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RESUMO

O melanoma € a forma mais agressiva de cancer de pele e destaca-se por
possuir alta capacidade metastatica, representando um significante e crescente
problema na saude publica mundial. Em estagio avangado, o progndstico dos
pacientes é frequentemente de sobrevida de 6-9 meses, sendo a sobrevida de cinco
anos menor do que 10% dos casos. Além disto, este cancer € pouco responsivo aos
tratamentos convencionais (quimioterapia ou radioterapia), e vale salientar que
provocam varios efeitos colaterais, reduzindo a qualidade de vida do paciente. Assim,
uma estratégia interessante para o combate ao melanoma € a utilizagao de compostos
que causam diminuicdo da atividade metastatica e invasiva desse tipo de tumor, mas
com minimos efeitos colaterais. Neste sentido, destacam-se o0s agentes
antitrombdéticos, em especial a heparina e sua forma despolimerizada (heparina de
baixo peso molecular - LMWH). Dentre outras aplicagbes clinicas, esses compostos
sao utilizados para evitar a formacdo de trombos em pacientes acometidos por
tumores que desenvolvem sindrome de Trousseau, no entanto, foi observado
sobrevida destes pacientes, o que fundamenta pesquisas com esses farmacos, como
possiveis agentes antitumorais. Diversos trabalhos comprovam o efeito antitumoral de
LMWH, inclusive em melanoma, com estudos in vitro e in vivo. No entanto, n&o é
conhecido o mecanismo de acdo. Assim, considerando a baixa eficiéncia dos
tratamentos convencionais para o melanoma, o presente trabalho visa estudar a agao
dos polissacarideos sulfatados, em especial de heparina e LMWH, sobre modelos de
melanoma murino in vivo e investigar seu mecanismo de agdo. Os resultados
mostraram que LMWH possui menos efeito colateral que heparina nao fracionada,
sendo, portanto, o farmaco escolhido. Duas doses foram testadas, e 5 mg/Kg foi mais
eficiente que 1 mg/Kg, sendo a dose eleita. Os resultados s&o muito promissores. pois
nao revelaram efeitos colaterais e mostraram uma reducdo no desenvolvimento
tumoral da ordem de 70%. Avaliagbes histologicas e imunohistoquimica revelaram
qgue ha uma menor formagao de vasos, o que poderia ser responsavel pelo aumento
da taxa de apoptose e diminuicdo da proliferagao celular. Outras moléculas chaves
foram avaliadas e revelou uma menor quantidade de MMPs (2, 9 e 14), bem como
uma diminui¢do na quantidade de carboidratos e glicoconjugados importantes, como
acido hialurénico e seu receptor CD44 e de Proteoglicano de Condroitim Sulfato,
marcador importante para melanoma. O Heparam Sulfato também foi avaliado e
mostrou ter maior quantidade no grupo tratado o que pode ser explicado pela
diminuicdo da quantidade de enzimas que o degradam (as heparanases). Ja os
Proteoglicanos de Heparam Sulfato que estdo superexpressos no melanoma, todos
mostraram uma grande reducdo. Os dados até o momento mostram claramente que
LMWH reduz o desenvolvimento do tumor, o que pode ser explicado pela menor
formacgao de vasos e reducao de moléculas importantes para o padrao que confere a
agressividade ao melanoma.

Palavras-chave: Melanoma. LMWH. Acido Hialurénico. MMPs.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive form of skin cancer and is characterized by
having high metastatic capacity, representing a significant and growing public health
problem worldwide. In advanced stages, the prognosis is often survival of 6-9 months,
with the five-year survival less than 10% of cases. Moreover, this bit responsive to
conventional cancer treatments (chemotherapy or radiotherapy) which cause various
side effects, reducing the quality of life of the patient. Thus, an interesting strategy to
combat melanoma is the use of compounds that cause decreased invasive and
metastatic activity of this type of tumor, but with minimal or no side effects. In this
regard, it is noteworthy antithrombotic agent, in particular heparin and low molecular
weight heparin (LMWH) obtained by chemical or enzymatic fragmentation of
unfractionated heparin. This molecule is used to prevent thrombus formation in
patients affected by tumors that develop Trousseau syndrome, but survival was found
that these made use of LMWH. Several studies have confirmed the antitumor effect of
LMWH, including melanoma, with studies in vitro and in vivo. However, it is not known
the mechanism of action. Thus, considering the low efficiency of conventional
treatments for melanoma, the present work aims to study the action of sulfated
polysaccharides, particularly heparin and LMWH, on models of murine melanoma in
vivo and investigate its mechanism of action. The results showed that LMWH has fewer
side effects than unfractionated heparin, the drug is therefore chosen. Two doses were
tested, and 5 mg / kg was superior to 1 mg / kg, and the dose chosen. The results are
promising since it showed no side effects and showed a reduction in tumor
development of about 70%. Histological and immunohistochemical evaluations
revealed that there is a smaller vessel formation, which could be responsible for the
increased rate of apoptosis and decreased cell proliferation. Other keys molecules
were examined and showed a smaller amount of MMPs (2, 9, 14) as well as a decrease
in the amount of carbohydrates and glycoconjugates important as hyaluronic acid and
its CD44 receptor and proteoglycan chondroitin sulfate, important marker for
melanoma. The heparan sulfate proteoglycans that are overexpressed in melanoma,
all showed a great decrease in the treated group, which can be explained by the
reduced amount of enzymes which degrade (as metaloproeinases). The data clearly
show that LMWH reduces tumor development, which may be explained by the lower
vessel formation and reduction important molecules for the standard which confers
aggressive melanoma.

Key-words: Melanoma. LMWH. Hyaluronic acid. MMPs.
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1. INTRODUGAO

1.1. MELANOMA

O céncer ¢é a principal causa de morte de seres humanos no mundo inteiro. Em
2012 foram relatados mais de 8,2 milhdes de 6bitos em decorréncia desse processo.
Estima-se que esse numero continue a aumentar, podendo atingir mais de 11 milhdes
de mortes em 2030. Entre os tipos de neoplasias, o0 melanoma metastatico (FIGURA
1) embora ndo seja o cancer de pele com maior frequéncia, € o cancer de pele com
maior letalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION — WHO, 2014). No Brasil os
canceres de pele representam cerca de 25% do total dos canceres, desse numero o
melanoma representa 4% (INCA 2014).

O melanoma surge da transformacédo maligna das células produtoras de
pigmento chamadas de melandcitos. Melandcitos séo células produtoras de melanina
localizadas na camada basal da epiderme (KONDO; HEARING, 2011).

FIGURA 1. O MELANOMA MALIGNO

Foto ilustrativa de uma lesdo de melanoma maligno na pele. FONTE: World Health Organization.
Disponivel em: http://www.who.int/uv/health/uv_health2/en/index1.html. Acesso em: 18/11/2012.

O principal fator ambiental que contribui para o surgimento de melanoma ¢é a
exposigao solar, principalmente em areas da pele nao protegidas, como as méos e

rosto. Entretanto, os fatores genéticos continuam sendo o principal risco para o
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desenvolvimento da doenga, uma vez que o0 seu surgimento é predominante em
individuos de pele pouco pigmentada (caucasianos) (HOUGHTON et al., 2002).

Células que atuam na inflamagdo como, macréfagos, neutréfilos e linfocitos T
ativados também podem participar do processo de desenvolvimento tumoral e
metastase no cancer de pele do tipo melanoma, através da liberacdo de fatores de
crescimento, proteases e quimiocinas (GARYBIAN; FISHER, 2010).

O melanoma é um tumor maligno com capacidade de metastase a partir de
pequenas massas tumorais (LEITER et al., 2004). O seu desenvolvimento pode ser
dividido em seis etapas: 1- surgimento de manchas melanociticas (comumente
chamadas de “pintas”); 2- hiperplasia melanocitica com diferenciagdo “aberrante”; 3-
displasia das manchas melanociticas, com nucleo atipico; 4- crescimento radial do
melanoma primario; 5- crescimento vertical do melanoma primario; 6- melanoma
metastatico (CLARK et al., 1984) (FIGURA 2). A diferenciacao “aberrante”, citada na
segunda etapa do desenvolvimento do melanoma, € caracterizada apenas pelo nao
desaparecimento das células melanociticas alteradas. Essas manchas sao
constituidas de melandcitos com proliferagao celular descontrolada e focada em uma
regidao (CLARK et al., 1984). Uma vez que O organismo possui mecanismos
imunoldgicos de defesa contra a formacado de tumores (BOON et al.,, 2006), as
manchas melanociticas, na maioria das vezes, ndao se desenvolvem para tumores
primarios, tornando-se lesbes terminais, que nao evoluem para melanoma
(HOUGHTON et al., 2002). Mas, se o melanoma se desenvolver a partir de um

precursor, a displasia melanocitica serve como “ponto de partida”.
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FIGURA 2. OS SEIS NIVEIS DE CLARK (I - IV)
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llustracdo de uma secgéo vertical da pele, incluindo (I) epiderme, (lll - 1V) derme e (V) tecido
subcutaneo. A: Melandcitos normais distribuidos individualmente ou em pequenos aglomerados na
juncéo epiderme - dermal. B: Proliferagéo atipica dos melandécitos. C: Melanoma em crescimento radial
(fase RGP). D: Melanoma em crescimento vertical (fase VGP). As mudangas bioldgicas caracteristicas
de cada nivel estao apresentadas no topo da FIGURA. O sexto nivel (ndo ilustrado) é a metastase.
Fonte: Adaptado de HOUGHTON (2002).

O melanoma primario cresce de forma gradual, ndo seguindo um caminho
linear de expansao. Inicialmente, ele passa pela fase de crescimento radial (conhecida
como fase RGP, do inglés Radial Growth Phase), que € caracterizado pelo
alargamento do melanoma em sua periferia, aumentando o didmetro de sua forma de
circunferéncia imperfeita. Nesta etapa, ainda nao ocorre o fenétipo de metastase. A
partir do momento em que 0 melanoma atinge o proximo estagio de desenvolvimento,
o crescimento vertical (fase VGP, do inglés Vertical Growth Phase), essas células
crescem perpendicularmente ao crescimento radial e adquirem a competéncia de
sofrer metastase. Além disso, crescem de forma expansiva, degradando o tecido

adjacente, o que é uma caracteristica da metastase (CLARK et al., 1984) (FIGURA 3).
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FIGURA 3. CLASSIFICACAO ATUALIZADA DOS ESTAGIOS DO MELANOMA
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A imagem a acima demonstra a ilustragdo dos niveis de progressdo do melanoma, em comparagao
com a imagem histolégica desse processo. Diferenciando em quatri fases, melandcitos, fase de
crescimento radial (RGP), fase de crescimento vertical (VGP) e mestastase. Fonte: Adaptado de Vultur,
A (2013).

Um fator progndstico importante para o melanoma, é a profundidade do tumor
no diagnostico histolégico. A taxa de sobrevivéncia de cinco anos para pacientes
diagnosticados com melanoma in situ chega aos 99,9%, em melanomas com 1.01-
2mm de profundidade a taxa de sobrevida em 5 anos cai para 45-79%. Nestes casos
tratamento para melanoma é exciséo cirurgica, com a retirada de aproximadamente 2
centimetros de margens. Além disso, para melanomas com mais de 1 milimetro de
profundidade tem a indicagao de investigagcao de metastases em linfonodos. Portanto,
quanto menos profundo o melanoma melhor o prognéstico do paciente
(CHIARAVALLOTI; LADUCA, 2014).

1.2. TRANSFORMAGCAO MALIGNA DOS MELANOCITOS

A transformacado maligna de melandcitos € constituida por varios processos,
complexos caracterizados por alteragcdes na expressao de moléculas envolvidas no
controle do crescimento celular, proliferacdo, adesdo e morte. Diversos estudos

sugerem que a patogénese do melanoma é um processo multi passo que podem
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incluir as fases de nevos benignos, nevos displasicos, radial e vertical e metastatico
melanoma (COMODO et al., 2013).

O processo de transformacdo de células normais em neoplasicas esta
associado a moléculas/proteinas que desempenham importantes papéis no controle
da proliferacao celular. Modificagdes pds-traducionais, ocasionadas por mutagdes em
genes que codificam para a producao de algumas proteinas envolvidas na ativacao
ou desativacdo em processos criticos de sinalizagao celular, estdo envolvidas na
transformacao e progressédo maligna (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A pele humana ao ser exposta a radiacao da luz ultravioleta sofre dano ao DNA
dos queratinécitos, o que faz com que a proteina p53 (conhecida por ser supressora
tumoral) seja estabilizada e impede progressao do ciclo celular. Por outro lado, p53
ativa a expressao da pré-opiomelanocortina (POMC). Sequencialmente POMC é
clivada, o que por sua vez estimula a produ¢ao do horménio melandcito-estimulante
(MSH), que ¢ liberado. Esse hormdnio interage com melandcitos, ligando ao receptor
melanocortina (MC1R), o que desencadeia uma cascata de sinalizagado celular,
mediada por AMP ciclico e/ou por MAP quinase, que levam ativacdo do fator de
transcricdo associado a microftalmia (MITF), estimulando a sintese de melanina. A
seguir, a melanina segue em melanossomos e é “entregue” ao queratindcito, levando
a um aumento de sua pigmentacgéo, permitindo uma maior protecdo dessas células
aos danos no DNA ocasionados pela radiagédo UV (GARYBIAN; FISHER, 2010).

O dano ao DNA causado pela exposi¢ao a solar em especifico aos raios UV,
que altera a via de sinalizacdo Ras/Raf/MEK/ERK que contribui para o aumento da
proliferagdao celular, onde a ativacdo de ERK por é grandemente aumentada na
maioria dos melanomas humanos. A ativacdo de ERK é aumentada por conta da
mutacdo em NRAS. Outra mutagao importante no processo de transformagao maligna
dos melandcitos é a da BRAFveooe, BRAF por sua vez troca do acido glutdminco por
valina na posicao 600.(GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). A
mutacdo de BRAFveooe € de NRAS sado eventos iniciais da transformagdao dos
melanadcitos em células malignas, estas alteragdes estimulam constitutivamente ERK
esta estimulagao favorece aumento da proliferacido das células de melanoma. Esse
aumento na proliferagdo se deve ao numero de variantes do MC1R, encontradas

principalmente em pele com danos por exposi¢cao a luz solar, que nestes casos
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aumenta a propensdo ao desenvolvimento de melanoma associado a mutagbes em
BRAF(IBRAHIM; HALUSKA, 2009).

Os receptores de melanocortina pertencem a familia de receptores de proteina
G em melandcitos e agonistas incluindo horménio estimulante do melandcito (a-MSH),
que ativa a enzima adenilato-ciclase, aumentando o nivel intracelular de adenosina
monofosfato ciclico (cCAMP), e a ativagao de resposta ao cAMP da proteina de ligagao
ao elemento (CREB). CREB atua como um fator de transcricdo de varios genes,
incluindo MITF. Além disso, ativa MAPK e membros da sua familia, ERK 1/2, quinase
c-Jun N-terminal (JNK) 1/2 e p38 MAPK, sdo conhecidos por serem clivados por uma
variedade estimulos extracelulares e favorecerem a proliferagéo. A radiagédo UV é um
estimulo extracelular tipico de tal forma que induz a ativacdo de MAPK. Estudos
recentes tém demonstrado que MAPKs estdo implicados na melanogénese em
mamiferos. Além disso, espécies reativas de oxigénio (ROS) também desempenham
papeis importantes nas vias de ativagao de ERK e JNK, que também sdo moduladores
eficazes da ativagdo de MITF, levando a regulagdo da melanogénese em mamiferos
(PENG et al, 2014) (FIGURA 4).

FIGURA 4. VIA DE SINALIZAGAO DO MELANOMA
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A ilustragao demonstra os mecanismos pelos quais, € desencadeado o crescimento desordenado nos
melandcitos, bem como as proteinas envolvidas. Fonte: Adaptado de Vultur, A (2013).

O fator de transcricdo p53, regula a expressdo de genes envolvidos na

interrupgao da progresséo do ciclo celular e posterior apoptose. Sua inibi¢ao é crucial
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para o desenvolvimento de muitos tumores, pois ele bloqueia o ciclo celular em caso
de dano ao DNA durante a fase de replicacdo do material genético (Fase S da
Interfase). Sendo assim, a p53 também é chamada de proteina de inibigcdo de tumor
(WEINBERG, 2014). Em condi¢gbes normais, o nivel de p53 é mantido muito baixo
atraveés do efeito de ubiquitinizacdo e degradagao por proteossomo pela atividade de
uma ubiquitinoligase (HDM2 em humanos, e MDM2 em camundongos). Em condi¢des
de estresse, como dano ao DNA, a proteina p53 sofre varias modificagdes, como
fosforilagdo e acetilagdo, que a estabiliza e a ativa para a regulagem da expressao
génica (REICHRATH, 2014). Entretanto, o aumento da expressao de inibidores de
p53, MDM2 e MDM4, € comumente encontrado em células de melanoma, o que
sugere que essa proteina constitui um elemento essencial para a transformagéao
maligna dos melandcitos (LU, 2014). Também, a proteina APAF-1, que é uma
molécula supressora tumoral e um co-fator da Caspase-9, é considerada como chave
para apoptose dependente da p53, e em melanomas metastasticos encontra-se
inativada (BIZARRI, et al. 2013). A proteina de supressdo tumoral p53 mutada,
ocorre1-5% em melanomas primarios e 5-25% em melanomas malignos) sé&o
moléculas inibidores de ciclinas, contribuindo de tal forma para o alto indice
proliferativo de melanomas malignos (IBRAHIM; HALUSKA, 2009).

A transformagao maligna dos melandcitos também esta associada a reducéo
da adeséo celular ao substrato. Oba-Shinjo e colaboradores (2006) demonstraram
alteracbdes fenotipicas nas células de uma linhagem nao tumoral de melandcitos
(melan-A), que foram submetidas ao impedimento de ancoragem pela manutengao
em suspensado, apos sequéncias de ciclos celulares. Essas células modificadas
multiplicaram-se mais rapidamente do que a melan-A e possuiam maiores
quantidades de moléculas diretamente relacionadas com a malignidade de células de
melanoma como, por exemplo, o Perlecam, um proteoglicano caracteristico da matriz
extracelular (MEC) (OBA-SHINJO et al., 2006).
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1.3. CRESCIMENTO TUMORAL E ANGIOGENESE

A angiogénese associada ao tumor € um passo critico da tumorigénese,
resultado da agao de diferentes citocinas e fatores de crescimento, produzidos por
uma variedade de elementos celulares do microambiente tumoral (MACHADO et al,
2014). A formagao de um tumor sélido é dependente do fornecimento de nutrientes as
células tumorais através dos vasos sanguineos. Os tumores solidos séo constituidos
de células neoplasicas e ndao-neoplasicas inseridas na MEC. Dentre as células nao-
neoplasicas que constituem um tumor, as endoteliais vasculares, organizadas em
tubos capilares, sdo as responsaveis pelo fornecimento de nutrientes presentes no
sangue. Essas células sdo atraidas para o tumor através de diversos fatores de
crescimento, como por exemplo, o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e
entdo formam uma rede de distribuicdo de sangue intratumoral, constituido de
capilares ligados a vasos extratumorais pré-existentes ou ndo (LI, et al. 2014).

O VEGF regula a formacao de novos vasos sanguineos e linfaticos. Essa
familia de fatores de crescimento de células do endotélio vascular é produzida nao sé
pelas proprias células endoteliais, mas também por células estromais e
hematopoiéticas. Em mamiferos, existem quatro tipos diferentes de VEGF, homeados
de AaD (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D). Estes compostos sao glicoproteinas
diméricas de 40 kDa, ligadas por pontes dissulfetos (CEBE-SUAREZ et al., 2006). Os
receptores para os VEGFs, chamados de VEGFRSs, sado receptores tirosinoquinases.
Trés deles foram identificados: VEGFR1, VEGFR2 e VEGFR3. A ligagéo do VEGFR1
com o VEGF-A ou VEGF-B ¢ a principal via pela qual ocorre a angiogénese. Apos a
interagéo do receptor com o ligante, a atividade tirosina quinase do receptor é ativada
e desencadeia uma cascata de sinalizagao intracelular que vela a ativacdo de
MAPKinase, resultando em um estimulo para a proliferagcdo e migracao celular. A
diferenciacdo das células endoteliais e organizagdo em tubos vasculares sé&o
dependentes da ativacdo da PI3K/Akt pela cascata de sinalizac&o iniciada com a
ativacao do VEGFR1 (KOCH et al., 2011).

A angiogénese tumoral € predominantemente dependente da sinalizagdo
celular desencadeada pelos VEGFs, sendo que os dois receptores mais importantes
séo o VEGFR1 e VEGFR2 (HIRATSUKA et al., 2001). No caso do melanoma, existem
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evidéncias de que o VEGF pode ser produzido por células hematopoiéticas
intratumorais, atuando entdo como um quimioatraente para progenitores de células
endoteliais vasculares (MARNEROS et al., 2009). No caso de neutrofilos infiltrados no
tumor, estes secretam metaloproteases (MMP) (com p.ex. MMP-9), que por sua vez
degradam a MEC, liberando fatores de crescimento que se encontravam retidos
(dentre eles 0 VEGF), o que contribui com a angiogénese (NOZAWA et al., 2006). De
modo semelhante, progenitores de células dendriticas infiltrantes foram também
identificados como promotores da angiogénese tumoral através da produgao de VEGF
(CONEJO-GARCIA et al., 2004).

Utilizando o modelo de crescimento tumoral subcutdneo de melanoma murino,
constatou-se que camundongos deficientes para o receptor tipo 1 da angiotensina Il
(AT1R) possuem menor crescimento tumoral, devido @ menor quantidade de vasos
intratumorais, e, portanto, angiogénese tumoral reduzida. Além disso, verificou-se que
o tecido da periferia tumoral € rico em células positivas para um marcador de
macrofagos, o F4/80, e que essa marcagéo € mais evidente em camundongos do tipo
selvagem, que possuiam a expressao do AT1R em suas células, quando comparado
com o deficiente para AT1R (AT1R7). E por fim, foi verificado que estes macréfagos
produziam VEGF (EGAMI et al., 2003). Além disso, o bloqueio do receptor AT1R por
uma droga anti-hipertensiva chamada Losartana mostrou-se eficaz na redug¢ao do
crescimento tumoral subcutaneo de melanoma murino. Os animais tratados com o
Losartana possuiam tumores menores € com menos vasos sanguineos tumorais.
Também, a expresséo de VEGF intratumoral foi significativamente reduzida. Além do
mais, tumores oriundos de pacientes humanos mostraram positividade na
imunohistoquimica, para a angiotensina Il (OTAKE et al., 2009).

Sendo assim, uma vez que a inibicdo da angiogénese tumoral através de
bloqueadores do sistema angiotensina para a produgéo de novos vasos é baseada na
reducdo da expressao de VEGF intratumoral, ou por reducao da quantidade de células
VEGF positivas na periferia tumoral. (GARDLIK et al., 2011). Afinal, além do fato da
angiotensina Il por si s6 ser um fator angiogénico, nas células endoteliais a cascata
de sinalizagao intracelular iniciada pela ligagdo da angiotensina Il com o seu receptor
leva a expressao de VEGF (DESHAYES et al., 2005).
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A angiogénese desempenha papel fundamental na progresséo tumoral, células
envolvidas na angiogénese, como as células progenitoras endoteliais (EPCs) também
podem ser alvos terapéuticos. Muitos estudos sugerem células progenitoras
endoteliais envolvidas na angiogénese tumoral, estas células sdo seletivamente
recrutadas dentro da massa tumoral. A quantidade de EPCs circulantes correlaciona-
se positivamente com a progressdo do tumor e seus niveis diminuem apds a
quimioterapia. Além disso, as células-tronco mesenquimais (MSCs) sado capazes de
suportar a angiogénese tumoral e o desenvolvimento do tumor, fornecendo a matriz
necessaria para novos vasos. Devido a sua capacidade para viver dentro de tumores,
EPC e MSC pode ser proposto para ser utilizado na "terapia celular"anti-cancer, como
veiculos de celulares para a entrega de moléculas que inibem a progresséo do cancer
(LAURENZANA et al, 2014).

1.4. METASTASE

A metastase € um processo complexo que ocorre através de uma série
sequencial de passos que incluem a invasdo de tecidos adjacentes, a entrada e
transporte no sistema circulatério e o extravasamento e crescimento em um érgéo
secundario (WEINBERG, 2012).

A capacidade metastatica consiste na habilidade das células tumorais de se
estabelecerem em distintos 6rgédos em relagdo a sua origem (como, por exemplo, no
cérebro, no pulméao e/ou no figado, entre outros), formando colénias secundarias, o
que dificulta a eliminagdo total dos tumores por via cirurgica. Essa capacidade
metastatica é decorrente de varios fatores, dos quais se destaca a habilidade da célula
tumoral de se tornar nao “visivel” a vigilancia imunoldgica (um conjunto de células de
defesa e moléculas bioativas altamente competentes e controladas), que atuam
proporcionando o equilibrio do organismo (WEINBERG, 2012).

A entrada e transporte no sistema circulatorio podem acontecer através dos
proprios vasos oriundos da angiogénese tumoral. Ao entrar na corrente sanguinea as
células tumorais precisam sobreviver nesse ambiente considerado hostil para elas,
uma vez que o organismo conta com um sistema de defesa contra células tumorais,

protagonizados pelas células NK (Natural Killers). Essas células da imunidade inata
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possuem a capacidade de reconhecer células tumorais que ndo expressam o
complexo de histocompatibilidade e de estimular a via extrinseca da apoptose atraves
de seus receptores da familia dos fatores de necrose tumorais (TNFs), dentre eles o
Fas ligante, que leva a ativagao de caspases e posterior apoptose da célula tumoral
(LOOSE et al., 2009). Apesar disso, as células tumorais possuem mecanismos para
escapar da imunidade antitumoral. Dentre eles esta a agregacao de plaquetas nas
células tumorais, através do Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas
PDGFR, onde as células tumorais aderem a plaquetas em seu redor. Essa agregagao
plaquetaria protege as células tumorais das células NK. Esta protegcéo consiste na
formagao de uma camada ao redor das células tumorais, impedindo o contato dessas
com as NK. Também, essa agregacéao constitui uma proteg¢ao contra forcas mecanicas
geradas pelo atrito com a parede dos vasos. E, uma vez que a estrutura formada € de
grande diametro, ela contribui para a formagao de émbolos, o que favorece a
metastase para 6rgaos que possuem vasos de pequenos didmetros como, por
exemplo, os pulmdes (GUPTA et al., 2004). Embora a formag¢ao de émbolos contribua
com a metastase, sabe-se que este processo ocorre em érgéos especificos, e nao
aleatoriamente.

Para extravasar da circulagdo sanguinea, a célula tumoral precisa reconhecer
receptores especificos ligados ao endotélio vascular, aumentar a permeabilidade dos
vasos, extravasar a partir destes e, finalmente, alcancar o tecido a ser colonizado.
Entao, ocorre proliferagao celular e angiogénese tumoral (FIDLER, 2002).

Inicialmente, para o estabelecimento da célula tumoral nesse novo ambiente,
ela precisa interagir com os componentes da MEC. Sabe-se que a ligagao entre o
receptor para o acido hialurénico dos fibroblastos, o CD44 do melanoma, contribui
com a invasao tecidual e estabelecimento das células metastaticas (MEHLEN et al.,
2006), pois desencadeia uma cascata de sinalizagdo intracelular, que resulta na
sintese de fatores de crescimento, como o FGF-2 (Fator de crescimento de fibroblasto
- 2) e TGF (Fator de crescimento transformante 3), promovendo assim a proliferagcao
celular. Além disso, o TGF[3 promove imunossupressao e protecdo contra apoptose.

Essa ligacdo também ocasiona a ativagdo do fator de transcricdo NFk-B,
ativando genes para a produgdo de metaloproteases (MMP-2, MMP-7 e MMP-9)

responsaveis por remodelar a matriz extracelular contribuindo com a invasao tecidual
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(SIRONEN et al., 2011), bem como atuando na liberacdo de ectodominio de
proteoglicanos de superficie celular, mecanismo conhecido como “shedding”
(FIGURADS).

FIGURA 5. INTERAGAO DE ACIDO HIALURONICO COM SEUS RECEPTOR PRESENTES NO
MELANOMA
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A figura acima ilustra como ocorre a cascata de sinalizagéo intracelular desencadeada pela interagcao
do &cido hialurdnico e seus receptores CD44 e RHAMM. Fonte: SIRONEN e colaboradores (2011).

O papel da CD44 na progressao de melanoma humano tem sido principalmente
caracterizado, por alteragdes qualitativas na expressao dos seus exons variaveis
individuais, assim o melanoma humano apresenta variaveis de uma mesma isoforma
de CD44, ocorrendo maior expressao de CD44 em diferentes variaveis (RASO-
BARNETT et al., 2011).

Além do CD44 existem outros biomarcadores tumorais no melanoma, como a
Proteina tumoral controlada traducionalmente (TCTP), que é um indicador de mau
prognoéstico. Sua acao esta relacionada a proliferacdo, morte celular em situagoes
fisiologicas, mas também esta relacionado a reversdo tumoral e resposta ao stress
(TELERMAN; AMSON, 2009).
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1.5. MODELOS BIOLOGICOS DE CRESCIMENTO TUMORAL E METASTASE
EXPERIMENTAL

A biologia tumoral pode ser estudada através de modelos biolégicos animais,
0s quais provém uma alternativa para caracterizacdo e estudo de tratamentos para
tumores malignos (CHAPMAN et al., 2011; PAWELETZ et al., 2001). Dentre os
modelos comumente utilizados na pesquisa encontram-se o de crescimento tumoral
e o de metastase experimental. Estes modelos podem ser obtidos utilizando linhagem
celular B16-F10 de melanoma murino, inoculada em camundongos da espécie Mus
musculus, linhagem C57BL/6 (FIDLER, 1973).

O modelo de crescimento tumoral da B16-F10 é baseado na injegao
subcutdnea das células no flanco dorsal ou abdominal dos animais. Apés
aproximadamente 10 dias, € visivel e palpavel um tumor sélido subcutaneo (GIAVAZZI
et al., 2001). O tamanho e a massa desse tumor sélido, bem como o numero de vasos
intratumorais e areas de morte celular, sdo parametros comumente utilizados para
avaliar a possivel eficacia de agentes terapéuticos contra o cancer (OTAKE et al.,
2009; YOSHIURA et al., 2009) bem como estudar a biologia de tumores (IMAI et al.,
2007; EGAMI et al., 2003).

O modelo de metastase experimental baseia-se na injecao de células tumorais
B16-F10 direto na circulagdo sanguinea, para posterior invasdao e colonizagao
pulmonar (GIAVAZZI et al., 2001). A via de entrada para a circulagdo é a veia caudal
(FIDLER, 1973; WELCH, 1997). Ap6s 15 dias da injecao, os pulmdes dos animais
inoculados ficam repletos de ndédulos melanociticos distribuidos de maneira
homogénea em todo o pulmido (ELKIN et al., 2001). Esses ndédulos podem ser
contados, e existe uma correlagcdo entre o numero de nodulos formados com a
malignidade das linhagens de melanoma, quando diferentes linhagens sao
comparadas entre si (NAKAMURA et al., 2002). Também, esse parametro é
comumente utilizado para avaliar a eficacia de agentes anti-neoplasicos em reduzir a
colonizagédo pulmonar (OTAKE et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010; CONESA et al.,
2009).
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1.6. TRATAMENTOS CLINICOS DE MELANOMA

E clinicamente reconhecido que canceres, de uma forma geral, quando em
processos de metastases avangadas, séo geralmente insensiveis aos tratamentos
convencionais. Esses além de pouco eficientes, possuem diversos efeitos colaterais,
levando geralmente ao comprometimento da qualidade de vida dos pacientes.

A eficacia da quimioterapia na maioria dos tipos de cancer melhorou nas
ultimas décadas, entretanto os efeitos colaterais téxicos decorrentes dos tratamentos
convencionais causam notdria redu¢ao da qualidade de vida dos pacientes. Portanto,
o descobrimento de novos medicamentos contendo substancias mais eficazes e
menos toxicas continua sendo um desafio (KESSLER et al., 2006; SUFFREDINI et al.,
2006; SIENA, 2008).

Na atualidade existem 4 tipos de terapia para o tratamento de melanoma
metastatico, com comprovacao cientifica e aprovagao para uso nos Estados Unidos.
Sendo elas, dacarbazina, interleucina2 (IL-2) recombinate, inibidores de BRAF600E €
imunoterapia com o anticorpo “Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4"(CTLA4) (FINN;
MARKOVIC; JOSEPH, 2012).

A dacarbazina € um quimioterapico para tratamento de melanoma maligno, sua
acgao anti-neoplasica é devido a incorporagao do farmaco ao DNA das células durante
a proliferagado, causando dano no DNA e consequente morte celular (CHAPMAN,
2011). Pacientes tratados com dacarbazina apresentaram sobrevida menor que 6
anos, a dacarbazina foi o primeiro medicamento utilizado para o tratamento do
melanoma metastatico (FINN; MARKOVIC; JOSEPH, 2012).

A IL-2 é uma molécula do sistema imune, que tem por funcao ativar as células
com atividade citotdxica, contra infecgdes intracelulares e desenvolvimento tumoral. A
IL-2 recombinante € uma molécula utilizada para aumentar a eficacia da atividade
citotoxica, promovendo a ativagéo de linfocitos T auxiliares. Pacientes submetidos a
essa terapia tinham sobrevida inferior a 1 ano (KAUFMAN et al., 2013).

O antigeno associado ao linfocito T citotoxico 4 (CTLA-4) € uma molécula de
checkpoint imune que sub-regula as vias de ativacédo das células T, quando este liga-
se aos seus ligantes, impede ativagao e proliferacdo dos linfocitos T citotdxicos, por

meio da ativagdo de uma cascata de sinalizacio intracelular. O ipilimumab, é um
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anticorpo monoclonal tipo IgG1 que bloqueia CTLA-4 promovendo imunidade
antitumoral, este anticorpo demonstrou atividade antitumoral em pacientes com
melanoma maligno. Porém, a sobrevida de aproximadamente 89% dos pacientes foi
inferior a 36 meses (KAUFMAN et al., 2013).

Os inibidores de BRAFvsooecomo, o Vemurafenib PLX4032 RAF inibe a
proliferacdo de células tumorais, bloqueando a atividade de MAPK/ERK das células
tumorais que possuem o gene mutado BRAFveooe. Estudos explicam que a droga inibe
seletivamente o crescimento de tumores com mutacdo em BRAFvesooe, embora o
tratamento seja seletivo a sobrevida dos pacientes ainda sim € baixa, com
aproximadamente 40% dos pacientes com sobrevida acima de 18 meses (KAUFMAN
et al., 2013).

1.7. POLISSACARIDEOS

1.7.1 Glicosaminoglicanos e Proteoglicanos sulfatados e n&do sulfatados

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao heteropolissacarideos lineares formados
por cadeias polissacaridicas nao ramificadas, compostas de unidades dissacaridicas
repetitivas, as quais sdo constituidas por uma hexosamina (D-glucosamina ou D-
galactosamina), unida por ligagao glicosidica a um agucar n&o nitrogenado. Este, por
sua vez, pode ser um acido urénico (D-glucurénico ou L-irudbnico) ou um agucar
neutro (D-galactose). Estes polimeros diferem entre si quanto ao tipo de hexosamina
e agucar nao nitrogenado, quanto ao grau de sulfatacdo e a posicdo em que sao
sulfatados, bem como quanto ao tipo de ligagao glicosidica inter e intradissacaridica
(GANDHI; MANCERA, 2008). Variam a massa molecular entre 10-100 kDa. Os
principais tipos de GAGs sao: nao-sulfatado como o acido hialurénico, e os sulfatados
que incluem condroitins sulfato (CS — sendo 4 e/ou 6 sulfato), dermatam sulfato,
queratam sulfato, heparam sulfato e heparina (GANDHI; MANCERA, 2008). A unidade
estrutural de cada GAG esta representada na FIGURA 6.
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FIGURA 6. UNIDADE ESTRUTURAL DOS GLICOSAMINOGLICANOS
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A figura acima ilustra a estrutura quimica basica dos glicosaminoglicanos. Fonte: Adaptado de GANDHI;
MANCERA (2008).

Com excecdo do acido hialurénico, os GAGs sao encontrados ligados
covalentemente as proteinas, formando os proteoglicanos (MATHEWS, 1975). Estes
compostos participam em muitos processos bioldgicos, por meio da regulagdo das
varias proteinas associadas. Essas moléculas estdo presentes nas superficies de
células animais e na matriz extracelular, e algumas estao relacionadas com a ligagao
e regulagcdo de um grande numero de proteinas, incluindo citocinas, fatores de
crescimento, enzimas, moléculas de adesao, entre outras (GANDHI; MANCERA,
2008). Assim, estes compostos sdo capazes de participar em diversos processos
fisioloégicos e patologicos, com destaque para a atuagdo no desenvolvimento de
angiogénese e, consequentemente, na progressdo de tumores, em caso de
metastases.

Vale destacar que o acido hialurénico mostra ter papel crucial no crescimento
tumoral e desenvolvimento de metastases (FIGURA 5). Como € um componente
importante da MEC, interagdes entre tumor e estroma tém um papel central na biologia
do cancer. O microambiente do tecido circundante ao tumor, em especial os
fibroblastos associados ao tumor, dao suporte para o crescimento tumoral, motilidade
e metastase. Assim, a dindmica da matriz extracelular tem demonstrado contribuir
para a progressao tumoral, cuja molécula abundante € o acido hialurénico (AH).

O AH ¢é composto pela repeticdo de unidades dissacaridicas (N-
acetilglucosamina e acido D-glucurdnico). Aumento da produgao desta molécula de
acgucar tem demonstrado aumentar a proliferagao, invasido e metastase em células

tumorais, além de promover a resisténcia a drogas e levar a um pior prognostico para
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o paciente (SIISKONEN et al., 2012). Tumores que tem acido hialurénico abundante
no seu estroma, como o melanoma possuem vantagem no crescimento neoplasico,
em comparagao aos que nao possuem este GAG. O acido hialurénico promove a
angiogénese, devido a sua clivagem em pequenos fragmentos que ligam sinalizam a
producdo de fatores de crescimento, modula a resposta antitumoral por meio da
imobilizagao das células inflamatdrias, da suporte a motilidade das células tumorais e
aumenta a proliferagédo (WILLENBERG et al, 2012).

Por outro lado, além do AH, varios estudos também mostram um papel
importante na progressao tumoral do seu principal receptor, o CD44. Vale ressaltar
que o CD44 esta envolvido na cascata de sinalizagao intracelular de processos
cruciais para a célula como diferenciagéo, crescimento, migracao, ativacgao linfocitaria
e progressao tumoral, onde suas fungdes séo dependentes da ligacédo ao acido
hialurénico (FJELDSTAD, 2005). Assim, o aumento na expressdao de CD44 e,
consequentemente, da interagcdo com acido hialurdnico, atua de forma a aumentar a
progressao tumoral e a propensdo metastatica do melanoma. Ainda, a interagcéo
mediada por AH e CD44, leva a uma interagao com o receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR) e promovem a motilidade da célula de melanoma, pela ativagao da
proteina quinase C (STAMENKOVIC, 2009).

Ja o Proteoglicano de condroitim sulfato 4 Humano (PGCS4), originalmente
conhecido como Antigeno de alto peso molecular associado ao melanoma (HMW -
MAA) ou como Proteoglicano de Condroitim Sulfato do Melanoma (MCSP), foi
identificado ha mais de 30 anos em células humanas de melanoma. O proteoglicano
correspondente em camundongos e ratos é conhecido como NG2 (Antigeno nervo-
glial2) (PRICE et al, 2012).

PGCS pode afetar a progressao tumoral, através de suas multiplas fungdes ja
documentadas. Estas incluem, entre outras, acoplamento de receptores para
sinalizagdo de fatores crescimento, atividade modulatéria de metaloproteinases,
sequestro de angiostatina, ligagao de superficie a galectina-3, modulacéo da atividade
de integrina e promocao da angiogénese (CATTARUZZA, 2013).

O Proteoglicano de heparam sulfato (HSPG) s&o macromoléculas localizadas
na matriz extracelular e na superficie da célula. Eles consistem de um nucleo protéico

de heparam sulfato ligado covalentemente cadeias de glicosaminoglicanos HSPG
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superficie celular, como membros das familias sindecam e glipicam, regulando o a
comunicacgdo entre células tumorais e células normais adjacentes ao tumor, agindo
como co-receptores para fatores de ligagdo ao HS. Estas fungdes unicas fazem que
o HSPG tenha papel muito importante na integracédo de sinalizagdo celular.
Caracteristicas de expressdo HSPG estéo ligadas a metastases do tumor. Os HSPGs
sdo alvos de heparanase (HPSE), uma endoglicosidase de mamiferos (endo-B-d-
glucuronidase) cuja atividade tem sido amplamente implicada na metastase. A HPSE
cliva HS em sitios especificos intracadeia, resultando em fragmentos (10-20
subunidades agucar) que sao biologicamente ativos, por exemplo, capazes de se ligar
de a fatores crescimento e fatores angiogénicos (RIDGWAY et al, 2010).

Os sindecans sdao uma familia de quatro proteoglicanos de heparam sulfato
transmembrana de superficie celular, que servem principalmente como co-receptores,
para regular a transducédo do sinal dependente de aderéncia de uma variedade de
tipos de células, incluindo receptores de adesao celular ou co- receptores de células
cancerosas desempenham um papel critico na transformacao neoplasica das células
normais, através da regulacdo da indugcdo de comportamento e morfologia celular
especifica do cancer. No melanoma os sindecans super expressos séo, 1,2 e 4(LEE
et al, 2009).

O Sindecam-1 (CD138), um dos quatro membros da familia sindecam, é um
Proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) de superficie celular composto por um
dominio extracelular, uma proteina transmembrana de passagem unica e uma curta
porcdo citoplasmatica e dominio C-terminal conservado. A proteina é expressa
predominantemente em células epiteliais. As caracteristicas estruturais dos HS
correntes sao responsaveis pela interacdo de sindecans com um numero de fatores
soluveis, incluindo fatores angiogénicos tais como o VEGF e Fator de Crescimento-2
(FGF-2), as moléculas associadas as células e componentes da matriz extracelular
(ECM). Sindecam-1 tem mostrado ser um co-receptor associado com o seu dominio
extracelular, para os avp3 e av@5 integrinas, regulando potencialmente a adesao,
proliferagcao, invasao e angiogénese de células que expressam estas integrinas, como
em carcinoma de mama humano (ORECCHIA et al, 2013).

Sindecam-2 também é um PGHS transmembrana, que desempenha papel um

crucial na regulagcédo da atividade tumoral. Onde niveis aumentados de sindecam-2,
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em cancer de pulmao demonstram fendtipo invasivo. O Sindecam-2 é expresso em
altos niveis em glioma de camundongo, demonstrando regular a angiogénese e
favorecer a um comportamento metastatico do tumor (LEE et al, 2009).

O Sindecam-4 potencializa sinalizacdo Wnt5a e aumenta a invasao e
metastase das células de melanoma. Os niveis na superficie celular de sindecam-4
sao reduzidos por sinalizacdo Wnt5a, que promove a sua ubiquitinacao e degradacao
regulando assim a adesao celular e migragéo. Sindecam-4 interage com quimiocinas
através das cadeias heparam sulfato e promove a migracado de células tumorais e
invasdo, mas também regula a invasao de células que expressam K-ras mutante, em
colageno com integrina a21 e MT1-MMP (LABROPOULOU et al, 2013).

O Perlecam é o mais abundante PGHS da MEC nas membranas basais de
células epiteliais e endoteliais, o Perlecam demonstrou promover o comportamento
invasivo de células tumorais. Estudos “in vivo™ mostraram que, a baixa expresséo de
Perlecam inibe o crescimento tumoral e angiogénese, e a supressao do
comportamento invasivo do melanoma foi demonstrada “in vitro” (REILAND et al,
2004).

As metaloproteinases (MMPs) de matriz sdo enzimas dependentes de zinco,
que degradam diferentes proteinas de matriz extracelular. Sendo cerca de 26 tipos de
MMPs, classificadas em 5 grupos diferentes de acordo a estrutura e o seu substrato
especifico, tais como, colagenases, gelatinases, estromelisinas e metaloproteinases
de membrana (MT-MMPs). A expressao constitutiva dessas moléculas € baixa em
condicdbes normais, mas sua expressiao pode ser elevada quando ocorre o
remodelamento da matriz em condigdes fisioldgicas ou patolégicas. As MMPs
desenvolvem um papel crucial em processos fisiolégicos e patolégicos do
remodelamento da MEC durante a angiogénese, cicatrizacdo, embriogénese e
metastases. Na metastase do melanoma o remodelamento e degradacéo da MEC,
ocorrem durante a invasdo da célula tumoral degradando a MEC circundante que
invade o tecido até os vasos sanguineos, extravasando e colonizando 6rgaos distintos
(DYE et al, 2013).

Tanto MMP-2 e MMP-9 sao metaloproteases do tipo gelatinase, a MMP-2 liga-
se diretamente a avp3 integrina, que é uma molécula reguladora da ativagao de MMP-

2 durante o processo de migragao da célula tumoral. A MMP-2 ativa primeiro é
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recrutada para a borda das células tumorais invasoras e se une com fibronectina,
clivando-a em produtos mais curtos de fibronectina. Os fragmentos de fibronectina
promovem o recrutamento integrina av33, para a area onde existem estes produtos
fibronectina clivada para facilitar a aderéncia de células tumorais e migracéo destas
células. Coletivamente, a adesao e a migragao sdo mediadas por integrina av33 de
células tumorais, que é regulada pelo menos em parte, por MMP-2 via clivagem de
fibronectina (YANG et al, 2012).

A MEC desempenha um papel importante na modulagao de MMPs em estados
fisiolégicos e patologicos. O grau de expressdao de algumas MMP tem sido
correlacionado com a fase da doenga e ou com o prognéstico. MMP-9 degrada o
colageno tipo | em certas condigbes, em situagdes patoldgicas permitindo que as
células tumorais possam degradar a MEC que cerca o tumor primario, que conduz a
invasdo e metastase. Regulacdo de MMP-9 é dependente de ativagdo do sinal
extracelular regulada pela quinase ERK. O pior progndstico € observado em tumores
que possuem super expressao de ERK, o que regula positivamente a expresséo de
MMP-9 aumentando a invasividade das células tumorais (KIM et al, 2014).

A metaloproteinase de matriz de membrana do tipo 1 (MT1-MMP) é super
expressa no melanoma, sua expressao esta relacionada ao progndstico pior por sua
expressao estar relacionada, ao crescimento tumoral, invasdo e metastase. Em
alguns céanceres estimula o processamento de colageno e ou ativagao de fatores de
crescimento, que promovem a resisténcia a drogas. O VEGF-A esta diretamente
associado a super expressido de MT1-MMP, pois a atividade catalitica desta
metaloproteinase regula a expressao deste fator, que estimula o crescimento
endotelial e auxilia nos processos de crescimento tumoral e metastase (PAHWA et al,
2014).

Remodelagao da matriz € majoritariamente realizada por um grupo de enzimas,
proteases, proteoglicanases e responsaveis por degradar varios componentes da
matriz. As catepsinas, serina-proteases, e metaloproteases s&o as principais classes
de proteases envolvidas na invasao de células de cancer. Embora estas enzimas
sejam muito criticas para invasdo e metastase dessas células, sua expresséo,
ativagao e propriedades funcionais sao fortemente reguladas. Os niveis de expressao

destas enzimas, assim, muitas vezes nao se correlacionam com a capacidade de
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invasdo das células ou com a progressdo da doencga. Por exemplo, regulacéo da
degradagao da matriz pelas MMPs pode ocorrer em diversos niveis, como, a secre¢ao
basal de MMPs (1), a indugao da sua secrecéo (ll), em resposta a estimulos externos,
isto é, a aderéncia a componentes matriz extracelular (MEC) ou membrana basal
(MB), para a localizag&o da frente invasiva e a sua ativagéo (lll), na proximidade da
célula invasora, ou inibicdo da sua atividade por inibidores de metaloproteinases
especificas como TIMPs (IV). A expressao das metaloproteinases correlaciona-se
positivamente com potencial metastatico e invasivo de varios tipos de cancer, como
de mama e colorretal (RANJAN; KALRAIYA, 2014).

As TIMPs sao uma familia de proteinas reguladoras de MMPs. TIMP-1 € uma
proteina que regula a enzima MMP9 que tem a capacidade de degradar o colagénio
tipo IV, desempenha um papel-chave nos estagios iniciais da invasao tumoral e
metastase, e € inibida por TIMP-1. O desequilibrio na produgdo de MMP-9 juntamente
com a expressao de TIMP-1, estdo envolvidos na regulagdo da degradacédo MEC,
afetando, assim, a invasao tumoral e metastase. MT1-MMP é uma MMP ligada a
membrana que desempenha um duplo papel na degradagdo de MEC no processo
invasdao tumoral. MT1-MMP pode ativar proMMP-2 e degradar um numero
decomponentes da MEC, promovendo assim a invasao tumoral e metastases. No
melanoma primario e metastatico, a expressao das enzimas MMP-2 e MT1-MMP ¢é
aumentada. As células de melanoma que tem aumentada a expressdo de MMP-2 e
MT1-MMP séo crucias no processo de invasao de melanoma. As células de melanoma
que expressam a MMP-2 também mostraram co-expressao de MT1-MMP e de TIMP-
2. TIMP-2 serve para preencher a interagcao entre MMP-2 e MT1-MMP. Em baixas
concentragcdes TIMP-2, proMMP-2 ¢é ativado por MT1-MMP livre. Em concentracoes
intracelulares elevadas de TIMP-2, a maioria das MT1-MMP forma complexos com
TIMP-2, que funcionam como receptores para a proMMP-2. O complexo ternario de
MT1-MMP / TIMP-2 / proMMP-2 interagem com o lado livre de MT1-MMP alterando
proMMP-2. No geral, este processo diminui parcialmente a ativagao de proMMP-2
(JUNG et al, 2014).

Os inibidores teciduaia de metaloproteinases denominados TIMPs, sendo
TIMP-1, 2, 3, e 4, que regulam a atividade multifuncional das metaloproteinases. Entre

os membros de TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 sdo mais freqientemente investigados
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porque sdo membros da familia TIMP e envolvidos na progressao tumoral e
metastases. Estudos recentes tém comecado a desvendar as vias moleculares que
ligam a inflamagao e cancer. Condi¢bes inflamatorias podem iniciar ou promover a
transformacao oncogénica e alteragbes genéticas e epigenéticas em células malignas.
O microambiente inflamatorio suporta ainda a progressao tumoral (SUN, 2010).
Proteinas denominadas proteinas de reversao ricas em cisteina (RECK),
demonstram papel importante na inibigdo das metaloproteinases. Estudos
demonstram que RECK é capaz de inibir, MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9. E estas
metaloproteinases também estdo envolvidas em processos de apoptose,
angiogénese, ativacdo da resposta imune, e crescimento de células tumorais. A
inibicado da atividade de metaloproteinases por RECK se da, pelo sequestro destas

moléculas na superficie celular (MENG et al, 2008).

1.7.2. Heparina e atividade antitumoral

Historicamente a heparina foi descoberta em 1916 por Jay Mclean, que isolou
uma substancia com potente efeito anticoagulante. No entanto, posteriormente
verificou-se que era, na verdade, um fosfolipideo. Em 1922, Howel descreveu sob o
mesmo nome de heparina um carboidrato com atividade anticoagulante bem maior
que o anterior, extraido também do figado canino, mas foi obtida de solu¢gdo aquosa
e precipitacao por acetona. Este composto que € conhecido como heparina até hoje
e tem sido utilizado desde a década de 50 como agente anticoagulante de escolha
(WARDROP; KEELING, 2008).

A heparina é composta por unidades hexassacaridicasoctossulfatadas
repetitivas, constituida essencialmente de dois tipos de dissacarideos: um
trissulfatado e outro dissulfatado, respectivamente na proporg¢ao 2:1. Assim as cadeias
de heparina sido constituidas de dissacarideos contendo acido urbnico e a-D-
glicosamina. Os residuos de acidos urdnicos sao do tipo a-L-idurénicos (70-80%) e [3-
D-glucurdnico (20-30%), sendo que a maioria dos residuos de acido L-idurdnico séo
sulfatados no carbono 2 (C-2, sendo 70-80%), enquanto que o acido D-glucurénico,

raramente encontra-se sulfatado. As ligagdes glicosidicas intradissacaridicas sao do
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tipo a (1—4) ou B (1—4) e as interdissacaridicas séo do tipo a (1—4) (MUNOZ;
LINHARDT,2004).

A heparina € muito conhecida pela sua principal fungao farmacoldgica, que € a
atividade anticoagulante. O foco central dessa agao consiste em ativar a velocidade
de inibicdo da antitrombina (AT), um componente inibitorio de diversas enzimas da
cascata da coagulagao sanguinea (NADER et al., 2004). No entanto, essa € uma
atividade farmacolégica, mas acredita-se que seja pouco provavel que a fungao
biolégica da heparina esteja relacionada a atividade anticoagulante. A favor desta
hipétese esta o fato de que muitas espécies que ndo possuem heparina apresentam
mecanismos de coagulagdo sanguinea normais. Por outro lado, outras espécies, que
nao apresentam sistema de coagulagdo sanguinea apresentam grandes quantidades
de heparina (como crustaceo, p.ex.) (NADER et al., 2004; SAMPAIO et al., 2006)
(FIGURA 7).

FIGURA 7. UNIDADE HEXASSACARIDICA BASICA DA HEPARINA
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A hexosamina da heparina é a a-D-glicosamina e o agucar néo nitrogenado é o acido urénico. A
FIGURA acima ilustra a unidade hexassacaridea basica, onde mostra que a heparina é composta
principalmente por dois tipos de dissacarideos, um composto por a-D-glicosamina, N,6-dissulfatada,
unida por ligagdo a(1—4) ao acido a-L-idurbnico 2,0-sulfatado, e outro dissacarideo de a-D-
glicosamina, N,6-dissulfatada, unida ou a um acido a-L-idurénico por ligagdo a(1—4), ou a um acido a-
D-glucurdnico, por ligagéo do tipo a(1—4). Fonte: NADER e colaboradores (2004).

Nas ultimas décadas surgiram heparinas de baixo peso molecular com cadeias
menores de 2,5 KDA (LMWH) que sao obtidas por despolimerizagdo quimica ou
enzimatica de moléculas de heparina ndo fracionada. As LMWHs ocasionam um efeito
anticoagulante adequado com menor quantidade, se comparado com a heparina nao
fracionada, mas minimiza seus efeitos colaterais, como a hemorragia por

administracao deste farmaco (YAU et al., 2011).
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Outra aplicacdo de heparina estd no uso em pacientes com processos
tumorais, especificamente aqueles portadores da Sindrome de Trousseau. Essa
sindrome foi descrita em 1865 por Armand Trousseau e é definida como qualquer
desordem tromboembdlica que precede um diagndstico de cancer ou que é
diagnosticada simultaneamente (VARKI, 2007). Vale ressaltar que varios fatores estéo
associados com o desenvolvimento dessa sindrome, como os altos niveis de fator
tecidual (TF) na superficie de varios tipos de células tumorais. A agdo do TF consiste
na ativacéo de proteases pro coagulatérias ou pela invasao de células tumorais no
limen dos vasos sanguineos, como é o caso de tumores metastaticos (RAK et al.,
2006). Outro fator é a produgao de mucinas, as quais sao altamente glicosiladas, pelas
células epiteliais. Em células tumorais, elas séo glicosiladas de modo anormal, e entdo
secretadas na corrente sanguinea, ativando a coagulagdo (VARKI, 2007). Nesses
pacientes o uso de heparina demonstrou ser mais eficiente no tratamento desta
sindrome do que com inibidores de vitamina K (BORSIG, 2004). Atualmente heparina
ainda é o anticoagulante de escolha, pois € capaz de ativar a antitrombina, inibindo a
interacdo entre as selectinas, que por sua vez, interrompem a ligacdo das mucinas
(AFRATIS et al., 2012).

1.7.3. Atividade Antitumoral de Heparina

Como discutido acima, considerando que tumores malignos possuem a
capacidade de invasdo e metastase, é frequente o desenvolvimento de trombose
associada. Assim, heparina, bem como sua forma fracionada, heparina de baixo peso
molecular (LMWH), sdo amplamente utilizadas para a prevengéo e tratamento das
complicagbes tromboemboliticas em pacientes com céancer. As observagbes de
pacientes nestas condigdes que foram submetidos ao tratamento por heparina ou
LMWH mostraram uma melhora na sobrevida, sugerindo uma atividade antitumoral
para estes polissacarideos (BORSIG, 2010).

Estudos “in vitro” tém demonstrado que LMWH tem forte a¢do antitumoral, anti-
proliferativa e indutora de apoptose, a qual esta relacionada ao mecanismo de inibigao
do crescimento tumoral por esse farmaco, enquanto sua agao anticoagulante é fraca,

possibilitando o uso em maiores doses deste composto (YU et al., 2010).
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Desde a década de 1960 ja foram realizados muitos estudos com o intuito de
avaliar o potencial antitumoral de heparina. O primeiro deles foi conduzido por Wood
e colaboradores em 1962, os quais utilizaram células de carcinoma de Lewis e
verificaram que a heparina era capaz de diminuir metastase pulmonar
(SMORENBURG; CORNELIS; NOORDEN, 2001). Outros estudos seguiram em
modelos animais, e atualmente ja € conhecido o potencial desses compostos de
diminuir a progressao dos canceres metastaticos de diversos tipos, como carcinoma
mamario, de célon, pulméo, bem como em melanoma (BORSIG, 2010).

No entanto, 0 mecanismo de agdo permanece ainda desconhecido. Uma das
possibilidades do modo de ac&o destas heparinas esta na capacidade anticoagulante,
uma vez que resulta na liberagéo do inibidor da via do fator tecidual (TFPI) do endotélio
vascular, o que contribui para a atividade anti-angiogénica, diminuindo a capacidade
invasiva do tumor (BORSIG, 2010). Por outro lado, as heparinas podem interagir com
diversas enzimas (por exemplo, heparanase), moléculas de adesao celular e fatores
de crescimento. Além disto, cabe ressaltar que a invasao das células tumorais esta
associada a capacidade de degradar componentes da matriz extracelular, produzindo
enzimas hidroliticas, tais como metaloproteinases ou heparanase. Assim, a atividade
antimetastatica observada para as heparinas, pode ser causada por suas atividades
biolégicas, como inibicdo da adesao celular mediada por P e L-selectina, bem como
da agao das heparanases (BORSIG, 2010).

Os possiveis mecanismos de acédo de heparina sobre células tumorais foram
propostos por Lecumberri, Paramo e Rocha (2005), que envolve a inibicao de: a)
transportador ABC (responsavel pela resisténcia a drogas); b) capacidade

proliferativa; c¢) migracao celular; d) ativacdo da resposta imune (FIGURA 8).



FIGURA 8. ESQUEMA DA ACAO DA HEPARINA SOBRE AS CELULAS TUMORAIS
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A atividade antitumoral da heparina é observada pela inibicdo do mecanismo de resisténcia a drogas,
bem como da capacidade proliferativa, de migracao e, também, pela bloqueando a angiogénese. Fonte:

LECUMBERRI, PARAMO E ROCHA (2005).

2. JUSTIFICATIVA

Os dados da literatura mostram que os tratamentos atuais contra melanoma

metastatico, tém baixa eficacia, reduzindo a qualidade de vida do paciente. Sendo

assim, faz-se necessario a busca pelo desenvolvimento de novas drogas capazes de

tratar os pacientes com melanoma, aumentando a sobrevida e, com baixo efeito

colateral. Nosso intuito € buscar mais informacdes sobre o mecanismo de acao de

LMWH.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto € estudar como Heparina é capaz de inibir o

desenvolvimento de melanoma murino.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcangar o objetivo geral, os animais portadores de melanoma serao

tratados com heparina ndo fracionada ou LMWH, com os seguintes objetivos

especificos:
1. Analisar se o tratamento leva a inibicdo do desenvolvimento tumoral;
2. Identificar o melhor composto, que possui menor dose de tratamento
dos animais, para evitar efeitos colaterais;
3. Avaliar o remodelamento do ambiente extracelular que influencia no
desenvolvimento do tumor;
4. Estudar a influéncia do tratamento sobre moléculas chaves para a

progressao tumoral.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  ANIMAIS E LINHAGEM CELULAR

Camundongos machos C57BL/6, de 8-12 semanas de idade, foram adquiridos
e mantidos no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas, UFPR. Foram respeitados e
seguidos todos os regimentos da Lei Nacional N° 6.638, 5 de Novembro de 1979, para
o manejo cientifico de animais. Todas as praticas utilizadas no presente estudo foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal da UFPR (CEEA-UFPR),
sob parecer de numero 687, aprovado em 2013.

Células de melanoma murino B16-F10 (ATCC: CRL-6475) foram adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 1 U/mL de penicilina, 1 ug/mL de
estreptomicina. As linhagens celulares foram mantidas a 37°C em incubadora com

atmosfera umidificada e com 5% de COa.
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4.2. DESENVOLVIMENTO DE TUMOR SUBCUTANEO

Culturas de B16-F10, com 60 - 70% de confluéncia, foram desaderidas pela
incubagao por 5 minutos com 2,5 mM de tripsina em solucao salina tamponada com
fosfato (PBS) pH 7,4. A seguir, as células foram ressuspensas em DMEM livre de
soro. Cerca de 5x10° células em 0,1ml de meio (DMEM) foram lentamente injetadas
na porgao subcutanea do flanco lateral da coxa direita dos camundongos em até 45

minutos apos terem sido desaderidas.

4.3. TRATAMENTOS COM AS HEPARINAS

Para o tratamento dos animais, foram utilizadas Heprarina n&o fracionada e
LMWH, o tratamento com heparina foi realizado utilizando a dose de 5mg/Kg em dias
alternados, a primeira aplicacdo no 5° dia apds a injecao de células B16F10, e as
demais no 8° 11° e 14° dia, com a eutanasia dos animais ocorrendo no 17° dia apos
a injecdo de B16F10. A exemplo do tratamento por heparina foi realizado um
experimento com LMWH 5 mg/Kg com a inje¢do do tratamento em dias alternados.
Posteriormente o tratamento com LMWH foi realizado em 2 doses sendo, 5 mg/Kg e
1 mg/Kg, em aplicagdes diarias conforme previamente estabelecido por Borsig e
colaboradores (2010), sendo realizados cinco experimentos independentes para cada
dose do tratamento, com um numero total de 39 animais no lote de 5 mg/Kg, destes
eram 20 animais do grupo controle e 19 que receberam LMWH. Para a dose de 1
mg/Kg foram utilizados 23 animais, sendo 12 animais para o grupo controle e 11
animais recebera esta dose de LMWH. Em ambos os casos os animais do grupo
controle recebiam PBS, o diluente de LMWH. Os tratamentos foram realizados por via
intraperitoneal, sendo iniciado no 6° dia apds a inoculagao das células, sendo tratados
diariamente até o 14° dia. A eutanasia dos animais ocorreu no décimo quinto dia, por
deslocamento cervical apés o procedimento de anestesia, conforme aprovado pelo
comité de ética (CEUA/SCB-UFPR 687).
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4.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os tumores sélidos foram fixados em Paraformaldeido 4%, em PBS, pH 7,4,
por 2 horas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentracoes
crescentes de etanol, diafanizadas em Xilol e incluidas em parafina. Cortes de 3um
dos tumores foram depositados em laminas carregada positivamente (Imunnoslide,
Easypath®). Posteriormente, os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados
em concentragdes decrescentes de etanol, e processados para a imunohistoquimica.
Cortes reidratados foram incubados com 3% H202 em metanol para o bloqueio da
peroxidase enddgena. A recuperagao antigénica foi realizada em tampao Citrato de
Saodio 10 mM, pH 6.0, a 95° C, por 40 minutos. Possiveis ligagdes néo especificas,
bem como radicais aldeidicos livres foram bloqueados pela incubacdo de 5 minutos
com PBS contendo 1% de BSA e por PBS contendo 0,1M de Glicina, respectivamente.
Posteriormente, os cortes foram incubados por 12 horas a 4°C com os anticorpos
primarios. Os anticorpos primarios utilizados e suas diluigées foram: anti-KI67 (Biocare
CRM325, IgG de coelho, diluido 1:200), anti-CD44 (BD Pharmigen 550538,IgG de
rato, diluido 1:100), VEGF (BioSB BSB6085, IgG de coelho, diluido 1:100), anti-
Condroitim Sulfato (Millipore MAB 1581, diluido 1:50), Caspase-3 (Biocare Medical
CP229,lgG de Coelho, diluido 1:100), Sindecam-1 (Santa Cruz Biotechnology, CA,
SC7100, IgG de camundongo, diluido 1:100), Glipicam-1 (Santa Cruz SC48517,lgG
de camundongo, diluido 1:80), MMP-2 (Santa Cruz Biotechnology, CA, SC53630, IgG
de camundongo, diluido 1:200), MMP-9 (Santa Cruz Biotechnology, CA, SC6840,IgG
de cabra, diluido 1:200) Sindecam-2 (Santa Cruz Biotechnology, CA, SC15348,1gG de
coelho, diluido 1:100), Sindecam-4 (Santa Cruz Biotechnology, CA, SC15350,IgG de
coelho, diluido 1:100), RECK-1 (CellSignaling, 3433,IgG de coelho diluido 1:100), HRF
(TCTP) (Santa Cruz Biotechnology, CA, SC 30124, 1gG de coelho, diluido 1:100), bem
como com a proteina de ligacdo ao acido hialurénico diluido 1:80, conjugada com
biotina por 1 hora em temperatura ambiente (cedida pela Prof. Helena Nader —
UNIFESP). Apds o término do tempo de incubacao, as laminas foram incubadas com
anticorpos secundarios especificos (exceto a proteina de ligagao, pois ja é biotinilada
e nesse caso foi incubada com estreptavidina conjugada com peroxidase por 30

minutos). Os anticorpos secundarios utilizados foram incubados por 30 minutos em
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temperatura ambiente, sendo eles: anticorpo secundario biotinilado de coelho contra
IgG de cabra (Vector Laboratories, BA-500, diluido 1:200), anticorpo secundario
biotinilado de cabra contra IgG de rato (Vector Laboratories, BA-9400, diluido 1:300)
anticorpo secundario biotinilado de cabra contra IgG de coelho (Vector Laboratories,
BA-1000, diluido 1:300), anticorpo secundario biotinilado de cabra contra 1gG de
camundongo (Vector Laboratories, BA-9200, diluido 1:300), apds a incubagao com os
respectivos anticorpos secundarios foi realizada a incubacdo com estreptavidina
conjugada com peroxidase por 30 minutos. A revelagdo da ligacdo dos anticorpos
primarios foi realizada com DAB (“3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride”) (DAB
substrate Kit, BD Pharmigen). A seguir, os cortes foram desidratados em bateria
crescente de etanol. Apds incubacdo em xilol, as laminas permanentes foram
montadas com Entellan (Merck®).

As laminas foram submetidas tanto as coloragdes, quanto a ensaio de
imunohistoquimica foram analisadas e fotografadas utilizando “Scanner” de Laminas
Histolégicas (modelo Vslider, da Carl Zeiss em parceria com a Metasystems).

Para quantificagdo de marcagao por DAB, utilizou-se o software imagedJ (NIH),
utilizando l&minas marcadas ou imunomarcadas e reveladas com DAB, mas sem a
contra coloragdo. Foram produzidas também laminas sem qualquer marcacgao,
apenas com os tumores e sua pigmentagao de melanina, que foram aqui definidos
como branco (BCO), utilizando assim o mesmo valor de threshold para o controle e o
tratamento, foram realizadas as quantificacdes de intensidade por area tumoral. Com
isso foi possivel descartar a quantidade de melanina com o uso do software, entéo as
demais marcagdes foram quantificadas reduzindo o valor da melanina. Para tanto, as
imagens das laminas foram pareadas primeiramente com sua respectiva imagem da
lamina em branco, sendo a seguir descontado o valor da melanina do branco (FIGURA
9A). Outro fator que foi considerado para fazer as quantificagdes da marcagéao foi a
area tumoral. Tendo em vista que o tratamento reduzia a area tumoral, a area do tumor
(controle ou tratado) na lamina foi determinada pela quantificagdo da area total
ocupada, dos cortes corados com Hematoxilia e Eosina. Assim, foi calculado o
percentual de marcacéo em relagao a area tumoral (FIGURA 9B). Esse processo foi

realizado em todos os tumores avaliados, tanto nos controles (20 tumores) quanto no
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grupo de tratamento (19 tumores). Com avaliagdo total dos cortes obtidos, para
obtencdo de uma analise quantitativa das amostras.

FIGURA 9. PADRONIZAGAO DA QUANTIFICAGAO DAS MARCAGOES OBTIDAS

A

Controle (BCO) Controle
(HPSE1)

Laminas histoldgicas, com ou sem marcagéao (Branco — BCO) foram submetidas a coleta das imagens
utilizando “Scanner” laminas histologicas. As imagens obtidas foram quantificas no software Image J,
sendo que a quantificagdo obtida para o branco correspondente foi descontada daquela obtida para as
ldminas marcadas com DAB. FONTE: O Autor (2014).

4.5. TESTES ESTATISTICOS

No presente trabalho foram realizados dois testes estatisticos, o teste de
variancia de uma via ANOVA (One-way) para avaliar o crescimento final dos tumores
tratados em relagdo ao controle e Unpaired t test para comparar a quantidade de

marcacao.
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5. RESULTADOS

5.1. PADRONIZACAO DO TIPO DE HEPARINA E DOSE UTILIZADA PARA
TRATAMENTO

5.1.1 Heparina nao fracionada leva ao sangramento no animal

O primeiro passo do estudo foi escolher entre heparina ndo fracionada e
LMWM, avaliando qual desses farmacos é mais eficiente no tratamento dos animais
portadores de melanoma e/ou que apresentasse auséncia de hemoragia, o principal
efeito colateral desse tipo de farmaco.

Inicialmente os animais foram tratados com heparina nao fracionada. Para
tanto, no 5° dia apds a inoculagao com as células tumorais os animais foram tratados
com heparina (5 mg/kg), sendo que a administracdo foi realizada em dias intercalados,
com intervalos de 3 dias, seguindo até o 17° dia (foram realizados injec&o
intraperitoneal de heparina com 5, 8, 11 e 14 dias apds a inoculagao das células). Os
resultados mostraram que os dez animais que foram tratados com heparina nao
fracionada exibiram sangramento cutédneo, e nao sobreviveram até o final do
tratamento, sendo dez dias 0 maximo de sobrevivéncia com utilizacdo do tratamento

por heparina nao fracionada (resultados nédo mostrados).

5.1.2. O tratamento com LMWH leva a diminui¢gdo do tamanho do tumoral

O proximo passo foi avaliar se LMWH poderia reduzir o desenvolvimento
tumoral. Os resultados iniciais mostraram que o tratamento com LMWH, na dose de
5mg/kg levou a uma pequena redugdo do tamanho do tumor, mas néo levou a
sangramentos, como observado na heparina nao fracionada (dados nao mostrados).

Tendo em vista que LMWH pode reduzir minimamente o tamanho do tumor e,
por outro lado, os animais ndo demonstraram hemorragia cutanea, foram realizadas
alteracgdes do protocolo experimental, que consistiram no inicio do tratamento no 6°
dia, e também seguiu com injecdes diarias, até o 14° dia. Os resultados mostram

claramente que os tumores dos animais tratados com LMWH apresentam tamanho
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cerca de 70% menor que aqueles desenvolvidos nos animais do grupo controle
(tratados somente com PBS) (FIGURA 10).

FIGURA 10. LMWH LEVA A DIMINUIGAO DO TAMANHO DO TUMOR
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Os animais foram inoculados com células B16-F10 (5x10% células em 100ul). Apds 5 dias da
inoculacao, os animais foram tratados com LMWH 5mg/Kg ou apenas com seu veiculo (CTR), uma vez
por dia, até o 14° dia, conforme descrito em Material e Métodos. A Figura acima mostra uma fotografia
obtida dos animais (A), evidenciando o tumor no flanco direito do animal, bem como os tumores
retirados apods eutanasia, que estéo ilustrados em (B). Ja os blocos histoldgicos, contendo tanto o tumor
do grupo controle, quanto do grupo tratado com LMWH, sao mostrados em C. Assim, a mesma lamina
histoloégica continha os cortes do grupo controle e tratado. O grafico comparativo do crescimento
tumoral em cm?® entre os grupos podem ser observados em D, e o grafico da curva de crescimento é
observado em E. Observe que os animais do grupo tratado com LMWH tiveram um menor volume
tumoral, quando comparados como os do grupo controle. p < 0,0001. FONTE: O Autor (2014).

O préximo passo foi avaliar se a diminuigdo da dose poderia também levar a
uma reducao significativa no tamanho do tumor. Os dados comparativos entre os dois
tratamentos estao representados na FIGURA 11, é possivel verificar que o tratamento

com 1mg/kg levou a diminui¢ao significativa do desenvolvimento do tumor, sendo ao
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redor de 30%. No entanto, quando esse resultado € comparado com o tratamento com
5mg/kg, pode-se verificar que esse € muito mais eficiente que 1mg/kg, pois levou a

uma reducéo de aproximadamente 70%.

FIGURA 11. LMWH 5 mg/Kg e LMWH 1mg/Kg LEVAM A REDUGAO DO VOLUME TUMORAL

1504 P #
100+ T
50+
0- T
X S
& Nl
& )

Os camundongos C57BL6 foram inoculados com 5x10°% células no flanco direito. Apés 5 dias de
desenvolvimento tumoral foram iniciados os tratamentos com LMWH 5 mg/Kg ou 1 mg/Kg, que
seguiram diariamente, até o 14° dia. No 15° dia foi realizada a eutanasia para obtencao dos tumores
solidos. A Figura acima mostra em porcentagem em relagdo ao controle, a diferenga entre o volume
médio dos tumores sdlidos, quando submetidos ao tratamento com LMWH, na dose de 5mg/Kg. p <
0,0001, enquanto na dose de 1mg/Kg. p < 0,0015. FONTE: O Autor (2014).

Desta forma, como observado nas Figuras 8 e 9, o tratamento com LMWH
claramente reduz o tamanho dos tumores sélidos, sendo 5 mg/Kg a dose eleita, que
foi adotada para as préximas analises.

Assim, o proximo passo foi investigar a massa tumoral para entender o que o
tratamento esta fazendo para causar esse efeito. Para tanto, os tumores foram
fixados, processados para histologia e, entdo, foram obtidos os cortes histoldgicos nos

quais foram realizados ensaios de imunomarcagao.
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5.2. TUMORES DE ANIMAIS TRATADOS COM LMWH POSSUEM MAIORES
AREAS DE NECROSE

A primeira analise que foi realizada utilizou a coloragdo panocitica de HE
(Hematoxilina/Eosina), a qual evidencia nucleos em cor azul e citoplasma em
coloracao rosa (FIGURA 12). Nesta analise é possivel verificar que as estruturas
teciduais permaneceram bem preservadas. Fica evidente que o tratamento com
LMWH mostra areas com necrose do tumor, evidenciadas pela seta. Ainda, é possivel
verificar que o grupo tratado com LMWH possui menos vasos sanguineos (cabeca de

seta), quando comparados com o grupo controle.

FIGURA 12. ANALISE HISTOLOGICA DOS TUMORES SOLIDOS

Figura acima mostra imagens de cortes histologicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle A, C) com LMWH (B e D) que foram corados por HE. Note que ha maior
quantidade de areas de necrose (setas) no grupo LMWH, quando comparado com o grupo tratado com
controle, que possui maior quantidade de vasos (cabegas de seta). O painel inferior € uma ampliagao
da imagem superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histologicas. FONTE: O Autor (2014).
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5.3. TUMORES DE ANIMAIS TRATADOS COM LMWH POSSUEM MENOS
MELANINA

Entdo, para confirmar a presenca de melanina, foi utilizada a técnica de
Fontana Masson, a qual é amplamente empregada para detectar a presenga desse
pigmento em estudos histologicos, ressaltando-a em preto, pela reagdo com nitrato
de prata. Na analise histoldgica de Fontana Masson fica evidente que no grupo tratado
com LMWH ha realmente menos melanina, se comparado ao grupo controle. Quando
foi quantificada a intensidade de marcacado para melanina fica confirmado que,
realmente ha menor quantidade de melanina no grupo tratado com LMWH (FIGURA
13).

FIGURA 13. LMWH REDUZ A QUANTIDADE DE MELANINA EM MELANOMA MURINO

A Figura acima mostra imagens de cortes histolégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou néo (controle A, C) com LMWH (B e D), submetidos a coloragdo de Fontana Masson para
identificar melanina produzida pelos tumores. O painel inferior € uma ampliagdo da imagem superior,
que foi obtida no Escaner de Laminas Histolégicas. Barras: Painel superior = 50 um e inferior = 10 ym.
FONTE: O Autor (2014).
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FIGURA 14. LMWH REDUZ A QUANTIDADE DE MELANINA EM MELANOMA MURINO
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O grafico acima mostra a redugdo na quantidade de melanina das células tumorais nos animais
submetidos ao tratamento com LMWH 5mg/Kg em relacdo ao grupo controle. A quantificagdo foi
realizada, em relagao intensidade da marcagéao na area tumoral, tendo em vista que os tamanhos dos
tumores sado bem diferentes entre os dois grupos. FONTE: O Autor (2014).

5.4. 0 TRATAMENTO COM LMWH LEVA A MENOR PROLIFERAGCAO CELULAR E
AUMENTO DA APOPTOSE

Os tumores de melanoma, além de expressar melanina, também tém como
caracteristica o alto indice proliferativo. Para verificar se o tratamento com LMWH
poderia alterar a taxa de proliferagao das células tumorais, utilizou-se a marcacao por
imunohistoquimica com anticorpo para KI67, que € um antigeno nuclear associado a
proliferacdo celular. Nesse caso, a detecgao da reacéo foi realizada com “fastred”, o
qual marca em vermelho, sendo que os nucleos das células foram contra-corados com
hematoxilina, que cora em azul. Assim, células que estdo em divisdo celular,
apresentam KI67 e, portanto, sdo coradas em vermelho, mas sao observadas em
roxo/lilas, decorrente da sobreposicao do vermelho, proveniente da marcagao positiva
do anticorpo (revelado com “fastred”) e do azul, proveniente da coloragdo com

hematoxilina. Os resultados mostram que a proliferacdo celular é bastante reduzida
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quando os animais sao tratados com LMWH, em comparagéo aos animais do grupo
controle (FIGURA 15). Vale salientar que no grupo LMWH também apresenta

marcacgao para KI67, mas em menor proporgao.

FIGURA 15. TRATAMENTO POR LMWH LEVA A REDUGAO NA PROLIFERACAO DE B16-F10

A Figura acima mostra imagens de cortes histologicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou néo (controle — A e C) com LMWH (B e D) submetidos a imunomarcacgao para KI67, uma
molécula que esta presente nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, mas nao esta presente em GO e,
desta forma, revela células em proliferacdo. Técnica revelada com anticorpo secundario conjugado a
fosfatase alcalina, com revelagdo com “fastred” (vermelho) e contra-coloragdo para o nucleo com
hematoxilina (azul). Observe que os locais de marcagao positiva para KI67 estdo em roxo, decorrente
da sobreposigdo do vermelho (positivo para KI67) e do azul (hematoxilina). O painel inferior € uma
ampliagdo da imagem superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel
superior = 50 ym e inferior = 10 ym. FONTE: O Autor (2014).

Utilizando um anticorpo que reconhece caspase-3 na sua forma ativa, por
ensaios de imunohistoquimica e revelacdo com fosfatase alcalina “fastred”, foi
possivel verificar que no grupo tratado com LMWH ha maior niumero de células
positivas para esta proteina, sugerindo que estdo em processo apoptotico (FIGURA

16), quando comparado ao grupo controle.
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FIGURA 16. LMWH AUMENTA A EXPRESAO DE CASPASE-3 EM MELANOMA

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldgicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou n&o (controle — A e C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcagao para Caspase-3
ativa, revelada com o anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina e coloragao com “fastred”,
mostrando células que podem estar em processo de apoptose. Note que praticamente ndo ha
marcacgao positiva no grupo controle, mas ha muitas regides marcadas para caspase-3 no grupo tratado
com LMWH, sugerindo apoptose. O painel inferior € uma ampliagdo da imagem superior, que foi obtida
no Escéner de Laminas Histologicas. Barras: Painel superior = 50 ym e inferior = 10 ym. FONTE: O
Autor (2014).

5.4.1. O efeito do tratamento com LMWH sobre a angiogénese

O melanoma, como tumores metastaticos, também tem por caracteristica
estimular a formacéo de vasos peritumorais para melhorar o suprimento das células
tumorais e facilitar as metastases. Assim, faz-se necessario investigar fatores
angiogénicos, que estimulam o crescimento tumoral, o que poderia responder o
porqué das alteragdes no tamanho do tumor, na proliferacdo celular e atividade
apoptética, como observado anteriormente. Inicialmente foi avaliado o VEGF (fator de
crescimento vaso-endotelial), tendo em vista que o aumento da produgcdo dessa

molécula tem uma relacdo direta com a maior formagcdo de novos vasos e,
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consequentemente, com a sobrevivencia tumoral (CHAO et al, 2013). A reacdo de
imunomarcagao nos cortes histoldégicos para evidenciar a presenga de VEGF foi
realizada utilizando anticorpo anti-VEGF, seguida de revelagao por “fastred” e com
contra-coloragdo por hematoxilina. Os resultados estado ilustrados na FIGURA 17,
onde pode-se observar que as amostras tratadas por LMWH mostram reducéo da
expressao de VEGF em relagéo ao controle. Esse resultado sugere que ocorre uma
menor formagao de vasos nos tumores dos animais tratados com LMWH, mas deve

ser avaliado outros marcadores para angiogénese para confirmar esses resultados.

FIGURA 17. LMWH REDUZ EXPRESSAO DE VEGF EM MELANOMA MURINO

A Figura acima mostra imagens de cortes histologicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle A, C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcacgéo para VEGF. As setas
evidenciam marcagéo positiva da ligagdo do anticorpo anti-VEGF, nas células onde estd sendo
expresso o fator de crescimento vaso endotelial revelada em vermelho por “fastred”. O painel inferior é
uma ampliagdo da imagem superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel
superior = 50 ym e inferior = 10 ym. FONTE: O Autor (2014)
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5.4.2. A redugdo da angiogénse e suas consequéncias

Como foi demonstrado anteriormente, as imagens mostram claramente as
alteracdes em proliferagao celular e apoptose do tumor apds o tratamento, verificadas
pela imunomarcacéo de KI67 e caspase3 respectivamente e, esses fatores podem ser
decorrentes da menor formacao de vasos. Com a quantificacéao dessas marcacgodes é
possivel afirmar que a proliferagdo celular, foi reduzida pela LMWH em
aproximadamente 45%), enquanto a apoptose (observada por caspase-3) demonstrou
um valor aproximadamente 2 vezes maior que controle. O tratamento com LMWH
mostrou que os animais tratados exibem uma redugao de aproximadamente 46% no
VEGF, em relagao ao controle (FIGURA 18).

FIGURA 18. LMWH 5mg/Kg LEVA A REDUCAO NA PROLIFERACAO, EXPRESSAO DE VEGF E
AUMENTA A MORTE CELULAR
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O grafico acima mostra a redugao da proliferagdo das células tumorais nos animais submetidos ao
tratamento com LMWH 5mg/Kg em relagéo ao grupo controle (KI67), que por outro lado causa aumento
na expressao da molécula sinalizadora de morte celular (Cas3), também evidencia a redugdo na
quantidade de VEGF, fator que promove a angiogénese. A quantificagao foi realizada, em relagdo a
intensidade da marcagédo na area tumoral, tendo em vista que os tamanhos dos tumores sdo bem
diferentes entre os dois grupos. FONTE: O Autor (2014).
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5.5. 0 TRATAMENTO COM LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE CARBOIDRATOS,
ACIDO HIALURONICO E PGCS

Glicoconjugados desenvolvem papel crucial em processos de proliferagao,
angiogénese, desenvolvimento e sobrevivéncia tumoral. A partir dos resultados que
foram obtidos nos experimentos anteriores, levou a verificar se os glicoconjugados
pudesem estar sendo alterados. Para tanto, inicialmente foi necessario ter um
panorama geral a respeito da presenga de carboidratos totais nas seccoes
histoldgicas.

A investigacdo dos carboidratos gerais presente nos cortes histologicos foi
realizada utilizando coloragcdo de PAS. Os carboidratos marcados pela reagao de
Schiff adquiriam coloragdo rosea, e revelou que no grupo tratado houve menor

quantidade de carboidratos em relagao ao controle (FIGURA 19).

FIGURA 19. LMWH REDUZ A QUANTIDADE DE CARBOIDRATOS TOTAIS EM MELANOMA

A Figura acima mostra imagens de cortes histologicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou néo (controle — A e C) com LMWH (B e D), submetidos a coloragdo com PAS para
evidenciar a quantidade e distribuicdo de carboidratos nos tecidos. Note que ha muito mais marcagao
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com PAS (em roxo) no grupo controle, que no grupo tratado com LMWH, sugerindo que o tratamento
leva a uma menor quantidade de carboidratos totais. O painel inferior € uma ampliacdo da imagem
superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel superior = 50 ym e inferior
=10 uym. FONTE: O Autor (2014).

O préximo passo foi avaliar o Acido hialurénico, um glicosaminoglicanos
caracteristico da matriz extraceluar (FJELDSTAD, 2005). Utilizando um “probe”
(proteina de ligacdo ao Acido Hialurdnico, conjugada com biotina), que foi revelado
pela reacado de estreptavidina peroxidase e DAB e, ainda, com contra coloragao por
“fast green”. Foi verificado que nas amostras dos tumores do grupo controle havia
maior marcagdo de Acido Hialurénico, quando comparado ao grupo tratado com
LMWH (FIGURA 20).

FIGURA 20. LMWH LEVA A REDUGAO DA QUANTIDADE DE ACIDO HILURONICO

A Figura acima mostra imagens de cortes histologicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou n&o (controle A, C) com LMWH (B e D), submetidos a ensaio de histoquimica para detecgao
de acido hialurénico, que foi revelado pela reagdo com peroxidase-DAB, marcando em
castanho/marrom, note que ha marcagéo no grupo controle (A e C), mas esta ausente no grupo tratado
com LMWH (B e D). Os painéis inferiores sdo ampliagcdes das respectivas imagens superiores, que foi
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obtida no Escéner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel superior = 50 ym e inferior = 10 ym. FONTE:
O Autor (2014).

Como houve menor marcagéo para acido hialurénico, o passo seguinte foi a
investigagao do que ocorre com o seu receptor, 0 CD44. Vale salientar que trata-se
de uma proteina transmembrana e € superexpressa pelas células de melanoma, e
que, embora nao seja exclusiva do melanoma, essa molécula esta associada ao
prognéstico ruim, por ser um marcador de malignicidade (TOOLE, 2002). Utilizando
imunohistoquimica com revelacao pela reacéo de peroxidase-DAB e contra-coloragao
com “Fast Green”, pode-se observar a marcacdo de CD44 em marrom, na membrana
das células que sao positivas para a reacao e revelou que o tratamento com LMWH
nao altera a expressao desse receptor, quando comparado com o grupo controle
(FIGURA 21).

FIGURA 21. A EXPRESSAO DE CD44 NAO E ALTERADA PELO TRATAMENTO COM LMWH
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A Figura acima mostra imagens de cortes histologicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou n&o (controle — A e C) com LMWH (B e D), submetidos areagdo de imunomarcacgéo para

deteccdo de CD44, com posterior revelagédo pela reagdo de peroxidase-DAB. Observe a marcagao
positiva para CD44, revelada em castanho/marrom. O painel inferior € uma ampliagdo da imagem
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superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histologicas. Barras: Painel superior = 50 ym e inferior
=10 ym. FONTE: O Autor (2014).

O proteoglicano de condroitim sulfato (PGCS) que € superexpresso no
melanoma, desempenha papel importante na progressao tumoral, pois sua clivagem
libera fragmentos que sdo importantes fatores de crescimento. Assim, buscou-se
também avaliar se o tratamento com LMWH poderia alterar a quantidade desse
proteoglicano. Os resultados mostram que ha uma redugdo na intensidade de
marcagao desse proteoglicano nos cortes histologicos dos animais tratados com
LMWH, em relagao ao controle (FIGURA 22).

FIGURA 22. PROTEOGLICANO DE CONDROTIM SULFATO E REDUZIDO PELO TRATAMENTO
COM LMWH

A Figura acima mostra imagens de cortes histolégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle - A e C) com LMWH (B e D), submetidos a reagédo de imunomarcagéo para
deteccdo de PGCS, com posterior revelacdo pelo complexo peroxidase/DAB (castanho/marrom).
Observe que o tratamento com LMWH (B e D) mostra uma menor intensidade da marcagéao de PGCS,
quando comparado ao grupo controle (A e B). O painel inferior € uma ampliagdo da imagem superior,
que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel superior = 50 um e inferior = 10 ym.
FONTE: O Autor (2014).
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A FIGURA 23 mostra a quantificacdo das marcagdes para glicoconjugados e
revela que o tratamento com LMWH mostra ter grande efetividade na reducéo desses
compostos, tdo importantes para a progressdao tumoral. Observe que dentre os
compostos avaliados destaca-se a reducdo em aproximadamente 40% em AH e de
46% em PGCS, moléculas intimamente envolvidas no processo tumoral do

melanoma.

FIGURA 23. LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE CARBOIDRATOS TOTAIS, ACIDO HIALURONICO E
PGCS
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Laminas contendo cortes histoldgicas de tumores solidos, tanto de animais do grupo controle, quanto
tratados, foram processados por coloragao de acido periodico e schiff (PAS) e Alcian blue (AB), também
foi realizada a marcagdo com sonda para Acido Hialurénico (AH), imunomarcagdo para o receptor de
acido hialurénico (CD44) e Proteoglicano de Condroitim sulfato (PGCS), que foram revelados com
peroxidase/DAB. A seguir, as laminas foram fotografadas em “scanner” de laminas histoldgicas, sendo
obtidas as imagens de todos os cortes presentes. Essas imagens foram submetidas a analises no
software Image J, sendo que o grafico acima representa a intensidade da marcagao na area tumoral,
tendo em vista que os tamanhos dos tumores sao bem diferentes entre os dois grupos. FONTE: O
Autor (2014).
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5.6. 0 TRATAMENTO COM LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE PGHS

Tendo observado alteracdo em carboidratos totais, glicosaminoglicanos acido
hialurénico e proteoglicano de condroitim sulfato, o proximo passo foi investigar o que
ocorre em glicoconjungados, em especial com os Proteoglicanos de Heparam Sulfato,
moléculas altamente alteradas no procesos tumoral (O’ CONNEL, 2011).

Assim, foram investigados inicialmente os Sindecans, Proteoglicano
transmembranico, contendo cadeias de Heparam Sulfato. A avaliagdo de Sindecam 1
se fez necessaria, por essa molécula ter um papel essencial na progressao tumoral e
metastase e, ser co-distribuida com o receptor de crescimento vascular endotelial 2
(VEGFR2) (ORECCHIA et al., 2013). Utilizando imunomarcagéo, com revelagéo por
peroxidase-DAB foi observada a redugédo da expresséo de Sindecam-1 no grupo
tratado com LMWH em relagao ao controle (FIGURA 24).

FIGURA 24. LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE SINDECAM-1

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle A, C e com LMWH B, D) submetidos a imunohistoquimica para evidenciar
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Sindecam-1, com posterior revelagdo com o complexo peroxidase-DAB, que marca em
castanho/marrom. Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma menor quantidade desse
proteoglicano, quando comparado com o grupo nao tratado (A e C). O painel inferior € uma ampliacao
da imagem superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel superior = 50
pMm e inferior = 10 ym. FONTE: O Autor (2014).

O Sindecam 2 também é superexpresso no melanoma, niveis aumentados de
Sindecam 2 conferem ao melanoma um fendtipo invasivo, pois este proteoglicano
também parece regular a angiogénese (LEE et al, 2009). A deteccédo do Sindecam 2,
foi realizada com a técnica de imunohistoquimica revelada por peroxidase-DAB, o
tratamento por LMWH demonstrou reduzir a expressdo desse proteoglicano em
relagao ao controle (FIGURA 25).

FIGURA 25. LMWH REDUZ A EXPRESSAQO DE SINDECAM-2

A Figura acima mostra imagens de cortes histolégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou n&o (controle A, C) com LMWH (B e D), submetidos imunomarcagao para evidenciar
Sindecam-2, com posterior revelagdo com o complexo peroxidase-DAB, que marca em
castanho/marrom. Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma menor quantidade desse
proteoglicano, quando comparado com o grupo nao tratado (A e C). O painel inferior € uma ampliagdo



61

da imagem superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel superior = 50
pm e inferior = 10 ym. FONTE: O Autor (2014).

O Sindecam 4 é um proteoglicano de Heparam Sulfato que, como os Sindecans
1 e 2 regula a invaséo celular (LABROPOULOU et al, 2013). Para realizar a deteccéo
do Sindecam 4, foi utilizada imunomarcacgéao evidenciada por peroxidase-DAB. Os
resultados da imunohistoquimica por peroxidase mostraram redugao nos niveis do
proteoglicano (FIGURA 26).

FIGURA 26. LMWH REDUZ A EXPRESSAQO DE SINDECAM-4

A Figura acima mostra imagens de cortes histolégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle — A e C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcagéo para evidenciar
Sindecam-4, com posterior revelagdo com o complexo peroxidase-DAB, que marca em
castanho/marrom. Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma menor quantidade desse
proteoglicano, quando comparado com o grupo nao tratado (A e C). O painel inferior € uma ampliagdo
da imagem superior, que foi obtida no Escaner de Laminas Histoldgicas. Barras: Painel superior = 50
pum e inferior = 10 ym. FONTE: O Autor (2014).

O passo seguinte foi avaliar outro proteoglicano de heparan sulfato, o glipicam-

1 (GPC1). Assim como os Sindecans participam na regulagao das interagdes célula-
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célula e & superexpresso no melanoma. Apds a reagcdo de imunomarcagao e
revelacao com peroxidase-DAB, foi possivel verificar que a quantidade de Glipicam-1
foi reduzida nos cortes histolégicos dos animais tratados por LMWH em comparagao
ao grupo controle (FIGURA 27).

FIGURA 27. LMWH REDUZ EXPRESSAO DE GLIPICAM-1 EM MELANOMA

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldgicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle - A e C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcagéao para detecgéo de
Glipicam-1, com revelagao por peroxidase/DAB, que marca em castanho/marrom. Note que ha muito

mais marcagao no grupo controle (A e C) do que no grupo tratado com LMWH (B e D). FONTE: O Autor
(2014).

A quantificagdo das marcacgdes revela que o tratamento com LMWH ¢é efetivo
na reducao de todos os PGHS, com destaque para o Glipicam 1 que foi reduzido em
Aproximadamente 69%, como mostra a FIGURA 28.
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FIGURA 28. LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE PGHS
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Laminas contendo cortes histolégicas de tumores sélidos, tanto de animais do grupo controle, quanto
tratados, foram imunomarcados para deteccdo de Proteoglicanos de Heparam Sulfato (PGHS),
utilizando anticorpos especificos para parte proteica de Sindecam 1 (SIND1), Sindecam 2 (SIND2),
Sindecam 4 (SIND4), Glipicam 1 (GPC1) ou de Perlecam (PER), que foram revelados com
peroxidase/DAB. A seguir, as laminas foram fotografadas em “scanner” de laminas histoldgicas, sendo
obtidas as imagens de todos os cortes presentes. Essas imagens foram submetidas a analises no
software Image J, sendo que o grafico acima representa a intensidade da marcacao na area tumoral,
tendo em vista que os tamanhos dos tumores sdo bem diferentes entre os dois grupos. FONTE: O
Autor (2014).

5.7. 0 TRATAMENTO COM LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE MMPS E AUMENTA
A EXPRESSAO DE RECK

O proximo passo foi avaliar metaloproteinases, que sao enzimas que agem
como sheddases, clivando os proteoglicanos. Através da reagdo de
imunohistoquimica, com revelagcao por peroxidase/DAB observou-se que MMP2 esta
sensivelmente reduzida apos o tratamento com LMWH em relagdo ao controle
(FIGURA 29).
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FIGURA 29. LMWH REDUZ EXPRESSAO DE MMP2 EM MELANOMA MURINO

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou néo (controle — A e C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcagéo para evidenciar
MMP-2, com posterior revelagdo com o complexo peroxidase-DAB, que marca em castanho/marrom.
Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma menor quantidade dessa enzima, quando
comparado com o grupo nao tratado (A e C). Barras: Painel superior = 50 um e inferior = 10 ym. FONTE:
O Autor (2014).

Ja a MMP9, que também é uma metaloproteinase do tipo gelatinase, mas liga-
se a aVB3 integrina e regula a atividade da MMP2 (YANG et al, 2012), também atua
como sheddase clivando os PGHS. A deteccdo de MMP9 foi realizada a técnica de
imunomarcacéo com revelagao por peroxidase-DAB e mostrou redu¢ao na expressao
por imunohistoquimica de MMP9, nos animais tratados com LMWH em relagcdo ao
controle (FIGURA 30).
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FIGURA 30. LMWH REDUZ EXPRESSAO DE MMP9 EM MELANOMA

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldgicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle A, C) com LMWH (B e D), submetidos imunomarcagéo para evidenciar MMP-
9, com posterior revelagdo com o complexo peroxidase-DAB, que marca em castanho/marrom.
Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma menor quantidade dessa enzima, quando
comparado com o grupo néo tratado (A e C). O painel inferior € uma ampliagdo da imagem superior,
que foi obtida no Escaner de Laminas Histolégicas. Barras: Painel superior = 50 ym e inferior = 10 ym.
FONTE: O Autor (2014).

Outra MMP que também é superexpressa em melanoma é a MT1-MMP, que é
transmembranica. Sua analise por imunomarcacgao e revelacdo por peroxidase/DAB
esta mostrada na FIGURA 31. Observa-se que houve uma nitida redugao nos tumores
de animais tratados com LMWH.
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FIGURA 31. LMWH REDUZ EXPRESSAO DE MT1-MMP EM MELANOMA

A Figura acima mostra imagens de cortes histolégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou n&o (controle — A e C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcacéo para evidenciar
MT1-MMP, com posterior revelago com o complexo peroxidase-DAB, que marca em
castanho/marrom. Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma menor quantidade dessa
enzima, quando comparado com o grupo nao tratado (A e C). Barras: Painel superior = 50 ym e inferior
=10 ym. FONTE: O Autor (2014).

Por outro lado, a analise de um inibidor de metaloproteinases foi realizada para
confirmar os dados obtidos com a marcagdo das mesmas. Utilizando a
imunomarcacdo com peroxidase/DAB foi realizada a evidenciacdo de RECK, um
inibidor de MMP. O tratamento por LMWH levou a um grande aumento da expressao
de RECK em relagao ao controle (FIGURA 32).
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FIGURA 32. LMWH AUMENTA A EXPRESSAO DE RECK EM MELANOMA MURINO

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldégicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou nao (controle - A e C) com LMWH (B e D), submetidos a imunomarcacao para evidenciar
RECK, com posterior revelagcdo com o complexo peroxidase-DAB, que marca em castanho/marrom.
Observe que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma maior quantidade dessa proteina, quando
comparado com o grupo nao tratado (A e C). Barras: Painel superior = 50 ym e inferior = 10 ym. FONTE:
O Autor (2014).

A quantificagdo das marcagdes de MMPs e do inibidor RECK confirma que a
reducao observada em MMPs foi significativa, sendo de 24% em MMP2, 41% em
MMP9 e 43% em MT-MMP. Ja para o seu receptor o aumento foi superior a 260%,
como mostrado na FIGURA 33.
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FIGURA 33. LMWH REDUZ A EXPRESSAO DE METALOPROTEINASES, E AUMENTA A
EXPRESSAO DE RECK
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Laminas contendo cortes histoldgicos de tumores sélidos, tanto de animais do grupo controle, quanto
tratados, foram imunomarcados para deteccdo de MMPs (MMP2, MMP9 ou MMP14) ou para RECK e
revelados com peroxidase/DAB. A seguir, as laminas foram fotografadas em “scanner” de laminas
histolégicas, sendo obtidas as imagens de todos os cortes presentes. Essas imagens foram submetidas
a analises no software Image J, sendo que o grafico acima representa a intensidade da marcagéo na
area tumoral, tendo em vista que os tamanhos dos tumores sdo bem diferentes entre os dois grupos.
FONTE: O Autor (2014).

5.8. O TRATAMENTO COM LMWH LEVA A REDUGAO DA EXPRESSAO DE TCTP

O presente estudo mostrou também a analise da expressao de um marcador
de reversao tumoral o TCTP, a proteina TCTP é superexpressa em tumores malignos
(AMSON et al, 2013). Com a técnica de imunohistoquimica com peroxidase foi
realizada a marcacédo dessa molécula, onde o tratamento mostrou menor expressao
deste marcador em relagdo ao controle (FIGURA 34). Quando quantificada a

marcagao observou-se, realmente, houve uma reducgéao drastica de 97% (FIGURA 35).
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FIGURA 34. LMWH REDUZ A EXPRESSAQ DE TCTP EM MELANOMA

A Figura acima mostra imagens de cortes histoldgicos de tumores de melanoma murino de animais
tratados ou néo (controle A, C) com LMWH (B e D), submetidos imunomarcacgao para evidenciar TCTP,
com posterior revelagao com o complexo peroxidase-DAB, que marca em castanho/marrom. Observe
que o tratamento com LMWH (B e D) revela uma maior quantidade dessa proteina, quando comparado

com o grupo néo tratado (A e C). Barras: Painel superior = 50 um e inferior = 10 um. FONTE: O Autor
(2014).



70

FIGURA 35. LMWH REDUZ A EXPRESSAO TCTP
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Laminas contendo cortes histoldgicos de tumores solidos, tanto de animais do grupo controle, quanto
tratados, foram imunomarcados para detecgdo de TCTP e revelados com peroxidase/DAB. A seguir,
as laminas foram fotografadas em “scanner” de laminas histologicas, sendo obtidas as imagens de
todos os cortes presentes. Essas imagens foram submetidas a analises no software Image J, sendo
que o grafico acima representa a intensidade da marcacao na area tumoral, tendo em vista que os
tamanhos dos tumores s&o bem diferentes entre os dois grupos. FONTE: O Autor (2014).
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6. DISCUSSAO

Uma das aplicagbes de terapia anticoagulante € o uso em pacientes com
processos tumorais e que desenvolvem a Sindrome de Trousseau (descrita em 1865
por Armand Trousseau). Assim, em pacientes com cancer, diversas terapias
anticoagulantes ja foram descritas. O uso de heparina demonstrou ser mais eficiente
no tratamento desta sindrome do que o wafarin (um anticoagulante oral, que age
inibindo a regeneracao da vitamina K) (BORSIG, 2004). Por outro lado, as
observacdes de pacientes nessas condi¢cdes que foram submetidos ao tratamento por
heparina mostraram uma melhora na sobrevida, sugerindo uma atividade antitumoral
para estes polissacarideos (BORSIG, 2010).

Desde a década de 1960 muitos trabalhos foram realizados para avaliar o
potencial antitumoral de heparina, e posteriormente de heparina de baixo peso
molecular — LMWH (LECUMBERRI, PARAMO; ROCHA, 2005). Atualmente é
conhecido o potencial desses compostos de diminuir a progressdo do cancer
metastatico em carcinoma mamario, de célon, pulméo, bem como em melanoma (para
revisdo, veja BORSIG, 2010). No entanto o mecanismo de acédo destas moléculas
permanece obscuro, o que motivou a realizacédo o presente trabalho.

Vale salientar que, se por um lado ja era conhecido que heparina e LMWH
possuem acao antitumoral, tanto “in vitro” quanto “in vivo”, os ensaios conduzidos em
animais eram realizados utilizando a administracdo de heparina concomitante a
inoculagao das células tumorais ou, quando muito, iniciada no dia seguinte. Assim, de
forma pioneira resolvemos iniciar o tratamento apds a implantagao do tumor (inicio do
tratamento foi realizado no 5°dia, apds a injecao das células B16-F10). O trabalho
publicado que mais se aproxima dessa estratégia experimental foi realizado por Richie
e Colaboradores (2011), mas utilizaram heparina quimicamente modificada (N-
acetilada) e teve inicio no décimo dia apds a inoculagao das células tumorais. Além
disso, para obter a resposta encontrada, utilizaram 60 mg/Kg e duragao do tratamento
também foi bem maior (seguiu por 28 dias). No entanto, nesse caso os autores utilizam
mieloma como foco do estudo e ndo o0 melanoma, que € o que esta em analise no

presente trabalho.
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Assim, inicialmente realizamos o tratamento com heparina nao francionada,
iniciando a administracdo no 5° dia ap6s a inoculagao das células, e realizando um
tratamento em dias intercalados, com intervalos de 3 dias, seguindo até o 17° dia
(foram realizados injecao intraperitoneal de heparina com 5, 8, 11 e 14 dias ap6s a
inoculagdo das células). No entanto, a maioria dos animais desenvolveu hemorragia
cutdnea generalizada e, muitos, foram a o6bito antes do término do periodo de
tratamento (15 dias) (dados n&o mostrados).

A busca na literatura revelou que a LMWH é mais eficiente que a heparina nao
francionada para a atividade antitumoral (BORSIG, 2010). Em adicdo, a grande
vantagem da LMWH é desenvolver uma menor atividade hemorragica, razao pelo qual
testar em substituicdo e heparina nao francionada. O tratamento seguiu 0 mesmo que
foi realizada para a heparina (n&o fracionada) (5mg/Kg, administradas nos dias 5, 8,
11 e 14 apds a inoculacao das células). No entanto, houve pouca redugao da massa
tumoral menor que 10%, de forma muito diferente ao que é relatado na literatura (para
outras formas de administragdo) (dados ndo mostrados).

Por outro lado, permanecendo ainda refratarios a realizar o tratamento
convencional, que consiste no inicio da administracdo de heparina logo a seguir a
injecao das células, pois isso nao ocorre em pacientes (so inicia um tratamento apos
o diagnéstico de uma doenga), resolveu-se fazer nova alteragéo do protocolo inicial,
que consistiu em realizar a administracdo de LMWH diariamente e iniciando apos o 6°
dia de inoculagao das células tumorais.

A favor desse ideia esta o fato de que a, segundo Biwas (1998), as células de
melanoma murino B16F10 (que foram também empregadas no presente estudo) séo
capazes de ligar heparina, o que poderia explicar, pelo menos em parte, 0 porque
esse composto é capaz de reduzir a formagao de tumor nesse tipo de tratamento, uma
vez que ao ligar nas células de melanoma, pode impedir que essa faga o
reconhecimento de moléculas chaves (PGHS, p.ex.), principalmente importantes para
0 seu mecanismo de migragao e invasao tumoral.

Os resultados foram surpreendentes, pois houve uma reducdo de
aproximadamente 70% do volume tumoral (FIGURAS 8 e 9). Assim, de forma pioneira
este trabalho mostra que LMWH, quando administrada apdés o inicio do

desenvolvimento do tumor (6°dia) possui uma potente agao antitumoral.
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O trabalho foi realizado utilizando duas doses de LMWH, sendo realizado trés
experimentos independentes com a dose de 1 mg/Kg e cinco experimentos com a
dose de 5 mg/Kg. Os ensaios realizados com a utilizagdo da dose menor do
tratamento (1 mg/Kg), também mostraram reducdo tumoral, mas nao foi téo
proeminente quanto ao tratamento com 5 mg/Kg. Vale salientar que, de maneira geral,
o tamanho dos tumores foi reduzido em ambas as doses de tratamento. No entanto,
ao comparar os dois tratamentos nota-se que a dose de 5 mg/Kg foi mais efetiva
(redugao de aproximadamente 70% em comparagao a 30% de 1 mg/Kg). Como os
animais nao apresentaram efeitos colaterais aparentes (como hemorragia) nos dois
tratamentos, a dose de 5 mg/Kg foi escolhida como a efetiva. Assim, mais dois
experimentos foram realizados com a dose de 5 mg/Kg, para obter amostras para
extracdo de RNA e avaliacdo do crescimento tumoral, que ainda serao realizados na
continuidade deste trabalho.

As analises histologicas, seguidas de quantificacbes das marcagdes obtidas,
revelaram que enquanto a proliferagao celular reduz aproximadamente 50%, por sua
vez a morte celular pds apoptose aumenta em aproximadamente 100%, o que causa
um impacto drastico no crescimento tumoral, o que poderia explicar tamanha
diferenga no volume tumoral, observa apés o tratamento com LMWH.

Considerando o tamanho da alteragdo causada nestes dois parametros que
afetam o crescimento tumoral, a avaliagdo da angiogénese se fez necessaria e foi
realizada com a utilizacdo de um anticorpo contra VEGF, que é capaz de reconhecer
as 4 variantes dessa molécula. Nessa analise foi observado que a redugdo na
expressado de VEGF no grupo tratado foi aproximadamente de 50% em relagcdo ao
observado no controle. No entanto, essa marcagao mostra um fator secretado, que
estimula a produgao de vasos como foi mostrado na Figura 15.

Além de VEGF outras moléculas importantes no desenvolvimento tumoral
também foram avaliadas. Nesse sentido, destaca-se, a atividade de MMPs, pois
degradam componentes da MEC, e tém um papel chave na modulacao de fatores de
crescimento, em especial aqueles que estavam aprisionados, por ligacdo a
componentes da MEC, clivados pelas MMPs. O presente trabalho mostra redugao nas
MMPs 2,9 e MT1-MMP, bem como aumento de um importante inibidor dessas MMPs,
a RECK (CLARK et al., 2007). Assim, os dados desse trabalho mostram que ha menor
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quantidade de MMPs avaliadas, bem como aumento de seu inibidor. Esse conjunto
poderia reduzir a degradacédo da MEC, por sua vez, levar a uma menor angiogénese
mediada pela acdo das MMPs e dos fatores de crescimentos liberados. Heo e Cho
(2014) corroboram com esta ideia, pois mostram que as metaloproteinases degradam
a MEC, resultando na liberacdo de fatores de crescimento que estimulam a
proliferacdo e migracao de células endoteliais.

Outra abordagem envolve a analise dos glicoconjugados, que participam de
processos de adesao e migracao e podem também ser fatores angiogénicos, razées
pelas quais muitos desses compostos estdo superexpressos no melanoma,
justificando a avaliagdo quantitativa da expressao dessas moléculas. Os resultados
mostram que ha uma redugdo importante em carboidratos totais (FIGURA 17). Com
isso, foi realizada a quantificacdo de alguns glicoconjugados especificos que atuam
na progressao tumoral.

O AH que é o um importante componente da MEC, é sintetizado por varios tipos
celulares. Embora o melanoma produza pouco AH, é capaz de estimular fibroblastos
a produzir. Ainda o melanoma produz e secreta hialuronidase, que cliva o AH em
pequenos fragmentos, que sao biologicamente ativos e atuam como moléculas
angiogénicas, bem como levam ao aumento na expressao de MMP2 (WILLEMBERG
etal, 2012). AH interage com seu receptor, CD44 e essa interagao permite a regulagao
da proliferagédo e motilidade (KIM et al, 2008). Os resultados mostram que o tratamento
com LMWH nao provoca uma redugao efetiva, tanto no AH como seu receptor CD44
(FIGURAS 18 e 19).

Quanto ao PGCS, também foi observado menor expressdo deste PG em
células tratadas com LMWH (FIGURA 20). Especificamente o PGCS4, que é o que foi
avaliado, foi identificado na superficie de células de melanoma, e sua expressao esta
relacionada com a formagao de tumores e com pobre prognostico. Além disso, sua
expressado esta correlacionada com a resisténcia do melanoma a quimioterapia
convencional (PRICE et al., 2012).

Quanto aos PGHS, quando se observa o melanoma, verifica-se que todos os
PGHS que sao produzidos por esse tumor estdo superexpressos. Estudos sobre o
sindecam-1 no melanoma como os realizados por O’Connell (2009) e Orecchia (2013)

sugerem que, a expressao dessa molécula na superficie das células e sua
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degradagao da porgao sacaridicas por heparanases sao importantes determinantes
no controle da invasédo e metastase celular. Além disso, a expressao de sindecam-1
€ correlacionada com aumento do potencial metastatico em células de melanoma, o
que foi confirmado em células de melanoma silenciadas (por knockdown) para esse
proteoglicano, pois mostram redugao da invasdo (O’CONNELL et al., 2009).

Ja o sindecam-2 ¢ altamente expresso em células de melanoma,
diferentemente de células de melanécitos normais. Da mesma forma que o sindecam-
1, elevagao da expressao do sindecam-2 aumenta a invasédo e migragao celular do
melanoma. Em estudo realizado por Lee e colaboradores (2009), quando as células
de melanoma foram tratadas com fator de crescimento de fibroblasto-2, conhecido por
estimular a migracéo de células de melanoma, a expressao de sindecam-2 aumentou.
Outro PGHS de superficie celular, também & importante no melanoma, é o Glipicam,
sendo superexpresso. Novamente, nossos dados mostram que esses PGHSs
também foram reduzidos apos o tratamento com LMWH.

Por outro lado, o perlecam é um PGHS da MEC, sendo que em condigao
tumoral ocorre seu acumulo, que propicia um microambiente favoravel a angiogénese,
crescimento e invasao celular (FJELDSTAD; KOLSET, 2005). Esse proteoglicano
também mostrou estar reduzido apés o tratamento realizado.

Em suma, todos os compostos que s&o superexpressos ho melamoma, que
foram avaliados, estdo reduzidos apods o tratamento. Muitas dessas moléculas estao
envolvidas na ligacéo e “sequestro” de fatores de crescimento, que sao angiogénicos,
0 que poderia explicar, pelo menos em parte, o porqué ocorre uma redugao expressiva
da quantidade de vasos sanguineos, que por sua vez, levaria ao aumento da taxa de
células em apoptose e diminuicdo da proliferagao celular. Esse conjunto resulta no
menor desenvolvimento do tumor ocasionado pelo tratamento com LMWH.

O trabalho deve continuar avaliando outros paréametros, por exemplo, foi
observado uma drastica reducdo da quantidade de melanina e ha estudos que
correlacionam a redugdo da melanogénese com diminuigdo do mecanismo de
resisténcia a drogas (ZBYTEK et al., 2009). Assim, avaliacdo de moléculas envolvidas
na melanogénese e de receptores que contribuem no transporte de drogas serdo
avaliados. Por outro lado, Peng e colaboradores (2014) sugerem que a regulagao de

melanogénese altera a ativacdo das vias que induzem a proliferagdo, onde os



76

receptores de melanocortina, quando ativados por a-MSH, aumentam os niveis
intracelulares de cAMP, que por sua vez a ativam ERK e MAPK que levam a
proliferacdo. Vale ressaltar que o presente trabalho mostrou uma grande redugao da
proliferagdo celular (FIGURA 13), o que reforca a necessidade de estudar esse
parametro. Por outro lado, vale salientar que o tratamento com LMWH levou a uma
grande reducao do tamanho final do tumor (70%), mas também o dado que mostra o
volume do tumoral ao longo do tratamento. Estes dados sugerem estadimento
tumoral, o que poderia estar relacionado com a regresséo tumoral. Em favor dessa
hipotese esta na imensa reducao da quantidade de TCTP (FIGURAS 32 e 33), que é
conhecido como um marcador de reversao tumoral (LIU et al, 2014).

Novos ensaios devem ser conduzidos para confirmar essa hipotese,
principalmente aqueles envolvendo o estudo da sobrevida, que podem ser realizados
com a analise em sistema de imagem “in vivo”, apos a inje¢ao de células fluorescentes
ou que expressam luciferase, permitindo um acompanhamento diario até o 6bito.

Ainda, vale destacar que o presente estudo focou sobre o tumor sdlido, mas o
melanoma tem carater metastatico e, portanto, é importante o estudo em modelo de
metastase, como o pulmonar. Assim, nossos estudos serdo conduzidos avaliando
esse modelo para confirmar se nessa condi¢cao o tratamento com LMWH também
podera ser efetivo, bem como se € em decorréncia da redugdo dos parametros

malignos que mostram estar reduzidos nesse trabalho.
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7. CONCLUSAO

1. Heparina nao fracionada leva ao sangramento do animal, mostrando-
se nao ser um tratamento adequado;

2. O melhor composto entre os testados foi LMWH, sendo o tratamento
diario, iniciado no 6° dia apds a injegao das células tumorais, até um

dia antes (o 14° dia) do sacrificio.

3. A melhor dose de LMWH foi de 5 mg/Kg, nas condigdes experimentais
testadas.
4. O tratamento com LMWH leva a um menor desenvolvimento do tumor,

gue mostra estar relacionado a uma menor angiogénese, seguida de
aumento da morte celular (por apoptose) e menor proliferacao
tumoral.

5. O tratamento leva a redugcdo de moléculas chaves no
desenvolvimento de metastase, como AH, PGHS e PGCS, bem como
de MMPs.

6. O tratamento com LMWH sugere regressao tumoral, por conta da

expressao de TCTP.
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