares através da ativacdo do receptor ativador
de protease 1 (PAR-1), que favorecem o desenvolvimento do céancer, como
agregacdo plaquetaria, proliferacdo, migracdo, expressdo de oncogenes e
metastase, além de atuar diretamente sobre a angiogénese, um dos eventos
primordiais na biologia tumoral. Assim, uma vez que a trombina favorece de
forma intrinseca a progressdo tumoral através de PAR-1, biomoléculas
capazes de inibir essa protease se tornam modelos interessantes na pesquisa
do cancer. O presente trabalho descreve as caracteristicas estruturais e o
potencial antitumoral in vitro e in vivo de um condroitim sulfato isolado do
cefalotérax do camardo Litopenaeus vannamei (sCS), o qual apresenta
atividade anti-lla. O composto foi obtido apds protedlise, tratamento com
acetona e purificacdo por cromatografias de troca-ibnica e gel filtracdo. O sCS
apresentou uma massa molecular média de 12 kDa e as analises por
degradacdo enzimatica e RMN revelaram que o composto apresenta residuos
unicos de GIcA 3-O-sulfato, além de GalNAc 4-O-sulfato, GalNAc 6-O-sulfato, e
residuos de GalNAc 4,6-di-O-sulfato. Semelhantemente a heparina, o sCS foi
capaz de inibir atividades importantes para a progressdo tumoral. Foi
demonstrado que o sCS reduz 66% da migracdo de células de melanoma
murino (B16F10) no ensaio da fenda e 70% atraves do transwell. Embora tenha
sido incapaz de inibir a proliferacdo dessas células durante um periodo de 24h
ou induzir ateraces sobre o ciclo celular e apoptose, a molécula em estudo
apresentou um importante efeito antiproliferativo em longo prazo, reduzindo
cerca de 75% da clonogenicidade das células tumorais na concentracdo de 100
pg/mL  (p<0,001), bem como a proliferacdo celular independente de
ancoragem, um importante indicativo da malignidade do tumor. Esses
resultados podem ser corroborados pela diminuicdo da expressao génica in
vitro mediada por esses GAGs de genes envolvidos no desenvolvimento do
melanoma, como Cx-43, MAPK, RhoA, PAFR, NFKB1 e VEGFA. O composto
do camardo inibiu ainda in vitro, moléculas cruciais para a agressividade do
tumor como a melanina e o TNF-a em 52% e 75%, respectivamente. Esses
resultados podem explicar a significativa reducdo do crescimento tumoral do
melanoma (89% de reducédo) e a diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de IL-1,
TNF-a e VEGF (32%, 65% e 88% de inibigdo, respectivamente) em
camundongos tratados com 300 pg/Kg/dia de sCS. Adicionalmente, o sCS e
heparina reduziram in vivo, os niveis de mMRNA de todos os genes avaliados,
inclusive PAR-1, bem como a marcacdo de imunohistoquimica para PAR-1 e
VEGF em amostras de tumor e pulmé&o. Os dados aqui exibidos apontam o
sCS como um modelo biotecnolégico de potencial para o desenvolvimento de
novas moléculas capazes de atuar na terapia oncolégica a nivel molecular.

Palavras-chave: Glicosaminoglicano. Cancer. Trombina.



ABSTRACT

Glycosaminoglycans are sulfated polysaccharides capable of interacting with a
wide range of bioactive molecules, which act in important physiological and
pathological processes, including tumor development. Among these molecules,
thrombin, the main coagulation protease, is capable of activating countless
cellular responses through activation of the protease activating receptor 1
(PAR-1) that favour the cancer development, such as platelet aggregation,
proliferation, migration, oncogene expression and metastasis, as well as acting
directly on angiogenesis, one of the primordial events in tumour biology. Thus,
since thrombin intrinsically enables tumour progression through PAR-1,
biomolecules capable of inhibiting this protease become interesting models in
cancer research. The present work describes the structural characteristics and
in vitro and in vivo antitumour potentials of a chondroitin sulfate isolated from
the Litopenaeus vannamei shrimp cephalothorax (sCS). The compound was
obtained after proteolysis, acetone treatment and purification by ion-exchange
chromatography and desalted using gel filtration. sCS presented a 12KDa
average molecular mass and analysis by enzymatic degradation and NMR
revealed that the compound shows the unique GIcA 3-O-sulfate residue, as well
as GalNAc 4-O-sulfate, GalNAc 6-O-sulfate and GalNAc 4,6-di-O-sulfate
residues. Similar to heparin, SCS was able to inhibit important activities for
tumour progression. sCS reduced 66% of murine melanoma (B16F10) cell
migration in the wound healing assay and 70% when analyzed by the transwell
assay. Although the shrimp compound was unable to inhibit cell proliferation or
to induce apoptosis and/or cell death after 24h incubation, it showed an
important long-term antiproliferative effect, reducing the tumour cell
clonogenicity by 75% at 100 pg/mL concentration (p <0.001), as well as
inhibiting the anchorage-independent cell proliferation, an important indicator of
tumour malignancy. These results may be inferred by the inhibitory effect
presented by these GAGs on the in vitro gene expression of genes related to
melanoma development, such as Cx-43, MAPK, RhoA, PAFR, NFKB1 and
VEGFA gene. sCS compound also inhibited, in vitro, crucial molecules for
tumour aggressiveness such as melanin and TNF-a by 52% and 75%,
respectively. These results may explain the significant reduction in melanoma
tumour growth (89% reduction) and the decrease of IL-13, TNF-a and VEGF
plasma levels (32%, 65% and 88% inhibition, respectively) in mice treated with
300 pg/kg/day of sCS. Additionally, sCS and heparin reduced in vivo mRNA
levels of all evaluated genes, including PAR-1, as well as the
immunohistochemical labelling for PAR-1 and VEGF in tumour and lung
samples. The data shown here point to sCS as a potential biotechnological
model for the development of new molecules which may be used in cancer
therapy at the molecular level.

keywords: Glycosaminoglycan. Cancer. Thrombin.



Figura 01
Figura 02

Figura 03
Figura 04

Figura 05

Figura 06

Figura 07

Figura 08

Figura 09

Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19
Figura 20

LISTA DE FIGURAS

Estrutura dos diferentes tipos de CS..........ooovviiiiiiiiiiii e,

Esquema da biossintese classica para CS.........cccccviiiiiieineeniniiiieeeeeens

Estrutura da trombina e a ativacdo de PAR-1 e suas repostas
CRIUIAIES. ...
Regulacdo de PAR-1 no melanoma e a sinalizacdo de moléculas
envolvidas na progressao do melanoma...........cccoeeeeiiiiiiiiieiiiiiiiiienen
A analise por cromatografia de troca anidnica HPLC dos dissacarideos
formados apds digestdo do CS de camardo pelas condroitinases ACII

Espectro de RMN 1H/13C HSQC do sCS com projecdes externas 1-
dimensional H e D 3C obtidas a 600MHz em D20 a 343K e referidas
A LOOPM DSS... et a e e e e e e e e e e
Espectros sobrepostos de HSQC, HMBC e espectro de TOCSY,
amostrando as conexdes presentes dentre os residuos de N-
ACEtIalaCtOSAMINGA. ........uuuuiiiiiiiiiiii e
Espectros sobrepostos de HSQC, HMBC e espectro de TOCSY,
mostrando as conexdes presentes dentre os residuos de &cido
(0] [T U] 0] o] o o PP
Espectros sobrepostos de HSQC, HMBC e espectro de TOCSY,
mostrando as conexdes presentes entre 0s residuos de &cido
glucurdnico e N-Acetilgalactosamina.............ccoovvvviriiiiiiiiiiiiiie e,
Avaliagdo do efeito do sCS sobre a viabilidade células de
[aT=] F=TaTo] oo WSS URR PP PTP
Efeito do sCS e heparina sobre a inducdo de apoptose e sobre o ciclo
celular de células B16F10 da heparina e do SCS........ccccoeveeeeiieeeeeeennnnn.
Efeito do sCS e heparina na migracédo de células tumorais B16F10 no
ensaio da fenda (wound healing assay)..........cccccccviiiiiieeiee e e,

Efeito do sCS e heparina na migracao de células tumorais B16F10 em
ENSAI0 trANSWEIL.......eeiiiiiiiee e e

Efeito do sCS e heparina sobre a capacidade de formacéo de coldnia
(clonogenicidade) de células B16F10..........cccooiiiiiiiiieeeeiiiiiiie e
Efeito do sCS sobre a capacidade de proliferacdo independente de
ancoragem das Celulas BLBFL10..........uuuueiiiiiiiiiiiieiieieieeeiiiveeee
Efeito do sCS e heparina na expressao de genes relacionados ao
melanoma em células de melanoma BL16F10............cccvveieeiiiiinnenniinnnn.
Efeito do sCS e heparina sobre a produgédo de melanina pelas células
de melanoma BLOF10........ccoviiiiiiiieie e
Efeito do sCS e da heparina na produgdo de niveis de TNF-a
secretados pelas celulas BLOFL0..........ccccuuvuiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e

Inibicdo do crescimento tumoral in vivo pelo sCS e heparina................

Efeito do sCS e heparina na expressao de genes relacionados ao
melanoma em tumores murinos de melanoma...........ccccceeeeeevvvvveevveinnnns

11

31

41

63

66

67

68

69

70

71

73

74

76

77

79

80

81
83

86



Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Efeito do sCS e heparina na expressdo de genes relacionados ao
melanoma em secg¢Oes de pulmdes de camundongos C57bl/6 com
melanoma induzido por células B16F10..........cc.cceeeeviiiiiiieeeeiiiiicn
Efeito do sCS e heparina na producao de niveis de TNF-a e IL-18 no
plasma dos animais submetidos ao ensaio de crescimento tumoral......
Efeito do sCS e heparina sobre os niveis de VEGF no plasma dos
animais submetidos ao ensaio de crescimento tumoral.............cc.cccee...

Fotomicrografias representativas da analise histélogica de fragmentos
de tumores de camundongos C57bl/6 induzidos com células de
Melanoma BLOFL0.........couuuiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e eeeaneeenes
Fotomicrografias representativas da analise histolégica de fragmentos
de pulmdes de camundongos C57bl/ induzidos com células de
MElAaNOMA BLOFL10........ccoiiiiiiiiiiiii ittt
Fotomicrografias representativas da analise imuno-histoquimica para
PAR-1 e VEGF de fragmentos de tumores de camundongos C57bl/6
induzidos com células de melanoma B16F10..............cccccccvvvvvvrriennnnnnen.

Fotomicrografias representativas da analise imuno-histoquimica para
PAR-1 e VEGF de fragmentos de pulmdes de camundongos C57bl/6
sem indugdo tumoral (controle negativo) e induzidos com células de
MelaNoMa BLOFL0.........ccooiiiiiiiiiiiiiitieeeie et

12

87

88

89

91

92

93



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

13

LISTA DE TABELAS

Genes relacionados ao desenvolvimento do melanoma
AVAHAAOS . ..., 56

Rendimento das fracfes obtidas a partir da F-3,0M apos
fracionamento COM ACEIONA............euuuurimmiiieiiie e 61

Atribuicdes dos sinais de 'H e 3C do espectro de RMN HSQC
para sCS obtido de Litopenaeus vannamei (Valores em ppm a 70



AP-2a
AT
CETAVLON

CEUA
CS
CS-4

CS-6
Cx-43
D20
DEAE
DMEM
DS
EDA
EDTA
ERK

F-0,5A

F-0,7A

F-1,0A

F-3,0 M

FT

LISTA DE ABREVIATURAS

Fator transcricional AP-2-alpha
Antitrombina
Brometo de cetiltrimetilamonio

Comité de ética no uso de animais
Condroitim sulfato

Condroitim 4-sulfato

Condroitim 6-sulfato

Do inglés “Connexin-43”

Agua deuterada

Dietilaminoetil

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dermatam sulfato

1,2-diaminoetano

Acido etilenodiamino tetraacético

Do inglés “Extracellular signal-regulated kinase”

Fracdo obtida apds precipitacdo com acetona na

proporcao 0,5:1

Fracao obtida apos precipitacdo com acetona na

propor¢ao 0,7:1

Fracdo obtida apds precipitagdo com acetona na
proporcéo 1:1

Fracdo 3,0 molar apés complexacao com resina de

troca ibnica

Fator tecidual

14



FvW
GIcA
GAGs
GalNAc
GPC
HCII
Hep
HPLC
HS

HSQC
|

l2s
IL-1B
IL-8
MAPK
MASPIN
MEC
MMP
MRNA
NF-k
NS
PBS
PAF

PAFR

Fator de von Willebrand

Acido glucurénico
Glicosaminoglicanos
N-acetil-glicosamina

Cromatografia de permeacéo em gel
Cofator Il da heparina

Heparina de mamiferos
Cromatografia liquida de alta presséo
Heparam sulfato

Coeréncia quantica unica heteronuclear

Acido idurénico ndo-sulfatado

Acido idurénico 2-sulfato

Interleucina 1-beta

Interleucina 8

Do inglés “Mitogen Activated Protein Kinase”
Do inglés “mammary serine protease inhibitor”
Matriz extracelular

Metaloproteinase de matriz

Do inglés “Messenger ribonucleic acid”

Do inglés “Nuclear factor kappa beta”
Dominio N-sulfatado

Tampao fosfato salino

Do inglés “Platelet activator factor”

Do inglés “Platelet activator factor receptor”

15



PAR-1
PDA
PGCS
TP
QS
RhoA
RMN

RT-PCR

sCS
SFB
TFPI
TNF-a
TSP
uv
viv
VEGF

VEGFA

Do inglés “Protease-activated receptor”
1,3-diaminopropano acetato
Proteoglicano de CS

Tempo de protrombina

Queratam sulfato

Do inglés “Ras homolog family member A”
Ressonancia Magnética Nuclear

Do inglés “Reverse transcription polymerase chain

reaction”

Shrimp Condroitin sulfate

Soro fetal bovino

Inibidor da via do fator tecidual

Fator de necrose tumoral alfa

Acido propanoico trimetilsilil

Ultravioleta

Volume/volume

Do inglés “Vascular endotelial growth factor ”

Do inglés “Vascular endotelial growth factor A”

16



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ooviieiiet ettt 20
1.1.Condroitim SUIALO......cciviiiiiiiee e 22
1.2. A trombina e o seu papel na ativagdo de PAR-1..........ccccccvevevirnnnnn. 28
1.3. A sinalizacao na biologia tumoral do melanoma............ccccceeeeeeeeneeee. 31
2. OBJIETIVOS ..o eans 42
2.1. ODBJELIVO QETaAl ...uvvieiiiiii i i 42
2.2. Objetivos €SPECITICOS.......uuveeiiieiiiiiee e e 42
3. MATERIAIS E METODOS ...ttt 44
3.1. MateriaiS BiOlOQICOS. ... ...uutiieiiiiiiiiee e 44
3.1.1. Camarao Litopenaeus VanNamei..............uuceeiiieeeeeeeeeeeneeeeeeeeenannnnns 44
0 I 11 = VL TP PP 44
3.1.3. Linhagens Celulares............cccuuuiiiiiiiiieeee e e 44
3.2, REAGENIES. ...ttt 45
3.3  APArEINOS... .o 46
3.4.Extracdo dos glicosaminoglicanos a partir do cefalotérax de

LitOPENAEGUS VANNAIMEI. ....ciiiiiiiieiiieiiiee ettt a7
3.5, ElEtrOofOr@Se....ccoeeeeeeeieeee et 48
3.6.Andlise estrutural do composto tipo CS do camardo L.

1V 2= 10 0= 1 1= U PR 48
3.6.1. Determinacgdo do peso molecular...............ccccccviiiiiiieii e 48
3.6.2. Digestao enzimética e analise por HPLC............cccccooiiiiiieeeeinnnee. 48
3.6.3. Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).................... 49

3.7. Avaliacdo da atividade antitumoral in vitro e in vivo do sCS do

Camarao L. VANNAMEI........cooiiiiiiiiiiiieeieiee et e 49
3.7.1. Ensaio de viabilidade celular.............cccccoeeiiiiiiiiiiiiii e, 50
3.7.2. Analise por citometria de fluXO..........ccoovviiiiiiiiiiiiiie e, 51
3.7.3. ENSAI0 CIONOQGENICO. .......cciiiiiieieiiiiicce e e 52
3.7.4. Ensaio de proliferagao celular independente de ancoragem........ 52
3.7.5. Ensaio de reparo da fenda (wound healing assay)....................... 53
3.7.6. Ensaio de migragao celular (transwell)............ccccoeeeiiiiiiininnnnn. 54
3.7.7 Quantificacdo do contelldo de melanina..........ccccveeeeeeeeieeeeennnnnnns 55

3.7.8 Andlise da expreSSa0 gENICA ....c.cceeeeeeeeeeeiiieeeeeee e 56

17



3.7.8. 1 EXtrac80 de RNA......ccoo oo
3.7.8.2 Obtencdo da biblioteca de CDNA...........ccooiiriiiiiee e
3.7.8.3 Quantificacdo da expressdao de genes relacionados ao
(1= F= T o] 1 o= RS SSRRPPP
3.7.9. Analise sobre o crescimento tumoral in ViVO..........ccccoeeeeiiiiiiiinnnns
3.7.10. Quantificacao de CitOCINAS...........ccevveveeeeriiiiiiiiieee e e e e e e e eeeeeeeaaanns
3.7.11. Quantificag8o de VEGF ...
3.7.12. Analise histoldgica dos tumores e pulmdes de camundongos......
3.7.13. Marcacdo de PAR-1 e VEGF por imuno-histoquimica dos
tumores e pulmdes de CamuNAONGOS........cuvviieeeeeiriiriiiiiiee e
3.8. ANAlISE eStatiSHICA. ......cceeeieiei i
4. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e snnbnnane e s
4.1.Purificacdo do composto tipo CS a partir do camaréo L. vannamei....
4.2. Caracterizagdo eStrutural...........cccuvueeiiiiiiiiiiiieeeeee e
4.2.1. Determinacdo da massa molecular e da composicdo
dissacaridica do CS de L. VaNNamMEei..........uuveiiiiiiiiieiiiieieeeeeeeeeeiieineee
4.2.2. Determinacdo da composicdo monossacaridica do CS de L.
V2= 1T =10 = R
4.3. Avaliacéo do efeito anti-melanoma in vitro do sCS........................
4.3.1. Efeito do cCS sobre a viabilidade, ciclo celular e apoptose de
células de melanoma BLEF10............uuuuuiiiiiiieeeeeeieee e
4.3.2. Efeito do sCS sobre a migracdo de células de melanoma
BLBFLO. ..t e e e e s aaa e e e
4.3.3. Efeito do sCS sobre a clonogenicidade das células de melanoma
30 G e
4.3.4. Efeito do sCS sobre a proliferacéo independente de ancoragem
das células de melanoma BLOF10...........ccccviiiiiiiiiiiiiieeeee e
4.3.5 Efeito do sCS na expresséo de genes relacionados ao melanoma
pelas Células BLOFL0.........cooouiiiiiiiiiiiiiie et
4.3.6 Efeito do sCS na producdo de melanina pelas células de
MelanomMa BLOFLO.........oooiiiiiiiiiiiiie e
4.3.7 Efeito do sCS na producao de TNF-a pelas células de melanoma
BLOFLO oot a e e e ara e e e

57
58
58
58
59

59

60

61

61

62

62

64
71

71

73

74

75

78

81

18



4.4. Avaliacao do efeito anti-melanoma in vivo do sCS...............cccceeeeees 83
4.4.1 Efeito do sCS sobre o crescimento tumoral in Vivo.......................... 83
4.4.2 Efeito do sCS na expressao de genes relacionados ao melanoma
1 IR Y/ o PP 84
4.4.3 Efeito do sCS sobre a secrecdo de citocinas e VEGF durante o
Crescimento tumMOral iN VIVO.........c.uuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 89

4.4.4 Efeito do sCS sobre a histologia e expressao tecidual de PAR-1 e

VEGF durante o crescimento tumoral in VIVO............ccoeeeviviiieiiiiieeeeieeeee, 90
5. DISCUSSAD ..ottt ettt teeae sttt eaeere e 97
B. CONCLUSOES ......coiitiieeeeece ettt en e 130
7. REFERENCIAS .....oooiiiie ettt s 132

8. ANEXOS . 159

19



A,

INTRODUCAO

-



21

1. INTRODUCAO

A biologia tumoral depende da ativacdo de uma complexa rede de
sinalizagdo, na qual uma grande variedade de moléculas participam. Dentre estas,
destacam-se os polissacarideos do tipo glicosaminoglicanos (GAGS). A interacéo
desses polimeros com diversos fatores, receptores e citocinas esta intrinsicamente
envolvida no crescimento, progressdo e metastase tumoral (AFRATIS et. al., 2012).
Os GAGs estdo envolvidos na mdltipla sinalizacdo de cascatas necessarias para
angiogénese, invasdo e metastase no cancer. A interacdo e o papel que essas
moléculas desempenham em varios tipos de cancer levaram ao desenvolvimento de
abordagens terapéuticas e novos medicamentos na terapia do cancer (VOLPI,
2006). Ao longo dos anos diversos estudos demonstraram o papel de GAGs na
inibicdo da progressao tumoral. A heparina por exemplo, além de suas propriedades
anticoagulantes, também possui propriedades antitumorais (BORSIG, 2010;
BOCHENEK, PUSKULLUOGLU & KRZEMIENIECK, 2013). No entanto, seu
potencial anticoagulante exarcebado limita seu desenvolvimento como um agente
antitumoral e por isso, moléculas analogas com efeito anticoagulante reduzido ou
ausente, porém com potenciais bioldégicos contra o cancer, tém sido alvo de estudo
(LOKWANI et. al.,, 2014). Nesse sentido, devido a sua grande heterogeneidade
estrutural, GAGs do tipo Condroitim sulfato (CS) tém sido amplamente investigados
pelos seus potenciais antitumorais em diversos tipos de canceres, incluindo tumores

agressivos com alta taxa de metastase, como o melanoma (ZHAO et. al., 2013).

Durante o desenvolvimento tumoral, distlrbios na biologia vascular séo
frequentemente ocasionados e por isso, 0 sistema hemostatico e a resposta
inflamatoria sdo frequentemente ativados. Praticamente todos os tipos de células
tumorais sdo capazes de ativar o processo de coagulacdo criando o estado de
hipercoagulabilidade caracteristico do céncer. Isso ocorre porque as ceélulas
neoplasicas passam a expressar em sua superficie moléculas pré-coagulantes,
especialmente o fator tecidual (FT). Células endoteliais, mondcitos ou macrofagos
também podem ser induzidos a expressar FT por acdo de citocinas inflamatdrias,
como a interleucina-1B e o fator de necrose tumoral-a (IL-1 e TNF-a) produzidos
pelo tumor (PICCIOLI & PRANDONI, 2001; PRANDONI, FALANGA & PICCIOLI,
2005; UNLU & VERSTEEG, 2014), tornando estes eventos totalmente interligados.
O FT representa o principal desencadeador da coagulacdo e sua presenca no



22

microambiente tumoral permite a formacdo do complexo tenase extrinseco e,
consequentemente, a ativacdo do FXa e a geracdo de trombina. Além de aumentar
0s riscos de tromboembolismo venoso no paciente oncoldgico, a ativacdo de
trombina favorece a progressdo e agressividade do tumor, além de favorecer a
resposta inflamatéria (DONATI & FALANGA, 2001; LEE, 2003; DE CICCO 2004).
Isso ocorre porque essas moléculas atuam como indutoras de importantes eventos
da carcinogénese e do processo inflamatério. (FALANGA, MARCHETTI, VIGNOLI,
2013; NIERODZIK, KARPATKIN, 2006; WANG et al., 2010).

Essas respostas celulares sdo mediadas pela trombina através da ativacao
de receptores ativadores de proteases (PAR) (CHU, et. al., 2005). Receptores tipo
PAR séo receptores acoplados a proteina G que possuem um mecanismo capaz de
converter um evento de clivagem proteolitica extracelular em um sinal
transmembrana, modulando assim respostas celular (RASMUSSEN et. al., 1991; VU
et. al., 1991). A ativacao de receptores PAR pela trombina, em particular o PAR-1,
esta relacionada com a expressao de uma variedade de moléculas fisiopatolédgicas,
tais como, interleucinas, moléculas de adeséo, fatores de crescimento e fatores
angiogénicos (TELLEZ & BAR-ELI, 2003; TAYLOR et al, 2006; ZIGLE et. al., 2011,
QUEIROZ et. al., 2014). As atividades pro-tumorais da trombina incluem, alteracfes
essenciais na fisiologia celular, tais como autossuficiéncia em sinais de crescimento,
insensibilidade aos estimulos anti-crescimento, resisténcia a apoptose e potencial
ilimitado de replicacdo celular. Além disso, a trombina se mostra capaz de agir
diretamente sobre a angiogénese, um dos principais processos para a sobrevivéncia
do tumor (NIERODZIK e KARPATKIN, 2006).

Assim, uma vez que mecanismos da coagulacdo e da inflamacdo séao
frequentemente ativados no cancer, a trombina desempenha um papel central como
uma molécula intercessora destes eventos fisiopatoldégicos (MOLNAR et. al., 2007) e
por conseguinte, biomoléculas capazes de inibi-la se tornam modelos interessantes
para o tratamento do céncer e da inflamacdo, com efeitos diretos sobre a
tumorigénese e suas complicacbes como o estado de hipercoagulabilidade e a
angiogénese. Nesse contexto, condroitim sulfatos obtidos de diversas fontes animais
vém sendo alvos de estudos biotecnolégicos devido sua capacidade de inibir a
trombina (BORSIG et. al., 2007; MOURAO et. al., 2001).
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1.1 Condroitim sulfato

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo um grupo de polissacarideos sulfatos
encontrados exclusivamente em tecidos animais (SAMPAIO et al., 2006). Devido a
sua capacidade de reconhecer e de se ligar a diferentes macromoléculas, estes
compostos séo capazes de modular processos biologicos importantes, apresentando
grande potencial biotecnoldgico, colocando-os em evidéncia no campo da industria
farmacéutica (KIURU et al, 2014). Estruturalmente, os GAGs sé&o
heteropolissacarideos lineares, carregados negativamente formados por unidades
dissacaridicas repetidas, onde se alternam uma hexosamina (D-glucosamina ou D-
galactosamina) e um residuo de acido urdnico (3-D-glucurénico ou a-L-idurénico) ou
um agucar neutro (D-galactose). As diferentes combinacfes desses residuos dao
origem aos seguintes GAGs: condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), acido
hialurénico (AH), queratam sulfato (QS), heparina (Hep) e heparam sulfato (HS). O
QS nao apresenta acido urbnico e contém galactose em sua sequéncia
dissacaridica, enquanto AH carece de sulfatacdo em suas cadeias. Dentre esses, a
Hep e HS sdo os GAGs mais bem elucidados na literatura, onde as mais variadas
atividades bioldgicas foram reportadas para esses compostos (BRITO et. al., 2014;
2018; CHAVANTE et. al., 2014; DIETRICH et. al., 1985; LIMA et. al., 2013; NADER
et. al., 1984; TRINDADE et. al., 2008), incluindo o efeito antitumoral.

Estudos mostram que a heparina é capaz de inibir a sinalizacdo induzida por
fatores mitogénicos em células tumorais, impedindo a proliferacdo e a migracédo
celular (NIKITOVIC et al., 2014). Também tem sido demonstrado que esse GAG
blogueia as interacfes envolvendo plaquetas, células tumorais e endotélio que séo
mediadas pelas selectinas, dificultando o processo de sobrevivéncia, migracao
celular e metastase pelas células tumorais (NIERS et al., 2007). Além disso, dados
mostram que a heparina modula a angiogénese in vitro bloqueando a interacao entre
FGF e HS (DREYFUSS et al, 2010; LOKWANI et al., 2014). Esses dados
evidenciam que a terapia anticoagulante com a Hep traz para o paciente oncoldgico
vantagens que vao além da redugéo do risco de tromboembolismo venoso, como a
modulacdo de processos pro-tumorais. Entretanto, o aproveitamento de seu
potencial antitumoral € limitado por complicagcbes hemorragicas que acompanham

sua utilizagdo terapéutica (ALBAN, 2011). Por essa razdo, tem se despertado a
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busca por fontes alternativas para obtencao de novos GAGs que apresentem efeitos

colaterais reduzidos, mas que preservem as propriedades biotecnoldgicas.

A identificacdo desses compostos das mais variadas origens animais, tém-se
tornado frequente, com um destaque especial para compostos obtidos a partir de
invertebrados marinhos. As condi¢cbes adversas encontradas no ambiente marinho,
como alta salinidade e variacbes de temperatura e presséo, propiciou uma evolucao
peculiar, fazendo com que ao longo de milhdes de anos de evolugéo esses animais
desenvolvessem GAGs com caracteristicas estruturais uUnicas, envolvidas em
processos bioquimicos necessarios para a adaptacdo as condicdes ambientais
extremas (DATTA, TALAPATRA, SWARNAKAR, 2015). Nader e colaboradores
mostraram que glicocisaminoglicanos sulfatados como HS e CS estdo presentes em
maior quantidade em tecidos de animais que vivem em habitat com alta salinidade,
guando comparado a espécies que habitam ambientes com baixo teor de sal. Esses
compostos parecem ainda exibir um maior contetdo de sulfatagdo em funcdo do
grau de sanilidade (NADER et.al., 1983). Dentre esse polissacarideos sulfatados,
diversas moléculas de CS foram caracterizadas a partir de fontes naturais,
demonstrando uma grande diversidade estrutural e participacdo em varios eventos
biolégicos (BORSIG et. al., 2007; DEEPA et. al. 2007; NADER et. al., 1983; SHETTY
et.al. 2009; TOIDA et. al. 2015).

Atualmente, as estruturas de CS naturais relatadas séo classificadas de
acordo com seus padrdes de sulfatacdo de seus residuos de &cido glucordnico
(GlcA) e N-acetilglicosamina (GalNAc). Sob esse sistema de nomenclatura, os
residuos GalNAc sulfatados nas posicées C-4 e/ou C-6 ddo origem as unidades do
tipo CS-A (GIcA-GalNAc 4-O-sulfato), CS-C (GIcA-GalNAc 6-O-sulfato) e CS-E
(GlcA-GalNAc 4,6-di-O-sulfato). Os residuos de GIcA exibem O-sulfatagdo em C-2 e
mais raramente em C-3, dando origem as unidades de CS-D (GIcA 2-O-sulfato-
GalNAc 6-O-sulfato), CS-K (GIcA 3-O-sulfato -GalNAc 4-O-sulfato) e CS-S (GIcA 2,3
di-O-sulfato-GalNAc 4 ou 6-O-sulfato), respectivamente (CAVALCANTE et al., 2018;
NANDINI & SUGAHARA, 2006; PAVAO, VILELA-SILVA & MOURAO 2006; VOLPI
2006) (Fig. 1). Além disso, a presenca de ramos de fucose sulfatada em residuos de
GIcA é comum nas estruturas de CS obtidos de fontes naturais (KALE et al., 2013;
MOU et al., 2018). Deve-se enfatizar, no entanto, que CS isolados de invertebrados

marinhos geralmente apresentam uma estrutura com padrdo de sulfatacao
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incomum, dificultando sua classificacdo dentro do sistema de nomenclatura
convencionado para os condroitim sulfatos. Isso ocorre devido a uma grande
heterogeneidade da estrutura apresentada pelo CS, cujas cadeias podem conter
secc¢Oes que correspondem a diferentes combinacdes dos supostos tipos de CS.

RO OR
0
00C o o -
HO 7  NH
0=C
OR “CH,
R =H or OSO5

Perfil de sulfatacadode CS

4 N

0: GlcA-GalNAc
A: GIcA-GalNAc(4S)
C: GlcA-GalNAc(6S)

K: GIcA(3S)-GalNAc(4S)
L: GIcA(3S)-GaINAc(6S)
M: GIcA(3S)-GalNAc(4,6S)

R: GIcA(2,3S)-GalNAc
S: GIcA(2,38)-GaINAc(4SI®

D: GIcA(2S)-GalNAc(6S)
QGlCA-GalNAC (4,6S)

Figura 1. Estrutura dos diferentes tipos de CS. A combinacado de diferentes padrdes de sulfatacdo
dos residuos de &cido glucurdnico e N-acetil-galactosamina déo origem as cadeias distintas de CS.

A biossintese de CS é controlada através de multiplas enzimas, as quais
parecem exibir padrdes especificos de expressédo dependente do tipo de organismo.
A construcdo das cadeias de CS ocorre no reticulo endoplasmético/Golgi e €

iniciada através da sintese da regido de ligacdo ao GAG, GIcAB1-3GalB1-3Galp1-
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4XylB1-O-Ser, o qual esta covalentemente ligado aos residuos de serina
incorporados em diferentes proteinas do nucleo (SUGAHARA & KITAGAWA, 2003).
A estrutura do tetrassacarideo da regido de ligacdo € montada através da adigédo
sequencial de unidades individuais de monossacarideos, xilose, dois residuos
sucessivos de galactose e um unico residuo de GIcA, pelas enzimas
glicosiltransferases especificas correspondentes, XyIT (xilosiltransferase), GalT-I
(B1,4-galactosiltransferase-1), GalT-Il (31,3-galactosiltransferase-Il) e GICAT-1 ($1,3-
glucuroniltransferase-l), respectivamente (ALMEIDA et. al., 1999; BAI et. al., 2001,
GOTTING, KUHN & KLEESIEK, 2007; WEI et. al. 1999). Em seguida, a primeira
transferéncia do residuo de GalNAc para a regidao terminal ndo-redutora do residuo
de GIcA na regido de ligacdo do tetrassacarideo por GalNAcT-I (GalNAc transferase-
I) desencadeia a sintese da estrutura de CS. A repeticao dissacaridica caracteristica
das cadeias de CS é entdo sintetizada pelas adi¢cdes alternadas dos residuos de
GIcA e GalNAc, através das acdes de GICAT-Il (GIcA transferase-ll) e GalNACT-II
(GalNAc transferase-ll), respectivamente (SUGAHARA & KITAGAWA, 2003;
UYAMA, KITAGAWA & SUGAHARA, 2007) (Fig. 2). Uma vez formada, a cadeia de
CS pode ser modificada por sulfatacdo e epimerizacdo, dando origem as mais
diversas estruturas. Grupos sulfato sdo adicionados por multiplas sulfotransferases,
em varias posicoes, principalmente nas posi¢cdes do C-2 de GIcA e nas posicdes C-4
e/ou C-6 dos residuos de GaINAc (MALMSTROM et. al., 2012). Contudo, sulfatagéo
na posicao C-3 de GIcA ou ambos C-2 e/ou C-3 de GIcA, podem ocorrer de forma
rara em algumas espécies de animais (CAVALCANTE et. al., 2018; PALHARES et.
al., 2019; SUGAHARA et. al., 1996).

As caracteristicas estruturais peculiares desses compostos distinguem o
processo biossintético do modelo classico de biossintese de GAG, sugerindo uma
relacdo entre o padrao de sulfatagdo de GAG e a evolugédo animal. Ainda n&o é claro
qual foi o primeiro organismo a sintetizar moléculas do tipo CS, contudo, a presenca
desse GAG foi verificada ja em invertebrados do filo Platyhelminthes com cadeias
compostas principalmente por unidades dissacaridicas contendo GalNAc-4-O-
sulfato, seguidas por unidades contendo GalNAc 6-O-sulfato e n&o-sulfatadas
(YAMADA, SUGAHARA & OZBEK, 2011). Cadeias de CS supersulfatdas parecem
ter surgido apenas a partir do filo Echinodermata (BORSIG et. al., 2007; SHETTY et.

al., 2009), enquanto que a presencga da rara 3-O-sulfatacdo em GICA parece ser
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mais frequente em crustaceos (PALHARES et. al., 2019; CAVALCANTE et. al.,
2018; SUGAHARA et. al., 1996). Esse padrdo de sulfatacdo em GAGs pode variar
também de acordo com o estdgio de desenvolvimento embrionario animal. Uma
substituicdo gradativa de residuos de GalNAc nado sulfatados para residuos de
GalNAc 4-O-sulfatados € observada a medida que os tecidos embrionarios se
desenvolvem no molusco Pomacea sp. (JERONIMO, DIETRICH & NADER, 1989),
sugerindo que a biossintese de GAGs é direcionada em cada etapa da ontogénese

por diferentes enzimas.
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Figura 2. Esquema da biossintese classica para CS. Vérias glicosiltransferases participam da
sintese da regido de ligacdo do tetrassacarideo e da regido de repeticdo dissacaridica. XyIT,
xilosiltransferase; GalT-I, B1,4-galactosiltransferase-I; GalT-Il, B1,3-galactosiltransferase-Il, GICAT-I,
B1,3-glucuroniltransferase-I; GalNAcT-I, GalNAc transferase-l; GIcAT-Il, GIcA transferase-lIl;
GalNACcT-Il, GalNAc transferase-ll; C4ST, condroitim 4-O-sulfotransferase; C6ST, condroitim 6-O-
sulfotransferase; UST, uronil 2-O-sulfotransferase; GalNAc4S-6ST, GalNAc 4-sulfate 6-O-
sulfotransferase. (Adaptada de MIKAMI & NITAGAWA, 2013).

Uma vez que cada enzima responsavel pela biossintese de cadeias de CS
exibe padrédo de expressdo especifico ao tipo de célula e é regulada espaco-
temporalmente, ha uma heterogeneidade significativa mesmo em cadeias de CS
isoladas de uma Unica espécie, levando potencialmente a diversidade funcional de
proteoglicanos de CS (CSPG). GAGs sulfatados estdo ligados covalentemente as
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proteinas para formar varios proteoglicanos que participam de varios fendmenos
fisiolégicos. (10ZZO & SCHAEFER 2015; USTYUZHANINA et. al., 2018; VOLPI,
2011). A variedade na posicdo e grau das sequéncias de sulfatagcdo, tamanho,
namero e dissacarideos inseridos nos CSPGs fazem do CS uma molécula
heterogénea. Os numerosos efeitos reportados para o CS incluem a modulacédo de
respostas biologicas como a proliferacdo celular, diferenciacdo, migracao,
morfogénese tecidual, reparo de feridas, inflamacéo, trombose e atividades
antitumorais (KRICHEN et al., 2018; LIU et. al., 2016; MOU et al. 2018; PALHARES
et. al., 2019; STOCK, JUNGMANN & SEIDLER, 2011; SUGAHARA et al., 2003).

Fundamentalmente, as diferencas na estrutura das cadeias de CS levam a
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas distintas. Ao contrario da heparina e de
seus miméticos, que sao capazes de se ligar ao HCIl e a antitrombina para inibir
proteases, a atividade anticoagulante do CS geralmente se da através da inibicdo
direta e mediada pelo HCII da trombina (CASU, GUERRINI, & TORRI, 2004).
Embora alguns estudos descrevam que o grau de fucosilacdo é uma caracteristica
importante para a atividade inibitéria da trombina mediada por HCIl de compostos
tipo CS (XU et al, 2018), ou ainda que a presenca de dissacarideos
monossulfatados nas posicbes 6 e 4 da N-acetil B-D-galactosamina sejam
implicantes no potencial anticoagulante para moléculas de CS (PAVAO et. al., 1998),
estudos recentes mostram dados que sugerem que a relagcdo entre padrdes
estruturais especificos e atividades bioldgicas nédo seja tao estreita (KRICHEN et. al.,
2018; PALHARES et. al., 2019). Assim, as propriedades biolégicas das moléculas de
CS parecem apresentar complexas relagdes multifatoriais implicadas em seus
diferentes mecanismos de acdo. O mesmo ocorre para a atividade anti-inflamatoria,
frequentemente reportada para GAGs do tipo CS (CUNHA, AGUIAR, SILVA, &
MICHELACCI, 2017; KRYLOV et. al., 2011; MOU et. al., 2018; USTYUZHANINA et.
al., 2018 ). Embora a presenca de ramos de fucose e um alto grau de sulfatacao
sejam frequentemente relatados como caracteristicas estruturais essenciais para os
efeitos anti-inflamatorios mais pronunciados de CS, a alta atividade de inibicao
inflamatoria apresentada por um CS isolado de crustaceo sugere que existam outras
caracteristicas bioquimicas envolvidas nesse efeito (PALHARES et. al., 2019), como
por exemplo a capacidade de se ligar e interagir com proteinas importantes que

estdo envolvidas nesse processo.
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Véarias moléculas de CS demonstram um interessante potencial em inibir a
trombina, seja de forma direta ou através do cofator Il da heparina (HCII). Essa
protease, por sua vez, € capaz de induzir a expressdo de uma variedade de
moléculas biolégicas mediadas por receptores do tipo PAR que modulam processos
fisiologicos e patolégicos, como inflamacdo e desenvolvimento de cancer,
respectivamente (COUGHLIN, 2000; ZIGLER, KAMIYA, BRANTLEY, VILLARES,
BARELI, 2011). Assim, a atividade anti-trombina de CS coloca esse GAG em
destagque na pesquisa por novos compostos com aplicacdes biotecnologicas na
oncologia. A ativacdo de enzimas da coagulacdo no microambiente tumoral
desempenha um papel importante para a progressao do tumor, com efeitos diretos e
indiretos da trombina sobre a biologia da agressividade tumoral. Os estudos na
literatura do potencial antitumoral do CS ainda s&o escassos. Contudo, foi
demonstrado que moléculas de CS séo capazes de atuar bloqueando P-selectinas
presentes em plaquetas, células endoteliais e tumorais, inibindo assim a metastase,
além de modular a sinalizagdo por NF-kB e inibir a metastase de células de
melanoma murino (BORSIG et. al., 2007; ZHAO et. al., 2013).

1.2 A trombina e o seu papel na ativacdo de PAR-1

A trombina é a principal protease efetora da coagulacdo, responsavel pela
ativacao do fibrinogénio em fibrina que culmina na formacao das redes de fibrina, as
quais juntamente com as plaquetas constitui a base estrutural do coagulo. Essa
serino-protease peculiar foi descoberta ainda no século 19 e pertence a familia de
quimiotripsinas, cuja estrutura permite o reconhecimento especifico de um vasto
namero de substratos, colocando essa enzima como uma das moléculas biolégicas
mais multi-facetarias. A trombina desempenha duas funcées opostas importantes:
atua como um fator pro-coagulante quando converte fibrinogénio soltvel em fibrina
insolivel, em um local de lesdo, e como anticoagulante através da ativacdo da
proteina C. O coagulo de fibrina é estabilizado com a ativagdo do fator XIII (trans-
glutaminase), inibicdo da fibrindlise pela ativagdo do inibidor da via do fator tecidual
(TFPI) e pela ativagdo proteolitica dos fatores V, VIII e XI (TSOPANOGLOU &
MARAGOUDAKIS, 2009). Por outro lado, a ligagdo da trombina a glicoproteina
transmembrana trombomodulina (TM), expressa por células endoteliais, inibe sua
capacidade de clivar o fibrinogénio (HOROWITZ et. al., 2011), além de ativar a
proteina C. A proteina C ativada (APC), por sua vez, inativa os fatores de
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coagulacdo Va, Vllla, Xa e IXa, necessarios para a geracdo de trombina.
Finalmente, a trombina € bloqueada no sitio ativo e removida da circulacdo pelas
serpinas circulantes, como a antitrombina (AT), e pelo cofator Il da heparina (HCII)
(HUNTINGTON, 2005).

A especificidade da trombina depende da competicdo entre trés sitios: o sitio
ativo e os exo-sitios | e Il. As interacdes feitas através dos exo-sitios diretas ou
dependentes de cofatores, como AT ou HCII, influenciam a formag&o dos complexos
iniciais de trombina-substrato, permitindo a clivagem da ligacdo peptidica. O
reconhecimento e clivagem do fibrinogénio pela trombina € por exemplo, mediado
pelas interacbes do sitio ativo e do exo-sitio I, enquanto que a clivagem de
receptores PAR-1 e 4 em plaquetas, € mediada através dos exo-sitios | e Il, em uma
regido acida que abrange os aminoacidos 51 a 63 (HUNTINGTON, 2005). Essa
regido altamente acida, denominada local de ligacdo do tipo hirudina, é semelhante
a sequéncia de aminoacidos do peptideo anticoagulante originalmente obtido da
sanguessuga Hirudo medicinalis, a hirudina (ARORA, RICKS & TREJO, 2007,
BODE, 2006). Esse dominio € responsavel pelo aumento da afinidade e poténcia da
trombina com o PAR-1 (ARORA, RICKS & TREJO, 2007). PAR-1, por sua vez
também contém um local de clivagem da trombina entre a arginina na posicéo 41 e a
serina na posicao 42. Essa interacdo com alta especificidade permite que a trombina
clive a regido N-terminal de PAR-1 de maneira irreversivel, expondo o sitio ativo do
receptor de protease por clivagem de um dominio extracelular chave (residuos
LDPR/S), formando assim uma nova por¢gdo amino-terminal com a Serina 42. Essa
nova sequéncia exposta € usada como ancora, a qual se liga intramolecularmente
ao residuo 42SFLLRN47 na regido conservada do segundo loop do receptor,

induzindo assim a sinalizacao transmembranar (YUAN et. al., 2016).

Mais tarde, esse mecanismo de ativacdo de receptores PAR-1 pela trombina
se tornou um alvo de estudo frequente. Dentre os receptores tipo PAR
caracterizados até entdo, o PAR-1 é o principal receptor ativado pela trombina e o
mais bem estudado, tendo sido identificado pela primeira vez por Vu e
colaboradores em 1991 (VU et. al.,, 1991). Esse receptor de protease pertence a
uma familia de receptores que apresentam sete dominios transmembrana acoplados
a proteina G, que diferentemente das interacdes tipicas de ligacdo que ocorrem

neste grupo de proteinas, a ativacdo de PAR-1 se da atraves da clivagem
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proteolitica do dominio N-terminal do receptor pelas serino-proteases (Fig. 3).
Embora a trombina seja o ativador mais eficaz e potente conhecido de PAR-1, a
ativacao pode ocorrer através de outros ligantes, como o fator Xa, tripsina, granzima
A e plasmina (TRIVEDI et. al., 2009; YUAN et. al., 2016). PAR-1 também pode sofrer
uma clivagem proteolitica e ser ativado pela metaloproteinase de matriz 1 (MMP-1)
em células tumorais (BOIRE et. al., 2005; RUF & MUELLER, 2006; O’'BRIEN et. al.,
2001). Uma vez ativado, o PAR-1 inicia uma cascata de sinalizacdo através dos
subtipos de proteina G ativados, Gaq, Gai, Ga12,13 e Gy, resultando na ativagao
de varias vias de transducdo de sinal, como a fosfatidilinositol-3-quinase (PI-3),
proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK), Rho quinases, além de induzir o
aumento de Ca?* intracelular e ativacéo da proteina quinase C (PKC) (COUGHLIN,
2005).

A expressdo de PAR-1 foi reportada em diferentes tipos de células, tais como
células endoteliais, fibroblastos, midcitos, bem como em células hematopoiéticas tais
como plaquetas, neutréfilos, macrofagos, glébulos brancos leucémicos (AUSTIN,
COVIC, & KULIOPULOS, 2013; WOJTUKIEWICZ et. al.,, 2015), enquanto que a
expressdo de PAR-1, PAR-3 e PAR-4 ativados por trombina foi encontrada em
células epitéliais, neurbnios, astrocitos, células imunes e diversas tipos de células
tumorais (NIERODZIK et. al., 1998; JUNGE et. al., 2004; MELNIKOVA et. al., 2009;
VILLARES et. al., 2011; AUSTIN, COVIC, & KULIOPULOS, 2013; LI et. al., 2015;
WOJTUKIEWICZ et. al., 2015). Ao longo dos anos, varios estudos mostraram que a
superexpressdo de PAR-1 esta intimamente relacionada ao fendtipo invasivo e
metastatico em diversos tipos de cancer, incluindo mama (EVEN-RAM ET. AL.,
1998; HENRIKSON, SALAZAR & FENTON, 1999) c6lon (DARMOUL et. al., 2003;
HEIDER et. al., 2004) prostata (CHAY et. al., 2002; KAUSHA et. al., 2006) e
melanoma (FISCHER et. al., 1995; MASSI et. al., 2005; MARTINEZ-GARCIAA et.
al., 2017; TELLEZ et. al., 2003; 2007; VILLARES et. al., 2011). A ativacdo desse
receptor pela trombina se mostra envolvida em eventos mitogénicos e proé-
angiogénicos do cancer, como a superexpressao de fatores invasivos, tais como IL-
8, VEGF, PDGF2 e MMP-2 (TELLEZ & BAR-ELI, 2003), além de promover a
metastase (BAHOU et. al., 2003). O receptor PAR-1 também pode promover uma
sinalizacdo em resposta a proteases originarias do tumor e dos microambientes

tumorais, como MMP-1. Desta forma, o papel de PAR-1 vai além dos seus efeitos na
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coagulacdo, reparo tecidual e inflamacdo, mas atuando também de forma

significativa na progressao de diversos tipos de tumores, incluindo o melanoma.

Trombina
B NH2 -
Sitio de ligagdo da = NH2
trombina para hirudina
seraz  Aredl
Ser 42
PAR-1 ‘ PAR-1
COOH COOH
Gaq Gai GBy
PLCB Adenilciclase l
LTeT)
PIP cAMP |
IPy DAG PIP; =——p P|Py
Ca?* = PKC 4

PKB

MAPK

Figura 3. Estrutura da trombina e a ativacdo de PAR-1 e suas repostas celulares. (A) Diagrama
de fita da trombina (somente a cadeia pesada), com liga¢gbes dissulfeto representadas como palitos e
indicado por setas. A regiao N-terminal do barril-B esta representado predominantemente em azul e
indicado pelo circulo oval pontilhado azul, enquanto a regido C-terminal esta em amarelo e laranja e é
indicada pelo circulo oval pontilhado vermelho. O exositio | € mostrado pelo circulo pontilhado em
preto e o Na* (bola roxa) é mostrado entre o loop 180s (laranja) e o loop 220s (vermelho). (Adaptada
de LECHTENBERG et. al., 2010). (B) A trombina, o principal ativador de PAR-1, liga-se ao dominio de
ligacdo do tipo hirudina na porcdo N-terminal do receptor e o cliva proteoliticamente entre Arg 41 e
Ser 42 de maneira irreversivel. A serina 42 atua entdo como uma ancora de ligacdo para ativar o
PAR-1. Os sinais desencadeados por PAR-1 através das proteinas tipo G Gaq, Gai e GBy ativam
PKC, PKB e MAPK, além de inibir a adenililciclase. (Adaptada de VILLARES, ZIGLER & BAR-ELI,
2011).
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1.3 A sinalizacéo na biologia tumoral do melanoma

7

O melanoma é uma condicdo oncolégica cada vez mais incidente e
representa a forma mais agressiva de cancer de pele, estando associado a uma alta
taxa de mortalidade (GLAZER et. al., 2017; JEMAL et. al., 2010; RETSAS et. al.,
2002). De acordo com a GLOBOCAN, o numero de novos casos de melanoma em
2018 chegou a 287.723 em todo o mundo (GLOBOCAN, 2019). No Brasil a
estimativa de novos casos é de 6.260, sendo 2.920 para homens e 3.340 para
mulheres (INCA, 2018), enquanto os ultimos dados de mortes registrados foram de
1.794, sendo 1.012 para homens e 782 para mulheres (SIM, 2015). A mutacdo no
gene BRAFV600E esta presente em 60% dos casos de melanoma relacionados a uma
alta exposicdo solar nas primeiras décadas de vida do paciente, contudo, ha relatos
de casos de melanoma de pele com auséncia desta mutacdo ou baixa incidéncia
solar prévia (DEVIES et. al., 2002).

De acordo com o modelo de Clark para melanoma, a progressao de
formacdes do tipo nevos hiperplasicos e displasicos para melanoma acontece de
forma gradual (CLARK, 1986). Do ponto de vista clinico, 0s nevos melanociticos sédo
proliferagcdes benignas que aparecem como crescimentos pigmentados planos ou
levemente elevados, geralmente encontrados na pele. Esse nevos sao formados por
melandcitos em proliferagcdo que assumem gradualmente uma morfologia anormal,
tornando-se mais redondos ou ovais, 0s quais formam “ninhos” ao longo da camada
basal e crescem em direcao a derme (CLEMENTE et. al., 1991; SHAIN & BASTIAN,
2016). Nevos displasicos podem progredir a partir de nevos benignos pré-existentes
ou surgir em novos locais. Clinicamente, sdo maiores que a maioria dos nevos
benignos, tém bordas irregulares, e aparecem com Varios graus de pigmentacao
(TUCKER et. al., 1997). Uma vez estabelecido o melanoma, seu crescimento se da
inicialmente de forma radial, sendo denomidado de "melanoma fino". Durante essa
fase, as células de melanoma proliferam entre as camadas da epiderme e derme
superficial com risco significativamente baixo de metastase. A medida que se
desenvolve, 0 melanoma assume uma aparéncia mais nodular, uma vez que as
células relativamente maiores e irregulares comecam a penetrar, invadindo a derme,
caracterizando a fase de crescimento vertical, a qual apresenta alto potencial
metastéatico (CLARK, 1986).
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De todo modo, a alta taxa de mortalidade no melanoma esta associada com a
baixa taxa de cura, como resultado principal da falta de prevencao, diagndstico
tardio e a ocorréncia de metastase. O potencial metastético de um determinado tipo
de cancer é um dos principais indicadores de agressividade do tumor, o qual esti
diretamente associado ao prognostico do paciente. A metastase tumoral € alcancada
por um processo de multiplos passos regulado por uma rede de sinalizacdo
complexa. A transicdo de melandécitos normais para células do tipo melanoma esta
associada a alteragbes genéticas e moleculares. Apesar do vasto numero de
estudos disponiveis na literatura, 0s mecanismos subjacentes a expressao aberrante
de genes que contribuem para o desenvolvimento e progressao do melanoma ainda
requerem maiores esclarecimentos. A perda ou ganho da fungcéo do gene e/ou de
um fator de transcricdo pode desempenhar um papel importante na progresséo do
tumor. No melanoma, um conjunto de genes tem sido apontado como um importante
alvo na génese e desenvolvimento do tumor, no qual o PAR-1 parece desempenhar

uma funcgéo central.

Dois mecanismos participam da regulacdo de PAR-1: o transporte e
dessensibilizacdo do receptor. Em células normais, PAR-1 sofre uma ubiquinitizacdo
para entdo ser internalizado, o que estd associado com dimero de clatrina/AP2
(proteina adaptadora 2) e a dinamina (HUDAK et. al.,, 2017; GRIMSEY, LIN &
TREJO, 2014; SOH et. al., 2010). Em seguida, seu transporte para os lisossomos €&
facilitado pela proteina organizacional nexina-1 (SNX-1). A fosforilacdo e a interacéo
proteica de PAR-1 com o receptor de quinase da proteina G acoplada acontece em
questdo de segundos, seguida pela dissociacdo da proteina G e dessensibilizacdo
por PAR-1 (GULLAPALLI et. al., 2006). Em contraste com o rapido e rigido controle
da ativacdo do PAR-1 em tecidos normais, o PAR-1 é ativado constitutivamente em
células tumorais. A maioria das respostas celulares sdo ativadas por um estimulo
persistente do segundo mensageiro ERKY? (TATOUR et. al., 2017; WANG et. al.,
2015). Como nos demais tipos de cancer, a sinalizagcdo de PAR-1 no melanoma é

desencadeada principalmente pela trombina.

Durante as etapas da progressdo tumoral, a geracdo de trombina é
frequentemente ativada em resposta a hiperregulacdo do iniciador da cascata de
coagulacdo, o fator tecidual (FT), expresso constitutivamente na superficie de

células tumorais, como o melanoma. Além disso, a ativacdo da trombina resulta na
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clivagem do fibrinogénio em fibrina, gerando depodsitos de fibrina que sao
sedimentados nas paredes do tumor e armazenam trombina ativa, a qual € liberada
apos a degradacao da fibrina pela plasmina (BROMBERG et. al., 1995; MUELLER
et. al., 1992). Esse turnover da trombina favorece o microambiente do melanoma
através da ativacdo do PAR-1. Dados significativos colocam PAR-1 como um gene
chave na evolucdo do melanoma, correlacionado o aumento de sua expressdo com
a incitacdo de eventos orquestrados durante o processo de evolugédo tumoral e
metastase (NIERODZIK & KARPATKIN, 2006; VILLARES et. al., 2008; ZIGLER et.
al., 2011).

PAR-1 é superexpresso em células de melanoma metastatico, mas ndo em
nevos primarios e pele normal (MASSI et. al., 2005; VILLARES et. al., 2008). Além
disso, células de melanoma isoladas das lesdes metastaticas de pacientes
mostraram expressoes proteica e de mMRNA de PAR-1 aumentadas em comparacao
com a forma ndo metastatica da doenca (SILINI et. al., 2010). A ativacao da via de
sinalizacdo de PAR-1 foi tida como um fendtipo precursor em células de melanoma.
Uma vasta gama de estudos mostrou que em linhagens de melanoma, a sinalizacao
por PAR-1 mobiliza a adeséo, invasdo, bem como o aumento da secrecao de fatores
anti-apoptéticos e angiogénicos para promover a invasao e metastase do melanoma
(COUGHLIN, 2000; NIERODZIK & KARPATKIN, 2006; VILLARES et. al., 2008;
ZIGLER et. al., 2011). Uma vez acoplado a proteinas G, PAR-1 desencadeia vias
como as da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), cascata da proteina quinase ativada
por mitébgenos (MAPK), Rho quinase e fosfolipase C-B (PLC- pB), todas
intrinsicamente envolvidas nos processos de proliferacdo, migracao e adeséo celular
(COUGHLIN, 2000). A ativacao deste receptor de trombina leva a secrecdo de MMP-
1, o que promove o aumento dos niveis de colageno-1 na pele, e a ativacdo dos
fatores de crescimento EGFR e IGF-1, favorecendo a invasdo no melanoma
(ZIGLER et. al., 2011). Adicionalmente, PAR-1 favorece diretamente a angiogénese,
o qual é considerada um marcador importante da metastase tumoral, através da
inducéo da expressédo do fator ativador de plaquetas (PAF), IL-6, IL-8 e do fator pro-

angiogénico VEGF em células endoteliais e células de melanoma (Fig. 4).

A regulagdo transcricional de PAR-1 no melanoma ndo esti totalmente
elucidada, porém dados da literatura reportam que o fator transcripcional proteina 2a
(AP-2a) tem uma participagdo importante na expressdo de PAR-1. A perda da
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expressdo de AP-2a esta associada com a transicdo da fase de crescimento tumoral
radial para a fase de crescimento vertical, na progressdo do melanoma
(GERSHENWALD et. al.,, 2001), bem como com reduzidos niveis de p21 e uma
baixa taxa de sobrevivéncia de pacientes com melanoma (KARJALAINEN et al.,
1998). A diminuicdo ou perda deste fator de transcricdo esta relacionada tambéem
com um aumento da expressdo de MMP-2 e 9, VEGF, BCL-2 e PAR-1 (BRAEUER
et al., 2011). No melanoma, uma analise da regido promotora de PAR-1 revelou
multiplos sitios de ligacdo a AP-2a e a outro fator transcripcional, o SP-1, bem como
dois motivos de ligacdo sobrepostos em SP-1 e AP-2a na regido 3' proximal
(TELLEZ et. al., 2003), sugerindo que esses fatores de transcricdo regulam a
atividade da regido promotora de PAR-1 e suprimem assim a sua expresséo. Esse
mesmo estudo mostrou que em linhagens de melanoma com pouco ou sem nenhum
potencial metastatico, AP-2a se encontra ligado a regido promotora de PAR-1,
enquanto SP-1 esta ligado a PAR-1 somente em células de melanoma metastatico.
Assim, esses fatores estariam se ligando de maneira mutua e exclusiva em uma das
regides de ligacdo do receptor de trombina. Esses dados sugerem que no
melanoma, os baixos niveis de AP-2a permitem que SP-1 se ligue aos seus motivos
de ligacdo da regido promotora de PAR-1, culminando na ativacdo deste gene.
Contrariamente, em células de melanoma ndo metastaticas AP-2a € expresso e
ocupa a posicdo de ligagdo na regido promotora do gene, suprimindo a sua
expressdo (TELLEZ et. al., 2003).

Além de promover efeitos diretos sobre atividades bioldgicas pro-tumorais,
PAR-1 é capaz de modular a expressao de outros genes envolvidos no sucesso do
tumor, formando um complexo sistema de sinalizacdo génica no melanoma (Figura
2). H4 uma década, o gene da proteina de canal conexina 43 (Cx-43) foi identificado
como sendo um importante alvo da modulacdo de PAR-1 no melanoma. As
conexinas sdo proteinas de canais de membrana intracelular que controlam a
passagem de moléculas menores que 1,2kD, entre células adjacentes, e atuam
também como proteinas de membrana com propriedades adesivas (COTRINA, LIN
& NEDERGAARD, 2002). A ligagéo entre células tumorais em transicdo de um local
primario para um orgao secundario requer a ligacdo e migracao de células tumorais
através do endotélio vascular. Essa comunicacdo entre células tumorais e células

endoteliais demonstrou ser mediada por conexinas e é essencial para o
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extravasamento de células tumorais para o local metastatico (ZEFFERINO et. al.,
2019). Apesar das funcdes bem descritas das conexinas, como migracao, regulacéo
da morfologia celular e até rigidez da célula (HANAHAN & FOLKMAN 1996), o papel

destas proteinas de canal no cancer a nivel molecular ainda é controverso.

Alguns trabalhos sugerem que as conexinas parecem atuar como
supressores de tumores, poréem ndo foram encontradas muta¢des no gene conexina,
como € comumente mostrado para genes supressores de tumores (MESNIL et. al.,
2005) e nenhum mecanismo claro de controle do crescimento foi estabelecido para
estas proteinas, ao contrario do que ja foi observado para supressores de tumores
conhecidos. A literatura traz relatos de conexinas atuando tanto como supressores
de tumores quanto como facilitadores do processo tumoral. Elzarrad e colaboradores
observaram que a Cx-43 desempenha um papel importante na metastase,
particularmente durante as etapas de invasdo e adesdo endotelial durante a
comunicacdo entre células provavelmente devido a diferencas nas expressfes das
conexinas, algumas células tumorais podem se encontrar na fase de proliferacao
(Cx-43 nado expressa), enquanto outras células tumorais estaria na fase de migracao
(Cx-43 expressa) (ELZARRAD et. al., 2008).

No melanoma, apesar de um estudo ter mostrado que a superexpressao de
Cx-43 suprime a angiogénese tumoral, através da diminuicdo da atividade
transcricional do fator de hipéxia HIF-1a e inibicdo da expressao de VEGF (WANG
et. al., 2014), a maioria dos trabalhos relacionam o aumento da expressao de Cx-43
com o0 aumento da atividade adesiva de células de melanoma ao endotélio, o que
favorece o extravasamento do tumor para outros tecidos (CHEN et. al., 2016; LIN et
al., 2010; SIERN et. al., 2012; VILLARES et. al., 2009). Interessantemente, no
melanoma, Cx-43 sofre uma regulagao génica direta por PAR-1. O silenciamento de
PAR-1 resulta na diminuicdo da ligacdo de células de melanoma metastatico a
células endoteliais humanas, juntamente com uma diminui¢cdo significativa na
expressdo de Cx-43, como resultado da ligagdo reduzida da sua regido promotora

aos fatores de transcricdo SP-1 e AP-1 (VILLARES et. al., 2009).

Um dos efeitos biolégicos mais diretos de PAR-1 sobre o melanoma é a
modulacao direta sobre as quinases que controlam a maquinaria de proliferagdo no
cancer. Uma das principais caracteristicas do céancer € a rapida e desordenada

proliferacdo das células cancerigenas. As mutacdes génicas em BRAF e NRAS séo
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responsaveis pela tumorigenése no melanoma e desencadeiam as primeiras
respostas cancerigenas através da regulacdo das vias de sinalizacdo das quinases
pro-mitogénicas PI3K/Akt, MAPK/ERK, e c¢c-KIT (KYRGIDIS et al. 2010). Dentre
essas, PISK e MAPK sé&o as principais vias no desenvolvimento do melanoma,
responsaveis pela regulacdo da proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacéo celular.
Mutacbes em BRAF sédo frequentemente encontradas ainda durante a formacéo de
nevos melanociticos, sugerindo que esse evento ocorra nas etapas iniciais da
progressdo do melanoma (POLLOCK et. al., 2003). Além disso, 25% dos casos de
melanoma apresentam mutacfes em NRAS e uma pequena fracdo dos melanomas
apresentam ainda ou mudancas no perfii de ativacdo de KIT ou
fusdes/translocacbes de ALK ou ROS com outros genes, todas resultando em um
feedback positivo na sinalizacdo de MAPK (BASTIAN et. al, 2014). Assim, os dois
principais oncogenes no melanoma BRAF e NRAS sé&o responsaveis por ativar a via
de sinalizacdo de MAPK ainda nos estagios mais iniciais do desenvolvimento do
melanoma (ELLERHORST et al. 2011; BASTIAN, 2014), e mais importante, essas
mutagfes ocorrem de maneira exclusivamente mutua, e em cerca de 75% de todas
as mutacdes inerentes no melanoma em qualquer um dos genes (HOCKER & TSAO
2007; CURTIN et al. 2005). Essa relacdo mostra a importancia da via de MAPK na

progressdo do melanoma como um importante alvo terapéutico.

A descoberta das mutacées de BRAF também trouxe indicios da participacao
de outros membros de vias também importantes no desenvolvimento do melanoma.
A proteina de baixo peso molecular GTPase RhoA responsavel pela ativacdo do
eixo RhoA/RhoA quinase, regula a dinamica do citoesqueleto de actina, participando
ativamente nas atividade de proliferacdo e migracdo celular no melanoma. Em
células de melanoma a quimiocina CXCL12 ativa RhoA, a qual desempenha uma
funcdo importante durante a invasdo e metastase (BARTOLOME et. al., 2004,
ROBLEDO et. al., 2001). A ativacdo de RhoA ocorre através do acoplamento de
proteinas G a fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs) Rho. Os ligantes
de receptores de proteina G mais eficazes na ativacdo de RhoA incluem o acido
lisofosfatidico, esfingosina-1-fosfato, tromboxano A2 e trombina (DJELLAS et. al.,
1999; MOERS et. al., 2003; SIEHLER et. al., 2001; WALSH et. al., 2008; ZHAO et.
al., 2014). PAR-1 também & capaz de acoplar a proteinas G e promover a ativacao
de RhoA (COUGHLIN, 2000). Assim, a trombina atua de forma direta sobre a
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ativacdo de RhoA, se ligando a proteinas G e de forma indireta, quando se liga e
ativa PAR-1, que por sua vez também ativa RhoA. A ativacdo da sinalizacdo de
RhoA mediada pela trombina, culmina ainda na ativacdo do principal fator de
transcricdo inflamatoério, o NF-k (DUSABAN et. al., 2013; LEONARD et.al., 2013).

A transcricdo mediada por NF-k € a principal regulacdo na expressao de
diversas citocinas e quimiocinas que influenciam as propriedades das células
linféides e mieléides no microambiente tumoral. (RICHMOND & YANG, 2016). No
melanoma a ativacdo frequente de NF-kB esta associada a mutagcdo do tipo
BRAFV600E (GUARNERI et. al.,, 2017). Células de melanoma frequentemente
expressam niveis de citocinas e seus receptores que variam de acordo com 0s
diferentes estdgios da progressédo da doenca. As interleucinas (IL) 1B, IL-6 e IL-8,
por exemplo, sdo conhecidas por serem importantes fatores determinantes na
proliferacdo celular e progressdo do melanoma (JENKINS, BRINCKERHOFF &
MULLINS, 2015; RICHMOND, YANG & SU, 2009). Nevos e melanomas primarios
finos (menos de <1 mm de espessura) expressam baixos niveis de IL-8, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator de crescimento transformador beta (TGF-(3),
enquanto melanomas mais avancados (> 1mm de espessura) mostram regulacdo
positiva de IL-1a, IL-1B, IL-8, TNF-a, TGF-B e do fator de estimulante de colbnias do
tipo macrofago-granulocitico (GM-CSF) (MORETTI et. al., 1999). Assim, a medida
gue o tumor se desenvolve ha um aumento dos niveis destas citocinas, mostrando
uma clara relacdo entre o desenvolvimento tumoral e a producdo de citocinas
mediada por NF-kB. A hiperexpressao de NF-kf3 por sua vez, pode ativar também a
sinalizagdo de PAR-1, dando embasamento a um ciclo vicioso de resposta
inflamatoria no cancer mediado pelo eixo PAR-1/RhoA/NF-kB/PAR-1.

Por conseguinte, PAR-1 promove uma sinalizacdo sobre outro receptor que
tem uma participacdo importante no melanoma, o receptor do ativador de plaguetas
(PAFR). A ativacdo de PAR-1 em células de melanoma aumenta positivamente a
expressdo de PAFR e a secrecdo de seu ligante PAF, gerando vérios efeitos no
microambiente do melanoma, como adesdo de células tumorais a células
endoteliais, crescimento tumoral, angiogénese e metastase (MELNIKOVA,
VILLARES & BAR-ELI, 2008). PAF é responsavel pela ativagcdo das plaquetas,
promovendo a formacdo de agregados de plaguetas e células tumorais,

denominados trombos mistos. Esses agregados uma vez circulantes na corrente
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sanguinea, embolizam, levando a isquemia e exposicdo do endotélio. Como
resultado, células tumorais e plaquetas se ligam com mais avidez a membrana e
matriz basal subendotelial e assim, esses émbolos tumorais levam a um
extravasamento tumoral para o parénquima tecidual e a formacdo de vasos
colaterais no tumor, pela neoangiogénese (NIERODZIK & KARPATKIN, 2006). Além
disso, esses agregados plaquetario-tumorais protegem as células tumorais do
reconhecimento pelas células de defesa natural killer (células NK) (NIESWANDT et.
al., 1999), formando uma espécie de “escudo” que previne o ataque do tumor pelo
sistema imunologico. Desta forma, uma relacdo estreita entre plaquetas e células
tumorais se desenvolve, propiciando uma rapida e eficiente producdo de trombina
pelo tumor, uma vez que as plaguetas fornecem uma superficie catalitica para a
geracdo de trombina a partir de proteinas coagulantes. Essa comunicacao leva a
uma ligacdo forte entre plaquetas e células tumorais, mediada pela ligacdo da
integrina plaquetaria lib-llla as integrinas tumorais via fator de Von-Willebrand (VWF)
e fibronectina (NIERODZIK & KARPATKIN, 2006).

A ligacdo de PAF ao seu receptor PAFR, eleva também o0s niveis da
expressdo proteica e de mRNA da molécula de adesdo celular de melanoma
(MCAM)/MUC18 (CD146) em células de melanoma, que por sua vez, promove a
adesdo das células de melanoma as células endoteliais e aumenta a expressao de
MMP-2 (MELNIKOVA et. al., 2009), culminando na invasao tumoral e metastase. A
expressdo de PAFR é detectada em queratinécitos, mas ndo em melandcitos,
sugerindo que o recrutamento progressivo de melandcitos para a derme seja
impulsionado pelos queratinécitos e, possivelmente, pelos fibroblastos e mastocitos
acumulados durante esse processo. Essas células sao responsaveis pela regulacéo
da homeostase da pele e participam ativamente no comportamento dos melandcitos
residentes, bem como no crescimento do melanoma e na invasdo maligna local
(MASSI et. al., 2005). Relatos demonstram que a hiperexpressdo de PAFR ocasiona
alteracOes progressivas hiperproliferativas na epiderme, como a hiperplasia de
queratinécitos acompanhada de hiperpigmentacao (ISHII et. al., 1997; SATO et. al.,
1999). Esses achados colocam a expressao de PAFR como um importante indicador

de agressividade tumoral no melanoma.

A ativacdo plaquetéria também é capaz de estimular um dos mais importantes

eventos bioldgicos do cancer, a angiogénese. Uma vez ativadas pela trombina, as
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plaguetas sdo capazes de promover, ndo somente a sintese e secrecao do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), mas também a sintese do oncogene-a
relacionado ao crescimento das células tumorais, PDGF e angiopoietina-1, além do
aumento do dominio da angiopoietina-2 em células endoteliais (LI et. al., 2001). O
melanoma € altamente angiogénico nos sitios primarios e esse fenotipo €
contribuido pelas moléculas inflamatérias secretadas por ambas células de
melanoma e por células do microambiente do local afetado. Uma vez que as células
tumorais extravasam para 0 parénquima, iniciam o processo de angiogénese e
proliferacdo para estabelecer uma nova metastase (BRAEUER et. al., 2013). Sem
angiogénese o tumor se torna hipoxico e carece de nutrientes necessarios para a
sua sobrevivéncia, fazendo desse evento uma etapa crucial para a progressao do

tumor.

O fendtipo angiogénico do melanoma esta entre os principais responsaveis
pelo alto potencial metastatico do melanoma. Moléculas como VEGF-A, VEGF-C,
fator basico de crescimento fibroblastico (bFGF), PAF, IL-8 e o &cido lisofosfatidico
lipidico (LPA) sédo os principais efetores que contribuem para a progressdao do
melanoma via angiogénese e linfangiogénese. VEGF-A, o principal fator proé-
angiogénico foi uma das primeiras moléculas identificadas como indutoras da
formacao de vasos (LEE et. al., 2007). A expressao de VEGF ¢é estimulada pelo fator
induzido por hipoxia-1a (HIF-1a) (KROCK, SKULI & SIMON, 2011). Quando ocorre
hipéxia dentro ou nas media¢des do tumor as propriedades malignas cancerigenas
como invasdo e metastase tendem a aumentar, juntamente com resisténcia a
quimioterapia (LU & KANG, 2010; ROHWER & CRAMER, 2011; SHAY et. al., 2014).
Essas alteracbes induzidas por hipéxia sdo mediadas, em parte pela atividade
transcricional da via de sinalizacdo de HIF-1a, a qual é capaz de promover a
transcricdo de mais de 400 genes alvos conhecidos. Dentre estes genes, o VEGF-A
tem um papel fundamental na malignidade do melanoma. Pacientes com melanoma
metastatico exibem uma abundancia nos niveis de VEGF e HIF-1a em seus tumores
(MARTINEZ-GARCIA et. al., 2017). O papel do VEGF como principal favorecedor da
angiogénese ja é bem estabelecido e por isso tem sido associado como um
importante marcador da agressividade do melanoma. Por fim, a expressao de
VEGF, juntamente com outras moléculas pré-angiogénicas como MMP-2 e IL-8 séao

também estimuladas diretamente através da sinalizagdo por PAR-1 (LIU et. al.,
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2014; HUANG et. al., 2015; VILLARES et. al., 2008; VILLARES, ZIGLER & BAR-ELI,

2011; XIE et. al., 2016), agregando também o efeito pré-angiogénico a esse receptor
na ascensao do melanoma.
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Figura 4. Regulacdo de PAR-1 no melanoma e a sinalizagcdo de moléculas envolvidas na
progressdo do melanoma. A sinalizagdo celular desencadeada por PAR-1, através da proteina G,

aumenta os niveis de moléculas envolvidas na proliferagdo, migracdo, invasdo e angiogénese,
incluindo IL-8, VEGF, PAF, MMP-2 e conexinas.

O papel de PAR-1 no melanoma tém sido amplamente estudado e ao longo
dos anos tem-se despertado um grande interesse na comunidade cientifica devido
ao seu potencial terapéutico emergente. Os inibidores de PAR-1 podem trazer efeito
antitumoral através da inibicdo da proliferacdo de células tumorais, reducdo da

invasdo tumoral e angiogénes, bem como metastase. Atualmente, o vorapaxar
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(SCH530348) e o atopaxar (E5555) séo as duas formulacdes clinicas de inibidores
da PAR-1 que passaram por amplo desenvolvimento clinico (KALANTZI et. al., 2012;
KRANTZ & KAUL, 2015). Contudo, os estudos de inibidores de PAR-1 no cancer
ainda sdo escassos e requerem um maior aprofundamento. Visto o ascendente
interesse de PAR-1 como alvo na terapia do cancer, a identificacdo e estudo de
novos inibidores desse receptor, bem como de seu principal ativador, a trombina, &
de grande importancia biotecnoldgica. Neste sentido, destacam-se 0s

glicosaminoglicanos pelo seu conhecido potencial anti-trombina.

Recentemente foi caracterizado um CS obtido do camardo Litopenaeus
vannamei (sCS) com atividade anti-inflamatoéria in vivo, capaz de inibir a trombina de
forma direta e através do HCIl (PALHARES et. al., 2019) e por isso, foi despertado
nosso interesse em avaliar o potencial deste composto sobre o desenvolvimento do
melanoma, um tipo de cancer que apresenta uma modulacéo intrinseca através do

principal receptor da trombina, o PAR-1.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo determinar as caracteristicas estruturais

de um CS isolado do cefalotérax do camarao Litopenaeus vannamei e avaliar seu

potencial antitumoral através dos processos de migracdo, proliferacdo celular e

producdo de citocinas e sobre 0s niveis de expressao génica de genes relacionados

ao desenvolvimento do melanoma.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Extrair e purificar o sCS a partir do cefalotérax de L. vannamei, e determinar a

sua massa molecular e composi¢do dissacaridica;

v Estudar o potencial antitumoral do sCS de L. vannamei através de:

o

Avaliacado do efeito citotoxico, inducdo de morte celular e apoptose do
sCS sobre células de melanoma,;

Andlise de seu efeito sobre a migracdo celular através de uma
membrana permeavel e ensaio de reparo da fenda;

Investigacédo do efeito do sCS sobre a clonogenicidade de células de
melanoma e sobre seu crescimento independente de ancoragem;
Avaliacao do efeito do sCS sobre a expressao de genes relacionados a
progressao tumoral em células de melanoma,;

Investigacdo de sua acdo sobre a producdo de citocinas e melanina
em células de melanoma,;

Avaliacao de seu efeito sobre o crescimento tumoral in vivo;

Avaliacao do efeito do sCS sobre a expressao de genes relacionados a
progressdo tumoral em tumores de melanoma e pulmbes de
camundongos;

Investigacdo de sua acdo sobre a producao de citocinas e VEGF em
plasma de camundongos com crescimento tumoral,

Avaliacdo do efeito do sCS sobre a histologia e imuno-histoquimica
para PAR-1 e VEGF em cortes de tumores e pulmbes de

camundongos submetidos ao ensaio de crescimento tumoral.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiais Bioldgicos
3.1.1. Camaréo Litopenaeus vannamei

O material biologico utilizado como matéria prima para extracdo do sCS foi o
cefalotorax (cabeca) do camardo Litopenaeus vannamei, conhecido
popularmente como camardo branco do pacifico. O material foi gentilmente
cedido pela empresa Enseg Industria Alimenticia LTDA., localizada na BR 304,

Macaiba-RN, e foi mantido sob refrigeracdo até o processamento.
3.1.2. Animais

O experimento de crescimento tumoral in vivo para a determinacdo da
atividade anti-melanoma do sCS de L. vannmei foram realizados com 40
camundongos machos da linhagem C57BI/6 (black), com dois meses de idade,
pesando entre 25 e 30 g, gentilmente cedidos pelo Instituto Aggeu Magalhaes —
Fiocruz - PE, e mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os animais receberam agua e
dieta ad libitum e os experimentos foram aprovados pelo comité de ética em
pesquisa — CEUA/UFRN (Protocolo 003/2018, CERTIFICADO n°
081.003/2018).

3.1.3. Linhagens celulares

Para investigar o efeito do sCS isolado do camarao sobre o crescimento
tumoral in vivo e in vitro, foram escolhidas as células de melanoma murino
B16F10, as quais foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), enriquecido com 10% de soro
fetal bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina e antibi6ticos. Para subcultivo, as
células foram lavadas com tampé&o fosfato salino (PBS) e incubadas com uma
solucdo de tripsina a 0,2%, por 5 min., a 37°C e 5% de CO2. Apols esse
periodo, a tripsina foi inativada pela adicdo de meio contendo SFB e as células
desprendidas da garrafa foram centrifugadas em tubo coénico de 15 mL. Em

seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi
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cuidadosamente ressuspenso em novo meio contendo 10% de SFB. A
suspensao celular foi transferida para uma nova garrafa, a qual foi colocada na

estufa e as trocas de meio foram realizadas a cada dois dias.
3.2. Reagentes e outros materiais

e 1,3-diaminopropano e cetiltrimetilamonio (CETAVLON) foram adquiridos
da Aldrich Chemical Co. Inc. (Millwaukee, WI, EUA).

e Acido acético, acetona, metanol, cloreto de sédio, hidroxido de sédio e
cristal violeta, foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil);

e Agarose (Standard-Low-Mr) foi adquirida da BioRad Laboratories
(Richmond,CA, EUA);

e Anticorpos anti-PAR-1 e anti-VEGF foram adquiridos da Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA);

e Condroitim 4-sulfato e condroitim 6-sulfato, extraidos de cartilagem de
baleia e cartilagem de tubardo, respectivamente. Dermatam sulfato,
extraido de pele de porco, foram adquiridos da Miles Laboratories
(Elhart, IN, EUA);

e Enzimas condroitinases AC e ABC foram adquiridas da Sigma-Alderich
(San Luis, Missouri, EUA);

e Etanol e benzina foram adquiridos da Cromato Produtos Quimicos Ltda.
(Diadema, SP, Brasil).

e Heparina de baixo peso molecular (enoxaparin) foi obtida do Laborato6rio
Sanofi-Aventis Farmacéutica (Sao Paulo, SP, BRASIL).

e Kit para dosagem de citocinas 1L-1B, TNF-a e VEGF por ELISA da
eBioscience (New Jersey, NY, EUA);

e Resina de troca ibnica Lewatite da Bayer, gentilmente cedida por Acucar
Guarani S/A (Olimpia, Sao Paulo, lote AD001).

e Superase foi adquirida da Prozyn Industria e Comércio Ltda. (Sao Paulo,
SP, Brasil);

e TagMan® Gene Expression Assays foi adquirido da Thermo-Fisher
(Waltham, MA, EUA).
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TRizol foi adquirido da Thermo-Fisher (Waltham, MA, EUA).
Viocase, extraida de pancreas de porco, foi adquirida da Gibco (Life
Technologies, Rockville, MD, EUA), a qual contém uma mistura de

esterases, peptidases, nucleases, elastases e colagenases.

Os demais reagentes e materiais utilizados foram da melhor qualidade

disponivel.

3.3. Aparelhos

Além dos aparelhos usuais de laboratério, foram utilizados:

Banho-maria metabdlico Dubnoff, modelo TE-053, mesa agitadora
modelo TE-140 e balanca modelo B-TEC-2200 da TECNAL -
Equipamentos para Laboratérios Ltda. (Piracicaba, SP, Brsail);

Camara para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por
Jaques e col. (1968), (Técnica Permatron Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil);
Capela de fluxo laminar Pachane, Pa300, Piracicaba/SP;

Centrifuga refrigerada, modelo CR 21da Hitachi Koki Co. Ltda. (Toquio,
Japao);

Espectrofotdbmetro de microplaca Epoch, BioTek (Winooski, Vermont,
E.U.A);

Incubadora de CO2 Thermofarmo série I, modelo 3110-EUA.

Leitor de ELISA para fluorescéncia, modelo Victor? 1420, com sistema
‘mullabel conter”, da Pekin-Elmer Life Sciences-Wallac Ou. (Turku,
Finlandia);

Medidor de pH modelo FTP 125 da IMPRINT do Brasil Ltda. (Campinas,
SP, Brasil);

Microscopio invertido com contraste de fase, modelo TS-300 da Nikon
(Toquio, Japéo);

Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford,
MA, EUA).
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3.4. Extracédo de glicosaminoglicanos e purificagdo dos compostos tipo
CS do camaréao L. Vannamei.

O processo de extracdo de GAGs do camarao foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por Brito et al. (2008). Brevemente, o material
biolégico (8,2 Kg de cefalotérax do camardo) foi triturado e delipidado com
acetona. A massa obtida apos o processo de delipidacdo foi seca e triturada
para formacdo de um po, o qual foi homogeneizado com NaCl 1,0M e
submetido a protedlise por 24 horas, a 60°C. Em seguida, a mistura foi filtrada
e a suspensado obtida foi complexada com resina de troca-iGnica (Lewatit), a
qual foi eluida com NaCl 3,0M, obtendo-se um pool de GAGs que foi
denominado de Fracdo 3,0M (F-3,0M). A partir dessa fracdo, foi realizado
fracionamento com acetona, adicionando volumes crescentes (v/v) 0,5; 0,7; 1,0
e 2,0. Em seguida, o composto tipo CS foi purificado através da F-1,0A por
cromatografia de troca-ibnica em DEAE-Sephacel, eluida com NaCl nas
molaridades de 0,5, 0,8 e 1,0 M. Os eluatos foram analisados quanto a
presenca de GAGs através da dosagem de acido urénico por meio do ensaio
de Carbazol (DISCHE, 1947). O composto eluido com 1,0 M de NaCl foi
dessalinizado através de coluna de gel-filtracdo G-25, eluido com etanol 10%.
Apos liofilizacdo o composto purificado, sCS (40 mg) foi submetido a analises

posteriores.
3.5 Eletroforese

O composto purificado foi avaliado por eletroferese em gel de agarose
(0,6%) em tampé&o Diaminopropano (PDA) 0,05 M, pH 9,0. O gel foi submetido
a 100 V em cuba refrigerada a 4°C utilizando-se como indicador de corrida o
vermelho de cresol. Apés a corrida, o gel foi fixado com CETAVLON (0,1%) por
no minimo 2 horas, seco sob corrente de ar quente e corado com azul de
toluidina 0,1%, em acido aceético 0,1% e etanol 50%. Depois de retirado o

excesso com solucdo descorante, o gel foi seco a temperatura ambiente.
3.6. Analise estrutural do composto tipo CS do camaréo L. Vannamei.

3.6.1 Determinacao do peso molecular
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O peso molecular (PM) do sCS foi determinado por cromatografia de
permeacdo em gel em um sistema de cromatografia liquida de alta presséo
(GPC-HPLC), utilizando uma coluna de 300 x 7,8 mm BioSep SECTM S-2000
LC (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Aliquotas de 20 uL de solugao de sCS
(10 mg/mL na fase moével de Na2SO4 0,3 M) foram aplicadas no sistema GPC-
HPLC a uma taxa de fluxo constante de 1 mL/min. A deteccdo de UV foi
realizada a 205 nm a temperatura ambiente. A coluna foi previamente calibrada
com polissacarideos de pesos moleculares conhecidos; 1,7, 4,0, 10,0 e 16,0
kDa, correspondentes a fondaparinux sédico, enoxaparina, heparam sulfato e

heparina n&o fracionada, respectivamente.
3.6.2 Digestéo enzimatica e analise por HPLC

A digestdo enzimatica foi realizada como previamente descrito (LIMA,
HUGHES, et al., 2013). 100ug do composto tipo CS isolado do camaréo foi
incubado com uma mistura de liases (2,5 mUl cada — TRIS-HCI PH 8.0, 60 mM
acetat de sodio) do tipo condroitinase AC 1l e ABC de Flavobaterium
heparinum, as quais degradam compostos tipo condroitim sulfato e dermatam
sulfato, respectivamente. Os dissacarideos produzidos foram submetidos a
uma cromatografia de alta performance (HPLC) do tipo 150x4,6 mm
Phenosphere SAX (Phenomenex, Torrance, CA, EUA) utilizando um gradiente
de 0 & 1M de NacCl, durante 30 minutos com fluxo de 1mL/min e a detecgéo foi
feita através de leitura de absorbancia de UV a 232 nm. Os picos
corresponderam as posicoes de eluicdo dos seguintes padrées dissacaridicos
conhecidos: AUA B (1—3) GalNAc 6-O-sulfato; AUA B (1—3) GalNAc 4-O-
sulfato; AUA B(1—3) GalNAc 4,6-di-O-sulfato, onde AUA representa GIcA.

3.6.3 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN foram realizadas com 200 pL de sCS em D20
contendo trimetil-sililpropanosulfonato de sodio (DSS) 100 uM a 343 K usando
um espectrometro Bruker Avance II" 600 MHz equipado com um CryoProbe
TCI do Instituto de Biologia Integrativa da Universidade de Liverpool, Reino
Unido. Além dos espectros unidimensionais (*H-RMN e !2C-RMN), foram

coletados os espectros bidimensionais homonucleares (COZY, TOCSY e
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NOESY) heteronucleares (HSQC e HMBC). Os espectros TOCSY foram
medidos com um tempo de mistura de 120 ms, enquanto os tempos de mistura
dos espectros NOESY estavam entre 30 e 240 ms. Os espectros foram
processados usando o Bruker TopSpin e atribuidos usando o software
Collaborative Computing Project for NMR Analysis (VRANKEN et al., 2005). A
integracdo de 'H / 13C HSQC foi realizada usando o software INFOS para
ajuste de espectro (SMITH, 2017). A integracdo do espectro de protons foi
realizada usando o software Bruker TopSpin para calcular a propor¢éao de cada
variante de residuo presente na amostra do polissacarideo. Os parametros
completos de aquisicdo sao fornecidos em uma tabela no anexo deste

documento.

3.7. Avaliagado da atividade antitumoral in vitro e in vivo do sCS do

camarao L. Vannamei.
3.7.1 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi investigada utilizando o Alamar Blue®, o qual
contém um indicador redox que, na presenca de células metabolicamente
ativas, muda da forma oxidada (azul e néao fluorescente) para a forma reduzida
(rosa e fluorescente). Para isso, células endoteliais ou células de melanoma
B16F10 (1,0 x 10* células/poco) foram cultivadas em placas de 96 pocos por 1
h, para adesdo. Em seguida, o meio foi aspirado e as células foram tratadas
com 100 pL de CS do camarado ou heparina nas concentracées de 25, 50 ou
100 pg/mL, por 24 h, 37°C e 5% de CO2. Meio de cultura foi utilizado como
controle positivo. Apés o periodo de tratamento, foi adicionado Alamar Blue®
em uma quantidade igual a 10% do volume do meio contido em cada poco e a
placa foi incubada por 4 h, a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, a quantidade de
alamar reduzido foi monitorada por absorbancia a 570 e 600 nm. Os valores
obtidos foram usados para determinar a viabilidade celular por meio da férmula:

Onde:
As70 — (As00 X Ro) X 100 As7o € Asoo = absorbancia a 570 e 600 nm,
A’s70 — (A’600 X Ro) respectivamente, dos pogos contendo

tratamento com heparina ou heparinoide.

A’s70 € A’soo = absorbancia 570 e 600 nm,
respectivamente dos pocos contendo
apenas células + meio, sem tratamento
(controle).

Ro = fator de corregéo
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3.7.2 Analise por citometria de Fluxo

A morte celular das células tumorais foi avaliada através do Kit de
deteccdo de apoptose e necrose usando marcacdo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e anexina V/iodeto de propidio (IP) (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA) de acordo com as instrugcbes do fabricante.
Resumidamente, as células foram coletadas por tripsinizacdo, lavadas com
tampéo salino-fosfato (PBS) e centrifugadas para coletar o pellet celular. O
nimero de células foi ajustado para 1x10° células/pogo. As células foram entéo
ressuspensas em tampao de ligacdo (10 mM HEPES, NaCl 140 mM e CacCl2
2,5 mM, a pH 7,4) e marcadas com Anexina V, FITC e IP a temperatura
ambiente, durante 15 minutos no escuro. A Andlise da Citometria de Fluxo foi
realizada usando Citdmetro de fluxo FACS Calibur (BectonDickinson, Mountain
View, CA, EUA) dentro de 1 h apés a marcacao. A anexina V marcada com
FITC foi analisada através da excitacdo e emissdo de 488 e 535 nm,
respectivamente. O IP foi analisado usando excitacdo e emissdo de 488 e 575
nm, respectivamente. Para cada andlise, 10 000 células foram necessarias. As
percentagens de células foram calculadas usando o software FlowJo (FlowJo
LLC). Os indices apoptético e necrotico (%) foram calculados como a soma de
atraso das células apoptoéticas/necréticas divididas pelo namero total de

eventos.
3.7.3 Ensaio de reparo da fenda (Wound healing)

O ensaio de reparo da fenda foi realizado como descrito por Rodriguez,
2005. Resumidamente, 1x10° células B16F10 foram cultivadas em placas de
24 pocos. O meio DMEM foi substituido por meio contendo sCS ou heparina
nas concentragdes de 25, 50 e 100 ug/mL e as células em monocamada foram
removidas no modelo de uma fenda no centro do poco, raspando-as com uma
micropipeta de 1000 pyL. A placa foi entdo colocada em uma incubadora (37°C
e 5% de CO2) acoplada & um microscopio de leitura Optica em 40x e a cada
horério indicado (0, 6, 12, 24h e 48h) ap0s a raspagem, fotografias de cada

poco foram realizadas automaticamnte.
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3.7.4 Ensaio de migracao celular (transwell)

O efeito do sCS sobre a migracdo celular foi investigado utilizando
insertos de transwell (ThinCert™, Greiner Bio-One, Alemanha), que contém
uma membrana porosa de 8,0 um, em placa de 24 pocos. Inicialmente cada
inserto foi hidratado através da adicdo de 500 uL de meio DMEM com soro e
fibronectina (40pug/mL) no compartimento inferior ao inserto, afim de criar um
gradiente de concentracdo. Apos 1h a 37°C e 5% de CO2, o meio foi
descartado e cada pogo contento o inserto foi lavado com PBS 3 vezes. Em
seguida, no compartimento inferior foram adicionados 500 pL de meio DMEM
com soro e no compartimento superior de cada inserto foram adicionados 300
UL de suspensédo de células B16F10 (3,0 x 10°% em meio sem soro. Apds as
células aderirem, foram adicionados 50 pL de meio sem soro nos insertos
referentes aos controles positivo e negativo. Nos demais insertos, foi
adicionado o mesmo volume de meio sem soro, porém, contendo heparina ou
sCS nas concentracfes de 25, 50 ou 100 pg/mL. Nos pocos referentes ao
controle negativo foi adicionado apenas meio sem soro. Portanto, nesses
pocos ndo houve estimulo a migracdo. A placa foi mantida a 37°C e 5% de
CO2. Apés 4h, as células que migraram, atravessando a membrana
microporosa, fixaram-se na superficie inferior da mesma. Os insertos foram
lavados com PBS e as células foram fixadas com formaldeido 2% por 30
minutos e, em seguida, coradas com cristal violeta 0.2%. As células que néo
migraram foram removidas da face superior da membrana do transwell com
hastes flexiveis contendo algoddo nas extremidades. Os insertos agora,
contendo apenas as células que migraram, foram visualizadas em microscopio
de fluorescéncia, fotografadas e o numero de células que migrou foi

determinado utilizando o software Image J.
3.7.5 Ensaio clonogénico

Para a realizacdo desse ensaio, células B16F10 (100 células/poco)
foram plaqueadas em placas de 06 pocos e cultivadas por 4h a 37°C e 5% de
CO2. ApOs este periodo, o meio foi substituido por novo meio contendo
heparina ou sCS nas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL. As placas foram
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mantidas na estufa por 10 dias e a cada trés dias o meio de cada poco foi
trocado por um novo meio contendo também as amostras. ApGs o tempo de
incubacdo, o meio foi removido, as células foram lavadas com PBS, fixadas
com Bouin e coradas com cristal violeta 0,2%, por 30 minutos. Em seguida, as
placas foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso de corante.
Cada poco foi fotografado e a &area do pogco ocupada pelas coldnias foi
determinada utilizando o software de analise Image J. Os valores foram
expressos em porcentagem da area em relacdo ao controle, onde as células

nao foram tratadas com os compostos.
3.7.6 Ensaio de proliferacéo celular independente de ancoragem

Placas de 06 pocos foram forradas com 1,5 mL de meio de cultura
suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB) e 0,8% agarose. Apos a
polimerizacdo da agarose, 1,0 x 103 células B16F10 foram plaqueadas em 3
mL de meio suplementado com 10% de SFB e 0,4% de agarose. Apés a
polimerizac¢ao, foram adicionados 2,5 mL de meio de cultura contendo sCS (25,
50 e 100 pg/mL) em cada poc¢o. O meio foi trocado a cada trés dias. Ap6s 10
dias, as colbnias formadas foram visualizadas e fotografadas. A area do poco
ocupada pelas colénias foi determinada utilizando o software Image J. Os
valores foram expressos em porcentagem da area em relacdo ao controle,

onde as células ndo foram tratadas com os compostos.
3.7.7 Quantificacdo do conteddo de melanina

As células B16F10 (5 x 10* células / poco) foram cultivadas em placas
de 6 pocos e expostas ao sCS e heparina em concentragées de 100 ug / mL.
ApoOs 48h, as células foram tripsinizadas, centrifugadas (1600 x g, 4 °C, 5 min)
e lavadas com PBS. Ap0s mais um ciclo de centrifugacdo, as células foram
entdo lisadas com a adicdo de NaOH 1M e a absorbancia foi mensurada a 475
nm usando o espectrofotbmetro Epoch de microplacas da Biotek Instruments
Inc. (Winooski, VT, EUA). Os resultados foram expressos em porcentagem de
melanina produzida em relacéo ao controle do grupo (células mantidas apenas
com meio DMEM).
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3.7.8 Analise da expressdo génica
3.7.8.1 Extracdo de RNA
In vitro

Placas de 06 pocos foram plaqueadas com 2,4 x 108 células B16F10 em
meio suplementado com 10% de SFB. Apos 4h, foram adicionados 1,5 mL de
meio de cultura contendo sCS ou heparina & 100 pg/mL em cada poc¢o. Apds
48hs o meio foi removido e as células foram lisadas com Trizol e a extragdo do
RNA foi realizada de acordo com as instru¢des do kit para extracdo PureLink®
RNA Mini Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

In vivo

Seccbes dos tumores dos animais submetidos ao experimento de
crescimento tumoral, bem como o I6bulo esquerdo do pulméo de cada animal
foram congelados em nitrogénio liquido imediatamente apds sua excisdo e
posteriormente submetidos a maceracdo em nitrogénio liquido. As amostras
maceradas foram tratadas com Trizol para extragdo de RNA, a qual foi
realizada utilizando kit de extracdo PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA) de acordo com seu respectivo protocolo.
3.7.8.2 Obtencao de cDNA

Apods obtencdo das amostras de RNA, a transcricdo reversa foi realizada
em um volume final de 20 L, utilizando 10-13 uL de RNA total e 7-10uL de 2
vezes RT Master Mix do Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. O cDNA resultante desta reacdo foi quantificado para andlise da
razdo de absorbancia entre 260 nm e 280 nm (A260/A280), utilizando o
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific — NanoDrop
products, Wilmington, Delaware, USA).

3.7.8.3 Quantificacdo da expresséo dos genes relacionados ao melanoma

A expresséo do genes relacionados ao desenvolvimento do melanoma

foi quantificada através de PCR em tempo real em um equipamento 7500
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Standard (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e com o ensaio ABI
invetoried TagMan® Gene Expression Assays, cujos genes estao listados na
tabela 1. Foi utilizado como volume final 20 pL. Para cada amostra analisada,
foram utilizados 1 pL de ABI invetoried TagMan® Gene Expression Assays, 10
pL de TagMan® 2 vezes PCR Master Mix e 9 yL de Cdna a 20 ng/pL. As
condicdes para amplificacdo foram: hold step 50 °C por 2 minutos,
desnaturacao a 95 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de um programa de
dois passos (desnaturacao a 95 °C por 15 segundos, e anelamento/extensdo a

60 °C por 1 minuto.

Tabela 1. Genes relacionados ao desenvolvimento do melanoma avaliados por
RT-PCR.

PRODUTO Gene Assay ID
Gene Exp assay (Small) — PAR1 Mm00438851 m1l
F2R —
Gene Exp assay (Small) —
RHOA RHOA MmO00834507_g1
Gene Exp assay (Small) — CX-43 MmO01179639 s1
GJAL —
Gene Exp assay (Small) —
TEAPOA AP2a MmO00495574_m1
Gene Exp assay (Small) —
MAPKL MAPK1 MmO00442479_m1
Gene Exp assay (Small) —
NEKoy NFKB1 MmO00476361_m1
Gene Exp assay (Small) —
el PAFR MmO02621061_m1
Gene Exp assay (Small) —
i g VEGFA MmO00437306_m1
Gene Exp assay (Small) —
GAPDY GAPDH Mm99999915 g1
Gene Exp assay (Small) —
ACTE ACTB MmO01205647_g1

3.7.9 Ensaio de crescimento tumoral in vivo

Para esse ensaio, camundongos C57BL/6 receberam uma injecdo no
flanco contendo 0,1 mL de células (1,0 x 10° células B16F10), apds antissepsia

do local com alcool 70%. O grupo controle negativo ndo recebeu inoculagao de
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células tumorais e foi tratado com o placebo (PBS). Sete dias apo6s a
inoculagdo, o0s animais comecaram a ser tratados com uma injecao
intraperitoneal contendo sCS ou Heparina na dose de 300 pg/Kg/animal) ou
com PBS estéril (controle positivo). Cada grupo foi composto por 10 animais,
os quais foram tratados trés vezes por semana durante um periodo de 25 dias.
Apds esse periodo, 0 sangue dos animais foi coletado para posterior dosagem
de citocinas e os animais foram sacrificados. O tumor e pulmdes de cada
animal foram excisados e cada tumor foi submetido a pesagem e mensuracoes
de suas dimensdes. Posterior a isto, ambos tumores e pulmdes foram divididos

para analise histolégica e da expressao génica por RT-qPCR.
3.7.10 Dosagem de citocinas

O sangue dos animais submetidos ao ensaio de tumorigénese foi
coletado em tubos de EDTA para obtencéo do plasma. Em seguida, os niveis
de citocinas interleucina 1-f (IL-1B) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) foram
avaliados utilizando kit de ensaio imunoenzimético (ELISA) (eBioscience)
seguido pelo manual do fabricante. Adicionalmente, o sobrenadante das
células tratadas com os compostos apds 48h foi submetido a dosagem de TNF-
a por ELISA. As amostras foram calculadas em quintuplicata e a densidade
Otica de cada poco (ensaio realizado em placa de 96 pocos inserida no kit) foi
determinada a 570 e 450 nm. Os valores de absorbancia de 570 nm foram
subtraidos daqueles a 450 nm para posterior analise dos dados, de modo a
diminuir os interferentes da leitura. Os resultados obtidos foram submetidos a

analise estatistica.
3.7.11 Dosagem de VEGF

O sangue dos animais submetidos ao ensaio de tumorigénese foi
coletado em tubos de EDTA para obtencdo do plasma. Em seguida, 0s niveis
do fator vascular de crescimento endotelial, do inglés vascular endotelial growth
factor (VEGF) foram avaliados através de ELISA, seguido pelo manual do
fabricante. As amostras foram calculadas em quintuplicata e a densidade o6tica
de cada poco (ensaio realizado em placa de 96 pocos inserida no kit) foi

determinada a 570 e 450 nm. Os valores de absorbancia de 570 nm foram
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subtraidos daqueles a 450 nm para posterior analise dos dados, de modo a
diminuir os interferentes da leitura. Os resultados obtidos foram submetidos a

analise estatistica.
3.7.12 Analise histolégica dos tumores e pulmdes de camundongos

Seccdes de tumores e pulmdes excisados dos animais submetidos ao
ensaio de tumorigénese, foram fixadas em formalina tamponada neutra a 10%,
desidratadas e embebidas em parafina. Cortes de 5 ym de espessura foram
obtidos para coloragdo com hematoxilina-eosina (H&E) e examinadas por
microscopia oOptica (40 x, Nikon E200 LED). Trés seccdes de tecido tumoral e
pulmonar (seis animais por grupo) foram analisadas por dois patologistas. Nos
fragmentos pulmonares, foram observadas quanto a auséncia ou presenca de
células metastaticas. Nos fragmentos tumorais foram observadas a
organizacdo das células, estrutura tecidual e presenca de vasos sanguineos.

Os achados histologicos foram expressos de forma descritiva.

3.7.13 Marcacédo de PAR-1 e VEGF por imuno-histoquimica dos tumores e

pulmdes de camundongos

Cortes finos de (4 ym) foram obtidos dos tumores e pulmdes de cada
grupo de animais (controle negativo, controle positivo, heparina e sCS) com um
micrétomo e transferidos para laminas revestidas com gelatina. Cada seccédo
de tecido foi entdo desparafinizada e reidratada. As fatias de tumor e tecido
pulmonar foram lavadas com Triton X-100 a 0,3% em tampéao fosfato (PB) e
incubadas com peroxidase endogena (peroxido de hidrogénio a 3%). Em
seguida, as seccles de tecido foram incubadas overnight a 4 °C com o0s
anticorpos primarios 1Gg (Abcam, CA, EUA) para anti-VEGF e anti-PAR-1 na
diluicdo 1. 300, conforme recomendado pelo fabricante. Apos periodo de
incubacédo, as secc¢des foram entdo lavadas com tampéo fosfato e incubadas
com um anticorpo secundario conjugado com estreptavidina / HRP (Biocare
Medical, Concord, CA, EUA) por 30 minutos. A imunorreatividade as varias
proteinas foi visualizada com um kit de deteccdo baseado em colorimetria
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante (TrekAvidin-HRP Label + Kit da

Biocare Medical, Dako, EUA). Por fim, as secc¢des foram contra-coradas com
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hematoxilina. Controles positivos e negativos conhecidos foram incluidos em
cada conjunto de amostras. Para analise dos fragmentos de tumor, microscépio
de luz (40x), (Nikon Eclipse 2000 equipado com Nikon DS-Fi2; Nikon
Corporation, Toquio, Japdo) foi utilizado para pontuar a intensidade
imunocoloragdo das células e o seguinte score foi aplicado: 1 = auséncia de
células positivas; 2 = pequeno numero de células positivas ou células isoladas;
3 = numero moderado de células positivas; e 4 = grande numero de células
positivas. A intensidade da marcacdo foi avaliada por dois examinadores
previamente treinados, de maneira duplo-cega. Para analise dos fragmentos de
pulmao, foram contadas areas de células marcadas com o auxilio do programa
ImageJ Pro-Plus. Os resultados foram expressos como média + DP (desvio
padrdo) ou média + SEM (erro médio padrdo) e analisadas por ANOVA. Os
grupos foram comparados entre si pelo teste de Bonferroni. Foram

considerados significativamente diferentes os valores a partir de p<0,05.
3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expresso como média + DP (desvio padrédo) ou
média =+ SEM (erro médio padrao) e analisadas por ANOVA. Os grupos foram
comparados entre si pelo teste de Bonferroni ou t-test (analise da expresséo
génica). Foram considerados significativamente diferentes os valores a partir
de p<0,05.
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RESULTADOS

-
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4. RESULTADOS

4.1 Purificagdo do composto tipo CS a partir do camaréo L. vannamei

Os GAGs isolados do cefalotérax do camardo apos protedlise e
complexacdo com resina de troca-ibnica foram eluidos com NaCl 3,0M para
obtencdo de um extrato bruto de polissacarideos que foi denominado de fragédo
F-3,0M. Apds o tratamento da F-3,0M com propor¢des crescentes de acetona,
obtiveram-se quatro populacdes polissacaridicas, as fracdes F-0,5A, F-0,7A, F-
1,0A e F-2,0A (Tabela 2). Embora a F-1,0A apresente um menor rendimento,
essa fracdo foi escolhida para posterior purificacdo, devido ao fato de que,
anteriormente ja foram isolados do camardo Litopenaeus vanammei um
heparinoide da fracdo 0,5A (BRITO, et. al., 2008), um condroitim sulfato
(CAVALCANTE et. al., 2018) e um composto hibrido de heparina/heparam
sulfato (Hep/HS) da fracdo 0,7A (BRITO, et. al., 2014). Além disso, a F-2,0A

apresentou baixo rendimento e ndo pbéde ser utilizada.

A anadlise dessas fracdes por eletroforese em gel de agarose, no
sistema PDA, revelou que todas apresentam uma banda com perfil de
migracdo semelhante a Hep/HS, indicando a presenca de heparinoides. Além
da presenca destes analogos de Hep/HS, as fracdes F-1,0A e F-2,0A também
apresentam compostos com um perfii de migracdo semelhante a

dermatam/condroitim sulfato (CS/DS) (Dados ndo mostrados).

Tabela 2: Rendimento das fragdes obtidas a partir da F-3,0M, ap6s fracionamento com
acetona. *Os valores entre parénteses representam o rendimento percentual em relagdo ao
total das massas obtidas no fracionamento com acetona.

Fracdes Obtidas por Tratamento com

Cabecgas E)é. F-3,0M Acetona (mg)
cetdnico
(Kg) @) (9)

F-0,5A F-0,7A F-1,0A F-2,0A

85,0* 358,0* 192,3* 105,9*

16,3 1.520.0 20353 11 4790) (48.3%) (25.94%) (14,29%)
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Apés eluicdo da F-1,0A em cromatografia de troca-ibnica DEAE-
Sephacel, os GAGs presentes em cada subfracdo foram quantificados pela
dosagem de &cido urbnico. Apesar da subfracdo eluida com NaCl 0,8M ter
mostrado 68,18% de teor de urdnico, essa fracdo ndo apresentou um unica
banda de separacgéo, sugerindo a presenca de outras populacées de GAGs.
Dentre as subtracdes obtidas, a F-1,0, apresentou uma banda homogénea com
um perfil de migracdo eletroforético proximo ao DS, caracterizando uma
populacdo de GAGs aparentemente isolada dos demais GAGs. O perfil de
migracao eletroforética entre HS e DS apresentado pela subfracdo F-1,0,
despertou 0 nosso interesse em caracterizar a sua estrutura e estudar alguns
potencias desse GAG. Portanto, a fracéo foi liofilizada e seu sal removido por
meio de cromatografia de gel filtracdo (Sephadex G-25) e submetido as

andlises subsequentes.

4.2 Caracterizacéo estrutural

4.2.1 Determinacao do peso molecular e da composicao dissacaridica do

CS de L. vannamei

Em um momento anterior, 0 composto do presente estudo foi submetido
a degradacao enzimatica com liases do tipo condroitinases AC e ABC, contudo
0O mesmo pareceu ser resistente a acdo de AC, tendo sido digerido
parcialmente pela condroitinase ABC e por isso, foi-se especulado inicialmente
gue se tratava de um GAG de natureza do tipo Dermatam sulfato (PALHARES,
2016). Entretanto, a realizagdo de um tratamento com um novo lote de
condroitinases AC e ABC, revelou a suscetibilidade do CS de camarao a acéo
conjunta dessas enzimas. Desta forma, a composi¢cdo dissacaridica do
composto do camardo foi determinada por degradacdo enzimatica exaustiva
com uma mistura de liases do tipo condroitinase ACIl e ABC. OS produtos
obtidos foram constituidos de 25,9% do dissacarideo ndo-sulfatado AU-GalNAc
e 74,1% de dissacarideos contendo grupamento sulfato nas posi¢cdes 4 ou 6 e
ambos 4,6 (AU-GalNAc-4-O-sulfato; AU-GalNAc-6-O-sulfato e AU-GalNAc-4,6
di-O-sulfato, respectivamente) (Fig. 5). Embora a presenca de proporcdes
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significativas do dissacarideo AU-GalNAc-4,6 di-O-sulfato exibidas pela analise
de HPLC inicialmente sugerisse uma estrutura do tipo CS-E, uma anélise mais
refinada realizada por RMN, evidenciou outras estruturas e estas foram
investigadas mais adiante. Assim, a partir deste momento o composto isolado

do camaréo passou a ser denominado sCS (shrimp CS).

300

200

100

__JJLULM_M it ]\

B

1 AU-GalNAc¢

2 AU-GaINA¢(6S)

3 AU-GaINAc(4S)

4 AU-GalNAc(4,68)

Figura 5. A andlise por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) dos
dissacarideos formados ap6s digestdo do CS de camardo pelas condroitinases ACIl e
ABC. (A) Padrdes dissacaridicos e (B) dissacarideos formados pela acdo exaustiva das
condroitinases AC Il e ABC sobre o condroitim sulfato de L. vanammei, foram aplicados a uma
coluna 150x4.6 mm Phenosphere — SAX, ligado a um sistema de HPLC. A coluna foi eluida
com um gradiente de NaCl tal como descrito na metodologia. O eluente foi monitorado por
absorbancia de UV a 232 nm.

4.2.2 Determinacdo da composicdo monossacaridica do CS de L.

vannamei

A caracterizacao estrutural do sCS por RMN foi realizada utilizando uma
combinacdo de técnicas de espectroscopia unidimensional (*H-RMN e 13C-
RMN), bidimensional homonuclear (COSY, TOCSY e NOESY) e bidimensional
heteronuclear (HSQC e HMBC), os quais permitiram detectar e atribuir os
sinais de correlacéo do espectro para todas as variantes estruturais (Tabela 3).

As atribuicdes dos sinais de 'H e *C no espectro bidimensional (*H-3C HSQC
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bidimensionais) e o0 mapa de deslocamento quimico dos &tomos sdo mostrados
na Fig. 6. Oito variantes estruturais foram caracterizadas a partir das
atribuicées dos sinais de 'H e 3C para monossacarideos constituintes aqui
denominadas: GIcA, GIcA-3Si, GIcA-3Sii, GalNAc4Si, GalNAc-4Sii, GalNAc-
6Si, Gal-NAc-6Sii e GalNAc-4,6S (Fig. 6), onde ' S ' representa O-sulfato e os
subscritos i e ii denotam sinais do mesmo tipo de residuo, mas em ambientes
ligeiramente diferentes (provavelmente residuos adjacentes distintos). As
ligacdes do tipo GIcA B(1—3) GalNAc sdo evidentes em ambos 0s espectros
'H / 'H NOESY e 'H / 3C HMBC (Fig. 4, 5 e 6) e revelam quatro variantes de
dissacarideos dissulfatados e trissulfatados; GIcA B(1—3) GalNAc-4,6S, GIcA-
3Si B(1—3) GalNAc-4Si, GIcA-3Si B(1—3) GalNAc-4Sii, GIcA-3Si B(1—3)
GalNAc-4,6S and GIcA-3Sii B(1—3) GalNAc-6Si. Também foram observadas
nos espectros 'H / IH NOESY e 'H / 13C HMBC ligacGes entre GalNAc-4Si e
GIcA, GalNAc-4Sii e GlcA-3Si, GalNAc-4,6S e GIcA-3Sii, GalNAc-6Si e GIcA e
GalNAc-6Sii e GIcA. O residuo incomum GIcA-3S foi identificado através de
padrbes caracteristicos de alteracdes quimicas de acordo com a literatura
(USTYUZHANINA et al., 2016).

Tabela 3. AtribuicGes dos sinais de 'H e 13C do espectro de RMN HSQC para o sCS obtido de
Litopenaeus vannamei (Valores em ppm a 70 °C).

Residuo 1 2 3 4 5 6 -COCH3

H 4.467 3.388 3.570 3.788 3.704 --- --- ---

GleA 8C 106.681 75.367 76.846 83.749 79.557 --- --- ---
GlCA-3Si 113H 4.589 3.647 4376 4.048 3.773 --- --- ---
C 106.637 75.301 84.947 80.998 80.025 --- --- ---
GleA-3Sii 113H 4.551 3.625 4372 4.052 3.829 --- --- ---
C 106.506 75.301 84.269 79.993 79.988 --- --- ---
GalNAC-4Si H 4.596 3.991 399 4.727 3.803 3.834 3.759 2.020
3C 104.028 54.773 79.347 79.429 77.665 64.173 64.151 25.702
GalNAc- H 4.633 4034 3986 4.757 3.736 3.785 3.730 2.020
4Sii 13C 104.295 54.695 79.724 79.361 77.595 64.147 64.100 25.702
GalNAC-6Si H 4.547 3.987 3.804 4126 4.031 4.207 4.167 2.020
3C 104.109 54.018 83.825 70.572 78.692 70.391 70.400 25.702
GalNAc- H 4.577 3.996 3.692 4.136 4.076 4.269 4.208 2.020
6Sii 3C 104.503 54.001 77.909 70.232 75.566 70.905 70.837 25.702
GalNAc- H 4.671 4007 4.006 4.778 3962 4.268 4.241 2.020
4,6S 13C 103.223 54.734 79.114 79.480 75.405 70.120 70.078 25.702

Valores combinados para os sinais denominados i e ii no espectro do HSQC (Figura 6).
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Néo foram identificados sinais correspondentes aos dissacarideos
contendo GIcA-2,3S, distinguindo essas cadeias das anteriormente isoladas de
outra subfracdo de sCS (CAVALCANTE et. al., 2018), revelando uma estrutura
peculiar para essa forma de sCS, o que pode justificar as diferentes atividades
biolégicas para cada forma de cadeia. Além disso, também n&o foram
identificados sinais correspondentes a presenca de IdoA, ratificando que ndo
se trata de um composto tipo Dermatam sulfato. As proporcdes para cada um
dos cinco residuos constituintes identificados foram determinadas a partir do
espectro *H / 13C HSQC. A integracdo dos principais sinais anoméricos (entre
4,4-47 ppm em 'H e 102-108 ppm na dimensédo *3C) indicou a seguinte
composicdo para o sCS: 40,4% de GIcA, 59,6% de GIcA-3S, 46,2% de
GalNAc-4S, 2,5% de GalNAc-6S e 28,3% de GalNAc-4,6-diS.
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Figura 6. Espectro de RMN 'H/**C HSQC do sCS com projecdes externas 1-dimensional
'H e D 3C obtidas a 600MHz em D,0 a 343K e referidas & 100uM DSS. A letra G representa
acido glucurdnico e os grupos 3-O-sulfato sdo indicados por 3S, enquanto a letra A
(aminoacucar) representa N-acetil D-galactosamina com grupos 4-O-, 6-O- e 4,6 di-O-sulfato,
indicados por 4S, 6S e 4,6S respectivamente. i e ii representam 0 mesmo tipo de residuo com
diferentes residuos vizinhos.
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Figura 7. Espectros sobrepostos de HSQC (vermelho) e HMBC (preto), acima, e espectro
de TOCSY, abaixo, amostrando as conexdes presentes dentre os residuos de N-
Acetilgalactosamina. As linhas amarelas mostram conexdes Vvisiveis para N-
Acetilgalactosamina 4,6-O-sulfato, A*%S, com linhas vermelha e azul indicando N-
Acetilgalactosamina 4-O-sulfato, A*S' e A%Sii respectivamente, e linhas ciano e azul indicando N-
Acetilgalactosamina 6-O-sulfato, A%Si e ASSii respectivamente.
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Figura 8. Espectros sobrepostos de HSQC (vermelho) e HMBC (preto), acima, e espectro
de TOCSY, abaixo, mostrando as conexdes presentes dentre os residuos de acido
glucurénico. Linhas marrom indicam as conexdes visiveis para o acido glucurbnico, G, com
linhas verdes escuras e claras indicando &acido glucurénico 3-O-sulfato, G35 e G3Si
respectivamente.



Pagina |70

70

80 b |

20

100

O

Figura 9. Espectros sobrepostos de HSQC (vermelho) e HMBC (preto), acima, e espectro
de TOCSY, abaixo, mostrando as conexdes presentes entre os residuos de acido
glucurénico e N-Acetilgalactosamina. As cores apresentadas sdo conforme as figuras 4 e 5
com as linhas solidas indicando as ligacdes estabelecidas através do experimento de NOESY e
linhas tracejadas através de HMBC.
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4.3 Avaliagéo do efeito anti-melanoma in vitro do sCS

4.3.1 Efeito do cCS sobre a viabilidade, ciclo celular e apoptose de células

de melanoma B16F10

Afim de investigar se a heparina ou o sCS eram capazes de produzir
algum efeito citotoxico sobre as células de melanoma, as células B16F10 foram
cultivadas na presenca dos GAGs em questao (25, 50 e 100 pg/mL) por um
periodo de 24 h, a 37°C e 5% de CO2. Apés o tratamento, a viabilidade celular
foi investigada pelo método do Alamar Blue®. Como pode ser observado na
Figura 10, nenhuma das concentracdes testadas dos compostos foi capaz de
reduzir de forma significativa a viabilidade das células tumorais. Nao foi
observada diferenca estatistica entre os tratamentos e as células cultivadas
apenas com meio de cultura, sugerindo assim que ambos 0s compostos ndo

induzem toxicidade celular sobre as células de melanoma.
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Figura 10: Avaliagdo do efeito do sCS e heparina sobre a viabilidade de células de
melanoma. Células B16F10 foram cultivadas e tratadas com 100 pL de meio suplementado
contendo diferentes concentracdes de heparina ou sCS. Apds 24 h de incubacdo, a viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio do Alamar Blue®. Os valores foram expressos em
porcentagem de reducdo do Alamar em relagdo ao grupo controle, onde as células nao
receberam tratamento.
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Uma vez que o método de Alamar Blue® permite verificar o efeito de
compostos sobre as células de forma indireta, uma analise por citometria de
fluxo foi também realizada no intuito de verificar se os GAGs eram capazes de
induzir algum evento apoptético ou necrdético sobre as células de melanoma.
Para tal, foi realizada uma marcac¢ao dupla usando anexina V-FITC e iodeto de
propidio (IP). Durante o estagio inicial da apoptose, as células exibem
fosfatidilserina em suas membranas celulares externas, o qual € prontamente
detectavel usando a anexina V. Durante os estagios posteriores da apoptose, a
medida que a membrana plasmatica se torna cada vez mais permeavel, o IP
pode mover-se através da membrana celular para entdo se ligar ao DNA
celular. Assim, uma dupla coloracdo das células com Anexina V e IP permite
detectar células apoptéticas por citometria de fluxo. A maior concentracdo de
heparina ou sCS (100 pg/mL) nao induziu efeito apoptoético nas células, bem
como néo foi capaz de induzir qualquer modulacgdo no ciclo celular (Fig. 11).
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Figura 11. Efeito do sCS e heparina sobre a inducéo de apoptose e sobre o ciclo celular
de células B16F10. As células de melanoma B16F10 expostas aos GAGS na concentracdo de
100 pg/mL. O Ensaio de morte celular por apoptose foi realizado através da marcacao das
células com anexina V/iodeto de propidio (A) e a andlise do ciclo celular é representada por
histogramas que mostram a porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular (B).
Ambos experimentos foram analisados por citometria de fluxo. Controle representa as células
incubadas somente com meio de cultura, enquanto que a Cisplatina foi utilizada como controle
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positivo, por induzir morte celular e alteracéo de ciclo celular. Os dados representam a média +
SE de trés experimentos independentes.

4.3.2 Efeito do sCS sobre a clonogenicidade das células de melanoma
B16F10

O ensaio de formacdo de colonia ou ensaio clonogénico, tem como
objetivo investigar a acdo dos compostos sobre a formacéo de clones a partir
de uma Unica célula tumoral. Para isso, células B16F10 foram cultivadas
durante 10 dias na presenca ou auséncia de diferentes concentracfes de
heparina ou sCS (25, 50 e 100 pg/mL). Como observado na Figura 12, tanto a
heparina como o sCS limitaram de maneira significativa a clonogenicidade das
células de melanoma em todas as concentra¢gdes analisadas (p <0,001), sendo
observada uma inibicdo dependente de concentracdo. Quando comparado a
heparina, o sCS exibe um efeito maior, especialmente na concentracdo de 100
pug/mL, promovendo uma reducao de 75% em relacéo ao controle, sobre a area
de crescimento das colonias, enquanto a reducdo promovida pela heparina,
nessa mesma concentracdo, foi de 61%. Esses resultados demonstram que,
em longo prazo, o CS isolado do camardo apresenta um importante efeito de
inibicdo da formacdo de colonias, 0o que pode sugerir um uma acao

antiproliferativa sobre as células de melanoma.
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Figura 12. Efeito do sCS e heparina sobre a capacidade de formacdo de colbnia
(clonogenicidade) de células B16F10. As células foram cultivadas em placas de 06 pogos, na
densidade de 100 células/pogo. Apés um periodo de 3h, as células foram tradadas com
heparina ou sCS e mantidas a 37°C e 5% de CO: durante 10 dias. A cada trés dias o meio foi
trocado e foi adicionado novo meio contendo as amostras. Apos o tempo de incubacdo, as
colénias formadas foram lavadas, fixadas, coradas e fotografadas. A area das colbnias foi
quantificada utilizando o software Image J (A) Imagens das col6énias formadas apés serem
coradas. (B) Os resultados foram expressos em porcentagem da area de crescimento das
colénias no poco levando em consideragcdo o grupo controle (sem tratamento). ***p<0,001
indica diferenca estatistica em relagdo ao controle.

4.3.3 Efeito do sCS sobre a proliferacdo independente de ancoragem das

células de melanoma B16F10

Outra caracteristica importante do potencial maligno de células tumorais
é a proliferacdo celular independente de ancoragem, ou seja, na auséncia de
um substrato solido para adesdo das células. A fim de investigar se o sCS &
capaz de inibir esse processo, células B16F10 foram cultivadas em meio de
cultura contendo agarose a 0,5%, na presenca de sCS, durante 10 dias.

Quando comparado ao controle, é evidente a reducdo do crescimento celular
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quando as células sao tratadas com o sCS. Na concentragdo de 100 pg/mL de
sCS o crescimento de colonias foi de apenas 19%, representando uma reducgao
de 81% (p <0,001) na proliferacdo das células tumorais (Fig.13). Resultado
semelhante ocorreu na concentracdo de 50 pug/mL, na qual o sCS ja apresenta
uma inibicdo de cerca de 70%, enquanto que na concentracdo de 25 pg/mL o
potencial de inibicédo foi de cerca de 60%.
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Figura 13. Efeito do sCS sobre a capacidade de proliferacdo independente de ancoragem
das células B16F10. Células B16F10 (1,0 x 103 células/poco) foram cultivadas em meio
contendo 0,5% de agarose, na presenca ou auséncia (controle) de sCS. A cada trés dias o
meio foi trocado e foi adicionado um novo meio contendo as amostras. As colonias
multicelulares formadas foram analisadas e fotografadas apés 10 dias de cultivo. A &rea das
colénias foi quantificada utilizando o software Image J (A) Imagens representativas das
colénias. Escala: 100 pm. (B) Area das colonias formadas expressa em porcentagem do
controle (grupo sem tratamento). ***p<0,001 indica diferenca estatistica em relacdo ao controle.

4.3.4 Efeito do sCS sobre a migracao de células de melanoma B16F10

A capacidade de migracdo e invasdo de tecidos adjacentes e vasos
sanguineos, favorecem o processo de metastase, sendo uma importante
caracteristica de células tumorais com alto grau de malignidade (BROOKS et
al.,, 2010). Por essa razao, foi investigada a habilidade do sCS de inibir a
migracao de células de melanoma através dos ensaios de preenchimento da
fenda (wound healing assay) e transwell assay. Neste ultimo, a migracado das

células foi estimulada pela fibronectina. Quando comparado ao controle, onde
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as células ndo foram tratadas com os compostos, sCS foi capaz de inibir a
migracdo das células através das camaras de transwell em todas as
concentracOes testadas, de maneira dependente de concentracdo, alcancando
uma reducdo de 70% da migracdo na maior concentracdo analisada. A
heparina apresentou efeito mais proeminente na concentracdo de 100 pg/mL,
onde limitou a migracdo das células tumorais em 41% quando comparado ao
controle, representando 60% de inibicdo (Fig. 14). Resultado semelhante foi
exibido no ensaio de preenchimento da fenda. Apds 48h foi possivel observar
gue o sCS inibiu aproximadamente 24 e 52% nas concentragdes de 25 e 50
ug/mL, respectivamente, atingindo 66% da inibicAo da migracdo celular na
concentracdo de 100 ug/mL. A heparina apresentou um efeito mais significativo
(p < 0,01) na concentracao de 100 pg/mL, onde atingiu 52% de inibicdo
(Fig.15).
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Figura 14. Efeito do sCS e heparina na migragdo de células tumorais B16F10 no ensaio
de reparo da fenda (wound healing assay). Células B16F10 foram plaqueadas em um inserto
de transwell e meio de cultura contendo diferentes concentracées (25, 50 e 100 pg/ml) do sCS
ou heparina foi adicionado. Fibronectina foi adicionada no compartimento inferior ao inserto,
afim de criar um gradiente de concentracdo. ApOs 4h as células que migraram foram coradas,
fotografadas e quantificas utilizando o software Image J (A). Imagens representativas das
células que migraram através do transwell. Escala: 100 um. (B) Nimero de células que
migraram expresso em porcentagem do controle positivo (grupo sem tratamento com estimulo
para migracao). ***p<0,001, ** p < 0.01 and * p < 0.05 indicam diferenca estatistica em relagao
ao controle.
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Figura 15. Efeito do sCS e heparina na migracdo de células tumorais B16F10 em ensaio
transwell. Células B16F10 foram cultivadas em placa de 24 pocgos e uma fenda foi realizada
com auxilio de um ponteira. Em seguida, foi adicionado meio de cultura contendo diferentes
concentracdes (25, 50 e 100 pg/ml) do sCS ou heparina. A migracéo celular foi acompanhada e
fotografias foram realizadas automaticamente por um microscépio optico nos tempos de 6, 12,
24 e 48h ap6s a raspagem das células. A area de migracgéo foi quantifica utilizando o software
Image J (A). Imagens representativas das células que migraram através da fenda. Escala: 100
pm. (B) Numero de células que migraram expresso em porcentagem do controle positivo
(grupo sem tratamento com estimulo para migracdo). ***p<0,001, ** p < 0.01 and * p < 0.05
indicam diferenca estatistica em relacdo ao controle.

4.3.5 Efeito do sCS na expressao de genes relacionados ao melanoma

pelas células B16F10

O sucesso do desenvolvimento tumoral no melanoma é ditado por um
conjunto de genes especificos que desempenham um papel importante na
progressdo do melanoma, em especial o gene do receptor de trombina PAR-1.

Assim, no intuito de entender como o sCS € capaz de modular essas
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atividades, importantes na progressao do melanoma, foi analisada a expressao
de genes envolvidos no desenvolvimento do melanoma pelas células B16F10,
através de RT-gPCR. Ap6s 48h de tratamento das células com sCS ou
heparina, foi possivel observar uma diminuicao significativa da expressao de
todos os genes, com excecdo do gene AP-2a. O sCS mostrou efeito mais
significativo (p < 0,01) na diminui¢cdo dos niveis de expressao do gene Cx-43
(Fig. 16). Sua expresséao esta intimamente relacionada com o desenvolvimento
de todos os subtipos de melanoma e 0 aumento da sua expressdo neste tipo
de tumores esta relacionado ainda com a regulacdo de outros genes cruciais
para a progressao tumoral do melanoma como o AP-2a e PAR-1, formando
uma triade de regulacédo transcricional importante no melanoma (VILLARES,
ZIGLER & BAR-ELI, 2011).

Quando comparado com a heparina, o sCS foi capaz de diminuir os
niveis da expressdo do gene responsavel pela angiogénese, o VEGFA, de
forma mais proeminente (p < 0,05 vs p < 0,01), enquanto que para 0 gene
PAFR (responséavel pela ativagao plaquetéaria), a heparina mostrou maior efeito
sobre seus niveis de expressao do que o sCS (p < 0,01). Além disso, ambos 0s
compostos foram capaz de modular a expressdo do gene MAPK. Porém,
apenas o sCS mostrou efeito inibitério significativo sobre a expressédo do gene
RhoA (p < 0,05). MAPK e RhoA, sdo proteinas quinases que constituem
importantes vias de sinalizacao relacionadas a proliferacéo, migracdo e adesdo
celular, as quais podem ser reguladas por PAR-1 (COUGHLIN, 2000). O sCS
exibiu ainda evidente modulacéo (P< 0,05) sobre a expressédo do gene NFKB1,

enquanto que a heparina nao apresentou nenhum efeito inibitério significativo.

O NFKB1 tem como produto o NF-kf3, o qual € um fator transcricional de
suma importancia na resposta inflamatéria, a qual esta atrelada ndo somente
aos estagios iniciais da tumorigénese, bem como a progressao tumoral. Assim,
a habilidade do sCS em modular a expressdo de genes importantes no
desenvolvimento do melanoma, sugere um potencial anti-melanoma in vitro a

nivel molecular, ainda em um curto periodo de tratamento (24h).
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Figura 16. Efeito do sCS e haparina na expressédo de genes relacionados ao melanoma
em células de melanoma B16F10. As células foram tratadas com 100 ug/mL de GAGs. Apés
24 horas os niveis de expressao dos genes PAR-1, RhoA, VEGFA, NFkbl, PAFR, MAPK,
Maspin, AP-2a e CX-43 foram examinados por qPCR em tempo real. Os genes enddgenos
GAPDH e B-ACTINA foram utilizados como controle interno em tempo real qPCR. A expressao
génica foi calculada pelo método 2-24CT,
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4.3.6 Efeito do sCS na producdo de melanina pelas células de melanoma
B16F10

Estudos demonstraram que a melanogénese pode influenciar o
comportamento de melandcitos normais e malignos, além do microambiente
circundante devido a acdo de intermedidrios da melanogénese sobre o
consumo de oxigénio, estimulacdo da glicélise aerdbia ou interacdo com outras
vias metabdlicas, favorecendo uma resisténcia do tumor a quimio, radio e
fototerapias (SLOMINSKI, PAUS & MIHM, 1998; SLOMINSKI et. al., 2004;
SLOMINSKI, ZBYTEK & SLOMINSKI, 2009; SLOMINSKI, ZMIJEWSKI &
PAWELEK, 2012; SLOMINSKI et. al. 2014). Portanto, como a melanogénese
tem o potencial de regular o comportamento do tumor, foi avaliado o efeito do
sCS na producdo de melanina das células de melanoma B16F10. Como
mostrado na Fig. 17, o tratamento com o sCS diminuiu significativamente (p
<0,001) a producdo de melanina de forma dependente de concentracéo,
quando comparado com as células sem tratamento. A 100 pug/mL, ambos sCS
e a heparina atingiram 52% e 57% de inibicdo da producdo de melanina,
respectivamente. Esses dados sugerem uma modulacdo importante das

caracteristicas da células de melanoma.
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Figura 17. Efeito do sCS e
heparina sobre a producéo
de melanina pelas células
de melanoma B16F10. As
células foram incubadas na
auséncia (controle) ou na
presenca de sCS ou
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4.3.7 Efeito do sCS na producdo de TNF-a pelas células de melanoma
B16F10

Sabe-se que fatores paracrinos tumorais, como as citocinas pro-
inflamatorias, podem contribuir para o aumento da eficiéncia da migracao trans-
endotelial das células tumorais através da modulacdo da permeabilidade
endotelial (CHEN, WHISLER & JEON, 2013). Dentre tais citocinas, niveis
elevados de TNF-a mostraram-se associados a agressividade dos tumores de
melanoma (ROSSI et. al 2018) e por isso, a quantidade desta citocina liberada
por células de melanoma foi mensurada através do método de ELISA. Na
Figura 18 podemos verificar que na concentragcdo de 100 pg/mL, o sCS foi
capaz de inibir cerca de 75% dos niveis de producédo de TNF-a pelas células de
melanoma, quando comparado ao controle positivo. Resultados semelhantes
foram encontrados para a heparina na mesma concentragdo onde seu
percentual de inibicdo foi de 76,4%. Anteriormente, esse composto foi capaz de
diminuir os niveis de citocinas, incluindo o TNF-a, em um modelo de inflamacéao
aguda in vivo (PALHARES et. al. 2019).

0.8

TNF-a (pg/mL)
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Heparina

Figura 18. Efeito do sCS e
heparina na producgao de niveis
de TNF-a secretados pelas
células B16F10. As células foram
incubadas na auséncia (controle)
ou na presenca de sCS ou
Heparina. Apés 48h as células
foram lisadas e o conteudo de
TNF-a foi quantificado através do
método de ELISA. Valores sdo a
média + desvio padrdo dos trés
experimentos independentes. A
significncia estatistica foi
determinada pelo teste ANOVA
(two-way) e  pos-teste  de
Bonferroni (*** p <0,001). As
barras indicam o erro padrdo das
medicdes.
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4.4 Avaliacéo do efeito anti-melanoma in vivo do sCS
4.4.1 Efeito do sCS sobre o crescimento tumoral in vivo

Para determinar o efeito do sCS sobre o crescimento tumoral in vivo foi
induzida a formacdo de um tumor solido pela inoculacdo de células de
melanoma B16F10 no flanco de camundongos C57BL/6. ApGs 25 dias, com o
tratamento (doses de 300 pg/Kg/animal) sendo realizado 03 vezes por semana,
0os animais foram submetidos a cirurgia para excisdo de seus tumores e
pulmbes. Como observado na figura 19, os animais tratados apenas com PBS
estéril (controle positivo) desenvolveram uma massa tumoral com peso médio
de 3,85 £ 0,26 g, com uma taxa de mortalidade de 20%. Esse percentual de
mortalidade era previsto, uma vez que a alta agressividade do tumor de
melanoma esta diretamente relacionada com uma alta taxa de mortalidade,
especialmente em individuos sem tratamento (GLOBOCAN, 2018). Dentre o
grupo de animais tratados com sCS, 30% dos animais chegaram a nao
apresentar crescimento tumoral visivel, enquanto que o0s tumores que se
desenvolveram exibiram peso médio de 0,4 + 0,17 g. Dos camundongos
submetidos ao tratamento com heparina, 10% ndo desenvolveram o tumor e a
massa tumoral excisada dos demais apresentou peso médio de 1,32 + 0,35. Os
percentuais de inibicdo do crescimento tumoral para sCS e heparina foram de
89,5% e 71,1%, respectivamente, quando comparado ao grupo de animais com
desenvolvimento tumoral ndo tratados (controle). JA a porcentagem de
mortalidade apresentada no grupo de animais tratados com heparina foi de
20%, engquanto que para o grupo do sCS néo foram observadas mortes durante
o periodo do experimento (Figura 19B).
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Figura 19. (A) Inibic@o do crescimento tumoral in vivo pelo sCS e heparina. Camundongos
C57bl/6 foram inoculados com células de melanoma B16F10 e o crescimento tumoral foi
observado por 25 dias na auséncia (controle positivo) ou presenca de tratamento
(300ug/Kg/animal de sCS ou Heparina). A analise estatistica foi realizada comparando os
grupos de tratamento com o grupo controle, onde 0s animais que receberam a inoculacéo de
células foram tratados com placebo (PBS). A significancia estatistica foi determinada pelo teste
ANOVA (two-way) e pOs-teste de Bonferroni (** p <0,01). As barras indicam o erro padrédo das
medic¢bes. (B) Cada animal submetido ao experimento foi monitorado quanto aos sinais vitais e
a taxa de mortalidade foi verificada para cada grupo. Apds o fim do experimento os niumeros de
mortes foram contabilizados e comparados com o grupo controle negativo, onde animais
saudaveis ndo receberam inoculacdo de células e receberam apenas tratamento placebo
(PBS).

4.4.2 Efeito do sCS na expressao de genes relacionados ao melanoma in
Vivo

Todos os resultados exibidos pelo sCS, incluindo a analise da expressao
de genes associados a progressao do melanoma, in vitro, sugerem que este
composto é capaz de modular o desenvolvimento tumoral de forma intrinseca.
Portanto, foi despertado o interesse de avaliar o efeito do sCS sobre os niveis
de expressao destes genes em um modelo in vivo de desenvolvimento tumoral
por um longo periodo de tempo (25 dias). Para tanto, seccdes de tumores e
pulmbes excisados dos animais submetidos ao ensaio de tumorigénese,
induzidos com células de melanoma B16F10, foram submetidos a extracao de
RNA e posterior quantificagdo de mRNA por RT-gPCR, como exibido na figura
20. As andlises das secc¢fes de tumores, mostraram que nos animais tratados
com sCS e heparina houve uma diferenga significativa da expressdo de

praticamente todos os genes (p < 0,05; 001; e 0,001), quando comparado ao
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animais do grupo controle (sem tratamento), exibindo um perfil de modulacao
génica distinto daquele apresentado na analise in vitro. No modelo in vivo, a
expressdo do gene PAR-1 o qual é principalmente ativado pela trombina, foi
nao somente detectada, bem como o sCS foi capaz de diminuir seus niveis em
89% (p < 0,001), enquanto que a heparina diminuiu em 64% (p< 0,05)
(Fig.20A). Ja para o gene AP-2a foi observado aumento dos niveis de mRNA
nos tumores de animais dos grupos tratados com sCS (p < 0,05) e heparina (p
< 0,01), o que corrobora com a diminuicdo da expressao de PAR-1 e Cx-43.
AP-2a é um fator transcripcional responsavel pela regulacdo translacional do
PAR-1, funcionando assim de forma antagbnica a expressao de PAR-1. Além
disso, o sCS demostrou efeito inibitério significativo (p <0,05) sobre os niveis
de mRNA de Cx-43, que por sua vez € diretamente relacionada ao aumento de
PAR-1 em células de melanoma metastatico (ARUMUGAM et. al., 2008).

O efeito in vivo de PAR-1 no melanoma € ainda exibido pela regulacéo
da quinase MAPK (VILLARES et. al., 2011). Interessantemente, a expressao
de MAPK foi significativa apenas nos tumores de animais tratados com sCS (p
< 0,05). Adicionalmente, a angiogénese €é um importante marco do
desenvolvimento tumoral e tem como principal responsavel, o VEGFA. Assim,
apresentando um efeito modulador sobre as vias de sinalizacdo no melanoma,
ambos sCS e heparina, reduziram em 75% (p < 0,01) e 41% (p <O0,05),
respectivamente, os niveis de expressdo de VEGFA quando comparado ao
grupo controle. Por fim, o sCS exibiu inibicdo dos niveis de mRNA dos genes
RhoA, PAFR (p < 0,05 e NFKB1 (p < 0,01), em 77%, 85% e 39%
respectivamente em relacdo ao grupo controle, enquanto que a heparina
mostrou efeito apenas sobre a diminuicdo da expressédo de RhoA (p < 0,05) e
NFKB1 (p < 0,01).

O alto potencial metastatico do melanoma, coloca este tipo de cancer
como um dos mais agressivos, com tendéncia a reincidir para multiplos orgaos,
com especial tropismo das células de melanoma para o pulméao, figado e
cérebro (BALCH et. al., 2009; MASSAGUE & OBENAUF, 2016). O mesmo
conjunto de genes foi avaliado quanto a sua expressdao em I6bulos dos

pulmdes dos animais submetido ao ensaio de tumorigénese. Semelhante aos
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resultados obtidos para os tumores, 0s niveis de expressao do gene PAR-1 no
pulmé&o foram consideravelmente menores nos grupos de tratamento com sCS
e heparina, exibindo 71% (p < 0,01) e 69% (P< 0,01) de inibicdo quando
comparado ao grupo controle, respectivamente (Fig. 21). De forma
interessante, quando comparado ao grupo controle, a andlise de RT-gPCR
para o AP-2a exibiu um aumento na sua expressdo de mais de 3 vezes
(aumento de 336%) no grupo sCS e 2.6 vezes no grupo de tratamento com a
heparina. Porém, para o terceiro gene da triade de modulacéo do PAR-1, o CX-
43, ambos sCS e heparina ndo demonstraram efeito significativo na reducéo da

sua expressao.

sCS foi capaz ainda de exibir niveis diminuidos em torno de 72% de
MRNA para MAPK e 58% de VEGFALl (p < 0,05), enquanto que heparina
modulou significantemente apenas a expressdo de VEGFA (P < 0,05). A
analise dos pulmdes mostrou ainda que para os animais tratados com sCS os
niveis de mRNA dos genes PAFR e NFKB1 foram menores em 87% e 79%,
respectivamente, enquanto que para RhoA apenas a heparina apresentou
efeito inibitorio significativo (p < 0,05) sobre sua expressao.
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Figura 20. Efeito do sCS e haparina na expressdo de genes relacionados ao melanoma
em tumores murinos de melanoma. Os animais foram tratados com 300 pg/Kg/animal de
sCS, heparina ou PBS (controle) 03 vezes por semana, durante um periodo de 25 dias. A
expressdo dos genes PAR-1, RhoA, VEGFA, NFkbl, PAFR, MAPK, AP-2a e CX-43 foi
quantificada por PCR em tempo real. Os genes endégenos GAPDH e B-ACTIN foram utilizados
como controle interno em tempo real PCR. A expressado génica foi calculada pelo método 2 ¢
AACT) - A significAncia estatistica foi determinada pelo t-test (*** p <0,001; ** p <0,01 e ** p
<0,05). As barras indicam o desvio padrdo das medicées.
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Figura 21. Efeito do sCS e heparina na expressdo de genes relacionados ao melanoma
em sec¢des de pulmdes de camundongos C57bl/6 com melanoma induzido por células
B16F10. Os animais foram tratados com 300 pg/Kg/animal de sCS, heparina ou PBS (controle)
03 vezes por semana, durante um periodo de 25 dias. A expressdo dos genes PAR-1, RhoA,
VEGFA, NFkbl, PAFR, MAPK AP-2a e CX-43 foi quantificada por PCR em tempo real. Os
genes enddégenos GAPDH e B-ACTIN foram utilizados como controle interno em tempo real
PCR. A expressdo génica foi calculada pelo método 2 (22CT) A significancia estatistica foi
determinada pelo t-test (*** p <0,001; ** p <0,01 e ** p <0,05). As barras indicam o desvio
padrdo das medicgoes.
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4.4.3 Efeito do sCS sobre a secrecao de citocinas e VEGF durante o

crescimento tumoral in vivo

A medida que o tumor se desenvolve, um microambiente ao redor do
tumor é formado através da intensa secre¢do de fatores de crescimento e pré-
angiogénicos, além de citocinas, com o objetivo de permitir o sucesso do
progresso tumoral. Por essa razdo, o sangue dos animais submetidos ao
ensaio de crescimento tumoral foi quantificado para os niveis da interleucina 1-
B (IL-1B), do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e o fator pr6-angiogénico
VEGF pelo método de ELISA. Durante o desenvolvimento tumoral, ambos os
compostos foram capazes de modular a secrecdo das citocinas testadas de
forma significativa (p < 0,01 e p < 0,001) (Figura 22). Quando comparado ao
grupo controle positivo, foi observada uma diminui¢cdo nos niveis de IL-13 em
cerca de 32% e 52% para os animais tratados com sCS e heparina,
respectivamente. Para os niveis mensurados de TNF-a, a inibicdo chegou a
65% e 63% para o sCS e heparina, respectivamente, comparado com o

controle positivo.
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Figura 22. Efeitos do sCS e heparina na producao de niveis de (A) TNF-a e (B) IL-18 no
plasma dos animais submetidos ao ensaio de crescimento tumoral. Os animais foram
tratados com 300 pg/Kg/animal de sCS, heparina ou PBS (controle) 03 vezes por semana,
durante um periodo de 25 dias. Os niveis das citocinas presentes no plasma dos animais foram
mensurados através do método imuno-enzimatico de ELISA. Valores sdo a média + desvio
padrdo dos trés experimentos independentes. A significancia estatistica foi determinada pelo
teste ANOVA (two-way) e pés-teste de Bonferroni (*** p <0,001 e ** p <0,01). As barras indicam
o0 desvio padrdo das medi¢des.
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Durante a progressao do tumor de melanoma, o sCS foi ainda capaz de
inibir em torno de 88% (p< 0,001) a secrecédo de VEGF no sangue dos animais,
quando comparado com o controle positivo. O grupo que recebeu tratamento

com heparina diminuiu em 80% a secrecao do fator pro-angiogénico (Fig. 23).
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Figura 23. Efeito do sCS e heparina na producédo de niveis de VEGF no plasma dos
animais submetidos ao ensaio de crescimento tumoral. Os animais foram tratados com 300
pg/Kg/animal de sCS, heparina ou PBS (controle) 03 vezes por semana, durante um periodo
de 25 dias. Os niveis de VEGF presentes no plasma dos animais foram mensurados através do
método imuno-enzimatico de ELISA.Valores sdo a média + desvio padrdo dos trés
experimentos independentes. A significAncia estatistica foi determinada pelo teste ANOVA
(two-way) e pés-teste de Bonferroni (*** p <0,001). As barras indicam o erro padrdo das
medicdes.

4.4.4 Efeito do sCS sobre a histologia e expressao tecidual de PAR-1 e

VEGF durante o crescimento tumoral in vivo

Uma vez que as células do melanoma deixam o epitélio epidérmico e
invadem o tecido mesenquimal subjacente, como a derme ou a submucosa, o
melanoma torna-se invasivo. De acordo com Banco de dados de teste de
melanoma, desenvolvido pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), os
fatores mais predominantes de progndstico em pacientes com melanoma local
séo: espessura do tumor, taxa de crescimento mitotico (histologicamente

definido como nuimero de mitoses/mm?) e ulceracdo (BALCH et. al., 2009).
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Assim, afim de avaliar o padréo histolégico dos tumores, bem como identificar
focos metastaticos no pulmdo dos animais submetidos ao ensaio de
tumorigénese, cortes dos tumores solidos e dos Iébulos pulmonares excisados

dos animais foram obtidos para analise histoldgicas.

As amostras histolégicas dos tumores de todos 0s grupos, apresentaram
melandcitos, células de melanoma com ndcleos mitéticos, presenca de
infiltrado inflamatério, necrose e neovascularizacdo (Fig.24A-C). Algumas
destas caracteristicas podem ainda ser observadas em nivel macroscépico na
morfologia da massa tumoral excisada em alguns animais, como a presenca de
necrose e vascularizacdo ao redor do tumor (Fig.24D-F). Para os cortes do
grupo controle foram observados ainda presenca de adipdcitos, necrose e alto
namero de células com nucleos mitéticos sugerindo intensa proliferacao
celular, quando comparado com os grupos de tratamento (Fig.24A). A
histologia dos tumores de animais tratados tanto com sCS quanto com
heparina mostrou ainda presenca de células tumorais com citoplasma
eosinofilico e nucleo disperso ou degenerado, com consequente presenca de

células apoptoticas (Fig.24B-C).

A andlise dos cortes de pulméao, evidenciou que em todos 0s grupos de
animais, com excecéo para o grupo sem inducdo tumoral (controle negativo),
foram identificados infiltrado inflamatério e presenca de melanécitos nas
adjacéncias dos alvéolos pulmonares, sugerindo presenca de metastase

pulmonar (Fig. 25) pelas células de melanoma.



Pagina |92

Heparina

Figura 24. (A-C) Fotomicrografias representativas da andlise histélogica de fragmentos
de tumores de camundongos C57bl/6 induzidos com células de melanoma B16F10, ap6s
25 dias de experimento. Os animais foram submetidos ao tratamento placebo com (A) PBS
(controle positivo), (B) sCS ou (C) heparina nas doses de 300 ug/Kg/animal, 03 vezes por
semana. Em seguida, os tumores dos animais foram excisados e submetidos a analise
histolégica Scale Bar 400x (A - D) e 1000x (B.1 - D.1). (D-F) Imagens representativas de
tumores excisados de cada grupo de tratamento.
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Figura 25. (A-D) Fotomicrografias representativas da analise histoldgica de fragmentos
de pulmdes de camundongos C57bl/6 (A, E) sem induc¢édo tumoral (controle negativo) e
(B-C, F-H) induzidos com células de melanoma B16F10, ap6s 25 dias de experimento. Os
animais foram submetidos ao tratamento placebo com (B) PBS (controle positivo), (C) sCS ou
(D) heparina nas doses de 300 ug/Kg/animal, 03 vezes por semana. Em seguida, os pulmdes
dos animais foram excisados e submetidos a andlise histologica. Scale Bar 400x (A - D) e
1000x (B.1 - D.1). (E-H) Imagens representativas de pulmdes excisados de cada grupo de
tratamento.

As seccOes de tumores e pulmbBes dos animais submetidos ao
experimento de tumorigénese foram ainda analisadas quanto a expressao do
receptor de trombina PAR-1 e o do fator pré-angiogénico VEGF por imuno-
histoquimica. A figura 26A mostra a marcacao positiva para ambas proteinas, em
amostras de tumores de todos os grupos analisados. Contudo, foi observada um
diminuicao significativa (p< 0,05) apenas para os niveis de PAR-1 (Fig.26B). Os
tumores de animais tratados com sCS ou heparina apresentaram niveis
diminuidos para marcacdo de PAR-1 em torno de 40%, quando comparado com

os tumores de animais do grupo controle positivo.

Para os cortes de pulmdo, a imuno-histoquimica evidenciou que o
tratamento com sCS e heparina induziu uma diminuicdo em cerca de 60% e 56%
(p< 0,001), respectivamente, nos niveis de PAR-1 marcados no tecido pulmonar

durante o desenvolvimento tumoral, quando comparado com controle positivo
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(Fig.27). Como esperado, nédo foi observada marcagao positiva de PAR-1 nos
pulmdes dos animais do controle negativo (Fig.27A). As amostras dos grupos de
animais tratados com sCS exibiu ainda uma diminuicdo de aproximadamente 34%
(p< 0,05) dos niveis de marcacdo para VEGF nos tecidos pulmonares, quando
comparado com o controle positivo. J& o grupo de tratamento com heparina exibiu
taxas de inibicdo em torno de 42% (p< 0,05), atingindo 0os mesmos niveis
encontrado para o controle negativo, grupo de animais saudaveis sem a presenca
de tumor (Fig. 27C).
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Figura 26. (A) Fotomicrografias representativas da analise imuno-histoquimica para PAR-
1 e VEGF de fragmentos de tumores de camundongos C57bl/6 induzidos com células de
melanoma B16F10, apds 25 dias de experimento. Os animais foram submetidos ao
tratamento placebo com PBS (controle positivo), sCS ou heparina nas doses de 300
ug/Kg/animal, 03 vezes por semana. Em seguida, os tumores dos animais foram excisados e
submetidos a anélise imuno-histolégica. (B-C) Andlise de imuno-marcacado positiva para PAR-1
e VEGF. Scale Bar 400x.
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Figura 27. (A) Fotomicrografias representativas da analise imuno-histoquimica para PAR-
1 e VEGF de fragmentos de pulmdes de camundongos C57bl/6 (A) sem induc&o tumoral
(controle negativo) e induzidos com células de melanoma B16F10, ap6s 25 dias de
experimento. Os animais foram submetidos ao tratamento placebo com PBS (controle
positivo), SCS ou heparina nas doses de 300 ug/Kg/animal, 03 vezes por semana. Em seguida,
0s pulmbes dos animais foram excisados e submetidos & analise imuno-histoldgica (B-C)
Andlise de imuno-marcacao positiva para PAR-1 e VEGF. Scale Bar 400x.
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5. DISCUSSAO

No intuito de promover o crescimento, sobrevivéncia e uma consequente
metastase tumoral, as células malignas promovem a constru¢cdo de um nicho
proprio, o qual consiste em um microambiente favoravel pra a progressao
tumoral. Durante o desenvolvimento tumoral, o tumor € capaz de induzir a
producdo de uma variedade de moléculas biologicamente importantes tais
como proteases, interleucinas, moléculas de adeséao, fatores de crescimento e
fatores angiogénicos, levando a ativacdo de processos fisiolégicos importantes
como a inflamacdo e coagulagédo (TAYLOR et al, 2006, ANGIOLILLO, 2010;
QUAIL & JOYCE, 2013). Dentre essas moléculas, a trombina, principal
protease da coagulacdo, tem um importante papel no desenvolvimento do
cancer. Através do receptor de protease PAR-1 a trombina desencadeia uma
sinalizagdo capaz de promover eventos imprescindiveis para 0 sucesso
tumoral, como proliferacdo, migracdo, agregacdo plaquetaria e angiogénese
(HU et.al.,, 2004; 2008; NIEMAN et. al.,, 2010; MENTER et. al.,, 2014;
WOJTUKIEWICZ et. al., 2015). Deste modo, essas evidéncias reforcam a ideia
de que a sinalizacao através das proteases de coagulacdo, como a trombina,
tém uma contribuicdo importante no cancer (COUGHLIN, 2000; HU et. al., 2008
WOJTUKIEWICZ et. al., 2015; 2016), e por isso, a identificacdo de novos alvos
terapéuticos que possam atuar na modulacdo simultdnea desses eventos

podem apresentar mais éxito do que uma terapia alvo-especifica.

Dentro desse contexto, nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa
purificou e caracterizou polissacarideos do tipo glicosaminoglicanos a partir do
cefalotorax do camardo Litopenaeus vannamei (BRITO et. al., 2008; 2014,
CHAVANTE et. al.,, 2014; CAVALCANTE et. al.,, 2018; PALHARES et. al.,
2019). Alguns desses polissacarideos sao conhecidos por sua capacidade de
inibir proteases da coagulacdo como a trombina (BRITO et. al., 2014;
CAVALCANTE et. al., 2018; PALHARES et. al., 2019). No presente trabalho, foi
caracterizado um GAG do tipo condroitim sulfato também obtido do camaréo
Litopenaeus vannamei (sCS), o qual apresentou em um trabalho anterior, uma

potente capacidade de inibir a trombina, bem como um efeito anti-inflamatorio
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in vivo, através da inibicdo da migracdo leucocitaria e producdo de citocinas
pro-inflamatoérias (PALHARES et. al., 2019).

No intuito de caracterizar a composicdo dissacaridica do CS de
camardo, o mesmo foi submetido a andlise de seus dissacarideos
predominantes em cromatografia de alta performance (HPLC), o qual
apresentou como principais produtos dissacarideos 25.9 % de AU-GalNAc néo-
sulfatado e 74.1 % de dissacarideos com sulfatacdo nas posicdes 4 ou 6 e
ambos 4,6 (AU-GalNAc-4-O-sulfato; AU-GalNAc-6-O-sulfato e AU-GalNAc-4,6
di-O-sulfato, respectivamente). Embora a presenca de propor¢des significativas
do dissacarideo AU-GalNAc-4,6 di-O-sulfato possa sugerir um estrutura do tipo
CS-E, outras estruturas também foram evidentes e justificaram a investigacéo
adicional por espectroscopia de RMN. Como descrito anteriormente
(SUGAHARA et al., 1996), as cadeias de CS contendo GIcA 3-O-sulfatada séo
resistentes a acdo da condroitinase AC-Il, enquanto a digestdo com
condroitinase = ABC desses oligossacarideos resulta no aparente
desaparecimento do residuo de dissacarideo 3-O-GIcA. Desta forma, é
possivel que apds o tratamento do CS do camardo com as condroitinases ACII
e ABC, porcdes significativas da molécula ndo puderam ser digeridas e assim,
nao foram detectadas pela absorbancia a 232nm no HPLC. Em contraste, a
andlise de RMN permitiu que todas as variantes estruturais fossem detectadas.
A caracterizagdo estrutural foi realizada utilizando uma combinagdo de
espectroscopia unidimensional (*H e 3C), bidimensional, homonuclear (COSY,
TOCSY e NOESY) e heteronuclear bidimensional (HSQC e HMBC).

A andlise do sCS obtido do camarao por RMN revelou a ocorréncia de
oito variantes de monossacarideos constituintes denominadas aqui: GICA,
GIcA-3Si, GIcA-3Sii, GalNAc4Si, GalNAc-4Sii, GalNAc-6Si, Gal-NAc-6Sii and
GalNAc-4,6S. As ligagdes evidentes do tipo GIcA B(1—3) GalNAc em ambos
1H/*H NOESY e H/3C HMBC foram mostradas. Os espectros revelam quatro
variantes de dissacarideos dissulfatados e um tri-sulfatados: GIcA B(1—3)
GalNAc-4,6S, GIcA-3Si B(1—3) GalNAc-4Si, GIcA-3Si B(1—3) GalNAc-4Sii,
GIcA-3Si B(1—3) GalNAc-4,6S and GIcA-3Sii B(1—3) GalNAc-6Si. Os cinco

dissacarideos identificaveis por RMN parecem consistentes com os resultados
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de HPLC derivados da amostra tratada com condroitinase. Ligagdes inter-
dissacaridicas GalNAc B(1—4) GIcA, foram também observadas por espectro
'H/*H NOESY and H/*C HMBC entre GalNAc-4Si and GIcA, GalNAc-4Sii e
GIcA-3Si, GalNAc-4,6S e GIcA-3Sii, GalNAc-6Si e GIcA e GalNAc-6Sii e GIcA.
Nao foram identificados sinais correspondentes aos dissacarideos contendo
GIcA-2,3S, distinguindo essas cadeias das anteriormente isoladas de outra
subfracdo de sCS (CAVALCANTE et. al., 2018), revelando uma estrutura
peculiar para essa forma de sCS. A ocorréncia natural de residuos GIcA 3-O
sulfatados nas cadeias CS é rara e foi relatada em apenas algumas fontes de
animais marinhos (KITAGAWA, 1997; MOU et al., 2018; SHETTY et al., 2009;
SUGAHARA et. al., 1996), sugerindo que esse padrdao pode exigir uma

magquinaria enzimatica especifica.

Grupos 3-O-sulfato em posicdo terminal nos residuos de GIcA da
trombomodulina de amostras de urina humana podem ser reconhecidos por um
anticorpo monoclonal HNK-1 (human natural killer-1) (NADANAKA et al., 1998).
Posteriormente, a sulfotransferase de HNK-1 (HNK-1ST) que catalisa a 3-O-
sulfatacdo de GIcA terminal no precursor de antigeno de carboidrato HNK-1
também foi identificada como envolvida na 3-O-sulfatacdo da regido de ligacéo
de GIcA, levando a geracdo de um epitopo Unico de HNK-1 (HASHIGUCHI et
al., 2011; NAKAGAWA et al., 2011). Os residuos de GIcA 3-O-sulfatados foram
descritos em outras sequencias dissacaridicas de glicoproteinas e glicolipidicos
em mamiferos (ILYAS, DALAKAS, BRADY, & QUARLES, 1986). Em todos os
casos, foi demonstrado que esse padréo unico de sulfatacdo requer a mesma
3-O-sulfotransferase (HASHIGUCHI et al., 2011; NAKAGAWA et al., 2011). No
entanto, até o momento, ndo foi identificada uma 3-O-sulfotransferase
responsavel pelo padrdo 3-O-sulfato em residuos de GIcA caracterizado para

moléculas de CS obtidas de fontes marinhas.

A biossintese de CS é ditada por multiplas enzimas, que podem exibir
padrées de expressdo especificos do tipo de organismo, levando
potencialmente a diversidade funcional de CSPGs entre diferentes espécies de
animais. Essa diversidade é exibida devido as inimeras variacbes estruturais

que os GAGs podem apresentar quanto ao comprimento da cadeia
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polissacaridica, sequéncia dissacaridica, além do grau e padrdo de sulfatacéo.
GAGs sdo moléculas com alto grau de eletronegatividade que atuam como
verdadeiros “imas” nos diversos sistemas biolégicos, se ligando e interagindo
com uma gama diversa de proteinas fisioldgicas. As caracteristicas estruturais
peculiares desses compostos distinguem o processo biossintético do modelo
cldssico da biossintese de GAGSs, sugerindo uma relagdo entre o padrdo de
sulfatacdo dos GAGs e a evolucédo animal. Esse padréo de sulfatacdo por sua
vez, foi apontando por muitos anos como sendo uma caracteristica crucial para
estes polissacarideos apresentarem diferentes potenciais biolégicos, contudo
estudos mais recentes mostram que a sulfatacdo por si somente ndo € a Unica
particularidade que define a funcdo biologica de um determinado GAG,
devendo-se levar em consideracdo o conjunto de caracteristicas da molécula,
como tamanho da cadeia, grupos substituintes e até o efeito de cluster e nédo
somente uma unica caracteristica individual (CHAVANTE et. al., 2014, LIMA et.
al., 2013; YATES et. al., 2016).

O mais conhecido efeito biolégico dos GAGs é o potencial
anticoagulante o qual é frequentemente apresentado através da inibicdo de
fatores importantes da cascata de coagulacdo, como a trombina (lla) e FXa.
Compostos com atividade anti-lla podem influenciar diretamente a biologia
tumoral, uma vez que a trombina apresenta um papel efetivo na carcinogénese
(NIERODZIK, KARPATKIN, 2006; BORENSZTAJN, PEPPELENBOSCH,
SPEK, 2008; TSOPANOGLOU, MARAGOUDAKIS, 2009; WANG et al., 2010;
NIEMAN et. al., 2010; MENTER et. al., 2014; WOJTUKIEWICZ et. al., 2015),
além de contribuir para a reducdo do quadro de hipercoagulabilidade
responsavel pela maioria das mortes em pacientes oncoldgicos. Por essa
razdo, moléculas com essas propriedades sdo atrativas para o0
desenvolvimento de novas drogas antitumorais. Diante disso, e considerando o
potencial anticoagulante, mediado pelas atividades anti-lla e anti-HCIlI do sCS
descrito anteriormente (PALHARES et. al., 2019), foi investigado seu efeito
sobre eventos biolégicos essenciais para o crescimento tumoral do melanoma
como migracgéao, proliferacéo celular, e secrecdo de citocinas e melanina, bem

como a andlise sobre o crescimento tumoral in vivo. Além disso, foi avaliado
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também o potencial do sCS sobre a expressdo de genes relacionados a

progressdo do melanoma, tanto in vitro quanto in vivo.

De acordo com a classificacdo de Clark, o melanoma inicialmente é
caracterizado por um crescimento localizado, denominado "fase de crescimento
radial" ou "melanoma fino". Durante essa fase, as células de melanoma tendem
a proliferar entre as camadas da epiderme e da derme superficial, com risco
significativamente baixo de metastase. Com o tempo, 0 melanoma assume
uma aparéncia mais nodular a medida que as células de melanoma
relativamente maiores e irregulares comegam a migrar verticalmente e a invadir
a derme (“fase de crescimento vertical) (Clark et. al., 1984). Dessa forma, a
proliferacdo e a migracdo celular constituem as primeiras etapas na
colonizagdo do melanoma, e por isso o efeito do sCS sobre esses eventos foi
avaliado.

O tratamento em longo prazo (10 dias) com o sCS reduziu drasticamente
a atividade mitogénica das células tumorais in vitro e sua capacidade de formar
colonias, inclusive na auséncia de um substrato para ancoragem, sugerindo um
mecanismo de modulacdo do crescimento do cancer. Resultados semelhantes
sobre as células de melanoma foram também observados para um GAG
hibrido do tipo Hep/HS obtido da mesma espécie de camardo, o qual reduziu
em mais de 80% a formacdo de coldnias tumorais de células de melanoma
B16F10 (BRITO et. al.,, 2018). As mutacbes que promovem a proliferacao
exacerbada no cancer normalmente ocorrem nos estagios iniciais da evolucao
tumoral. No melanoma, a tumorigénese pode ser desencadeada por um rapido
acumulo de mutacdes sucessivas ou através de um melandcito que ja abriga
alteracbes genéticas secundarias ou mesmo terciarias, seguido de uma
mutacdo capaz de engatilhar a proliferacdo, o que geralmente ocorre através
da via MAPK (SHAIN & BASTIAN, 2016).

Os mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento do cancer sao
ainda mediados por diversas moléculas sinalizadoras, as quais uma vez
ativadas, desencadeiam respostas intracelulares em prol do crescimento

tumoral. Dentre essas, 0s proteoglicanos de superficie apresentam um papel
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chave na biologia do cancer. Em células de melanoma a expresséo de PGHS é
aumentada, ativando os processos de proliferacdo, adeséo e migracéo celular.
A heparina exdgena por sua vez, consegue competir com essas cadeias de HS
dos PGHSs, impedindo assim a interacdo destes com fatores de crescimento
alvo, o que culmina na inibicdo de suas repostas celulares, dentre elas a
proliferagdo (NIKITOVIC et al., 2014). Uma vez que foi demonstrado que o sCS
nao foi capaz de induzir efeito citotbxico ou promover apoptose ou qualquer
alteracdo no ciclo das células de melanoma murino, podemos sugerir que as
atividades antitumorais descritas pelo sCS aqui sejam mediadas por outro
mecanismo de acdo, como por exemplo através da competicdo com PGs

presentes nas células de melanoma.

Além da proliferacdo, uma caracteristica importante de agressividade do
tumor é a invasdo aos tecidos vizinhos e formacdo de metastase. Apds a
transformacdo de uma célula normal em uma célula maligna, esta prolifera e
migra rapidamente, atingindo tecidos vizinhos e chegando até a circulacdo
sanguinea e o0 sistema linfatico, através dos quais coloniza tecidos mais
distantes, criando assim, focos tumorais secundarios (MASSAGUE &
IBENAUF, 2016). Nesse contexto, utilizando células de melanoma B16F10, foi
demonstrado que o sCS reduz em cerca de 70% a migracdo dessas células
através de uma membrana permeavel e ainda inibe 66% através do ensaio de
reparo da fenda. O mecanismo pelo qual GAGs e outros polissacarideos
regulam a proliferacdo e migracdo de células tumorais ainda ndo € totalmente

claro.

Sabe-se que a migracao das células de melanoma depende da ativacao
de diferentes proteinas-quinase como a quinase de adesao focal (FAK), uma
tirosino-quinase cuja expressao € regulada por p53 (HESS et al., 2005), além
das quinases pertencentes a familia Rho-quinase, como ROCK1 e ROCK2
(RATH & OLSON, 2012; SADOK et. al., 2015). Estudos mostram que a
heparina é capaz de ser internalizada por células tumorais e estimula a
expressdo e acumulo de p53 nuclear, promovendo a reducdo da expressao de
FAK e consequentemente regulando a motilidade celular através do eixo
citoesquelético FAK/actina (CHALKIADAKI et. al.,, 2011; VOUDOURI et. al.,
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2016). Adicionalmente, um CS-E obtido da cartilagem de lula foi capaz de inibir
a migracdo de células de cancer de mama 4T1, através da inibicdo da via de
sinalizacdo pro-metastatica Wnt/beta-catenina e colageno tipo 1 (WILLIS &
KLUPPEL, 2014), sugerindo que os GAGs atuem também intracelularmente
modulando vias moleculares importantes no cancer, como vias que participam

na migracao celular.

No experimento de transwell, o0 sCS é capaz de inibir a migracdo das
células de melanoma na presenca de fibronectina, um importante componente
da matriz extracelular. A fibronectina apresenta dominios de ligacdo celular e
de ligacdo com heparina em sua estrutura, através dos quais diversas
moléculas podem interagir e promover a migracao celular (MISSIRLIS et. al.,
2017). Uma vez que o sCS apresenta dominios estruturais semelhantes a
heparina, a ideia de que esse composto possa se ligar aos dominios de ligacdo
da heparina, presentes na fibronectina e assim inibir a migracdo celular,
poderia ser sugerida. Contudo, esse nao seria nem o0 UnicO ou 0 mMais
importante mecanismo de acdo antitumoral do sCS. O papel de inibicdo sobre
a trombina exibido pelo sCS parece se destacar como uma via importante no

potencial antimelanoma desse polissacarideo.

A trombina, atua como protagonista no crescimento e disseminacao do
cancer sendo capaz de modular o comportamento das células tumorais, tanto
diretamente, através da ativacéo do receptor PAR-1 ou indiretamente, gerando
matrizes de fibrina (TSOPANOGLOU, N. E., & MARAGOUDAKIS, 2009;
WOJTUKIEWICZ et. al.,, 2015). Evidéncias substanciais mostram que a
trombina enddégena, através da ativacdo de PAR-1, € capaz de induzir
crescimento tumoral e angiogénese, bem como a adesao de células tumorais a
plaguetas, células endoteliais, fibronectina e ao fator de von Willebrand,
culminando assim em um resultado acumulativo de inducdo metastatica
(TSOPANOGLOU, N. E., & MARAGOUDAKIS, 2009; XIE et. al., 2016; LI et. al.,
2015; ADAMS et. al., 2015; SEDDA et. al., 2014). A ativagcdo de PAR-1 pela
trombina leva a ativacdo de diversas vias de sinalizagdo, incluindo
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), MAPK e Rho quinase, 0s quais por sua vez,
promovem proliferacdo, migracdo e adesao de células tumorais (COUGHLIN,
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2000). Particularmente, o aumento da expressao de PAR-1 esta altamente
associado a progressao do melanoma. Massi e colaboradoes reportaram um
aumento significativo da expressao proteica e de mRNA de PAR-1 em
amostras clinicas de melanoma atipico do tipo nevo comparado com
melandcitos normais. Além disso, foi demonstrado que a expressdo desse
receptor em células de melanoma murino esta correlacionada com aumento do
potencial de metastase pulmonar in vivo (NIERODZIK et. al., 1998; MASSI et.
al., 2005). Assim, fica evidente que a regulacdo de PAR-1 e da trombina

constitui um ponto chave no desenvolvimento do melanoma.

A regulacdo de PAR-1 no melanoma é promovida pelo fator
transcricional AP-2a. Em células de melanoma a andlise da regido promotora
do gene PAR-1 revela mdltiplos sitios de ligacdo a AP-2a dentro da regido 3’
proximal, sugerindo que esse fator de transcrigdo regula a atividade da regido
promotora de PAR-1 suprimindo assim a sua expressao (TELLEZ et. al., 2003).
PAR-1 por sua vez, regula a expressao da conexina Cx-43. Foi mostrado que o
silenciamento de PAR-1 resulta na diminuicdo da expressdo de CX-43 em
linhagens de melanoma metastatico e consequentemente, na diminuicdo da
ligacdo dessas células a células endoteliais (VILLARES et. al.,, 2009). Em
conjunto, essa triade de regulacdo génica parece ser um ponto importante na
base molecular do melanoma, participando na modulacédo de outros diversos
genes, mostrando-se assim, como um potencial alvo terapéutico. Desta forma,
foi despertado o interesse em avaliar se o sCS seria capaz de interferir na
expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento do melanoma em

células de melanoma B16F10.

Na andlise por RT-gPCR, o sCS apresentou um efeito in vitro
significativo sobre a expressao de todos os genes avaliados, com excecéo do
gene AP-2a. Em relacdo a PAR-1, de fato ndo foi possivel detectar a sua
expressao in vitro nas células de melanoma apos 48h de incubacao, tanto na
presenca ou auséncia dos compostos. A expressao de PAR-1 est4 envolvida
na progressdo e no potencial metastatico de varios céanceres, incluindo
melanoma (TELLEZ et. al.,, 2003; VILLARES et. al., 2008; 2009) juntamente

com a regulacdo transcricional de outros genes. Contudo, € importante
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destacar que a maioria dos estudos com expressdo de PAR-1 em melanoma
relatam estudos in vivo. Além disso, este resultado pode ter se dado também
devido ao fato de que os niveis de mRNA foram avaliados em um uUnico dado
periodo de tempo (48h), o que pode nao ter tornado possivel a leitura
adequada de todos 0s genes, j& que a expressdo de alguns genes pode se dar
em um periodo de tempo variavel ap6s um dado estimulo. Todavia, nao
podemos desconsiderar uma possivel modulacdo génica na triade de
regulacdo do PAR-1, visto que o tratamento com ambos sCS e heparina
mostrou uma diminuicdo bastate significativa (p > 0,01) dos niveis de
expressao do gene Cx-43. Esse ultimo é considerado um gene alvo dentre as
diversas vias bioldgicas ativadas por PAR-1 e sua expressao esta relacionada
com aderéncia e diapedese de células tumorais (BAUER et. al., 2007). Niveis
diminuidos da expressdao de Cx-43 podem culminar na modulacdo da
comunicacdo entre as células tumorais entre si, com células endoteliais e com
0 meio extracelular circundante (ZHANG & ZHANG, 2017), corroborando

assim com as atividades anti-clonogénicas apresentada pelo sCS.

Adicionalmente, um dos genes que apresenta altos niveis de expressao
ainda nos estagios iniciais de tumorigénese e que teve sua expressao
diminuida de forma significativa (p > 0,01) na presenca do sCS e haparina é o
MAPK. A via de MAPK € uma das vias mais estudadas no cancer devido ao
seu envolvimento em etapas primordiais no crescimento e estabelecimento do
tumor, como a proliferacdo, migracdo e adesdo celular (COUGHLIN, 2000;
MACFARLANE et al., 2001). A via de MAPK também esta envolvida na
regulacdo da melanogénese, a qual tem uma participagdo no comportamento
maligno do tumor. O sCS exibiu uma atividade anti-melanogénica sobre as
células de melanoma B16F10 com 52% de inibicdo, enquanto a heparina inibiu
57% da producdo de melanina. De forma semelhante, um polissacarideo
sulfatado obtido da alga vermelha Gracilaria fisheri foi capaz de inibir em 57% a
producdo de melanina pelas células B16F10 na mesma concentracao
(PRATOOMTHAI et al. 2018).

A cascata de fosforilacdo da p38 MAPK pode ativar o fator de

transcricdo associado a microftalmia (MITF), que por sua vez regula a
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expressdo de tirosinase, proteinas 1 e 2 relacionadas a tirosinase (TRP-1,
TRP-2), induzindo a producdo de melanina. Além disso, a quinase ribossémica
S6 (RSK-1) e a cascata ERK desempenham um papel principal no controle do
crescimento celular, mas nas células do melanoma B16F10, ERK e RSK-1
induzem a fosforilacdo de MITF e levam a sua ubiquitinacdo. Como resultado, o
MITF ubiquitinado é regulado negativamente pela degradacdo mediada pelo
proteassoma (HIRATA et. al. 2007; KIM et. al. 2007). Assim, reunidas essas
evidéncias, pode-se sugerir que o0 sCS e a heparina sejam capazes de interferir
nessa complexa cascata, inibindo a ativacdo do MITF via inibicdo da
fosforilagdo de p38 e corroborando assim, com a modulagdo génica de MAPK

exibida pelo sCS.

Os eventos de proliferacdo, migracdo e adesado celular sdo também
mediados por RhoA, uma proteina do tipo GTPase pertencente a familia de
proteinas Ras, que devido a sua relacdo proxima com o oncogene Ras tem
sido amplamente estudada no cancer. A hiperregulacdo positiva de RhoA é
predominante observada em tumores com alta incidéncia inflamatéria como
cancer de mama, pancreas, hepatocarcinoma e melanoma, com uma forte
associacao entre os niveis de sua expressao e um prognostico ruim (KLEER et.
al., 2002; 2005; SUWA et. al., 1998). RhoA e seu efetor direto ROK regulam a
reorganizacdo dinamica da rede de actina citoesquelética, levando a ativacdo
do sistema de actina-miosina, montagem das fibras de estresse e motilidade
celular, favorecendo a migracdo e invasao celular (AMANO et al., 1997). O
sCS, mas ndo a heparina, mostrou efeito inibitério significativo sobre a
expressdo do gene RhoA em células de melanoma (p > 0,05). A inibicdo da
expressdo de MAPK e RhoA exibida pelo sCS, pode justificar ao menos em
parte, as atividades antiproliferativa e anti-migratoria aqui reportadas para esse
composto, sugerindo que um dos mecanismos pelo qual o CS do camaréao

modula esses eventos se dé a nivel molecular.

RhoA tem ainda um importante papel na resposta inflamatéria, ativando
o principal fator de transcricdo imunoldgico, o NF-kB (JOHAN & SAMUEL,
2018; SEGAIN et. al., 2003), o qual & produzido pelo gene NFKB1 e tem uma

suma importancia na resposta inflamatéria, a qual esta atrelada ndo somente
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aos estagios iniciais da tumorigénese, mas também a progressdo tumoral
(RICHMOND & YANG, 2016; GRIVENNIKOV, GRETEN & KARIN, 2010).
Nesse sentido, o sCS também foi capaz de modular de forma evidente a
expressdo do gene NFKBL1 por células de melanona B16F10, enquanto que a
heparina ndo apresentou nenhum efeito inibitério significativo. A transcri¢cdo
mediada por NF-kf3 € conhecida por ser um regulador chave da expresséo de
inimeras quimiocinas e citocinas que influenciam as propriedades das células
linféides e mieldides no microambiente do tumor, dentre estas: IFN-y, IL-18, IL-
4, IL-6, IL-12 e TNF-a (MURRAY, et. al., 2014). No melanoma, a secrecdo de
TNF-a por queratindcitos juntamente com outros efetores inflamatorios contribui
ainda para a tumorigénese e a proliferacdo de melanécitos (MARATHE et al.,
2005; ULLRICH, 2005). A inibicdo da producdo de TNF-a por células de
melanoma promovida pelo sCS pode ser uma consequéncia do efeito
modulador desse composto sobre a expresséo in vitro de NF-k3, sugerindo a
ideia de que esse GAG seja capaz de modular a producéo de citocinas a nivel

nuclear.

O processo inflamatério é tido como um dos principais favorecedores do
cancer. Evidéncias suportam que uma resposta imunoldgica aberrante e uma
homeostase alterada modulam de forma positiva a tumorigénese
(GRIVENNIKOV, GRETEN & KARIN, 2010; RICHMOND & YANG, 2016). O
NF-kB é também responséavel pelo recrutamento de leucocitos e ativacdo de
macrofagos. Os macréfagos associados ao tumor sdo importantes reguladores
da tumorigénese, sejam esses residentes no tecido de crescimento tumoral ou
derivados de fontes periféricas, como a medula 6ssea ou baco. Embora os
macréfagos sejam considerados células efetoras de defesa imunoldgica,
estudos demonstraram um papel claro destes macréfagos nos aspectos da
progressdo tumoral, facilitando a invasdo de células tumorais, através da
sinalizacdo paracrina de fatores de crescimento (CONDEELIS & POLLARD,
2006; CONIGLIO, 2012; QIAN & POLLARD, 2010).

Durante o desenvolvimento tumoral a ativacdo transcricional de NF-kf
pode ser estimulada também através da clivagem de PAR-1 pela trombina,
desencadeando diversas respostas celulares inflamatérias (EBRAHIM et. al,
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2017; HASSANIAN, DINARVAND, & REZAIE, 2014). A ativacao de PAR-1 em
células de melanoma também é capaz de hiper-regular a expressdo do gene
de um importante receptor pro-inflamatério, o PAFR e a secrecdo de seu
ligante, o fator ativador de plaquetas (PAF), o que desencadeia inUmeros
efeitos no microambiente tumoral. PAFR é um receptor transmembrana
especifico acoplado a proteina G (NAKAMURA et. al., 1991). O seu ligante, o
PAF, por sua vez, ativa plaquetas, promovendo a formacdo de um agregado
tumoral-plaquetario, além de aumentar os niveis da expressdo proteica e
génica das moléculas de adesdo de células de melanoma (MCAM/MUC18)
(MELNIKOVA et. al., 2009; TELLEZ et al., 2007).

Todas as células de melanoma, independentemente do seu potencial
metastatico, expressam PAFR e secretam niveis basais de MMP-2 e MT1-
MMP. No entanto, dentro do microambiente do tumoral, onde as ceélulas de
melanoma entram em contato com células secretoras de PAF, como plaquetas,
células endoteliais e células inflamatorias, o PAF fosforila CREB e ATF-1
através da atividade de seu receptor PARF e, entdo uma cascata de
sinalizagdo envolvendo p38/MAPK e PKA é consequentemente iniciada. PAF é
um modulador direto da expressdo de mediadores inflamatérios como IL-6, IL-
8, IL-10, COX-2 e iNOS (GUPTA & DUBOIS, 2001; NIERODZIK et. al., 1998).
Estudos também mostram que PAF promove a invasao de células de
melanoma B16F10 in vitro (FALLANI et al., 2006).

No presente trabalho, a analise por RT-gPCR de células de melanoma
B16F10 mostrou que ambos o sCS e heparina exibiram um efeito modulador
sobre os niveis de expressdo de PAFR, sendo que a heparina teve um efeito
mais significativo (p < 0,01 vs p < 0,05). Apesar de ndo haver dados na
literatura que reportem o efeito direto de GAGs sobre a expressao ou mesmo
atividade de PAF ou seu receptor PAFR, sabe-se que as moléculas do tipo CS
desempenham um papel importante na ativacao plaquetaria e, por isso, uma
possivel modulacdo sobre PAFR/PAF, ndo deve ser descartada. O CS-A € o
principal GAG presente em plaquetas e pode ser encontrado tanto em a-
granulos plaquetarios, sendo rapidamente liberado apés ativacdo, como na

superficie plaquetaria apdés exposicdo mediada por ativacdo plaquetaria
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(DONATO et. al., 1994; WARD & PACKHAM, 1979; WOULFE et. al., 2008).
Assim, € possivel que as caracteristicas estruturais do sCS permitam uma
mimetizacdo do CS enddgeno e conseguentemente sua interacdo com
proteinas plaquetarias, inclusive o PAFR. Porém, a ideia de que o sCS possa
estar modulando a expressdo génica de PAFR, indiretamente através da
inibicdo da ativacdo de PAR-1, pela sua interagdo com a trombina, parece ser

mais aceitavel.

De fato, ha uma intersecdo entre diversas vias fisio-patolégicas na
sinalizacdo do melanoma, onde inflamacdo, coagulacdo e até mesmo a
angiogénese se correlacionam. A simples interacdo entre plaquetas e células
tumorais desencadeia a angiogénese de forma precoce e o desenvolvimento
de vasos colaterais através da sintese e secrecdo de VEGF, PDGF,
angiopoietina-1, biolipidios e PAF, mediada pela trombina, em células
plaguetaria e/ou tumorais (BOUCHARABA et al.,, 2004; LI et al., 2001;
NIERODZIK & KARPATKIN, 2006; RUF & MUELLER, 2006). PAF, através da
ativacdo de seu receptor PAFR, induz também um efeito direto sobre a
expressao do principal fator pr6-angiogénico, o VEGF, através da desregulagao
da proteina supressora de tumor p53 (KIM, SEO & KANG, 2011).

O VEGF esta intimamente envolvido na angiogénese e expansdo da
rede de suprimento vascular, dentro e ao redor do tumor e seus altos niveis
estdo associados com um aumento da malignidade em tumores de melanoma
(MARTINEZ-GARCIA et. al., 2017). Assim, quando avaliado os niveis de
MRNA do gene responsavel pela angiogénese, o VEGFA em células de
melanoma B16F10, o sCS foi capaz de diminuir significativamente seus niveis
de expressao, de forma mais proeminente do que mesmo a heparina (p < 0,05
vs p < 0,01). Esse resultado traz uma correlagéo importante com a inibicao dos
niveis de mRNA de PAFR visto para os compostos aqui estudados. Em um
estudo prévio, o sCS foi capaz de inibir em quase 100% (em uma concentragcao
de 100ug/mL) a formagao tubular por células endoteliais de coelho, in vitro
(PALHARES, 2016). Adicionalmente, estudos mostraram que diversos GAGs
sao capazes de se ligar e interagir com o VEGF, porém o papel direto desses
polissacarideos sobre a expressdo génica do gene VEGFA ainda néo é claro.
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A expressdo de VEGF também é desencadeada por PAR-1 em células
de melanoma e células endoteliais. O silenciamento de PAR-1 em células de
melanoma leva a niveis drasticamente diminuidos da metaloproteinase de
matriz 2 (MMP-2) e VEGF (VILLARES et. al., 2011), importantes para a
neovasculogénese. A capacidade metastatica ndo somente do melanoma, bem
como de outros tumores agressivos se da pelo aumento significativo da
angiogénese, e por essa razao é tida atualmente como um dos principais
marcadores do cancer (HANAHAN & FOLKMAN, 1996). Assim, a habilidade do
sCS em modular a expressdo de genes importantes no desenvolvimento do
melanoma, sugere um potencial anti-melanoma in vitro a nivel molecular, ainda

em um curto periodo de tratamento (48h).

A complexa relagdo que o cancer constrGi durante seu desenvolvimento
com os mais diversos sistemas dentro de um organismo é umas das principais
caracteristicas para o sucesso da progressao tumoral. Assim, ao se avaliar o
efeito antitumoral de um possivel agente terapéutico, o uso de modelos in vitro
se torna limitado para uma compreensdo mais completa e fidedigna de uma
patologia téo sofisticada quanto o cancer. Nesse sentido, foi despertado nosso
interesse em verificar se o sCS seria capaz de manter os potencias
antitumorais em um modelo de melanoma in vivo. Para tanto, camundongos
C57bl/6 foram inoculados com células de melanoma B16F10, para o
desenvolvimento de um tumor sélido e, em seguida submetidos ao tratamento

com sCS ou heparina nas doses de 300 pg/Kg/animal, trés vezes por semana.

Apos 25 dias de experimento, 30% dos animais tratados com sCS néo
apresentaram crescimento tumoral visivel, enquanto que os tumores que se
desenvolveram nesse periodo exibiram um peso médio de 0,4g contra um peso
médio de 3,85g no grupo de animais tratados apenas com inje¢8es placebo de
PBS (controle positivo). Essa diferenga representa um diminuicdo de 90% no
crescimento tumoral em animais tratados com sCS quando comparado ao
grupo controle. Para o grupo de animais submetidos ao tratamento com a
heparina, essa redugdo chegou a 71%. Uma potente inibicdo do crescimento
de tumores de melanoma in vivo foi também observada para um composto

hibrido do tipo Hep/HS obtido da mesma espécie de camaréo (L. vannamei),
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onde o potencial de inibicdo chegou a 97% (BRITO et. al., 2018), mostrando
um potencial antitumoral interessante de compostos provenientes desse

crustaceo.

Um dos maiores indicativos de agressividade tumoral é a capacidade de
formacdo de focos metastaticos. Por isso, foi também observado o eventual
desenvolvimento de focos metastaticos nos animais submetidos ao
experimento, particularmente a metastase pulmonar. A andlise histolégica
revelou que em todos os grupos de animais, com excegao para 0 grupo sem
inducdo tumoral (controle negativo), foram identificados infiltrado inflamatério e
presenca de melandcitos nas adjacéncias dos alvéolos pulmonares, sugerindo
presenca de metastase pulmonar pelas células de melanoma. Apesar desses
achados histologicos, ao se observar a macro-morfologia dos pulmdes, foi
possivel detectar macroscopicamente, focos metastaticos apenas nos pulmdes
de animais dos grupos controle positivo e do grupo de tratamento com
heparina, sugerindo uma area metastatica menos evidente em pulmdes de
animais submetidos aos tratamento com o CS do camardo. Um CS-E
(presenca de GalNAc 4,6-O-sulfato) mas ndo CS-A ou CS-C foi capaz de
modular o crescimento e metastase de tumor de mama in vivo, através da
inibicdo das interacbes de P-selectina presentes na superficie das células
tumorais (MONZAVI-KARBASSI et. al., 2007). Foi reportado também que um
CS fucosilado de baixo peso molecular obtido do pepino do mar Cucumaria
frondosa, o qual apresenta peso molecular idéntico ao sCS (~12KDa) foi capaz
de inibir de forma proeminente a metastase tumoral in vivo (BORSIG et. al.,
2007). Juntos, esses resultados sugerem que moléculas de CS que
apresentam uma estrutural ndo usual, parecem atuar sobre eventos da

metastase tumoral.

Os mecanismos inerentes ao desenvolvimento do cancer, surgem ainda
nos estagios iniciais da tumorigénese. Melanomas totalmente evoluidos séo
capazes de acumular multiplas mutacdes, permitindo que essa patologia tenha
uma maquinaria eficaz para seu estabelecimento com sucesso. As mutagdes
somaticas mais presentes em melanomas tanto decorrentes de incidéncia solar

cronica ou independente da exposicdo solar crbnica, afetam genes das
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principais vias de sinalizagdo responsaveis pela proliferagdo, crescimento e
metabolismo, identidade celular, resisténcia a apoptose, controle do ciclo
celular e controle da vida util replicativa da célula (HODIS et. al., 2012; HORN
et. al., 2013; HUANG et. al., 2013). Diversos dados apontam que 0 uso de
terapias antitumorais que tenham como mecanismo de ag¢do modular
processos fundamentais para o crescimento do tumor, como proliferacdo e
migracao, possibilitam um progndstico mais promissor e culminam em aumento
da taxa de sobrevida (FLAHERTY et. al., 2012; LONG et. al., 2014; LARKIN et.
al., 2014; ROBERT el. al., 2015).

Além da reducdo do crescimento tumoral, quando comparado ao grupo
controle, o tratamento com sCS permitiu 0 aumento da taxa de sobrevida em
70% dos animais, trazendo a hipétese de que esse GAG poderia estar
modulando negativamente mecanismos envolvidos nos estagios basais do
melanoma. Estudos mostram que a terapia com uso concomitantemente de
potentes inibidores de BRAF como Dabrafenib e Trametinib mostrou uma
melhora significativa em pacientes com melanoma metastatico portadores de
mutacbes BRAFV600E oy BRAFV600K (ROBERT el. al., 2015). Pacientes com
essas mutacdes frequentemente apresentam resisténcia a terapias padrdes
quimioterapicas. O gene BRAF tem como produto uma proteina quinase da
familia RAF, responsavel pela regulacdo da via de sinalizacdo celular MAPK.
Essa por sua vez, € uma das vias mais basais no desenvolvimento tumoral,
responsavel pela alta taxa de proliferacéo celular. A resisténcia adquirida aos
inibidores de BRAF frequentemente se desenvolve através da reativacdo da
sinalizacdo de MAPK, resultando em uma sobrevida média livre de progressao
de 6 a 8 meses (SOLIT & ROSEN, 2011; SHI et. al., 2014; VAN ALLEN et. al.,
2014). Nesse sentido, 0 uso de agentes antitumorais capazes de atuar nessas
vias basais do desenvolvimento do cancer se torna uma estratégia atrativa, ndo
somente para limitar a evolucdo da doenca e o0 processo metastatico, mas

também para desacelerar ou mesmo impedir o crescimento do tumor.

Por essa razao, foi avaliado in vivo, se 0 sSCS estaria exibindo esse
potencial antitumoral através da modulacdo a nivel molecular, de etapas

cruciais no desenvolvimento do melanoma. Para tanto, avaliacdo da expresséo
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génica por RT-gPCR em amostras de tumores e pulmdes, excisados dos
animais submetidos ao ensaio de tumorigénese, foram realizadas. As analises
das seccbOes de tumores, mostraram que nos animais tratados com sCS e
heparina houve uma diferenca significativa (p < 0,05; 001; e 0,001) da
expresséo de praticamente todos os genes, quando comparado ao animais do
grupo controle positivo (sem tratamento), exibindo um perfil de modulacdo
génica diferente em alguns aspectos daquele apresentado na analise in vitro.
De forma Interessante, a expressdao de MAPK foi significativa apenas nos
tumores de animais tratados com sCS (p < 0,05). Mutac¢des pontuais em lesdes
intermediarias frequentemente incluem mutacBes conhecidas por ativar a
sinalizacdo MAPK, tais como muta¢des V600K, K601E e G469A no gene BRAF
e Q61R e Q61K do gene NRAS, além de delecbes no gene NF1 (SHAIN &
BASTIAN, 2016). Devido ao seu papel nos processos de proliferacdo, migracéo
e diferenciacé@o celular, a via de sinalizacdo da MAPK é tida como o principal
ponto de iniciagdo da carcinogénese e por isso tem grande importancia como
alvo terapéutico no cancer. Assim, esses dados sugerem uma correlacao entre
o efeito inibitério sobre o crescimento tumoral in vivo apresentado pelo sCS e
sua modulacao dos niveis de mMRNA de MAPK.

Nos ultimos anos estudos tém mostrado que o gene PAR-1 é capaz de
ativar diversas proteinas do tipo G (Gaq, Gai, Ga12,13 e GBy), desencadeando
uma cascata de transducdo de sinal em vias como a da MAPK, PI-3, Rho
quinases, bem como o aumento de Ca* intracelular e ativacdo da proteina
quinase C (PKC) (BAHOU, 2003; COUGHLIN, 2005VILLARES, ZIGLER &
BAR-ELI, 2011). No modelo in vivo, a expressdao do gene PAR-1 foi ndo
somente detectada, bem como o sCS foi capaz de diminuir seus niveis de
MRNA em 89% (p < 0,001), enquanto que a heparina diminuiu em 64% (p<
0,05). Esses achados sdo corroborados pelos resultados obtidos através da
analise quantitativa de PAR-1 por imuno-histoquimica em cortes de tumores
murinos, onde os tumores de animais tratados com sCS ou heparina
apresentaram niveis diminuidos para marcacdo de PAR-1 em torno de 40%,

guando comparado com o0s tumores de animais do grupo controle positivo.
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Atualmente, o papel de PAR-1 como um importante fator na progresséo
do melanoma €é bem documentado. A superexpressdo de PAR-1 é
predominantemente observada em amostras de tumores de melanoma maligno
e em lesBes metastaticas, quando analisadas por imuno-histoquimica (MASSI
et. al., 2005). Em um modelo de metéstase pulmonar em camundongos usando
células B16F10 transfectadas com o gene PAR-1, foi observado um aumento
de 40 vezes na metastase pulmonar (NIERODZIK et. al., 1998). Além disso, 0
aumento na expressao de PAR-1 em células de melanoma metastatico é mais
evidente do que em células ndo metastéticas (TELLEZ et. al., 2003), mostrando
a participacdo desse receptor de protease também na agressividade do

melanoma.

Dentro da base molecular do melanoma, PAR-1 parece desempenhar
uma funcgéo central, coordenando a modulacdo da expressdo de outros genes
importantes para o desenvolvimento tumoral e metastase. Como mencionado
anteriormente, PAR-1 juntamente com os genes AP-2a e Cx-43 formam uma
triade crucial de regulagcdo génica no melanoma. Li e colaboradores,
mostraram pela primeira vez que a regido promotora do gene PAR-1 apresenta
multiplos sitios de ligacdo ao fator transcripcional AP-2a e SP-1, além de dois
motivos de ligacdo sobrepostos para AP-2a e SP-1 dentro da regido 3’ proximal
(LI et. al., 1996). O silenciamento de AP-2a leva a um aumento da expresséo
de PAR-1, além de favorecer a transicdo da fase de crescimento radial para a
fase de crescimento vertical no melanoma (GERSHENWALD et. al., 2001;
HUANG et. al., 1998; JEAN et. al., 1998), desempenhando assim um feedback
negativo na regulacéo do receptor de protease. No melanoma, baixos niveis de
AP-2a permitem a ligagdo de SP-1 ao seu motivo de ligagdo presente na regiao
promotora de PAR-1, resultando na ativacdo génica deste (TELLEZ et. al.,
2003). AP-2a por sua vez, é capaz ainda de interagir com RNA e promover
regulacdo da progressdo do cancer, crescimento tumoral, metastase,
resisténcia a medicamentos, metabolismo e até mesmo a ocorréncia de
anomalias congénitas. Em células de melanoma especificamente, AP-2a
consegue interagir com dois miRNA tidos como vitais para o desenvolvimento

cancerigeno: miR-214 e miR-638. miR-214 é capaz de modular AP-2a e
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contribuir de forma positiva para a progressdo do melanoma, enquanto o miR-
638 € superexpresso em melanoma metastatico e, juntamente com o AP-2q,
sao responsaveis por um feedback regulatério com um carater duplo-negativo
(BHATTACHARYA et. al., 2015; GERSHENWALD et. al., 2001; PENNA et. al.,
2007). Além disso, a regulacdo negativa de AP-2a associada a supressao da
apoptose e autofagia celular, mediada por p53, favorece a metastase (KOLAT
et. al., 2019). Em acordancia com esses fatos, foi observado um aumento dos
niveis de mMRNA para AP-2a nos tumores de animais dos grupos tratados com
sCS e heparina, o que corrobora com a diminuicdo da expressdo de PAR-1.
Por outro lado, o sCS demostrou efeito inibitorio significativo (p <0,05) sobre os
niveis de mMRNA de Cx-43, que por sua vez é diretamente relacionada ao
aumento de PAR-1 em células de melanoma metastatico (ARUMUGAM et. al.,
2008).

A superexpressao da conexina Cx-43 tem sido associada a diversos
canceres, incluindo o melanoma, no qual atua facilitando a adesédo de células
de melanoma a células endoteliais, promovendo extravasamento do tumor (EL-
SABBAN & PAULI, 1991). Villares e colaboradores mostraram pela primeira
vez que PAR-1 é capaz de regular a expressao de Cx-43, somando mais uma
funcao regulatdria desse gene no melanoma. Ao silenciar PAR-1 em células de
melanoma metastatico foi observada uma diminuicdo da expressao de Cx-43
com consequente diminuicdo da adesdo de células de melanoma a células
endoteliais (VILLARES et. al., 2009). Assim, dentro desse contexto de
regulacao translacional, o efeito do sCS sobre a expressdo desse conjunto de
genes ainda ndo esta totalmente esclarecido. A regulacdo génica promovida
por sCS pode ter se dado de forma indireta, através da inibicdo de PAR-1 com
uma consequente modulagdo de AP-2a e Cx-43 ou ainda agindo diretamente

sobre cada gene.

sCS e heparina foram capazes de reduzir também (75% e 41% de
inibicdo, respectivamente) os niveis de expressdo de VEGFA quando
comparados ao grupo controle. VEGFA é responséavel pela producdo do
principal fator pro-angiogénico, o VEGF. A angiogénese possibilita a expanséo

da rede de suprimento sanguineo necessario para o desenvolvimento do



Pagina | 116

tumor, além de transportar as células tumorais, permitindo a colonizacao de
tecidos distantes ao tumor e uma consequente metastase (HANAHAN &
FOLKMAN, 1996). O papel da angiogénese no cancer é tdo importante que a
presenca de formacdes de novos vasos em amostras de tumores € tido como
um mau progndostico de pacientes oncolégicos. Durante o curso da progressao
e disseminacdo do melanoma, o VEGF € superexpresso tanto por células de
melanoma quanto por células endoteliais adjacentes ao tumor. Apesar de o
VEGF ter um efeito predominantemente paracrino, a presenca do seu receptor,
0 VEGFR na superficies de outras células além de células endoteliais, incluindo
as células de melanoma, sugere um sistema de atuacdo também autdcrino
(MARTINEZ-GARCIA et. al., 2017). Adicionalmente, células inflamatérias que
infiltraram no tecido tumoral também sdo capazes de produzir VEGF,
sintetizando um microambiente tumoral favoravel. Toda essa producao
aumentada de VEGF leva & um aumento no numero de vasos ao redor do
tumor e vasos recém-formados apresentam uma maior hiper-permeabilidade, a
qual € um fator crucial no processo metastatico do melanoma cutaneo primario
(SALVEN, HEIKKILA & JOENSUU, 1997). Um estudo de coorte realizado com
pacientes com melanoma maligno mostrou que o aumento da concentracdo
sérica dos fatores VEGF, bFGF e da citocina IL-8 estdo associados com uma
progressao tumoral avancada e baixa taxa de sobrevivéncia (UGUREL et. al.,
2001)

Embora ndo tenha sido detectada uma diminuicdo significativa na
marcacdo de VEGF por imuno-histoquimica, nos cortes de tumores para o0s
grupos de tratamento, quando comparados ao controle positivo, 0 proeminente
efeito inibitério sobre a expressdo de VEGFA pelo sCS pbde ser corroborado
pela diminuicdo dos niveis plasméticos de VEGF. O sCS foi capaz de inibir, em
quase 90%, os niveis de VEGF circulante no sangue dos animais, quando
comparado com o controle positivo, enquanto o grupo que recebeu tratamento
com heparina diminuiu em 80% a secrecao do fator. Sabe-se que GAGs séo
capazes de se ligar e interagir com diversos fatores de crescimento (SHIPP &
HSIEH-WILSON, 2007) e dessa forma, competir pela ligacdo com seus

respectivos receptores, inibindo assim uma possivel resposta celular. Um
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composto tipo heparina também obtido do cefelatérax do camar&o L. vannamei
mostrou capacidade de interagir com os fatores VEGF, FGF-2 e EGF, além de
inibir a proliferacédo de células endoteliais (DREYFUSS et. al., 2010), sugerindo
um possivel mecanismo de interacao e inibicdo direta do VEGF para o sCS.
Contudo, os dados mostrados aqui também podem sugerir que ambos o sCS e
heparina poderiam estar promovendo um efeito anti-angiogénico através da
regulacéo génica de VEGFA, e consequentemente, levando a uma diminuicéo
da producao de VEGF circulante. Além disso, o VEGF se adiciona a lista de
genes que sofre modulacdo por PAR-1, onde sua ativacdo leva a
superexpressao e secrecao de ndo somente VEGF bem como outros fatores
pré-angiogénicos como IL-8, MMP-2 e PDGF2 (TELLEZ & BAR-ELI, 2003),
colocando cada vez mais o papel de PAR-1 no foco da biologia do

desenvolvimento do melanoma.

O VEGF por sua vez, media uma importante interseccdo entre
angiogénese e o sistema de coagulacdo. Como citado anteriormente, relatos
mostram que PAF esta intimamente envolvido na resposta angiogénica
tumoral, sendo capaz de ativar células endoteliais diretamente além de induzir
a expressao de fatores angiogénicos como VEGF e assim estimular a
angiogénese (BUSSOLATI et. al., 2000; AXELRAD et. al., 2004; CAMUSSI et.
al., 1995). Nas ultimas décadas, o papel de PAFR e PAF no melanoma vem
sendo estudado além de sua funcdo plaquetéaria e importantes eventos da
progressdo do melanoma foram atribuidos a essas moléculas. Em
camundongos transgénicos para PAFR, foram observadas alteracdes
progressivas hiperproliferativas na epiderme, duas semanas apds o
nascimento. A hiperplasia dos queratinécitos foi acompanhada de
hiperpigmentacdo e aumento do numero de melandcitos dérmicos no ouvido e
cauda dos animais, com consequente desenvolvimento de tumores de
melanoma no final da vida (SATO et. al., 1999). Em outro estudo, a inibicdo da
atividade do PAF por meio da superexpressdo de PAF-acetil-hidrolase em
células de melanoma B16F10 levou a uma diminuigdo significativa na
vascularizacdo e crescimento do tumor, permitindo maior taxa de sobrevivéncia

dos animais (BIANCONE et. al., 2003). Esses resultados sugerem que uma
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atividade antagonista do PAFR poderia atuar como um ponto de intervencéo
durante a disseminagéo vascular ou crescimento de tumores e/ou metastase.
Essa ideia € reforcada pela potente inibicdo dos niveis de mMRNA do gene
PAFR in vivo (85%) e a inibicdo do crescimento tumoral mediados pelo sCS.
Diferentemente dos resultados in vitro, a heparina n&o demonstrou efeito
significativo sobre a expressao desse gene, o que pode estar relacionado com
a biodisponibilidade da heparina de baixo peso molecular na circulacao
sanguinea dos animais.

Na pele humana, sabe-se que os diferentes tipos de células
desempenham um papel significativo na regulacédo da homeostase da pele e no
comportamento dos melandécitos residentes, bem como no crescimento do
melanoma e na invasdo maligna local. A homeostase e o numero de
melandcitos sdo controlados pelos queratindcitos vizinhos através de uma
adesdo mediada por E-caderina (LEE & HERLYN, 2006). Essenciais na
tumorigénese do melanoma, queratindcitos e células estromais da cornea
secretam PAF em resposta a exposi¢ao aos raios UV (MARATHE et. al., 2005),
0 que aponta este fator como um importante indutor carcinogénico no

melanoma.

Além da angiogénese e ativacao plaquetéaria, o processo inflamatorio é
um resposta constante ndo somente durante o desenvolvimento tumoral, mas
apontado também como um desencadeador da tumorigénese. A GTPase RhoA
tem um papel importante na resposta imune dentro do ambiente tumoral do
melanoma, estimulando a proliferacdo e migracao celular além de ativar o fator
transcricional NF-kB. Um estudo in vivo sugeriu que as proteinas do tipo Rho
podem induzir um efeito transformador que leva a um feno6tipo maligno em
células normais. De fato foi demonstrado que inibidores de Rho GTPases
favoreceram um potencial anti-melanoma mediado através de uma resposta
imune adaptativa (TILKIN-MARIAME et al., 2005; SARRABAYROUSE et al.,
2007, 2010). O perfil de modulacao sobre a expressédo de RhoA in vivo para os
tumores, foi mais proeminente para o sCS quando comparado com o0s
resultados in vitro, chegando a inibir em 77% seus niveis no modelo in vivo. Ja

a heparina, diferentemente dos resultados apresentados in vitro foi capaz de
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produzir um efeito modulador significativo sobre os niveis de mRNA de RhoA.
Essa diferenca na modulacdo da expressdo de RhoA nos diferentes modelos
experimentais, nos leva a crer que 0S mecanismos inerentes a regulacao
génica da resposta imune no melanoma ndo se dé de forma isolada,
dependendo também da presenca de células inflamatérias no microambiente

tumoral, as quais obviamente n&o tém uma participagdo no modelo in vitro.

Como previamente discutido, RhoA também € capaz de induzir a
ativacdo de NFKB1, que por sua vez é responsavel por toda a regulacdo da
resposta imune inata e sua ativacdo exacerbada no melanoma esté associada
com a presenca de mutacdes do tipo BRAFV600E (GUARNERI et. al., 2017). Um
CS obtido do pepino do mar Stichopus japonicus foi capaz de modular o eixo
de sinalizagdo NF-kB/fator tecidual/fator Xa no melanoma in vivo (ZHAO et. al.,
2013), mostrando que moléculas de CS sao capazes de atuar regulando vias
de sinalizacdo importantes para o desenvolvimento tumoral. O fato de que o
sCS e a heparina foram efetivos em diminuir os niveis de mRNA de NFKB1 de
forma significativa tanto in vitro quanto in vivo, sugere que esses COmpostos
atuem em diferentes alvos inflamatorios, promovendo um efeito multi-
sinalizador na inflamacdo. Em um trabalho anterior, o0 sCS apresentou um
efeito anti-inflamatério in vivo, pela inibicdo das citocinas pro-inflamatérias IL-
18, IL-6, e TNF-a, além de diminuir os niveis de Oxido nitrico in vitro
(PALHARES et. al., 2019).

As células de melanoma produzem uma grande variedade de citocinas,
as quais os tipos e niveis variam de acordo com o estéagio tumoral (RICHMOND
et al.,, 2009). Nevos e melanomas primarios pouco espessos (<1 mm)
expressam baixas quantidades de TNF-a, TGF-B, IL-8 e de receptores de TGF-
b, por exemplo. A medida que o tumor expande, tornando-se mais espesso, é
observada uma hiperregulacéo de IL-1a, IL-1[3, IL-6 e seu receptor, IL-8, TNF-
a, TGF-B e seu receptor, fator estimulador de coldénias de granulécitos e
macrofagos (GM-CSF) e seu receptor, como bem como fator de células-tronco
(SCF) (MORETTI et al., 1999). Essas citocinas sdo também secretadas por
células adjacentes ao tumor e atuam favorecendo o microambiente tumoral.

TNF-a e IL-1 B secretados por macréfagos, por exemplo, induzem o aumento
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da producdo de IL-8 e VEGF em células de melanoma, mediando a
angiogénese e a remodelacao tecidual. (TORISU et al., 2000). Assim, TNF-a e
IL-18 destacam-se como efetores na progressao tumoral, e por essa razao
seus niveis plasmaticos foram quantificados a partir do sangue dos animais.
Quando comparados aos animais do controle positivo, 0s animais tratados com
0 sCS ou heparina mostraram niveis significativamente reduzidos de IL-18 (p <
0,01), e especialmente de TNF-a (p < 0,001) circulante no sangue durante o

desenvolvimento do melanoma.

Apesar de dados na literatura mostrarem um papel ambiguo do TNF-a
no melanoma, ora exibindo altos niveis em melanoma agressivos, ora sendo
relatado baixos niveis nesse tipo de cancer (DONIA, KJELDSEN &SVANE,
2015), nossos resultados sugerem que esse efetor atue como um facilitador da
progressdo do melanoma. Foram encontrados niveis 55% maiores de TNF-a
no plasma de animais com tumores desenvolvidos (controle positivo) e
submetidos ao tratamento com placebo, do que no grupo de animais saudaveis
(controle negativo). Esses achados por sua vez, estdo de acordo com dados
mais recentes que reportam uma estreita relacdo de elevadas quantidades de
TNF-a circulante com um aumento do risco de formacédo e desenvolvimento de
tumores in vivo (LEBREC et. al., 2015).

O perfil de expressédo génica encontrado para as amostras de pulméo
dos animais submetidos ao modelo de melanoma, sugerem uma atuacao de
sCS também em etapas da metastase tumoral. Assim como na analise das
seccbes dos tumores, 0s niveis de expressdao do gene PAR-1 no pulméo se
mantiveram consideravelmente menores nos grupos de tratamento com sCS e
heparina, apresentando uma reducéo em torno de 70% nos niveis de mRNA de
PAR-1 para ambos os tratamentos, quando comprados com amostras do
controle positivo. De forma interessante, quando comparado ao grupo controle,
AP-2a exibiu um aumento na expressdo de mais de 3 vezes (aumento de
336%) no grupo de animais tratados com sCS e 2,6 vezes no grupo de
tratamento com a heparina nas amostras pulmonares. No entanto, ambos sCS
e heparina ndo foram capazes de modular a expressédo de Cx-43 no pulmao de

forma significativa. Como esclarecido anteriormente, altos niveis de expresséo
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de AP-2a correlacionam diretamente com um feedback negativo sobre a
regulacdo da expressao de PAR-1. Esse efeito p6de ser observado né&o
somente sobre as baixas quantidade mMRNA de PAR-1 no pulm&o mediadas
pelos sCS e heparina, mas também pela diminuicdo consideravel da marcacao
por imuno-histoquimica do receptor PAR-1 nas secc¢fes de pulmdes de animais
tratados com os compostos, trazendo a ideia de que o mecanismo anti-PAR-1
apresentado pelo sCS e heparina pode ser também o responsavel pela
diminuicdo da metastase in vivo.

Em amostras pulmonares o efeito do sCS sobre a modulagdo da
expressdo de MAPK foi mais proeminente do que aquele observado para
amostras de tumores, enquanto a heparina continuou sem apresentar qualquer
modulacdo significativa. Esse dado pode trazer uma correlacdo com o0s
achados histologicos dos tecidos pulmonares dos animais tratados com sCS,
onde uma menor presenca de infiltrado inflamatério e células de melanoma nas
adjacéncias dos alvéolos pulmonares foi relatada, quando comparado com
amostras de animais do grupo controle. Além disso, devido ao papel regulador
gque PAR-1 exerce sobre MAPK, a inibicdo da sua expressdao mediada pelo
sCS pode estar contribuindo para niveis diminuidos de mRNA de MAPK.

A iniciacdo metastatica esta associada, dentre outros, com genes da
familia de proteinas Ras, como 0 RhoA (CHIANG & MASSAGUE, 2008) e PAF
(MELNIKOVA & BAR-ELI, 2009). Em um modelo de metastase tumoral em
camundongos nude, RhoA promoveu um aumento do crescimento tumoral e
um alto potencial de proliferacdo tumoral, através de um aumento das
proteinas AK, MMP-1 e MMP-9 (FARIED et. al., 2006). Curiosamente, neste
trabalho, apenas a heparina foi capaz de modular a expressdao de RhoA nos
tecidos pulmonares. Porém, sobre os niveis de mRNA de PAFR, o sCS
mostrou uma potente diminuicdo de 87%, quando comparado a amostras do
controle positivo. O papel de PAFR no melanoma foi demostrado a primeira vez
por IM e colaboradores em 1996, onde injecdes de inibidores de PAFR em
camundongos inoculados com células B16F10, foram capazes de diminuir a
metastase pulmonar induzida por IL-1a e TNF-a, sugerindo o papel de PAF e

seu receptor na colonizagcdo pulmonar (IM et. al., 1996). Posteriormente, foi
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demonstrado ainda que a sedimentacdo de células B16F10 em pulmdes de
ratos é dependente da expressdo de MMP-9 no tecido pulmonar, a qual foi

induzida por uma injecao intraperitoneal de PAF (KOET al., 2007).

Durante a metastase PAF também tem uma participacdo direta na
secrecdo de citocinas atraves da ativacado de NF-kB, que € ativado ainda pela
presenca de outros mediadores inflamatérios no microambiente tumoral
(MANTOVANI et al., 2008). A via ERK1/2/p38/MAPK/NF-k3 é de extrema
importancia na metastase, induzindo a ativacdo de enzimas proteoliticas, como
as metaloproteinases, capazes de degradar a membrana basal, matriz
extracelular e induzir a migracdo de células tumorais, além de induzir a
ativacdo de células inflamatérias e secrecdo de citocinas pré-
inflamatérias/tumorais (HUANG, HUANG & DENG, 2012; AL, SHARAF &
LUQMANI, 2011; REDDY, NABHA & ATANASKOVA, 2003). Assim, o efeito
anti-metastatico do sCS também pbde ser demonstrado pela diminuicdo da
expressdo de NFKB1 e PAFR nas amostras de pulmdes de forma bastante

significativa (p > 0,01), chegando & 79% e 87% de inibicdo, respectivamente.

Adicionalmente, ambos sCS e haparina foram eficientes em diminuir ndo
somente o0s niveis de expressdo de mRNA de VEGFA nos pulmdes dos
camundongos de forma significativa (p > 0,05), mas também em reduzir os
niveis de VEGF detectados por imuno-histoquimica nos tecidos pulmonares.
Esses resultados apresentam uma grande importancia no contexto antitumoral,
ja que o aumento da densidade micro-vascular tumoral esta associado a uma
maior taxa de metastase (BRONKHORST et. al., 2011) e mortali

dade no melanoma (FOSS et. al., 1999; MAKITIE et. al., 1996). Uma vez
gue a metastase no melanoma ocorre exclusivamente por via hematogénica, é
l6gico presumir uma relagéo entre o crescimento de vasos intra-tumorais e a
disseminagéo sistémica do tumor. Por isso, atualmente a terapia anti-
angiogénica se tornou um dos alvos no tratamento do melanoma, bem como da
sua metastase. Um estudo recente relatou uma melhora consideravel na
eficacia do tratamento do melanoma, utilizando um inibidor de VEGF
(PIPERNO-NEUMANN et. al., 2016). O interesse cientifico na vascularizagcao
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tumoral aumentou recentemente, a medida que novos alvos vém sendo
caracterizados, prometendo mais uma abordagem terapéutica no melanoma.
As atividades anti-angiogénicas exibidas pelo sCS aqui, o colocam como um

interessante alvo também na terapia focada na angiogénese do melanoma.

Por fim, assim como nas demais etapas da progressdo tumoral no
melanoma, PAR-1 tem uma participacao direta, regulando também os genes
RhoA, PAFR, NFKB1 e VEGFA no contexto da metastase. Apesar de o sCS e
heparina terem exibido resultados diretamente sobre a expressdo de varios
genes relacionados a metastase no melanoma, ndo podemos descartar a
possibilidade de que esses genes tenham sofrido modulagdes por outros genes
e fatores transcricionais durante o estabelecimento da metastase, e por isso
mais estudos acerca do papel desses GAGs na biologia molecular do
melanoma precisam ser conduzidos. A trombina é a principal responsavel pela
ativacdo de PAR-1 e consequentemente, por seus efeitos bioldgicos no cancer.
Considerando o alto potencial inibitério do sCS sobre os niveis proteicos e de
MRNA de PAR-1 no melanoma, bem como sua atividade anti-trombina
previamente reportada (PALHARES et. al.,, 2019), € possivel sugerir que o
mecanismo pelo qual esse composto exerce o efeito antitumoral seja através
da inibicdo de PAR-1, tanto de forma dependente da inibicdo da trombina ou

agindo diretamente sobre a expressao do receptor e seu produto.

Ao longo dos anos, diversos estudos da biologia celular revelaram que
os glicosaminoglicanos estdo dentre as macromoléculas que afetam as funcdes
e propriedade das células, agindo sobre receptores celulares ou através de
interacbes com fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. As variacdes
estruturais apresentadas pelos GAGs em diversas condi¢cfes patoldgicas, em
particular no céancer, colocam essas moléculas como importantes
biomarcadores e alvos terapéuticos. Para o caso especifico de PAR-1, dados
na literatura sobre a relacdo deste receptor com moléculas tipo GAG ainda séo
extremamente escassos. Um estudo mostrou que a heparina e uma heparina
de baixo peso 2,3-O-desulfatada, inibiram a permeabilidade de células
endoteliais em capilares pulmonares, induzida por trombina, através de PAR

(GONZALES et. al.,, 2014). Esse mesmo estudo sugeriu ainda que, além da
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bem estabelecida capacidade que a heparina apresenta de se ligar e inibir a
trombina, promovendo assim a modulacdo de seus efeitos, que esse GAG

também seria capaz de se ligar diretamente ao receptor PAR-1.

Do ponto de vista estrutural, GAGs sdo moléculas com alta
eletronegatividade e por isso, uma gama variada de proteinas biolégicas sdo
capazes de interagir e se ligar as suas estruturas. Proteinas capazes de se
ligar a heparina expressam motivos de ligacdo a heparina lineares que
apresentam sequéncias conservadas de aminoacidos basicos e hidropéticos
em padrdes especificos (GREEN et. al., 2013; SOBEL et. al., 1992; SOMLYO &
SOMLYO, 2003). A regido de ligacdo aniénica no exositio Il dessas proteinas,
contém um motivo estrutural (-B-X-B-B-) que se assemelha a sequéncias
encontradas em outros peptideos e proteinas de ligacao a heparina (CARDIN
et. al, 1991; DE CRISTOFARO & DE CANDIA, 2003). Gonzales e
colaboradores identificaram um motivo semelhante (*>RARR?®) na parte N-
terminal de PAR-1, e sugeriram que as moléculas de heparina poderiam se
ligar diretamente a esse sitio de ligacdo. Além disso, essa ligacao poderia
ainda interferir com a clivagem de PAR-1 mediada pela trombina, uma vez que
o sitio de clivagem (Ser*?) esta localizado nas proximidades do suposto local de
ligacdo a heparina e poderia ser mascarado pela molécula de heparina
(GONZALES et. al.,, 2014). Considerando o potencial multi-facetario do sCS
sobre o PAR-1 descrito no presente trabalho, a hip6tese de interacédo sugerida
por Gonzales e colaboradores, poderia ser considerada como uma explicacéo

para os mecanismos do sCS sobre o melanoma, a ser estudada.

Varios estudos mostram o papel da superexpressao de cadeias de CS
em diferentes tipos de cancer. A andlise estrutural de cadeias de CS/DS
presentes em células de carcinoma de pulmao relevaram que ha uma maior
proporcdo de residuos disulfatados AUA-GalNAc-4,6-O em células com alto
potecial metastatico quando comparado com células com baixo potencial
metastatico (LI et. al., 2008). Esse residuo é caracteristico de cadeias tipo CS-
E e também foi encontrando em maior propor¢cdo em células de osteosarcoma
murino com capacidade metastatica (BASAPPA et. al., 2009). No melanoma,
CS-A leva a formagdo de um complexo triplo composto por PGCS de
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melanoma, a MMP de membrana tipo 3 (MT3-MMP) e a pro-MMP-2, levando a
ativacdo da MMP-2, uma das mais importantes enzimas de degradacao da
matriz na cascata metastatica (IIDA et. al., 2007). A expressao de PGCS de
melanoma estimula ainda a ativacdo constitutiva da via ERK12, a qual induz
crescimento e motilidade celular (YANG et. al., 2009). Nesse sentido,
moléculas que se assemelham estruturalmente a esses GAGs poderiam se
ligar a diferentes proteinas fisiologicas, funcionando como miméticos de PGCS

e modular assim suas funcoes.

Dentre essas moléculas, CS exdgenos parecem regular vias de
sinalizacdo celular importantes na patogénese do cancer. Cadeias de CS
supersulfatadas e um CS fucosilado isolado de pepino do mar mostraram um
efeito inibitério nos eventos mediados por P-selectina durante a metastase
tumoral (KAWASHIMA et. al., 2002; BORSIG et. al., 2007). Em outro estudo,
um CS isolado do pepino do mar Ludwigothurea grisea predominantemente 6-
O-sulfatado, porém com uma substituichio na posicdo 3-O do GIcA
apresentando ramificagées do tipo 2,4-disulfatado a-L-fucopiranose foi capaz
de inibir a metastase tumoral e inflamacdo in vivo, através do bloqueio da
interacdo dependente de P- e L-selectinas com ligantes contendo sialyl-Lewis
em sua estrutura. As ramificacdes de fucose sulfatada presentes nesse CS se
assemelham estruturalmente aos motivos presentes em glicanos de leucdcitos
e células tumorais, que contém sialyl-Lewis em sua estrutura (BORSIG et. al.,
2007). Assim, esse GAG funcionaria como uma molécula mimética de glicanos
importantes no cancer que ao interagir com estes, permite o blogueio das suas

fungbes por um mecanismo de competi¢ao.

Nesse sentido, cadeias de CS-E também séo capazes de interagir com
membros da importante familia de fatores de crescimento FGF, os quais
desempenham papéis cruciais no desenvolvimento, manutencdo e reparo de
tecidos, e todos os membros da familia tém uma propriedade de ligacdo a
heparina. Deepa e colaboradores mostraram que FGF-2 e FGF-10 se ligam a
cadeias de CS-E com menor afinidade em comparacdo com heparina (com
base nos valores de Kd), enquanto que para o FGF-18 essa afinidade de
ligacéo é téo forte quanto a heparina (DEEPA et. al., 2002). A raz&o para essa
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diferenca de afinidade dos diferentes ligantes ainda ndo é totalmente clara.
Quando comparados os dominios de ligacdo a heparina dos membros da
familia FGF, foi observada uma distribuicAo semelhante de residuos de
aminoacidos béasicos. A Unica caracteristica marcante diferente entre o0s
membros da familia FGF é a presenca do residuo Cys'3’ dentro do dominio de
ligacdo a heparina (PATRIE et. al., 1999). O fato de que o CS-E se liga com
alta afinidade a outros membros da familia FGF, quando comparado com a
heparina, pode estar correlacionado com um perfil estrutural diferente da
heparina, levando a formacdo de diferentes interacdes com os aminoacidos
presentes em cada FGF, em especial o residuo Cys'®’. De forma contréria,
cadeias de CS-E obtidas de cartilagem de lula se ligam especificamente a
fatores importantes na adesédo celular como Midkine (MK) e pleitropina (Kda =
61.6 e 11.4 nM, respectivamente) com uma afinidade de ligagdo maior do que a
ligacdo com a heparina (Ka = 204 e 16.1 nM, respectivamente) (UEOKA et. al.,
2000).

Esses dados sugerem que a especificidade de interagcdo de moléculas
de CS com diferentes ligantes biolégicos pode variar de acordo com condicdes
fisio-patologicas especificas, e parecem apresentar critérios de ligacao
diferentes daqueles apresentados pela heparina, o que poderia explicar em
parte, o efeito geral mais ameno da heparina sobre as atividades antitumorais
descritas neste trabalho, quando comparado ao sCS. Outra possivel
explicacdo, ao menos para os efeitos in vivo, seria que as moléculas de
heparina de baixo peso molecular (HBPM), apresentam uma desvantagem do
ponto de vista farmacolégico quando comparado ao sCS. As propriedades
farmacocinéticas da HBPM resultam em uma maior biodisponibilidade, meia-
vida plasmética e regularidade da resposta anticoagulante, contudo tais
propriedades sdo apresentas devido ao fato de que as HBPM se ligam com
menor afinidade a proteinas do plasma, a células sanguineas e ao endotélio

(HIRSH, 1993), limitando assim seus demais efeitos biologicos.

7

Outro ponto importante a ser abordado é a relagcdo entre estrutura e
funcdo de GAGs. A heparina € o0 GAG que apresenta naturalmente o maior
grau de sulfatacdo, e por isso diversos estudos de GAGs no céancer focam
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frequentemente nesta caracteristica estrutural, trazendo a relagdo entre alto
grau de sulfatacdo e uma atividade antitumoral. Contudo, o presente trabalho,
bem como outros dados mais recentes, sugerem que a sulfatacdo nao seria a
Gnica caracteristica estrutural importante nos potenciais biolégicos exibidos
pelos GAGs. (BRITO et. al., 2018; CAVALCANTE et. al., 2018; CHAVANTE et.
al., 2014; LIMA et. al., 2013; PALHARES et. al., 2019). Cada vez mais estudos
trazem a ideia de que os grupos anionicos dos GAGSs sdo responsaveis por nao
somente as funcdes biologicas, mas pelo seu processamento e modificacdo
nos organismos, reforcando a hipétese de que ndo somente a posicdo e
direcdo de grupamentos sulfato sdo ditadores das atividades biol6gicas desses
compostos, mas também acido carboxilico, aldeido e grupos funcionais nitro.
Atualmente, pouco se sabe sobre o efeito de GAGs a nivel molecular, mais
especificamente sobre os mecanismos pelos quais seriam capazes de induzir
uma modulacdo da expressédo génica, ndo somente no cancer mas em outras

condicdes fisio-patologicas.

O amplo potencial biotecnolégico apresentado por GAGs nos ultimos
anos, levou a bioquimica moderna a buscar novas estratégias para producdo
de moléculas sintéticas miméticas de GAGs, 0 gque trouxe mais conhecimento
sobre as funcdes e interacfes desses polissacarideos. Um composto sintético,
mimético de carboidratos do tipo imidazélio aldeido, o NIC (2-butyl-5-chloro3-
(4-nitro-benzyl)-3H-imidazole-4-carbaldehyde), apresenta grupos funcionais em
comum com o HS, como sulfato, nitro e carboxi-aldeido, o que o coloca em
uma posicao similar a unidade dissacaridica estrutural do HS. NIC apresentou
a capacidade de se ligar aos sitios de ligacdo de heparina em VEGF, através
da forte ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoécidos lisina-30 e
glicina-20, sugerindo que NIC seria até mesmo capaz de inibir a ligacdo de
VEGF com a heparina. NIC exibiu ainda uma interessante atividade antitumoral

em um modelo de metastase experimemtal (BASAPPA et. al., 2012).

Nesse contexto, modificagBes quimicas de compostos GAG-miméticos
poderiam direcionar efeitos bioldgicos especificos. A substituicdo dos anéis de
ribose nessas moléculas gera uma importante classe de analogos de di-

deoxirribonucleose (Gl et. al., 1997) capazes de inibir a metastase em um
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modelo de osteosarcoma in vivo (SADASHIVA et. al., 2012). A presenca de
grupos aniénicos nesses compostos por sua vez, S&0 responsaveis por um
efeito de mimetizacdo de nucleosideos naturais, conferindo uma interacéo
direta destes com o DNA. Esses GAG-miméticos sdo também analogos de di-
deoxirribonucleose e por isso podem sofrer fosforilacdo por proteinas-quinase
celulares seguido de metabolizagcdo por enzimas, sendo entdo inseridos na
cadeia em formacdo do DNA, nos quais sdo finalmente modificados como
terminadores de cadeias (WAGNER, IYER, & MCINTEE, 2000). Assim, as
caracteristicas estruturais quimicas das moléculas de GAGs, como a presenca
de diversos grupos aniénicos, podem sofrer modificac6es quimicas durante a
metabolizacdo sistémica e/ou celular levando a substituicdo dos seus grupos
quimicos funcionais, e assim conferir a esses polissacarideos novas interacoes
com moléculas variadas. Devido a grande heterogeneidade estrutural
apresentada por esses polimeros as possibilidades sdo as mais variadas,
inclusive a de que apds sofrerem modificacdo por metabolizacdo, GAGs
exdgenos, como o sCS poderiam se tornar moléculas estruturalmente capazes

de interagir com o DNA e promover efeitos a nivel de expresséo génica.

As vias pelas quais GAGs séo capazes de inibir o desenvolvimento
tumoral sdo pouco estudadas até o0 momento. Os dados apresentados neste
estudo sugerem que o sCS é capaz de modular a progressdo do tumor de
melanoma e, parece atuar por diferentes mecanismos, inclusive a nivel
molecular, revelando uma acéo antitumoral para compostos tipo GAGs nunca
antes reportada. Além disso, os resultados aqui mostrados evidenciam o papel
do receptor PAR-1 e sua ativagcdo pela trombina como pecas chaves no
desenvolvimento do melanoma, bem como colocando o sCS como um
importante agente modulador desse mecanismo. E importante destacar ainda,
gue apesar do seu potencial anticoagulante, o sCS apresentou um baixo efeito
hemorragico quando comparado a heparina, em um trabalho prévio
(PALHARES et. al.,, 2019), apontando esse polissacarideo natural como um
modelo relevante no estudo da relacdo entre compostos tipo CS e o

desenvolvimento do cancer.
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6. CONCLUSOES

v

v

Com base na analise dos dados obtidos, podemos concluir que o sCS
isolado de L. vannamei:

E uma molécula de natureza Unica por apresentar o incomum residuo
GIcA 3-O-sulfato em sua estrutura.

Nao apresenta efeito citotoxico nem € capaz de induz morte e/ou
apoptose das células tumorais B16F10.

Inibe a migracao celular e a clonogenicidade das células tumorais.

Inibe a expresséao in vitro de genes relacionados ao desenvolvimento do
melanoma em células tumorais.

Diminui os niveis de TNF-a e melanina secretados pelas células
tumorais.

Reduz o crescimento tumoral in vivo.

Modula a expresséao in vivo de genes relacionados ao desenvolvimento
do melanoma, incluindo PAR-1, em amostras de tumores e pulmdes de
camundongos.

Reduz os niveis plasmaticos de citocinas VEGF in vivo.

Diminui a marcacdo através de imuno-histoquimica de PAR-1 e VEGF
em amostras de tumores e pulmdes de camundongos.

Apresenta-se como um modelo biotecnolégico interessante na pesquisa

por Novos compostos antitumorais.
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8. ANEXOS

Tabelal. Parametros de aquisicao de RMN

1D Proton:

1D Carbono:
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Parametro

Valor

Programacao de pulso

Zgpr

Tempo de experimento

7m 50s

Tamanho do F.I.D. (TD)

12288

Numero de Scans (NS)

64

Largura espectral (SW[ppm])

11.9878

Tempo de Aquisi¢ao Time

(AQ[sec])

0.8540

Resolucéo FID (FIDRES[Hz])

1.1709

Atraso de relaxamento
(d1[sec])

5

Parametro

Valor

Programacao de pulso

zgpg30

Tempo de experimento

5h 15m
15s

Tamanho do F.I.D. (TD)

32768

Numero de Scans (NS)

16384

Largura espectral (SW[ppm])

197.2059

Tempo de Aquisigcao

(AQ[seg])

0.5505

Resolucao FID (FIDRES[HZ])

1.8165

Atraso de relaxamento
(d1[seq])

0.5
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COSY:
Parametro Valor F2 | Valor F1

Programacéao de pulso cosydfphpr.n3
Tempo de experimento 7h 24m 32s
Tamanho do F.I.D. (TD) 2048 512
Numero de Scans (NS) 32
Largura espectral (SW[ppm]) 10.0138 10.0138
Tempo de Aquisicao 0.1704 0.0426
Resolucdo FID (FIDRES[Hz]) | 5.8688 23.4751
Atraso de relaxamento 1.3999
(d1[seq])

TOCSY:

Parametro Valor F2 | Valor F1

Programacéao de pulso cltocsypr.n3
Tempo de experimento 8h 8m 54s
Tamanho do F.I.D. (TD) 2048 512
Numero de Scans (NS) 32
Largura espectral (SW[ppm]) 10.0138 10.0138
Tempo de Aquisicao 0.1704 0.0427
(AQ[seq])
Resolucédo FID (FIDRES[HZz]) 5.8688 23.4427
Atraso de relaxamento 1.3999
(d1[seq])
Diferenca de Tempo (d8[seq]) 0.1199

NOESY:

Parametro Valor F2 Valor F1
Programacéo de pulso noesygpphpr

Tempo de experimento

*1d 4h 14m 35s — 1d 6h 53m

30s*

Tamanho do F.1.D. (TD)

2048

512
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Numero de Scans (NS) 88

Largura espectral (SW[ppm]) 10.0138 10.0138
Tempo de Aquisicao 0.1704 0.0426
(AQ[seq])

Resolucado FID (FIDRES[Hz]) 5.8688 23.4751
Atraso de relaxamento 2

(d1[seqg])

Diferenca de Tempo (d8[sec]) *0.03 — 0.24*

* Espectros de NOESY foram coletados com diferentes tempos: 0.03s, 0.06s,
0.12s e 0.24s, os quais deram os tempos de experimento de: 1d 4h 14m 35s,

1d 4h 38m 8s, 1d 5h 23m 15s e 1d 6h 53m 30s respectivamente.

HSQC:
Parametro Valor F2 | Valor F1
Programacéao de pulso hsqcetgpsisp2
Tempo de experimento 12h 26m 48s
Tamanho do F.I.D. (TD) 4096 1024
Numero de Scans (NS) 32
Largura espectral (SW[ppm]) 10.0138 | 199.9960
Tempo de Aquisicao 0.3408 0.0170
(AQ[seq])
Resolucdo FID (FIDRES[Hz]) | 2.9344 | 58.9511
Atraso de relaxamento 1
(d1[seq])
HMBC:
Parametro Valor F2 | Valor F1
Programacéo de pulso hmbcgplpndgf

Tempo de experimento

2d 18h 5m 56s

Tamanho do F.1.D. (TD)

1024

400
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Numero de Scans (NS) 360

Largura espectral (SW[ppm]) 10.0138 | 199.9970

Tempo de Aquisicao 0.0852 0.0066
(AQ[seq])

Resolucdo FID (FIDRES[Hz]) | 11.7375 & 150.9156

Atraso de relaxamento 15
(d1[seq])
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