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RESUMO

O melanoma é a forma mais agressiva de cancer de pele devido a sua tendéncia a
sofrer metastase, tornando-se mais resistente a grande parte dos tratamentos e
levando a um pior progndstico para os pacientes. Algumas das alteracdes mais
comuns encontradas em melanomas afetam a via Ras/Raf/MEK/ERK, que esta
envolvida na regulacéo da expressao de diversos genes supressores de tumor. Um
destes genes, chamado RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal
motifs), codifica um inibidor de metaloproteinases de matriz extracelular (MMPSs) que
€ ancorado & membrana citoplasmética. Neste estudo foram quantificados os niveis
do transcrito do gene RECK na sua forma canbnica e nas recém-identificadas
formas resultantes de splicing alternativo (isoformas B, D e 1), utilizando a técnica de
gRT-PCR, pela primeira vez em linhagens derivadas de lesdes de melanoma de
crescimento radial (RGP), de crescimento vertical (VGP) e metastatico. Também
foram quantificados os niveis dos mRNAs de TIMP1, TIMP2, MMP2, MMP9 e
MT1MMP, os niveis da proteina RECK e as atividades de MMP-2 e MMP-9. Foi
observada uma razao Isoforma B/transcrito candnico de RECK maior no grupo de
linhagens metastaticas que no grupo de linhagens RGP+VGP (p=0,0367). Também
foi verificado que o transcrito canbnico do gene RECK é menos expresso nha
linhagem metastatica WM1617 do que na linhagem derivada de seu tumor primario
(WM278) (p=0,0320), enquanto TIMP2 (p=0,0456) e MT1MMP (p=0,0013) sdo mais
expressos na linhagem metastatica. Neste mesmo caso a razdo Isoforma
B/transcrito candnico de RECK também € maior na linhagem metastatica
(p=0,0432). Ja na linhagem 1205Lu os niveis da forma canbnica do transcrito de
RECK séao significativamente maiores que na linhagem WM793, que Ihe deu origem
(p=0,0089), enquanto TIMP2 (p=0,0468) e MT1MMP (p=0,0011) sdo menos
expressos na linhagem metastatica. Estes dados sugerem a possibilidade de que o
produto proteico codificado pela isoforma B do transcrito de RECK possa possuir um
papel oposto ao do produto candnico na progressao tumoral.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive form of skin cancer due to its strong tendency to
metastasize, becoming resistant to most available therapies, and leading to poor
prognosis for the patients. Some of the common transformations displayed by
melanomas affect the Ras/Raf/MEK/ERK pathway, which is involved in regulation of
the expression of several tumor-suppressor genes. One of these genes, namely
RECK, encodes a membrane-bound matrix metalloproteinase (MMP) inhibitor. Here,
both the canonical and the novel alternatively spliced RECK transcripts (isoforms B,
D and 1) were quantified, using the gRT-PCR technique, for the first time in
melanoma cell lines derived from radial growth phase (RGP), vertical growth phase
(VGP) and metastatic phase. The mRNA levels for TIMP1, TIMP2, MMP2, MMP9
and MT1MMP, the RECK protein levels and the activities of MMP-2 and MMP-9 were
also quantified. A significant increase of the B isoform/canonical RECK transcript
ratio in metastatic cell lines was found, when compared to the RGP+VGP group
(p=0.0367). It was verified that the canonical RECK transcript was downregulated in
the metastatic WM1617 cell line when compared to its primary tumor-derived cell line
(WM278), with concomitant high levels of TIMP2 and MT1MMP in the metastatic cell
line. In this case, the B Isoform/canonical RECK transcript ratio was also higher in the
WM1617 cells (p=0.0432). Conversely, in the metastatic 1205Lu cell line was
observed higher canonical RECK transcript levels than in its primary tumor-derived
WM793 cell line, with lower levels of TIMP2 (p=0.0468) and MT1MMP (p=0.0011)
transcripts on the metastatic cell line. Taken together, these data suggest that, in
contrast with the canonical RECK, the B isoform may have a tumor and metastasis
promoting role in melanoma progression.
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1 INTRODUCAO

O melanoma é o tumor maligno derivado do melandcito (revisado por GRAY-
SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007). Este tipo de tumor € de ocorréncia
mais rara dentre os canceres de pele, respondendo por aproximadamente 4%
destes, porém é o tipo que mais provoca mortes (AMERICAN CANCER SOCIETY
(ACS), 2009). Além disso, € o tipo de cancer mais comum em individuos jovens
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA), 2009). O Instituto Nacional do
Cancer estima que em 2010 haja no Brasil pelo menos 2.960 casos de melanoma
em homens e 2.970 em mulheres, sendo estes mais prevalentes na regiao Sul
(INCA, 2009).

O modelo de Clark divide a progressdo do melanoma em fases de acordo
com as caracteristicas histologicas das lesbes, desde as fases benignas (nevus
benigno e nevus displasico) até as malignas (fases de crescimento radial, RGP;
vertical, VGP e; fase metastatica) (CLARK et al., 1984; revisado por MILLER e
MIHM, 2006). Os eventos biolégicos que causam o surgimento e a progressao do
melanoma envolvem, entre outros aspectos, mutacdes em genes que regulam a
proliferacdo celular e a interacdo das células com a matriz extracelular (MEC). A
progressdo pelas fases do modelo de Clark envolve o ganho de capacidade de
degradar os componentes da MEC e de atravessar a membrana basal, eventos
estes que estao relacionados a atividade de metaloproteinases de matriz (MMPS).

Estas MMPs comp6em uma familia que, como um conjunto, é capaz de
degradar a maioria dos componentes da MEC, como colageno tipo IV e fibronectina
(NAGASE e WOESSNER, 1999). A atividade proteolitica de MMPs em tecidos
saudaveis é regulada de forma que haja apenas a degradacdo necessaria para que
ocorram o0s processos fisioldégicos. Essa regulagdo € exercida por algumas
moléculas presentes no espaco intercelular como as TIMPs (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases), que sédo inibidores solGveis mais conhecidos e caracterizados
de MMPs, e RECK (Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs), um
inibidor de MMPs que é ancorado a membrana. Este balanco proteolitico
frequentemente encontra-se perturbado em estados patolégicos como o cancer. Em
melanomas, os niveis de MMPs na forma ativa encontram-se mais elevados nos

tumores com maior capacidade de invasdo (HOFMANN et al., 1999), de forma que é
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possivel estabelecer uma correlagdo entre o prognéstico dos pacientes e a atividade
proteolitica destas enzimas.

RECK é uma glicoproteina extracelular, ligada a membrana por uma ancora
de GPI, que foi descoberta por sua capacidade de provocar a reversdo do fenoétipo
tumoral em fibroblastos murinos transformados pelo oncogene v-Ki-ras (TAKAHASHI
et al., 1998). A atividade de supressor de tumor apresentada por RECK esta
relacionada, entre outras coisas, a inibicdo de MMPs, especificamente MMP-2,
MMP-9 e MT1-MMP, que sdo amplamente descritas como envolvidas no processo
de invasdo tecidual por células tumorais. Essa inibicdo ocorre por diversos
mecanismos, como inibicdo da transcri¢do, interrupcdo da maturacdo das pré-formas
de MMPs e interacdo fisica com as enzimas (TAKAHASHI et al., 1998; OH et al.,
2001; TAKAGI et al., 2009).

E grande o nimero de estudos que demonstram correlagdes entre os
melhores progndsticos dos pacientes e a maior expressdo de RECK em diferentes
tipos de tumores (revisado por NODA e TAKAHASHI, 2007).

Até o momento ndo ha dados publicados sobre o papel de RECK em
melanomas, assim como dados sobre as func¢des de suas isoformas resultantes de
splicing alternativo. Sabe-se, porém, que MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9, que séo
reguladas por RECK, tém participacdo na progressao dos melanomas (HOFFMAN et
al., 2000b). Sendo assim, o estudo da modulacdo da expressdo do gene RECK e
dos seus transcritos originados de splicing alternativo contribui para um melhor
entendimento dos eventos moleculares que ocorrem durante a progressdao do
melanoma, e pode revelar, futuramente, alvos para novas drogas que possam ser
utilizadas no seu tratamento.

Portanto, este trabalho visa a caracterizacdo da expressao dos transcritos
canbnico e alternativos do gene RECK em linhagens de células de melanoma
humano que representam os diferentes graus de progressao maligna do modelo de
Clark — RGP, VGP e fase metastatica, avaliando também a expressdo dos genes
MMP2, MMP9 e MT1IMMP, TIMP1 e TIMP2 com o objetivo de verificar a existéncia
de correlacdo entre os niveis destes transcritos e o grau de progressdo das
linhagens tumorais, através da quantificacdo do mRNA transcrito, utilizando reagfes
de gRT-PCR. Também foi quantificado o produto proteico codificado pelo transcrito
canbnico de RECK através de ensaios de Western Blotting, e a atividade de MMPs,

por zimografia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MELANOMA

O melanoma é uma neoplasia maligna derivada do melandcito, a célula
produtora do pigmento melanina, que se encontra presente na epiderme, nos olhos
e nos intestinos (revisado por GRAY-SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007).

Dentre os fatores que podem levar ao desenvolvimento do melanoma estéo
a predisposicdo genética, a cor da pele e 0 comportamento com relagdo a exposicao
a radiacdo ultravioleta (ACS, 2009). Uma quantidade muito grande de nevi (pintas
escuras) esta correlacionada com um maior risco de desenvolver melanoma (ACS,
2009).

De acordo com o relatério de estimativas do Instituto Nacional do Cancer o
cancer de pele é o tipo de cancer mais comum no Brasil entre os homens, e o
segundo entre as mulheres. Estima-se que em 2010 serdo diagnosticados 53.410
novos casos entre homens e 60.440 entre as mulheres (INCA, 2009). Dentre os
canceres de pele, os melanomas sdo 0s menos prevalentes: estima-se que havera
2.960 e 2.970 novos diagnosticos em homens e em mulheres, respectivamente. I1sso
responde por 5,2% de todos os canceres de pele. A principal area de incidéncia é a
regido Sul (INCA, 2009). Nos Estados Unidos eram esperados para 2008 34.950
novos diagnosticos de melanoma entre homens e 27.530 entre mulheres, e que
8.420 mortes ocorreriam devido a doenca (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2009).

Apesar de ser o tipo mais raro de cancer de pele, o melanoma é o que mais
provoca mortes devido a sua elevada tendéncia a sofrer metastases (ACS, 2009). A
rapidez com que os melanomas progridem até a metastase pode ser explicada com
base na caracteristica migratéria dos melandcitos que os originam (ALBERTS et al.,
2008).

2.1.1 Patogénese

O modelo de Clark divide as fases de progressdo do melanoma com base
nas suas alteracdes histoldgicas caracteristicas (CLARK et al., 1984; revisado por
MILLER & MIHM, 2006). De acordo com este modelo, o primeiro evento do

desenvolvimento do melanoma é a proliferagdo dos melandcitos normais, que
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formam os nevi (pintas), e estabelecem lesGes benignas, com os melandcitos
crescendo uniformemente e de forma limitada ao longo da membrana basal. O
segundo estagio do modelo é a displasia, que pode ocorrer tanto a partir de um
nevus benigno quanto a partir de uma ceélula normal. Esta fase se caracteriza pelo
crescimento aberrante dos melandcitos (CLARK et al., 1984; revisado por MILLER &
MIHM, 2006; revisado por GRAY-SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007).
Estas lesbes tomam a forma das pintas assimétricas e de coloracdo irregular que
servem como marcadores clinicos para o diagnéstico, e histologicamente
apresentam alteragbes morfologicas isoladas. A fase de crescimento radial (RGP)
inicia-se quando as células displasicas ganham a capacidade de proliferar por toda a
epiderme, e ndo somente ao longo da lamina basal. As alteragcdes morfologicas no
tecido deixam de ser distribuidas de forma aleatoria e passam a ser continuas por
toda a lesdo (revisado por MILLER & MIHM, 2006). A partir desta fase, passa a
haver uma diferenciacado reduzida dos melandcitos. A fase de crescimento vertical
(VGP) é a fase na qual as células tumorais adquirem a capacidade de penetrar a
membrana basal, atingindo a derme. Por fim, a metastase é a fase do modelo de
Clark onde as células se desprendem do tumor original, e sdo capazes de crescer
em tecidos mais profundos da pele, atingir a corrente sanguinea, e colonizar outros
orgaos como cérebro, pulmdes ou figado (CLARK et al., 1984; MILLER e MIHM,
2006). A figura 1 mostra, de forma esquematizada, as alteracdes histologicas
decorrentes da progressdo do melanoma pelas fases do modelo de Clark.

Os eventos biologicos associados com cada fase do modelo de Clark
envolvem diversas alteragdes moleculares, como por exemplo em fatores que
regulam o crescimento celular ou que medeiam as interacdes célula-célula e célula-
matriz extracelular (HAASS et al., 2005). Tais altera¢gGes, em geral, ocorrem devido a
danos no genoma da célula, que podem ser causados, por agentes mutagénicos ou
pela exposicdo a radiacdo, que afeta melandécitos e queratinocitos (GILCHREST et
al., 1999). Os genes alterados podem ser passados de geracdo em geracéo, o que

configura o melanoma familiar (revisado por MILLER e MIHM, 2006).
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FIGURA 1 — ETAPAS DA PROGRESSAO DO MELANOMA DE ACORDO COM O MODELO DE
CLARK
FONTE: Miller e Mihm (2006).
NOTA: De acordo com o modelo proposto por Clark et al. (1984), os estagios da
progressdo do melanoma séo divididos de acordo com as caracteristicas histolégicas
da lesdo. A fase menos agressiva seria aquela onde ha uma hiperplasia dos
melandcitos (nevus benigno). A lesdo pode assumir caracteristicas que causam perda
da homeostase no tecido onde se encontra (nevus displasico). Na fase de crescimento
radial (RGP) ja ha capacidade de ultrapassar a membrana basal, mas a proliferagao
continua sendo confinada as imediagfes dessa, diferentemente do que ocorre na fase
de crescimento vertical (VGP). A Ultima fase do modelo é a metastase, que é quando
as células tumorais se desprendem do tumor original e colonizam tecidos distantes.

Durante as fases iniciais da progressdo do melanoma ocorrem mutagcdes em
genes que causam ativacdo anormal de reguladores do ciclo celular como N-ras e
BRAF. 62% dos casos de melanoma apresentam a muta¢do que troca o residuo de
Glu®® do gene BRAF por um residuo de valina (DAVIES et al., 2002). Esta mutacao
V600E provoca a ativagdo constitutiva da quinase B-Raf, que fosforila as quinases
seguintes na via Ras/Raf/MEK/ERK (representada na figura 2), provocando assim a
perda do controle do ciclo celular (DAVIES et al., 2002; TSAO et al., 2004). Ja as
mutacdes no gene NRAS estdo presentes em cerca de 15% dos melanomas (DAHL
e GULDBERG, 2007)

As alteracbes da segunda fase deste modelo geralmente afetam os
mecanismos de reparo do DNA e a regulacdo do processo de apoptose (revisado
por CROWSON et al., 2007). Nesta etapa, ainda é possivel que ocorra a reversao
da tumorigénese. A continuacdo da progressdo ou a regressdo depende da
presenca ou da auséncia de alteracbes em genes capazes de impedir a proliferacao

de células que possuem 0 seu genoma alterado. Exemplos destes genes séo
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CDKN2A e PTEN, supressores de tumor que promovem a parada do ciclo celular e
estimulam a apoptose, através das vias de sinalizacdo esquematizadas na figura 2
(revisado por MILLER e MIHM, 2006). O CDKN2A é um gene que codifica para dois
supressores de tumor distintos. Um deles, p16™***, é um inibidor de quinases

dependentes de ciclinas (CDKs), e o outro, p14°tF

, promove a apoptose apoés a
ocorréncia de danos ao DNA. Ja o PTEN é um gene que codifica para uma fosfatase
que atenua a sinalizacdo desencadeada por fatores de crescimento que utilizam

fosfatidilinositol fosfato como segundo-mensageiro (FLORES et al., 1996).
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FIGURA 2 — VIAS DE SINALIZACAO FREQUENTEMENTE DESREGULADAS EM MELANOMAS
FONTE: adaptado de Gray-Schopfer, Wellbrock e Marais (2007)
NOTA: Interacdes entre as principais vias de sinalizacdo envolvidas no surgimento e
progressdo do melanoma. O receptor tipo tirosina quinase (RTK) transmite o sinal
extracelular para Ras, que na sua forma ligada por GTP ativa as vias RaffMEK/ERK ou
PI(3)K/Akt/mTOR; MDM2, (mouse double minute protein 2) liga a p53 e o conduz para a
ubiquitinizac&o e destruicdo no proteossomo.

MNucleus

A caracteristica invasiva adquirida na fase de crescimento vertical se deve,
em parte, a distarbios em moléculas de adesdo (como as caderinas) e em
receptores de matriz extracelular (integrinas). A expressao preferencial da integrina
ayvBs, em relacdo a outras integrinas expressas por tumores menos agressivos e
melandcitos saudaveis, e a diminuicdo da expressao de E-caderina (com aumento

da expressao de N-caderina) sdo marcadores da passagem da fase de crescimento
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radial para a de crescimento vertical (DANEN et al., 1994; HSU et al., 2000). Efeitos
da integrina ayBs; descritos em melanoma incluem o aumento da expressao de
enzimas que degradam a matriz extracelular (BROOKS et al., 1996) e o estimulo da
expressao de Bcl-2, uma proteina anti-apoptética, quando da interacdo da integrina
com seus ligantes na MEC (PETITCLERC et al., 1999).

A metastase é a ultima fase do modelo. O conjunto de eventos moleculares
gue ocorrem nas etapas iniciais da progressao habilita a célula a invadir e sobreviver
longe do sitio do tumor original. Esta capacidade de sobrevivéncia resulta, em parte,
da perda da dependéncia de fatores de crescimento, como por exemplo o a-MSH
(que estéo presentes exclusivamente na epiderme), para a ativacéo do ciclo celular.
Ao longo da progressdo maligna alteracdes nas vias regulatorias do ciclo provocam
a sua ativacdo constitutiva, de forma que as células tumorais sdo capazes de
proliferar mesmo em tecidos nos quais ndo héa sintese destes fatores de crescimento
(revisado por MILLER e MIHM, 2006).

Ao atingir a corrente sanguinea, as células com capacidade metastatica
instalam-se em 6rgdos como pulmdes, figado e linfonodos (CLARK et al., 1984). O
desenvolvimento de metastases piora drasticamente o prognéstico, jA& que o0s
tumores secundarios formados tendem a ser mais resistentes as terapias atualmente
empregadas, enquanto melanomas nas fases iniciais da progressao podem ser
facilmente removidos em pequenas intervencdes cirargicas (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2009).

2.1.2 Tratamento

O sucesso no tratamento do melanoma depende muito de um diagndstico
precoce. Em casos onde a doenca estd menos avancgada a cirurgia para remoc¢ao da
massa tumoral, juntamente com uma parte do tecido circundante, ja é o suficiente
para a eliminacdo do melanoma. Esta € a abordagem adotada em 80% dos casos
(revisado por MILLER e MIHM, 2006). A abordagem farmacoldgica padrao para o
tratamento de melanomas primarios é o tratamento com dacarbazina, carboplatina e
paclitaxel, drogas utilizadas como complemento a remoc¢do cirurgica (TARHINI e
AGARWALA, 2006; revisado por GRAY-SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS,
2007, RUSSO et al., 2009). Em outros casos, onde os linfonodos ja foram invadidos,

ou onde houve metastase para 6rgdos mais distantes, os tratamentos podem incluir
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citocinas como a interleucina-2 e interferon-a, ambos com eficicia duvidosa e com
diversos efeitos adversos (TARHINI e AGARWALA, 2006; revisado por GRAY-
SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007). Agentes quimioterapicos como a
carmustina, o paclitaxel e a cisplatina sdo os farmacos de primeira escolha a ser
utilizados como tratamento (TARHINI e AGARWALA, 2006; revisado por GRAY-
SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007). Estes farmacos sao efetivos em
menos de 10% dos casos de melanoma metastatico (TARHINI e AGARWALA,
2006). Aléem da quimioterapia, a radioterapia também pode ser empregada como
complemento a intervengcdo cirdrgica (ACS, 2009). As consequéncias da
guimioterapia e da radioterapia para 0os pacientes sdo notdrias: queda dos pélos,
deficiéncia imunoldgica, etc. Devido a estas limitacbes quanto a eficacia e efeitos
colaterais, novas alternativas de tratamentos ou maneiras de entregar as drogas de
forma mais especifica aos seus alvos tém sido pesquisados.

O melhor conhecimento das vias de sinalizagdo que se encontram
desreguladas no melanoma tem permitido o desenvolvimento de novos farmacos e
esquemas terapéuticos que auxiliam no seu tratamento. Estes novos tratamentos
visam a interrupcdo de cascatas regulatorias que estdo excessivamente ativadas em
células tumorais, como por exemplo a cascata da via Ras/Raf/MEK/ERK (revisado
por GRAY-SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007; TSAI et al., 2008; RUSSO
et al., 2009). Quinases, proteases e fosfatases destas vias de sinalizacado estéo
entre 0os alvos mais promissores para serem modulados por novas moléculas
capazes de interagir com os seus sitios cataliticos de forma especifica. Farmacos
que possuem especificidade para B-Raf'°°°® foram desenvolvidos recentemente, e
sua citotoxidade foi comprovada como ocorrendo apenas em linhagens de
melanoma que possuem este alelo mutado (TSAI et al., 2008).

Farmacos que inibem a sinalizacdo de Ras também sdo promissores no
tratamento de melanomas. Exemplos destes farmacos sdo as moléculas que inibem
a Ras-farnesil transferase. Esta enzima € responsavel por uma modificacdo pos-
traducional sem a qual Ras ndo possui atividade. O tratamento de linhagens de
melanoma in vitro com estes inibidores as tornou mais sensiveis a cisplatina
(SMALLEY et al., 2003, RUSSO et al., 2009).

Por fim, terapias que estimulem a apoptose das células tumorais ja estéo
disponiveis para o tratamento de melanoma, como por exemplo oligonucleotideos
antisense contra Bcl-2 (POUST, 2008).
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Todas estas novas abordagens farmacolégicas sdo decorrentes da
identificacdo de alvos moleculares relevantes para o surgimento e progressao do
melanoma (revisado por GRAY-SCHOPFER, WELLBROCK e MARAIS, 2007). A
identificacdo das alteragcdes moleculares relacionadas ao melanoma €, portanto, de

grande importancia para o avango na descoberta de tratamentos mais eficazes.

2.2 Matriz Extracelular e Metaloproteinases

O desenvolvimento e a progressdao de tumores estdo intimamente
relacionados com a interacao entre as células tumorais e o ambiente que as cerca. A
matriz extracelular (MEC) é parte importante deste ambiente, pois além de servir de
suporte serve também como um agente regulador do metabolismo da célula
(EGEBLAD e WERB, 2002).

A composicao da MEC varia de acordo com o tecido onde ocorre. Apesar de
a proporcao entre os componentes variar, a MEC é sempre formada pelos mesmos
tipos de macromoléculas: proteinas, glicoproteinas e carboidratos. Estas moléculas
associam-se entre si, conferindo propriedades fisicas caracteristicas a cada tecido,
dependendo da composicdo relativa de cada tipo de macromoléculas. Estas
caracteristicas variam desde a resisténcia mecanica dos tenddes até a elasticidade
dos tecidos da pele (ALBERTS, 2008).

Além de determinar as propriedades fisicas de tecidos e de servir como
suporte para as células, a MEC ainda regula a difusdo de moléculas sinalizadoras,
facilitando ou impedindo que estes fatores cheguem aos respectivos receptores
celulares, exercendo desta forma um efeito importante sobre o metabolismo da
célula. Este efeito € desempenhado no tecido epitelial cutaneo pela lamina basal,
gue separa a epiderme da derme. Esta lamina é formada principalmente por
coldgeno tipo IV e lamininas, e serve como barreira para manter determinadas
moléculas e células confinadas a epiderme (ALBERTS, 2008).

A interacdo das células com a matriz se da através de moléculas de adesao
célula-MEC, representadas principalmente pelas integrinas. Estas integrinas sao
heterodimeros associados a membrana plasmatica que possuem dominios de
ligacdo a componentes da MEC como colagenos, fibronectina e vitronectina

(ALBERTS, 2008). Os melandcitos saudaveis crescem ao longo da lamina basal, e
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interagem com ela pela expressao de moléculas de adesao (integrinas) que se ligam
especificamente aos seus componentes (HAASS et al., 2005).

Tipos celulares que apresentam caracteristica migratéria, como 0s
macrofagos, ou invasiva, como as células tumorais, deslocam o equilibrio entre a
sintese e a degradacdo da MEC no sentido de degradar as moléculas que a
compdem para permitir sua passagem. Neste equilibrio, a sintese das moléculas
constituintes da matriz € contrabalancada pela producdo de enzimas capazes de
degrada-las (NAGASE et al., 2006). Durante a progressdo do melanoma, as células
tumorais adquirem a capacidade de invadir a lamina basal e chegar a derme. A
degradacdo da lamina basal é mediada principalmente por metaloproteinases de
matriz extracelular (IIDA et al., 2004).

As metaloproteinases de matriz extracelular — matrix metalloproteinases,
MMPs — também conhecidas como matrixinas — sdo uma familia de proteases
dependentes de zinco. Como um conjunto, essas proteases sao capazes de
degradar praticamente todos os componentes da matriz extracelular e proteinas de
tecidos conectivos, e algumas sédo capazes de clivar moléculas que néo fazem parte
da matriz. Atualmente sdo conhecidos mais de vinte componentes desta familia em
humanos. Alguns membros desta classe de proteases possuem alguma seletividade
guanto ao substrato, mas em geral, os espectros de acdo das MMPs se sobrepdem
(NAGASE et al., 2006; DERYUGINA e QUIGLEY, 2006). As matrixinas, juntamente
com as serralisinas, adamalisinas e as astracinas, compdem uma superfamilia de
proteases conhecida como metzincinas (STAMENKOVIC, 2003).

As MMPs podem ser solaveis ou possuir dominios transmembrana
(membrane-type — MT-MMPs). Mesmo MMPs sollveis podem estar localizadas
transitdria ou permanentemente junto a membrana citoplasmatica, através de
interacbes com outras proteinas de membrana (NAGASE et al., 2006).

De modo geral, MMPs séo produzidas e secretadas como zimogénios. Estas
contém um peptideo-sinal, que direciona a proteina recém traduzida para a
secrecdo, e um pré-peptideo, seguidos pelo dominio catalitico, onde se liga o zZn**
(BODE et al., 1999b; CHAKRABORTI et al., 2003). Com excecéo de duas MMPs —
MMP-7 e MMP-26, que sdo conhecidas por MMPs de dominio minimo — todas
apresentam ainda um dominio semelhante a hemopexina que lhes conferem alguma
especificidade quanto ao substrato (MURPHY e KNAUPER, 1997), enquanto serve
também como sitio de ligacdo de inibidores (CLARK et al., 2008). Os pro-peptideos



22

das MMPs possuem um residuo de Cys que liga o fon Zn** catalitico, o que torna as
enzimas inativas (SPRINGMAN et al., 1990; BODE et al., 1999b). A organizacéo dos
dominios de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP séo representados na figura 3.

MMP-2

MMP-9 IO O X ek X A D

MT1-MMP

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DOS DOMINIOS DAS METALOPROTEINASES DE MATRIZ
EXTRACELULAR
FONTE: Adaptado de Chakraborti et al. (2003)
NOTA: Os dominios de trés metaloproteinases sao representados de forma
esquematica. As letras indicam o tipo ou funcdo do dominio. S, sequéncia sinal; P,
pré-peptideo; C, dominio catalitico; F, dominios semelhantes a fibronectina; L,
peptideo de ligacdo; H, dominio semelhante a hemopexina; T, dominio
transmembrana; FR, dominio de clivagem por furinas.

A clivagem do pré-peptideo, que converte o zimogénio em MMP ativa, €
catalisada por outras proteases. Em varios casos esta clivagem é catalisada por
outras MMPs (NAGASE et al., 2006). Na ativacdo da MMP-2, por exemplo, a
primeira clivagem € mediada por um complexo formado por MT1-MMP — uma
metaloproteinase ligada a membrana — e por TIMP-2 (Inibidor tecidual de
metaloproteinase-2, que quando fora deste complexo atua inibindo MMPs). Este
complexo desestabiliza a pré-pr6-MMP-2 enquanto outra molécula de MT1-MMP
cliva o peptideo, formando a pr6-MMP-2 (STRONGIN et al., 1995; BUTLER et al.,
1998; STRONGIN et al., 2001), que sofre, entdo, uma clivagem autoproteolitica que
libera o peptideo ativo (DERYUGINA et al., 2001). MMP-2, por sua vez, € uma das
proteases capazes de clivar o pro-peptideo da pr6-MMP-9 (CHAKRABORTI et al.,
2003).

A homeostase da MEC depende de diversos mecanismos de controle de
expressado, atividade e localizacdo, que permitem regulacdo estrita o local e o
momento em que ocorrerd a degradacdo (BASBAUM e WERB, 1996; BREW,
DINAKARPANDIAN e NAGASE, 2000). Quando esta regulacdo espaco-temporal da
atividade proteolitica na MEC é perdida os tecidos tém a sua organizacao

comprometida, o0 que promove o0 surgimento das caracteristicas patolégicas de
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algumas doencas como artrite e cancer (BASBAUM e WERB, 1996; BREW,
DINAKARPANDIAN e NAGASE, 2000). Células tumorais originadas de varios
tecidos possuem atividade de MMPs aumentada, incluindo a MT1-MMP, MMP-2 e
de MMP-9 (FINGLETON, 2006).

O controle da expressdo génica de MMPs é modulado em resposta a
estimulos de citocinas e fatores de crescimento, que se ligam a receptores na
superficie da célula, desencadeando cascatas de sinalizacéo intracelulares que, por
sua vez, ativam fatores de transcricdo que se ligam a regides responsivas presentes
no promotor de seus genes alvos, incluindo o gene de diferentes MMPs. A regiao
promotora desses genes apresenta sitios de ligacdo para diferentes fatores de
transcricdo, de forma que para um determinado contexto celular existe certo
conjunto de MMPs que séo produzidas (CLARK et al., 2008).

A localizagéo precisa da protedlise da MEC é modulada pela associacdo das
MMPs com proteinas de membrana, ou ainda pela mobilizacdo de MT-MMPs para
uma dada regido da membrana onde havera degradacdo da matriz no espaco
pericelular (BASBAUM e WERB, 1996; NAGASE et al.,, 2006; DERYUGINA e
QUIGLEY, 2006). Um exemplo da importancia da distribuicdo espacial de MMPs ¢é a
mobilizacdo de MT1-MMP para estruturas celulares conhecidas como invadopodia,
que sdo projecbes da membrana citoplasmatica que se inserem na matriz
extracelular em processos invasivos. A presenca da MT1-MMP aumenta a formacéo
de MMP-2 nas proximidades destas estruturas, de forma que a capacidade
proteolitica se torne maior nestas regides (NAKAHARA et al., 1997).

J& a extensado da degradacdo da MEC esta diretamente relacionada com o
balanco entre MMPs e seus inibidores. Os inibidores mais descritos para MMPs sao
as TIMPs, que atuam nos tecidos, e as a-macroglobulinas, presentes no soro
(NAGASE et al., 2006). Outro inibidor descrito mais recentemente, RECK, possui
uma caracteristica Unica dentre os inibidores de MMPs: é uma proteina ancorada a
membrana citoplasmatica, capaz de inibir especificamente MMP-2, MMP-9 e MT1-
MMP (TAKAHASHI et al., 1998, OH et al., 2001). A perturbagdo deste equilibrio
entre enzimas proteoliticas e seus inibidores é um dos fatores que colaboram para a
manifestacdo de caracteristicas morfopatoldégicas do cancer e de outras doencgas
como artrite e algumas desordens neurologicas (BASBAUM e WERB, 1996; BREW,
DINAKARPANDIAN e NAGASE, 2000).
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TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) sdo um conjunto de
proteinas homdlogas que séo capazes de inibir MMPs através da interacgdo fisica,
formando complexos TIMP-MMP que tornam a protease inativa (GOMEZ et al.,
1997). Atualmente se conhecem quatro TIMPs que apresentam algumas diferencas
estruturais sutis entre si. As diferengas estruturais ndo prejudicam a capacidade
inibitéria sobre MMPs, mas acrescenta espectros de especificidade (BASBAUM e
WERB, 1996; BREW, DINAKARPANDIAN e NAGASE, 2000). TIMP-1 inibe
principalmente a MMP-9, enquanto TIMP-2 inibe preferencialmente a enzima MMP-2
(WARD et al., 1991; GOMEZ et al., 1997). As MT-MMPs sdo inibidas por TIMP-2 e
TIMP-3 de forma mais eficiente que por TIMP-1. Contraditoriamente, TIMP-2
participa de um complexo ternéario localizado na membrana plasmatica da célula
formado por MT1-MMP e proMMP-2, o qual promove a clivagem do pro-peptideo de
MMP-2 e a conversdo deste em sua forma ativa (STRONGIN et al., 1995; BUTLER
et al., 1998; STRONGIN et al., 2001). Ha indicios da interacéo sinérgica entre RECK
e TIMPs, como relatado por Oh et al. (2006) que encontrou evidéncias de que, em
células endoteliais vasculares, TIMP-2 reduz a atividade de MMPs através do
aumento da expressao de RECK e TIMPs, além da inibicao fisica da protease.

Além da atividade de inibidor de MMPs, as TIMPs possuem ainda outras
funcbes independentes destas proteases, como promoc¢do ou inibicdo do
crescimento celular e promocéao ou inibicdo da apoptose, através da sua ligacdo com
receptores na superficie celular e ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular
especificas (BASBAUM e WERB, 1996; BREW, DINAKARPANDIAN e NAGASE,
2000; STETLER-STEVENSON, 2008). Estas atividades contraditérias conferem as

TIMPs um papel dual, que sera ditado pelo contexto onde se encontra a célula.

2.2.1 MMPs e Melanoma

As enzimas MMPs estdo comumente mais expressas em diversos tipos de
cancer (revisado por BASBAUM e WERB, 1996; FINGLETON, 2006), incluindo o
melanoma (HOFMANN et al., 2005). A desestabilizacdo da MEC provocada por
estas proteases permite que a célula tumoral atravesse a membrana basal e atinja a
derme, outros tecidos da pele e a corrente sanguinea. A passagem das células
tumorais pela membrana basal € um evento importante na progressdo do

melanoma, pois esta membrana impede a passagem de fatores de crescimento e
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hormdnios, como por exemplo o a-MSH, horménio que estimula os melandcitos a
ativar o ciclo celular, e que é secretado pelos queratindcitos, para a derme
(CROWSON et al.,, 2007). A reducdo da organizacdo da membrana basal e a
passagem dos fatores de crescimento para a derme permitem que as células
invasoras tenham seus ciclos ativados e proliferem nos tecidos mais profundos da
pele. Aléem da degradacdo da membrana basal as MMPs, particularmente a MMP-9,
estimulam a vascularizagao dos tumores (HESLING et al., 2004).

Niveis altos de expressdo de MT1-MMP e de MMP-2 apresentam-se
correlacionadas com o aumento da capacidade de invasdo de melanomas em
amostras teciduais de pacientes, enquanto os niveis de MMP-9 encontram-se mais
baixos em lesGes metastaticas do que em lesdes primarias (IIDA et al.,, 2004;
HOFMANN et al., 2005). Em melanomas, as metaloproteinases de matriz possuem
papel na degradacdo da lamina basal, que separa a epiderme da derme, que é
constituida de, entre outras moléculas, colageno tipo IV, um dos substratos para
estas MMPs (IIDA et al., 2004).

Estudos in vivo demonstraram que a expressao da forma ativa de MMP-2
correlaciona-se positivamente com a capacidade metastatica de linhagens de
melanoma humano (MV3 e BLM), sugerindo que a maior expressdo de MMP-2
colabora para a progressdao do melanoma (HOFMANN et al., 1999). A expressao do
transcrito de MMP-2 em linhagens de melanoma é estimulada pela sinalizacdo da
integrina ayBs, que é mais expressa em melanomas mais agressivos (SEFTOR et
al., 1993; BROOKS et al., 1996). Aléem de estimular a expressdo de MMP-2, esta
integrina associa-se a forma ativa da MMP-2, retendo-a na superficie da célula. Esta
interacdo provoca ainda a reducdo da afinidade da integrina ao seu substrato, a
vitronectina (um componente da matriz extracelular), e facilita a migracao de tumores
de crescimento vertical e metastaticos (BROOKS et al., 1996). De forma semelhante,
linhagens de melanoma que expressam MMP-9 constitutivamente apresentaram
maior quantidade de metastases nos pulmdes quando implantadas em
camundongos imunodeficientes (MACDOUGALL et al., 1995). Portanto, MMP-9
parece ser importante quando o tumor primario origina uma metastase, mas niveis
altos ndo sdo necessarios para a manutencdo da lesdo metastatica (HOFFMAN et
al, 2005).

Estes dados demonstram a importancia de MMPs e de seus reguladores no

desenvolvimento das caracteristicas morfopatol6gicas do melanoma.
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2.3 RECK

O gene RECK foi descoberto a partir do screening de uma biblioteca de
expressao de cDNA de fibroblasto humano normal com o intuito de desvendar alvos
moleculares capazes de induzir a reversao fenotipica da linhagem DT (células NIH-
3T3 transformadas com o oncogene v-Ki-ras) (TAKAHASHI et al., 1998).

A capacidade de induzir reversao do fendtipo tumoral despertou o interesse
no estudo das funcdes de RECK em tumores. De forma geral, esta proteina esta
presente em niveis altos na maioria dos tecidos adultos normais, enquanto encontra-
se expressa em niveis mais baixos ou mesmo indetectaveis em alguns tipos de
tumores (revisado por NODA e TAKAHASHI, 2007). Além disso, pacientes com
tumores que apresentam expressao de RECK em niveis mais altos possuem melhor
prognostico. Tal fato foi observado em pacientes com hepatocarcinomas
(FURUMOTO et al.,, 2001), canceres de mama (SPAN et al., 2003), canceres de
pulmédo (TAKENAKA et al., 2005; TAKEMOTO et al.,, 2007; LONG et al., 2008;
PESTA et al., 2009), canceres de intestino (TAKEUCHI et al., 2004; VAN DER JAGT
et al., 2006; OSHIMA et al., 2008), canceres de prostata (OHL et al., 2005), canceres
de estbmago (SONG et al., 2006) e osteosarcomas (KANG et al., 2007).

2.3.1 Estrutura e Localizacao Celular de RECK

RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs) é uma
glicoproteina de aproximadamente 110 kDa, rica em cisteina, que possui trés
dominios do tipo inibidor de serina protease, um dos quais apresentando a
sequéncia consenso denominada de motivo Kazal (LASKOWSKI e KATO, 1980).
Além disso, possui ainda dois dominios com homologia parcial ao fator de
crescimento epidermal (EGF) (TAKAHASHI et al., 1998). Estas caracteristicas estéao
esquematizadas na figura 4.

A porcdo N-terminal de RECK possui quatro sitios onde ocorre glicosilacao
(SIMIZU et al., 2005). Estes encontram-se proximos aos dominios ricos em cisteina.

Esta proteina encontra-se ligada a membrana citoplasmética por uma
modificacdo glicosilfosfatidilinositol (GPI) em sua extremidade carboxiterminal
(TAKAHASHI et al., 1998).
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Recentemente, foi verificado, através de microscopia de fluorescéncia em
células NIH3T3 que superexpressavam uma proteina de fusdo RECK conjugado
com GFP (Green Fluorescent Protein), que RECK esta mais presente em regides
perinucleares da membrana (MORIOKA et al., 2009). Berg et al. (2009)
demonstraram, utilizando linhagens de sinovidcitos, que a proteina RECK localiza-se
em regides de caveolos (que sdo invagina¢des funcionais da membrana da célula),

formadas por proteinas estruturais chamadas caveolinas.
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FIGURA 4 — ORGANIZACAO DOS DOMINIOS DA GLICOPROTEINA RECK

FONTE: CLARK et al. (2007)

A andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina RECK mostra a presenca de alguns
motivos funcionais, sendo que a funcdo de algumas delas ainda ndo é bem conhecida.
Entre estes dominios estdo as repeticbes de seis cisteinas (Cys), os dominios
semelhantes ao fator de crescimento epidermal (EGF) e os dominios semelhantes a
inibidores de serina proteases (SPI), sendo que um destes possui homologia completa
com o motivo Kazal. Os nimeros acima mostram os residuos de aminoécidos onde os
dominios representados comegam e terminam.

Omura et al. (2008) demonstrou, por meio de processamento computacional
de imagens de microscopia de transmissao, que uma forma recombinante de RECK
(na qual o sinal para ligagdo GPI da porcdo C-terminal foi substituida por residuos
de histidina) é capaz de formar dimeros e que estes possuem uma estrutura
tridimensional semelhante a um sino, além de uma grande cavidade interna. Os
autores verificaram ainda que a proteina intacta, quando desligada da membrana
atraveés de tratamento enzimatico, também encontra-se na forma dimérica (Omura et
al., 2008).
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2.3.2 Fungdes Conhecidas

Takahashi et al. (1998) propuseram inicialmente que RECK inibe a secrecao
da pr6-MMP-9 e a atividade catalitica da mesma. Este dado foi confirmado em 2001
por Oh et al., que também encontraram evidéncias da inibicdo de outras duas
MMPs: reducéo dos niveis de MMP-2 por inibicdo do processamento proteolitico da
pro-MMP-2 e; inibicdo da atividade catalitica da MT1-MMP (OH et al., 2001; MIKI et
al., 2007).

RECK atua como um inibidor ndo competitivo da atividade proteolitica de
MMP-2 e MMP-9, por meio de interacoes fisicas (TAKAHASHI et al., 1998; OH et al.,
2001). A interacdo de RECK com MMP-9 no meio extracelular parece ser mediada
pelos dois dominios semelhantes a inibidores de serina proteases, situados entre 0s
residuos de aminoéacidos 676 e 799 (correspondentes ao segundo e ao terceiro
motivo SPI da proteina completa) (CHANG, HUNG e CHANG, 2008). A glicosilagédo
do residuo de Asn®®’ é necesséria para que RECK seja capaz de inibir a atividade
de MMP-9, enquanto a inibicdo da ativacdo de MMP-2 requer a glicosilacdo do
residuo de Asn®*? (SIMIZU et al., 2005).

Recentemente foi demonstrado que células de fibrossarcoma humano que
superexpressam RECK possuem niveis mais baixos de mRNA de MMP9 (TAKAGI et
al., 2009). A regulacao exercida por RECK sobre a transcricdo do gene MMP9
envolve a diminuicdo da ligacdo dos fatores de transcricdo Fra-1 e c-Jun a regiao
promotora do gene MMP9 (TAKAGI et al., 2009). O mecanismo pelo qual RECK é
capaz de modular a capacidade de ligacdo de fatores de transcricdo presentes no
nacleo ainda é alvo de especulagfes, e sdo necessarios maiores estudos para que o
mesmo seja elucidado.

A inibicdo de MT1-MMP mediada por RECK ocorre devido a interacao fisica
entre estas duas moléculas, provocando reducdo da atividade catalitica desta
metaloproteinase. Tal interacdo foi verificada in vitro, em ensaios nos quais se
utilizava formas solGveis de ambas as moléculas para verificar a protedlise exercida
por esta MMP sobre um substrato fluorescente. Nestes testes verificou-se que o
efeito inibitério exercido por RECK sobre MT1-MMP somava-se ao efeito inibitorio de
TIMP-2, que sabidamente inibe MT1-MMP devido a interacdo direta destas duas
moléculas (OH et al., 2001). A forma como estas proteinas interagem na superficie

da célula foi investigada por Miki et al. (2007), que concluiram que RECK “recruta”
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MT1-MMP (e outras moléculas) para regides da membrana citoplasmatica que séo
mais resistentes a detergentes (DRMs — detergent resistant membranes) devido a
uma composicao diferenciada de lipidios. Além disso, concluiram que a acao
inibitéria de RECK sobre a MT1-MMP depende da composicdo da regido da
membrana a qual RECK est4 ancorada. Por fim, demonstraram ainda que RECK
altera a via pela qual a MT1-MMP ¢é internalizada, o que torna a degradacao desta
metaloproteinase mais rapida.

RECK é ainda capaz de inibir a acdo de MT1-MMP quando esta cliva o pro
peptideo da pro-MMP-2. A inibicdo da atividade de MT1-MMP por RECK é um dos
mecanismos pelos quais os niveis de MMP-2 funcionais sédo regulados (OH et al.,
2001).

RECK inibe ainda a clivagem de fibronectina catalisada por MMP-7. Estes
resultados recentes permitem a sugestdo de um provavel sitio de acdo de RECK
sobre seus alvos, uma vez que MMP-7 é composta apenas pelo dominio catalitico
das MMPs (OMURA et al., 2008).

A figura 5 mostra os mecanismos moleculares, descritos até 0 momento,

pelos quais RECK inibe a degradacdo da MEC mediada por inibicdo de MMPs.
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FIGURA 5 — MECANISMOS DA INIBICAO DA ATIVIDADE DE MMPs MEDIADA POR RECK

FONTE: NODA, 2007

NOTA: RECK exerce suas funcdes através da inibicdo de MMPs em diversos niveis.
Inicialmente foram encontradas evidéncias de que RECK inibe a acdo de MMP-9 através
da inibicdo da secrecéo de sua pro-forma (proMMP-9). Porém novos dados indicam que
RECK regula a transcricdo do gene desta MMP (n&o representado na figura). RECK
também promove a diminuigdo da ativacdo da proMMP-2, inibindo a clivagem desta por
MT1-MMP. Por fim, RECK impede a clivagem autoproteolitica de MMP-2. As setas
negras indicam ativacdo, enquanto as barras indicam inibic&o.

Alguns efeitos biolégicos causados pela inibicdo de MMPs exercida por
RECK foram descritos. Oh et al. (2001) demonstraram que camundongos RECK™

morriam antes do nascimento, por volta da metade do 11° dia do periodo



30

embrionario. Este fenétipo foi parcialmente revertido em animais RECK”/MMP-27,
confirmando que MMP-2 é um alvo fisiolégico de RECK. Neste estudo foi verificado
também que os embrides que ndo expressavam RECK morriam com severa
hemorragia abdominal, com sistema vascular imaturo e deficiéncia na formacéao do
tubo neural. Morioka et al. (2009) conduziu um estudo no qual mostrou o efeito da
expressdo de RECK na estabilizacdo de adesOes focais, na manutencdo da
polaridade antero-posterior e na migracdo de fibroblastos murinos, efeitos estes

também decorrentes da inibicdo exercida sobre MMPs.
2.3.3 Regulacéo da Expressao e da Atividade de RECK

O fato do gene RECK estar menos expresso em Varios tipos de tumores em
relacdo aos tecidos normais adjacentes sugeriu 0 envolvimento de oncogenes e
oncoproteinas na sua regulagéo.

Foi verificado que RECK ¢é inibido por diversos oncogenes, como ras
(Takahashi et al. 1998). Para elucidar o mecanismo pelo qual Ras regula a
expressdo de RECK, Sasahara et al. (1999a) caracterizaram a porcdo da regiao
promotora do gene RECK de camundongos que responde a sinalizacdo mediada
pela oncoproteina Ras. Tal elemento responsivo encontra-se entre os nucleotideos -
52 e +82 do promotor de RECK. Nesta por¢do do promotor existem duas regioes
com sequéncias consenso para a ligacdo dos fatores de transcricdo Spl e Sp3,
sendo que uma destas duas regides esta localizada a montante do sitio de inicio da
transcricdo (denominada Sp1(A)), enquanto a outra encontra-se a jusante (Sp1(B)).
Foi verificado que os fatores de transcricdo Spl e Sp3 podem ligar-se a ambos 0s
sitios, mas apenas a regido Spl(B) parece ser importante para a regulacao por Ras
(SASAHARA et al., 1999a,1999b e 2002).

Sob a sinalizacdo de Ras, a quinase Raf torna-se ativa, fosforilando e
ativando outra quinase, a MEK (Mitogen-stimulated external signal-regulated kinase
kinase), que por sua vez ativa a ERK (external signal-regulated kinase). ERK entao

453 o Thr™°. Sp1 fosforilada liga-se ao elemento

fosforila Spl nos residuos de Thr
responsivo Spl(B) na regido promotora de RECK juntamente com histona-
deacetilases (HDACcSs), para exercer a inibicdo da expressédo de RECK. O tratamento
com tricostatina A (TSA), um inibidor de HDAc impediu a inibicdo da transcricdo de

RECK por Ras (CHANG, LIU e HUNG., 2004). De fato, alguns inibidores de HDAcs
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sdo capazes de provocar reversdao fenotipica tumoral-normal em células
transformadas, sendo que um dos mecanismos sugeridos envolve a ativacdo da
transcricdo de RECK (LIU et al., 2003). O oncogene HER-2/neu (ErbB2) também
tem ERK como quinase efetora e é capaz de provocar a diminuicdo da transcricao
de RECK (HSU, CHANG e HUNG, 2006).

Evidéncias apontam que o controle transcricional de RECK ocorre tambéem
pela metilacdo da regido promotora, também em resposta a sinalizacdo por
Ras/ERK e pela DNA metiltransferase 3b, como demonstrado por Chang et al.
(2006). Neste trabalho foram realizados experimentos com 5’-azacitidina na
linhagem murina de fibroblastos NIH 3T3 transformada pelo oncogene H-ras. 5'-
azacitidina é um inibidor da metilacdo do DNA, e na sua presenca verificou-se
aumento da transcricdo de RECK. Long et al. (2008) identificou a correlacdo entre a
metilacdo do gene RECK e a piora do progndstico de pacientes que apresentavam
tumores de células epiteliais escamosas orais.

Outros agentes capazes de modular a expressédo de RECK foram
identificados, e eles atuam, basicamente, interferindo na sinalizacdo Ras/ERK/Spl.
Anti-inflamatorios néo-esteroidais (AINEs) aumentam a expressédo de RECK atraves
da interrupgéo da sinalizacdo da via ERK, o que cessa a repressédo sobre o seu
promotor (LIU et al., 2002). A proteina LMP1 do virus Epstein-Barr, o virus do
linfoma de Burkitt, liga-se ao promotor de RECK, inibindo a sua transcricdo (LIU et
al., 2003Db).

Recentemente RECK foi identificado como um dos alvos do microRNA miR-
21 (GABRIELY et al., 2008). Os microRNAs séao pequenas moléculas de RNA que
inbbem a expressdao de algum produto génico com sequéncia parcialmente
complementar a sua, por ser capaz de conduzir o mRNA desse gene alvo, a
degradacé&o ou por inibir sua traducgao..

Os niveis de miR-21 estdo mais elevados em alguns tipos de cancer, como
em gliomas e em canceres de estdmago (ZHANG, et al., 2008). Nestes tipos de
tumores os niveis de RECK sdo menores do que nos tecidos saudaveis. A inibicdo
de miR-21 provocou 0 aumento do mRNA de RECK em gliomas, e a mutacao na
sequéncia do gene RECK reconhecida pelo miR-21 resultou na presenca de niveis
mais elevados do seu transcrito (GABRIELY et al., 2008).
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Hatta et al. (2009) estudaram os efeitos da confluéncia e da disponibilidade
de soro na expressdao de RECK em cultivos de fibroblastos murinos NIH3T3, e
observaram aumento da sua expressdo concomitante com o aumento da densidade
celular e com a reducao da quantidade de soro no meio (WINNISCHOFER, 2005,
HATTA et al.,, 2009). Foram identificadas diferentes vias de sinalizagdo que
modulam a expressao de RECK em resposta a estimulos extracelulares de diversas
naturezas: PI(3)K (fosfoinositideo-3-quinase) provoca inibicdo de RECK em resposta
a presenca de soro, via ativacao de Akt; Src, inibe a transcricdo em condicbes de
baixas confluéncias celulares e FAK (Focal Adhesion Kinase) transmite o estimulo
para a expressdo de RECK em resposta a alta confluéncia celular e presenca de
algumas proteinas de MEC, como fibronectina. A figura 6 resume a regulacdo da
transcricdo de RECK como é conhecida atualmente.

AINEs Inibidores

de HDAc
l HDAc r 4
Via Promotor Sp1 Produto LMP-1, do
HER2/neu ERK I —] gene RECK | e BV Epstein-Barr
proteina
Spl
Oncogene Transcricao R
Ras e traducdo I i

RECK

1

MMP-2, MMP-9
MT1-MMP

Degradacdo da

MEC
FIGURA 6 — VIAS ATUALMENTE DESCRITAS PARA A REGULAGAO DE RECK

FONTE: CLARK et al. (2007) (adaptado)
NOTA: O gene RECK esta sujeito a regulagdo pela proteina Spl, que se liga a uma
sequéncia especifica da regido promotora de RECK e associa-se a histonas
desacetilases (HDACc), provocando a inibicdo de sua expressao. A ligacdo da proteina
Spl ao promotor de RECK &, por sua vez, regulada pela sinalizagdo de Ras, via cascata
das quinases reguladas por sinais externos (ERK). Algumas substancias podem modular
a expressdo do gene RECK. Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) e os inibidores
de HDAc provocam aumento dessa expresséo, enquanto o produto LMP-1 do virus
Epstein-Barr provoca a reducdo. Além disso, existem inibidores fisiolégicos, como o
microRNA-21 (miR-21) que provoca reducao da sintese da proteina RECK por RNA de
interferéncia (RNAI). As setas verdes indicam ativacdo, enquanto as barras vermelhas
indicam inibicéo.
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RECK pode, por fim, ser alvo de clivagens proteoliticas mediadas pela MMP-
2 e pela MMP-7 quando estas estdo em excesso, apesar de o significado destas
interagcOes ainda nao estar elucidado (OMURA et al., 2008).

2.3.4 Transcritos Alternativos de RECK Resultantes de Eventos de Splicing

Alternativo

As isoformas alternativas do mRNA de RECK estdo sendo identificadas e
caracterizadas em colaboragdo com o grupo da Dr.2 Mari Cleide Sogayar, do
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Instituto de Quimica da Universidade
de S&o Paulo. Utilizando o programa BLAT (BLAST-like Alignment Tool) foi possivel
identificar transcritos alternativos de RECK que apresentam éxons diferenciais aos
da forma candnica, sendo que a predicdo de seus produtos protéicos sugere a
traducdo de proteinas alternativas com tamanhos também diferentes. As
representacdes dos mMRNAs de cada isoforma de RECK encontram-se na figura 7.

weck o ANAAANAAL_A_ S

Iso A 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1-186 187245 246-320 321-357 358-443 444-491 492525 526-723 724991 992-4412

hRECK /\/\ /\/\ /\/\A /\

5 .
lso B 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1-186 187245 246-320 321-357 358-443 444-491 492.525 526723 724-1542
see o ANANAANAAL A )
lso D 1 2 3 4 5 & 7 8
1-186 187245 246-320 321-357 358-443 444-491 492525 526723 7241731
e ANAANAAALA_
Iso | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1-186 187245 246-320 321-357 358-443 444-491 492525 526723 724-1095

FIGURA 7 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS DE RECK

FONTE: LIMA et al. (dados néo publicados).

NOTA: O gene RECK pode dar origem a diferentes transcritos, distintos do transcrito
candnico de 21 éxons. Estes transcritos alternativos foram preditos a partir da analise de
bancos de dados de sequéncias de mRNA, através da ferramenta BLAT (BLAST-like
Alignment Tool). As isoformas alternativas estudadas neste trabalho possuem nove
éxons, de forma que o nono éxon de cada uma destas isoformas difere uma das outras,
assim como diferem do nono éxon do transcrito canbnico. Sendo assim, sao preditos
produtos proteicos diferentes para cada transcrito alternativo. Os limites de cada éxon no
MRNA estéo indicados na figura.
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A andlise da estrutura do mRNA dessas isoformas alternativas permitem a
predicdo de algumas propriedades estruturais particularmente interessantes, como a
delecdo dos motivos Kazal, acompanhada ou ndo da perda da sequéncia de
sinalizacdo para a ligacdo o ancoramento GPl presente na forma de RECK
canonica.

A figura 8 mostra a organizacdo dos dominios preditos para os produtos
protéicos codificados pelos transcritos alternativos de RECK. Estas predigcbes
sugerem que estes transcritos alternativos possam dar origem a produtos com

atividades diferentes do produto codificado pelo transcrito candnico.
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FIGURA 8 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DOMINIOS PREDITOS PARA OS
PRODUTOS PROTEICOS CODIFICADOS PELAS ISOFORMAS ALTERNATIVAS
DO TRANSCRITO DE RECK
FONTE: LIMA et al. (dados néo publicados).
NOTA: Os produtos protéicos preditos derivados das isoformas alternativas (RECK
B, D e I) do gene RECK possuem algumas caracteristicas da proteina candnica
(RECK A), como por exemplo a presenca da ancora de GPI e as repeticGes de
cisteina. Os nimeros indicam a posicao dos residuos de aminoacidos.
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3 JUSTIFICATIVA

O melanoma é o tipo de cancer de pele que mais causa mortes no mundo
todo. Este tipo de tumor apresenta uma forte tendéncia a sofrer metastase e se
mostra resistente as terapias empregadas atualmente, com elevados indices de
recorréncia, conferindo ao paciente um progndstico muito ruim, com uma taxa de
sobrevida muito baixa.

A metastase €, em parte, decorrente da acdo de MMPs cuja expressao esta
aumentada em diversos tipos de tumores. O aumento nos niveis destas enzimas
proteoliticas promove maior degradacdo da MEC, comprometendo a estrutura do
tecido e facilitando os processos de invasdo. Os inibidores de MMPs — RECK e
TIMPs — possuem papel importante para contrabalancar a atividade proteolitica,
mantendo a homeostase da MEC.

RECK, um regulador de MMPs, tem se mostrado um importante fator no
prognastico de varios tipos de cancer. Apesar disso, sdo escassos 0s estudos sobre
o papel de RECK em melanoma. Também n&do ha disponivel, até o presente
momento, estudos sobre as caracteristicas e funcdes das possiveis isoformas
resultantes de splicing alternativo de RECK, cujas sequéncias encontram-se
depositadas nos bancos de dados disponiveis para livre acesso.

A avaliacdo da expressdao de MMPs e dos seus inibidores, como a forma
canonica do transcrito de RECK, e de TIMPs, sdo importantes para que sejam
estabelecidas as relacdes entre 0s niveis de expressado destes genes e a progressao
do melanoma, contribuindo com a melhor compreensdao dos mecanismos
moleculares que levam a progressdao tumoral. Tal compreensdo pode levar a
identificacdo de possiveis alvos moleculares com significancia no diagnéstico e no

tratamento do melanoma.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo da expressao de

MMPs sabidamente importantes para a progresséo tumoral, RECK e seus transcritos

resultantes de splicing alternativo e de TIMPs em diferentes linhagens de melanoma

humano que caracterizam o avanco pelas fases de progressao do modelo de Clark,

de modo a verificar uma possivel modulacdo de expressdo desses genes e

estabelecer possiveis correlacdes entre estas diferentes moléculas no contexto da

progressdo tumoral.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nas linhagens de melanoma humano isoladas de lesdes de diferentes

estagios de progressao:

Determinar os niveis de expressdo dos transcritos candnico e
alternativos do gene RECK;

Determinar os niveis de expressao dos transcritos de TIMP1 e de
TIMP2;

Determinar os niveis de expressao dos transcritos de MMP2, MMP9 e
MT1MMP;

Determinar os niveis da proteina can6nica RECK;

Determinar a quantidade de pro-formas e formas ativas das enzimas
proteoliticas MMP-2 e MMP-9 g;

Correlacionar a expresséao e/ou atividade dos genes de interesse com
as etapas de progressdo do melanoma, representadas pelas

diferentes linhagens utilizadas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CULTIVO E MANUTENCAO DAS CELULAS DE MELANOMA

Foram utilizadas linhagens de melanoma humano que representam
diferentes fases da progressdo do tumor: fase de crescimento radial (RGP — WM35 e
WM1552); fase de crescimento vertical (VGP - WM793 e WM278) e; fase
metastatica (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu). As linhagens utilizadas sao listadas
na Tabela 1, juntamente com algumas caracteristicas fenotipicas que elas
apresentam (eficiéncia na formacdo de colbnias em agar), marcadores moleculares
caracteristicos de melanomas (presenca de integrina ayBs € mutacdo em BRAF) e
informacGes sobre o background e a fase de progressdo da doenca quando as
mesmas foram isoladas. Estas linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Meenhard Herlyn, do Wistar Institute, Philadelphia, PA, EUA.

As células foram cultivadas em meio Tu, que consiste em 80% de meio
MCDB153 (Sigma), 20% do meio L15 de Leibovitz (Sigma), 2mM CaCl, e 5ug/mL
insulina (Sigma), suplementado com 2% soro fetal bovino (FBS) (Gibco), e
incubadas em estufa Sanyo com atmosfera de 2,5% CO,, a 37°C.

As culturas foram repicadas quando as células atingiam uma densidade
equivalente a 80% da densidade de saturacao, utilizando solucéo de tripsina 0,1%
contendo 1mM EDTA. Os estoques celulares foram mantidos no meio de cultivo

contendo 10% DMSO a -190°C, em reservatério contendo nitrogénio liquido.
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TABELA 1 — CARACTERISTICAS FENOTIPICAS E GENETICAS DAS LINHAGENS
DE MELANOMA UTILIZADAS

EFC Integrina Mutagao Informacdes
(%) * ayBs:- o EiRAF Adicionais
WM35 ~1 + V600l STATS3 hipofosforilada (OKA et
RGP al., 2009)
WM1552 8,32 - V600E
WM278 4,20 + V600E Desenvolveu metastase no
VGP paciente.**
WM793 3,71-7,20 + V600E N&ao desenvolveu metastases no
paciente.**
WM9 31,82 + n. d. Cépia extra do cromossomo 7*,
delecéo do braco longo do
cromossomo 6*.
WM1617 n. d. + V600E Linhagem derivada de
metastase em linfonodo do
tumor primario que originou a
Met linhagem WM278.*
WM852 22,7 n. d. WT**
1205Lu 25,0 + V600E Linhagem derivada de

metastase em pulmao de
camundongo a partir da injecéo
subcutanea de células da
linhhagem WM793*

FONTE: *Hsu, Elder e Herlyn (1998); **Tsai et al., 2008
NOTA: EFC, eficiéncia na formacédo de col6nias em agar.

5.2 EXTRACAO DO RNA E SINTESE DO cDNA

Foram plaqueadas 5 x 10° células em placas de 60mm. As culturas foram
mantidas a 37°C numa atmosfera com 2,5% de CO,, e coletadas depois de 48h. O
RNA total foi isolado utilizando o kit RNeasy (Qiagen), segundo as instru¢cdes do
O RNA total

espectrofotometricamente. A sintese do cDNA poliA™ foi feita a partir de 1ug de RNA

fabricante. obtido de cada amostra foi entdo quantificado
total, utilizando primers Oligo dT®® (Fermentas Biotech) e a enzima SuperScript IlI

(Invitrogen), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.
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5.3 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA

A expressdo dos genes de interesse foi quantificada nas linhagens de
melanoma humano que caracterizam as diferentes etapas da progressao maligna:
RGP (WM35 e WM1552), VGP (WM278 e WM793) e metastaticas (1205Lu, WM9,
WM1617 e WM852), comparando as quantidades de mRNA de cada gene de
interesse em relacdo a de expressdo de genes constitutivos na célula (controles
internos). Nesse trabalho foram utilizados 3 controles internos para normalizacao:

1. hGAPDH, que codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, uma enzima da via glicolitica;

2. hHPRT, gene que codifica para a hipoxantina-guanina fosforibosil
transferase, que € uma enzima do metabolismo de purinas €;

3. hHMBS, que codifica a porfobilinogénio deaminase (hidroximetilbilano
sintase), enzima da biossintese do heme.

Para isso, os cDNAs, obtidos de cada linhagem, foram diluidos 30 vezes e
utilizados nas reacdes de gRT-PCR. Todos os experimentos foram realizados no
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems) utilizando SYBr Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) e primers especificos para 0os genes de interesse. As
eficiéncias dos primers foram determinadas de acordo com o método descrito por
Schmittgen e Livak (2008). A reacdo seguiu as curvas de temperatura padrédo do
equipamento, repetidos por 40 ciclos. A expressdo dos genes foi apresentada como
valores relativos a média geométrica entre as expressdes de trés genes enddgenos
de expressdo constitutiva e independente da progressdo dos tumores: GAPDH,
HPRT e HMBS, através do programa geNorm v. 3.4, que utiliza o método descrito
por VANDESOMPELE et al. (2002).

5.3.1 Primers Utilizados

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer Express® v. 2.0
da Applied Biosystems e foram avaliados quanto a especificidade utilizando o
programa BLAST, comparando com o banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

As sequéncias dos primers utilizados nos experimentos de qPCR em tempo

real estdo descritas na tabela 2.
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TABELA 2 — SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

DE qRT-PCR

Gene Concentracdo Sentido  Sequéncia
hRECK Iso A 600 nM F: 5-ATGCACTGTATAGACCTCCAGAAGTC-3

R: 5-CAGTCAATACTAAAGGATGTTCCATGA-3
hRECK Iso B 600 nM F: 5-TATTGCGCCTCTATTAGTCCACAA-3'

R: 5-CAGCTTCATCAGGAGGCCTATC-3'
hRECK Iso D 600 nM F: 5-AATGAGGAACCCAACGGATATGT-3’

R: 5-TCAGGCTCTCTTCTCATTGTTATGACT-3’
hRECK Iso | 600 nM F: 5-ATGAGGAACCCAACGGATAGCAG-3

R: 5-GCCATCTCCTTAGCTCCAGCAGTA-3
hMMP-2 600 nM F: 5-AGCTCCCGGAAAAGATTGATG-3

R: 5-CAGGGTGCTGGCTGAGTAGAT-3
hMMP-9 200 nM F: 5-CCTGGAGACCTGAGAACCAATC-3’

R: 5-GATTTCGACTCTCCACGCATCT-3
hMT1-MMP 600 nM F: 5-GCAGAAGTTTTACGGCTTGCA-3’

R: 5-TCGAACATTGGCCTTGATCTC-3
hTIMP-1 400 nM F: 5-CCGCAGCGAGGAGTTTCTC-3

R: 5-GAGCTAAGCTCAGGCTGTTCCA-3
hTIMP-2 600 nM F: 5-CGACATTTATGGCAACCCTATCA-3’

R: 5-GCCGTGTAGATAAACTCTATATCC-3
hHMBS 200 nM F: 5-TGGACCTGGTTGTTCACTCCTT-3

R: 5-CAACAGCATCATGAGGGTTTTC-3'
hGAPDH 400 nM F: 5-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3

R: 5-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3
hHPRT 200 nM F: 5-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3

R: 5-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3

FONTE: O Autor

5.4 ZIMOGRAFIA

5 x 10° células foram transferidas para placas de 60mm. Ap6s a adeséo das
células, estas foram lavadas e cultivadas em meio Tu livre de FBS, adicionado de
BSA 0,1% (Sigma) por 72h. O meio foi coletado e as proteinas foram quantificadas
pelo método de Lowry. 25ug de proteinas foram misturados com tampéo contendo
SDS, livre de agentes redutores. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE 10%
copolimerizado com 1mg/mL gelatina. Apds a eletroforese, os géis foram lavados
com solugéao Triton-X 2,5% por 30 minutos a 37°C e entdo incubados em tampéao
contendo 50mM Tris-HCI (pH 7,4), 10mM CaCl, e 1uM ZnCl, por 16h. Os géis foram
fixados e corados utilizando Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma), dissolvido em
solucdo 4gua:metanol:acido acético glacial 6:3:1. A remocao do excesso de corante

foi feita utilizando solucdo agua:metanol:acido acético glacial 8:1:1. A atividade
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proteolitica foi observada pelas bandas ndo coradas nos géis, analisadas com o
programa ImageJ versao 1.42q (National Institutes of Health, USA).

5.5 EXTRACAO DAS PROTEINAS E ENSAIO DE WESTERN BLOTTING

As células de melanoma foram coletadas e adicionadas de tampao de
extracdo de proteinas (100mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150mM NacCl, 0.1mg
Aprotinina, 35mg PMSF/ml, e 4mM EDTA). As amostras foram homogeneizadas até
se tornarem bastante fluidas. Apds 30 minutos a 4°C, as amostras foram
centrifugadas durante 20 minutos para remocao de fragmentos celulares. Aliquotas
com mesma concentracdo proteica foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) em cuba para mini gel BioRad e as proteinas do gel
foram transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando cuba Omniphor. As
membranas foram incubadas por 12h com solucéo de bloqueio (5% leite em tampéao
Tris-HCI contendo 10mmol/L Tris-HCI, 150mmol/L NaCl, e 0,02% Tween20) a 4°C. A
membrana blogueada foi incubada com anticorpo primario especifico e entdo lavada
por 1h com tampéo Tris-HCI. Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase por 12h a 4°C, e entdo lavadas em
tampao TBST. A revelacao foi feita utilizando o substrato quimioluminescente para

peroxidase (Sigma).

5.5.1 Antisoros

Os antisoros que serao utilizados neste projeto sao:

» Antisoros primarios: antisoro monoclonal de camundongo anti-hRECK
(BD Biosciences) diluido 1:500 e antisoro monoclonal de coelho anti-
B-actina (Sigma) diluido 1:1000;

e Antisoros secundarios: anti mouse IgG conjugado com peroxidase
(Sigma, USA e Vector Laboratories, USA) e anti rabbit IgG conjugado

com peroxidase, ambos na concentragcao 1:5000.
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5.6 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software, San Diego, CA). Para a comparacdo da expressao de um
determinado gene entre as trés etapas da progressao utilizou-se ANOVA
unidirecional com teste de Kruskal-Wallis. Comparacao entre apenas dois grupos de
dados foram feitas utilizando teste t. Foram consideradas significativas as diferencas

com valor de p menor que 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 QUANTIFICACAO DOS TRANSCRITOS CANONICO E ALTERNATIVOS DO
GENE RECK EM LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO QUE
REPRESENTAM DIFERENTES ESTAGIOS DE PROGRESSAO MALIGNA

Os niveis de expresséo dos transcritos canénico (Isoforma A) e alternativos
(isoformas B, D e I) do gene RECK foram avaliados por gqRT-PCR (conforme descrito
no item 5.3 da secao “Material e Métodos”) nas linhagens derivadas de melanomas
humanos nas fases de crescimento radial (RGP), crescimento vertical (VGP) ou

derivadas de lesdes metastaticas. O resultado obtido esta representado na Figura 9.
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FIGURA 9 — NIVEIS DE EXPRESSAO DOS TRANSCRITOS CANONICO (ISOFORMA A) E

ALTERNATIVOS DE RECK EM LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: O RNA total foi isolado de linhagens RGP (WM35, WM1552), VGP (WM278 e
WM793) e metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu) e o RNA poliA” foi
transcrito para cDNA. A quantificacdo dos cDNAs correspondentes a cada isoforma
de RECK foi feita por gRT-PCR, e os resultados sdo apresentados como a expresséo
relativa de cada transcrito, normalizada como descrito no item 5.3 da secdo “Material
e Métodos”. As barras indicam a média e o desvio padrdo resultantes de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata. As diferencas significativas
(p<0,05, teste t) relevantes s&o indicadas pelas linhas ligando as barras
correspondentes.

As isoformas A, B, D e | de RECK foram detectaveis nos 40 ciclos da reacao

de gPCR, e estado expressas em todas as linhagens analisadas.
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Com relacéo a isoforma A, verificou-se que esta encontra-se mais expressa
na linhagem metastética 1205Lu. A linhagem WM1617 € a linhagem metastatica que
menos expressa esta isoforma.

A linhagem RGP WM35 apresenta uma expressao cerca de duas vezes
maior que a da sua congénere, WM1552 (p=0,0344).

Foi possivel verificar ainda que a isoforma A de RECK é aproximadamente
trés vezes mais expressa na linhagem VGP WM278 do que na linhagem WM1617,
sua derivada metastatica (p=0,0320). Ja na linhagem WM793 (VGP) os niveis da
isoforma A equivalem a um terco da expressao na sua derivada metastatica, 1205Lu
(p=0,0089). Esta diferenca entre os dois pares de linhagens correlatas pode decorrer
das diferentes naturezas das duas lesbes metastaticas (ver tabela 1, item 5.1 da
secdo “Material e Métodos”), uma vez que a linhagem WM1617 é derivada de uma
lesdo metastética que teve origem no mesmo paciente que a linhagem WM278 foi
isolada, enquanto que a linhagem 1205Lu é derivada de uma metastase pulmonar
originada da injecdo de células WM793 na veia caudal de camundongos
imunodeficientes (SATYAMOORTHY et al., 1997). Portanto as etapas pelas quais as
linhagens VGP citadas passaram para gerar a lesdo metastéatica foram diferentes em
cada caso e, portanto, a progressdo de cada par teve 0 seu proprio conjunto de
caracteristicas determinantes para a selecdo da célula que originou a leséo
metastatica. E importante ressaltar que a linhagem WM793 néo originou metastase
no paciente do qual isolou-se o tumor que lhe deu origem (HSU, ELDER e HERLYN,
1998).

No que diz respeito a isoforma B, novamente a linhagem que apresenta
maior nivel de expressao é a metastatica 1205Lu. A linhagem metastatica WM1617
€ a que menos expressa esta isoforma.

Entre as duas linhagens RGP nao foi observada nenhuma diferenca
significativa na expresséo da isoforma B. Foi observada diferenca significativa entre
a expressdo desta isoforma na linhagem 1205Lu em relacgo a WM793
(aproximadamente cinco vezes mais alta na linhagem metastatica, p=0,0013). Nao
foi observada, porém, diferenca entre as linhagens WM278 e WM1617.

Quanto a isoforma D, observa-se novamente maior expressao na linhagem
1205Lu, enquanto a linhagem WM1617 expressa 0s menores niveis.

Os niveis deste transcrito nas linhagens RGP séo equivalentes. Ja nos pares

correlatos WM278/WM1617 ha alteracdo significativa de expressdo, com reducdo
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dos niveis da isoforma D na linhagem metastatica WM1617 em ~60% em relagédo a
linhagem do tumor primario (p=0,0222).

A isoforma |, por sua vez, € expressa em niveis mais elevados na linhagem
1205Lu. Os niveis mais baixos deste transcrito foram encontrados na linhagem
WM1552. Entre as RGPs esta isoforma encontra-se mais abundante na linhagem
WM35. As diferencas entre as linhagens WM278/WM1617 e WM793/1205Lu n&o
sao estatisticamente significativas.

Para avaliar se existe uma tendéncia geral de modulacdo da expressao das
isoformas de splicing do transcrito de RECK em relacéo as diferentes caracteristicas
das linhagens celulares de melanoma utilizadas neste estudo, foi realizada uma
analise da expressao destes transcritos considerando cada linhagem celular como
pertencente a um grupo celular especifico, caracterizado pelo estagio da lesédo de
onde esta linhagem foi isolada (RGP, VGP ou Metastatica). Os resultados sao

mostrados na figura 10.
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FIGURA 10 — MODULACAO DA EXPRESSAO DAS ISOFORMAS DE RECK DURANTE A
PROGRESSAO MALIGNA DO MELANOMA
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: Os dados obtidos da quantificacdo do mMRNA de cada gene indicado, nas
linhagens de melanoma humano, foram agrupados de acordo com o grau da
progressdo de cada linhagem em RGP, fase de crescimento radial (WM35 e
WM1552); VGP, fase de crescimento vertical (WM278 e WM793); Met, linhagens
metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu). As barras horizontais indicam as
médias dos valores obtidos para as linhagens do grupo. Cada ponto representa a
média de trés experimentos independentes.



46

Foi verificado que apesar da ocorréncia de modulagcfes pontuais dos niveis
de expressdo dos transcritos de RECK em pares de linhagens indicados
anteriormente (WM35/WM1552, WM278/WM1617 e WM793/1205Lu), nado foi
observada nenhuma tendéncia global de modulacéo da expressao dos transcritos do
gene RECK durante a progressao maligna do melanoma representadas por estas
linhagens. Isto reflete a heterogeneidade das linhagens analisadas, mesmo quando
comparadas com linhagens isoladas de lesdes do mesmo estagio de progressao.
Um exemplo marcante dessa heterogeneidade é o fato de que tanto a linhagem que
expressa os transcritos alternativos de RECK em niveis mais altos quanto a que as
expressa em niveis mais baixos foram isoladas de lesdes metastaticas.

Para estabelecer uma correlagdo entre o estagio de progressao
representado pelas diferentes linhagens e a alteracdo do padrdo de splicing do
transcrito primario do gene RECK foi avaliada a abundancia de cada transcrito
alternativo em relagéo ao transcrito na sua forma canoénica (isoforma A). Os dados
estéo representados na Figura 11.

Foi verificado que todas as linhagens expressam a isoforma B em niveis
mais baixos ou equivalentes aos da forma candnica. Dentre estas linhagens,
observou-se que o evento de splicing que da origem a isoforma B tende a ocorrer
com maior frequéncia na linhagem metastatica WM852. Na progressdo da VGP
WM278 para a metastase WM1617 houve aumento significativo na razéo isoforma
B/isoforma A de RECK (p=0,0432). Este aumento nao foi verificado na progressao
WM793/1205Lu.

A razdo isoforma Dfisoforma A ndo € pronunciadamente diferente em
nenhuma linhagem. Duas linhagens metastaticas, WM9 e WM852, apresentam essa
razdo um pouco mais elevada, mas ndo houve aumento significativo nas
progressdes WM278/WM1617 ou WM793/1205Lu.

A isoforma | € expressa de forma mais heterogénea, e a razdo isoforma
I/isoforma A indica que este transcrito € mais abundante do que a forma candnica de
RECK na linhagem WM793. Observamos aqui, porém, comportamentos opostos
entre os pares de linhagens correlatas; temos que a progressdo WM278/WM1617
promoveu um aumento significativo de expresséo na relagcédo Isoforma l/Isoforma A
(p=0,001), enquanto que a progressdo no WM793/1205Lu levou a uma reducao
significativa dessa razdo (p=0,0444). Outro contraste no comportamento desta

isoforma é observado entre as linhagens RGP WM35 e WM1552. A razao isoforma
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I/isoforma A em WM35 foi mais alta que da sua congénere, o oposto do que foi

observado nas outras isoformas.
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FIGURA 11 — ABUNDANCIA DOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS EM RELACAO A DO

TRANSCRITO CANONICO DO GENE RECK EM LINHAGENS DE MELANOMA
HUMANO
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: Os valores obtidos na quantificagdo de cada transcrito indicado, nas
linhagens de melanoma humano dos estagios RGP (WM35 e WM1552), VGP
(WM278 e WM793) e metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu)
(apresentados na figura 9), foram utilizados para o calculo das razbes Isoforma
Alternativa/lsoforma canbnica de RECK. As barras indicam o percentual da
abundancia de cada isoforma em relagdo a forma canbnica. As diferencas
significativas (p<0,05, teste t) relevantes sao indicadas pelas linhas ligando as
barras correspondentes.

Para detectar as variacoes nestas razfes durante a progressao (e nao entre
linhagens individuais), as linhagens foram agrupadas de acordo com os graus de
progressdo do melanoma que elas representam. Como 0 comportamento entre
RGPs e VGP mostrou-se semelhante para as razdes isoforma B/isoforma candnica e
isoforma D/isoforma candnica, as duas classes foram agrupadas. Os resultados séao
mostrados na figura 12.

Observa-se que a diferenca entre as razdes isoforma B/isoforma A dos
grupos RGP+VGP e metastaticas foi significativa (p=0,0367, teste t com correcdo de
Welch), evidenciando que a isoforma B de RECK ¢ significativamente mais expressa

no grupo de linhagens metastaticas em relacdo a isoforma candnica.
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FIGURA 12 — ALTERACAO DA ABUNDANCIA DOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS DE RECK EM
RELAGAO A SUA FORMA CANONICA DURANTE A PROGRESSAO MALIGNA DO
MELANOMA
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: Os valores obtidos na quantificac@o de cada transcrito indicado foram utilizados
para calcular as razdes isoformas alternativas/isoforma canbnica de RECK. Os
resultados foram agrupados de acordo com o grau da progressdo de cada linhagem
em RGP+VGP, linhagens das fases de crescimento radial e vertical (WM35, WM1552,
WM278 e WM793), e Met, linhagens metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu).
As barras horizontais indicam as médias dos valores obtidos para as linhagens do
grupo. Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes. O valor de
p esta indicado onde a diferenca foi significativa (p<0,05, Teste t com correcédo de

Welch).

E importante ressaltar que os dados sobre expressdo de RECK, quando
analisados individualmente, ndo representam todo o contexto do equilibrio da
degradacdo da MEC, pois este equilibrio depende do balanco entre inibidores e
MMPs. Deste modo, a auséncia de modulacao significativa dos niveis do transcrito
canonico de RECK durante a progressdo maligna do melanoma nao indicam
necessariamente a ndo-participacdo de RECK no avango da doenca. Para se avaliar
de forma adequada o papel de RECK na progressao, analisou-se os niveis dos
transcritos dos inibidores soluveis de MMPs: TIMP1 e de TIMP2. A seguir foram
realizadas analises de expressdo de MMPs que s&o alvos da inibicdo de RECK:
MMP2, MMP9 e MT1IMMP.
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6.2 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE TIMP1 E TIMP2 EM LINHAGENS DE
MELANOMA HUMANO QUE REPRESENTAM OS DIFERENTES ESTAGIOS
DE PROGRESSAO MALIGNA

A gquantificacdo dos transcritos dos genes de inibidores solluveis de MMPs,
TIMP1 e TIMPZ2, foi realizada por gRT-PCR, de acordo com o descrito no item 5.3 da
secao “Material e Métodos”, em linhagens derivadas de melanomas dos estagios
RGP, VGP e Metastatico. O resultado é mostrado na figura 13.

Observou-se que a expressao de TIMP1 nédo variou de forma pronunciada
entre as linhagens de forma que apenas as linhagens WM793 e 1205Lu apresentam
niveis um pouco mais elevados em relagdo as demais linhagens. Entretanto, entre
estas duas linhagens e entre as linhagens WM278 e WM1617 nédo ha diferenca
significativa, mostrando a ndo-modulacdo da expressdo deste gene durante estas
progressoes.

Ja os niveis de expressao de TIMP2 variam de forma mais destacada entre
as linhagens de melanoma analisadas. Destaca-se a elevada expressao deste gene
na linhagem RGP WM35 em relagcdo a outra linhagem de mesmo grau de
progressdo, WM1552. Destaca-se, ainda, a elevada expressdo na linhagem
metastatica WM9.

A expressao de TIMP2 na linhagem metastatica WM1617 é 1,7 vezes maior
qgue na linhagem isolada da lesdo VGP que |he deu origem, WM278 (p=0,0456). O
contrario ocorre no par WM793/1205Lu, no qual a linhagem metastatica apresentou
niveis menores do transcrito que na linhagem VGP (p=0,0468).
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FIGURA 13 — NIVEIS DE EXPRESSAO DOS TRANSCRITOS DE TIMP1 E TIMP2 EM LINHAGENS
DE MELANOMA HUMANO
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: O RNA total foi isolado de linhagens RGP (WM35, WM1552), VGP (WM278 e
WM793) e metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu) e o RNA poliA” foi
transcrito para cDNA. A quantificagdo dos cDNAs correspondentes a cada mRNA foi
feita por qRT-PCR, e os resultados sdo apresentados como a expressao relativa de
cada mRNA, normalizada como descrito no item 5.3 da se¢ao “Material e Métodos”. As
barras indicam a média e o desvio padrdo resultantes de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata. As diferencas significativas (p<0,05, teste t)
relevantes sdo indicadas pelas linhas ligando as barras correspondentes.

Para avaliar se existe uma tendéncia geral de modulacéo da expressao de
TIMP1 e TIMP2 em relacdo as diferentes caracteristicas das linhagens celulares de
melanoma utilizadas neste estudo, foi realizada uma analise da expresséao relativa
desses dois genes, agrupando as linhagens de acordo com o estagio de progressao
da lesdo da qual foi isolada. Os resultados estdo mostrados na figura 14.

Foi verificado que ndo ocorre diferenca significativa dos niveis de expressao
destes genes entre as fases de progressao representadas pelas linhagens
avaliadas.

Estes dados sobre a expressao de TIMP1 e TIMP2 complementam os dados
sobre a expressdo de RECK. Para completar o panorama geral do balanco
proteolitico da MEC, quantificou-se também os transcritos dos genes que codificam
para as metaloproteinases de matriz extracelular que sabidamente interagem com

estes inibidores.
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FIGURA 14 — MODULACAO DA EXPRESSAO DE TIMP1 E TIMP2 DURANTE A PROGRESSAO
MALIGNA DO MELANOMA
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: Os dados obtidos da quantificacdo do mMRNA de cada gene indicado, nas
linhagens de melanoma humano, foram agrupados de acordo com o estagio da
progressdo de cada linhagem em RGP, fase de crescimento radial (WM35 e
WM1552); VGP, fase de crescimento vertical (WM278 e WM793); Met, linhagens
metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu). As barras horizontais indicam as
médias dos valores obtidos para as linhagens do grupo. Cada ponto representa a
média de trés experimentos independentes.

6.3 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE MMP2, MMP9 E DE MT1IMMP EM
LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO QUE REPRESENTAM OS
DIFERENTES ESTAGIOS DE PROGRESSAO MALIGNA

Os transcritos dos genes MMP2, MMP9 e MT1MMP, cujos produtos
proteicos sabidamente sdo regulados por RECK e por TIMPs, foram quantificados
como descrito no item 5.3 da se¢do “Material e Métodos”. Os resultados sdo
apresentados na figura 15.

O perfil de expressao de MMP2 apresenta grandes variagcdes entre as
linhagens, inclusive entre aquelas isoladas de lesdes de mesmo estagio de
progressdo. Os extremos destas discrepancias séo representadas pelos altos niveis
deste transcrito na linhagem VGP WM793 e pelos niveis infimos na linhagem RGP
WM35. Uma expressao baixa foi também encontrada na linhagem metastéatica
WM1617, que apresentou uma reducao pronunciada em relacédo a linhagem WM278
(p=0,0026). A diminuicdo da expressdo também foi significativa na linhagem
metastatica 1205Lu em relagcdo a sua linhagem parental, a VGP WM793 (seis vezes

menor na linhagem metastatica, p<0,0001).
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FIGURA 15 — NIVEIS DE EXPRESSAO DE MMP2, MMP9 E DE MT1MMP EM LINHAGENS DE
MELANOMA HUMANO
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: O RNA total foi isolado de linhagens RGP (WM35, WM1552), VGP (WM278 e
WM793) e metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu) e o RNA poliA™ foi
transcrito para cDNA. A quantificacdo dos cDNAs correspondentes a cada isoforma do
transcrito foi feita por gRT-PCR, e os resultados sdo apresentados como a expresséo
relativa de cada transcrito, normalizada como descrito no item 5.3 da se¢éo “Material e
Métodos”. As barras indicam a média e o desvio padrdo resultantes de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata. As diferencas significativas
(p<0,05, teste t) relevantes sdo indicadas pelas linhas ligando as barras
correspondentes.

A expressdao de MMP9 também mostrou-se mais elevada na linhagem
WM793 em comparagdo com as demais linhagens analisadas neste estudo. Nas
demais linhagens, porém, observa-se expressao menos heterogénea desse gene
em relacdo a expressdo de MMP2. Observa-se, ainda, uma reducéo significativa da
expressdo de MMP9, tanto na progressdo WM793/1205Lu (p=0,0048), quanto na
progressdao WM278/WM1617 (p=0,0044).

Os niveis do transcrito de MT1IMMP, por sua vez, sao divergentes em duas
linhagens: na linhagem WM793, derivada de lesdo VGP, e na linhagem metastatica
WM1617, porém, sendo semelhantes nestas duas linhagens entre si. A expressao
de MT1MMP nas demais linhagens encontra-se em niveis equiparaveis. Aumento
estatisticamente significativo de cerca de trés vezes ocorre entre a lesdo primaria
representada pela WM278 e a metastase originada desta lesdo, WM1617

(p=0,0013). Comportamento este inverso ao que ocorre na progressao da lesdo
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representada por WM793 para a metastase 1205Lu, no qual ha reducéo significativa
de trés vezes (p=0,0011).

Novamente, para verificar a tendéncia global de modulacdo da expresséo
destes genes, os valores relativos de expressao das diferentes MMPs obtidos em
cada linhagem foram agrupados de acordo com o estagio da progressao da lesao da
qual ela foi isolada. O resultado € mostrado na figura 16. Apesar das observacdes
pontuais de modulacdo de expressdo génica nos pares WM278/WM1617 e
WM793/1205Lu, nenhuma tendéncia global de modulacao foi significativa no modelo

estudado.
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FIGURA 16 — MODULACAO DA EXPRESSAO DE MMP2, MMP9 E MT1IMMP DURANTE A
PROGRESSAO MALIGNA DO MELANOMA.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Os dados obtidos da quantificacdo do mRNA de cada gene indicado, nas
linhagens de melanoma humano, foram agrupados de acordo com o estagio da
progressdo de cada linhagem em RGP, fase de crescimento radial (WM35 e
WM1552); VGP, fase de crescimento vertical (WM278 e WM793); Met, linhagens
metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu). As barras horizontais indicam as
meédias dos valores obtidos para as linhagens do grupo. Cada ponto representa a
média de trés experimentos independentes.

De posse dos dados sobre a expresséo dos transcritos que codificam para
MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, juntamente com os dados sobre 0s niveis de
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transcritos que codificam para as moléculas inibidoras RECK, TIMP-1 e TIMP-2, foi
possivel determinar as razdes entre os niveis de mRNA que codificam para os
inibidores e os que codificam para as metaloproteinases.

As razdes Inibidores/MMPs calculadas para todas as linhagens analisadas
foram agrupadas de acordo com o0 estagio da progressdao da lesdo da qual as

mesmas foram isoladas, e estao apresentadas na figura 17.
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FIGURA 17 — MODULAGAO DA RAZAO ENTRE OS DIFERENTES TRANSCRITOS DE INIBIDORES
DE MMPs E DOS DIFERENTES TRANSCRITOS DE MMPs EM CELULAS DE
MELANOMA QUE REPRESENTAM FASES DISTINTAS DA PROGRESSAO
MALIGNA.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Os valores obtidos na quantificacio do mRNA de cada gene indicado foram
utilizados para calcular as razées Inibidores/MMPs. Os resultados foram agrupados de
acordo com o grau da progressdo de cada linhagem em RGP, fase de crescimento
radial (WM35 e WM1552); VGP, fase de crescimento vertical (WM278 e WM793); Met,
linhagens metastaticas (WM9, WM1617, WM852 e 1205Lu). As barras horizontais
indicam as médias dos valores obtidos para as linhagens do grupo. Cada ponto
representa a média de trés experimentos independentes.
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N&o foi observada tendéncia de alteracdo nas razdes Inibidores/MMPs de
forma geral durante a progressdao do melanoma para nenhum dos inibidores
analisados neste estudo em relacdo a modulacdo de expressao das trés MMPs
avaliadas (MMP2, MMP9 e MT1MMP).

Em seguida, os niveis da proteina candnica RECK nas diferentes linhagens
foram quantificados, para verificar se 0s niveis do transcrito em cada linhagem
seguiam o mesmo perfil de expressdo. Para este mesmo fim, a atividade de MMP-9

e MMP-2 foi avaliada através de ensaios de zimografia.

6.4 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS PROTEICOS DA FORMA CANONICA DE
RECK EM LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO QUE CARACTERIZAM
OS DIFERENTES ESTAGIOS DE PROGRESSAO MALIGNA

Para verificar se o perfil de expressao do transcrito candnico do gene RECK
(figura 9) correlacionava-se de fato com a quantidade da proteina expressa em cada
linhagem foi realizado o imunoblotting com as proteinas totais extraidas das células
das diferentes linhagens RGP, VGP e metastéaticas. A proteina (B-actina, expressa
constitutivamente nestas células, foi utilizada como controle enddgeno do
experimento. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 18.

O produto protéico codificado pela isoforma A de RECK foi detectado em
todas as linhagens analisadas. A quantificacdo por densitometria mostrou que o
perfil da variagdo dos niveis da proteina RECK entre as linhagens (Figura 18B) é
semelhante ao perfil obtido para a variagdo nos niveis do mRNA desta isoforma
(figura 9). Este dado, porém, deve ser considerado apenas como gqualitativo, uma

vez que esta quantificacao foi feita a partir de um Unico experimento.
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FIGURA 18 — DETECCAO DA PROTEINA RECK NOS EXTRATOS DE PROTEINA TOTAL DE
LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO
FONTE: O Autor (2010).
NOTA: As proteinas totais foram extraidas de diferentes células e submetidas ao
ensaio de Western Blotting, como descrito no item 5.5 da secdo “Material e Métodos”.
A, Western Blotting de RECK (110 kDa) e da proteina de expressdo constitutiva -
actina (45 kDa). A cor do nome das linhagens corresponde ao estagio de progressao
do tumor que Ihe deu origem: RGP, verde; VGP, azul e; Metastéticas, vermelho. B,
quantificacdo da intensidade relativa das bandas de RECK, normalizadas pela
intensidade das bandas de B-actina. Este € o resultado de um Unico experimento.

6.5 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DE MMPs EM LINHAGENS DE MELANOMA
HUMANO QUE CARACTERIZAM OS DIFERENTES ESTAGIOS DE
PROGRESSAO MALIGNA

Além da andlise da modulacdo da expressdo dos diferentes transcritos
correpondentes as MMPs, foi determinada também a atividade das enzimas
proteoliticas MMP-2 e MMP-9 nas linhagens de melanoma, por meio de zimografia
em gelatina (como descrito no item 5.4 da secdo “Material e Métodos”). A segquir,
destacamos o resultado de uma zimografia na qual foi possivel a inclusdo de todas
as linhagens utilizadas neste estudo. Neste zimograma nao foi obtida separacéo
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adequada entre pré-formas e formas ativas das MMPs. Portanto, o zimograma
resultante deste experimento, apresentado na figura 19, € apenas qualitativo.
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FIGURA 19 — ZIMOGRAMA EM GELATINA DE LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO QUE
CARACTERIZAM OS DIFERENTES ESTAGIOS DE PROGRESSAO MALIGNA
(SEM SEPARAGCAO DE PRO-FORMAS)
FONTE: O Autor (2010)
NOTA: O experimento foi conduzido como descrito no item 5.4 da secdo “Material e
Métodos”. As bandas correspondem as gelatinases indicadas pelas setas a direita. A
cor do nome das linhagens indica a fase da progressdo que ela representa: verde,
RGP; azul, VGP e; vermelho, metastéaticas.

Neste experimento, porém, foi observado que ndo houve separacao
adequada das pro-formas das MMPs em relacéo a suas formas ativas.

Em uma tentativa subsequente foi possivel observar as bandas referentes a
pro-MMP-2 (72kDa) e MMP-2 ativa (68kDa). Porém neste ensaio nao foi possivel
incluir as linhagens WM278 (VGP) ou a WM852 (metastatica). A figura 20 mostra o
zimograma obtido deste experimento (figura 20A), juntamente com as quantificacdes
realizadas por densitometria (figura 20B e 20C).

Observa-se que a linhagem WM793 possui uma quantidade grande de
MMP-2 total, o que esta de acordo com a grande quantidade obtida do mRNA para
esta MMP observada nesta linhagem (figura 14). A mesma correlacdo entre o0s
niveis de expressédo do transcrito e os niveis de atividade foi observado na linhagem
WM35, que apresenta niveis baixos do transcrito de MMP2 (figura 14), e nao
apresenta atividade de gelatinases em niveis detectaveis por zimografia (figura 19 e
20). Numa andlise qualitativa, o perfil da atividade de MMPs entre as linhagens esta
de acordo com o que foi observado na analise de expressdo dos transcritos (figura
20B).
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FIGURA 20 — ZIMOGRAMA EM GELATINA DE LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO QUE

CARACTERIZAM OS DIFERENTES ESTAGIOS DE PROGRESSAO MALIGNA
FONTE: O Autor (2010)

NOTA: O experimento foi conduzido como descrito no item 5.4 da secao “Material e
Métodos”. Estes resultados sdo relativos a um Unico experimento no qual houve
separacdo da pr6-MMP-2 e MMP-2 ativas. A, Zimograma obtido das linhagens de
melanoma. As bandas correspondem as gelatinases indicadas pelas setas a direita.
A cor do nome das linhagens indica a fase da progresséo que ela representa: verde,
RGP; azul, VGP e; vermelho, metastaticas; B, Quantificacdo da atividadel de MMP-9
e de MMP-2 total; C, Quantificacdo da forma ativa de MMP-2 em relacédo a atividade
total no zimograma. As barras de B e C indicam a média e o desvio padrédo de duas
replicatas técnicas de um Unico experimento. As linhagens WM278 e WM852 néo
puderam ser incluidas neste experimento.
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Em relag&o aos niveis obtidos de MMP2 ativa ndo se observa variagdo entre
as diferentes linhagens analisadas neste estudo, excetuando-se a linhagem WM35
(linhagem RGP), que n&o apresentou atividade de MMPs detectavel (figura 20C). E
importante ressaltar que estes dados de quantificacdo sao referentes a uma unica
replicata biologica, realizada em duplicata técnica.

E interessante porém, destacar que esse resultado obtido com a linhagem
WM35 é bastante interessante, ja que esta é uma linhagem derivada de uma leséo
de baixo grau e ndo apresenta niveis detectaveis nem de MMP2, nem de MMP9
(figuras 19 e 20).
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7 DISCUSSAO FINAL

O melanoma € um tipo agressivo de cancer de pele, principalmente devido a
sua tendéncia de formar metéastases (CLARK et al., 1984; revisado por MILLER e
MIHM, 2006). Diversos trabalhos correlacionam esta tendéncia com os niveis das
enzimas proteoliticas MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP (revisado por HOFMANN et al.,
2000). RECK é descrito como inibidor destas metaloproteinases, e varios trabalhos
demonstram que RECK encontra-se menos expresso em diversas neoplasias
(revisado por NODA e TAKAHASHI, 2007). O gene RECK é regulado por efetores
da cascata de sinalizacdo Ras/Raf/MEK/ERK (SASAHARA et al.,, 1999a, 1999b e
2002), e mutacOes que provocam ativacao constitutiva nas quinases desta via estéo
entre as mais frequentes em melanoma (DAVIES et al., 2002). Apesar disso, até o
presente momento ndo ha dados na literatura sobre a expressdo de RECK em
melanomas. Também ndo ha trabalhos publicados que descrevam o papel de
diferentes isoformas do transcrito do gene RECK, resultantes de eventos alternativos
de splicing.

Neste trabalho, portanto, foram caracterizados pela primeira vez os perfis de
expressdo de diferentes transcritos alternativos do gene RECK, tanto da forma
candnica quanto de trés de suas isoformas alternativas de splicing. Também foram
analisados os niveis dos transcritos de MMP2, MMP9 e MT1IMMP e de TIMP1 e
TIMP2, em diferentes linhagens de melanoma humano que procuram representar o
contexto da progressao do melanoma por estagios sucessivos de capacidade
invasiva. Nosso painel de analise consistiu de oito linhagens de melanoma humano,
divididas em trés grupos de acordo com as caracteristicas da lesdo da qual foram
originadas. Os estagios de progressado maligna sdo aqueles descritos por Clark et al.
(1984). fase de crescimento radial (RGP), fase de crescimento vertical (VGP) e fase
metastatica (Met).

A andlise da expressdo dos genes mencionados no modelo descrito revelou
que ha uma grande variagdo da mesma entre as linhagens. Mesmo linhagens
isoladas de lesdes de mesmo grau de progressao apresentaram niveis discrepantes
dos transcritos de interesse. Isso € evidenciado quando compara-se 0s niveis de
expressdo das isoformas A, B e D do transcrito de RECK nas linhagens metastaticas
1205Lu e WM1617 (figura 9). Dentro do mesmo grupo de linhagens (metastaticas)

temos os dois extremos de expressao destes genes de todo o painel de linhagem
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analisado neste estudo, com a linhagem 1205Lu exibindo os niveis de expresséo
mais elevados e a WM1617, os mais baixos. Este tipo de variagdo mostra a
importancia de se utilizar linhagens, ou grupos delas, que sejam representativas das
populacdes que se deseja analisar, e chama a atencao para 0s possiveis enganos
gue possam ser induzidos quando se compara duas linhagens celulares
isoladamente.

Neste modelo de progressdo de melanoma as diferentes linhagens foram
agrupadas de acordo com o estagio de progressao da lesdo da qual foram isoladas.
A expressdo dos genes de interesse foi examinada em cada linhagem e as médias
de expressdo obtidas de cada grupo foram comparadas. Nao foi observada
modulacdo significativa da expressdao de nenhum gene isoladamente entre os
grupos de linhagens RGP, VGP e Metastaticas.

Este modelo contempla duas linhagens metastéticas derivadas de lesbes
primérias do tipo VGP, as quais também geraram linhagens celulares que estédo
disponiveis no nosso painel de estudo: linhagem metastatica WM1617 derivada da
linhagem VGP - WM278 e linhagem metastatica 1205Lu derivada da linhagem VGP
— WM793 (HSU, ELDER e HERLYN, 1998). O fato de termos conhecimento prévio
de que essas linhagens metastaticas derivam de suas respectivas parceiras VGP e
termos conhecimento das condicbes micro-ambientais que levaram a progressao
maligna das mesmas, torna interessante o estudo das modula¢cbes dos genes de
interesse para este trabalho nesses pares individuais de linhagens.

Foi verificado que no par de linhagens WM278/WM1617 houve uma redugéo
significativa na expressao da forma canénica do transcrito de RECK na linhagem
metastatica (p=0,0320) (figura 9), o que esta de acordo com o comportamento de
RECK descrito até o0 momento para diferentes tipos de tumores (FURUMOTO et al.,
2001; RABIEN et al, 2007; CHANG et al., 2007; revisado por NODA e TAKAHASHI,
2007). De forma interessante, a reducdo da expressdo de RECK candnico na
linhagem WM1617 foi acompanhada de aumento significativo de expressdo de
MT1MMP (p=0.0013) (figura 15) e TIMP2 (p=0.0456) (figura 13). E importante
ressaltar nesse momento que as proteinas MT1-MMP e TIMP-2 fazem parte de um
complexo ternario, localizado na membrana plasmatica das células juntamente com
a pro-MMP-2, que medeia a conversdo do pro-peptideo de MMP-2 em sua forma
ativa (STRONGIN et al., 1995; BUTLER et al., 1998; STRONGIN et al., 2001).

Nossos dados permitem a sugestdo de que na progressdo maligna observada no
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par de linhagens WM278/WM1617 o aumento da expressao de dois componentes
desse complexo (TIMP2 e MT1MMP), juntamente com a reducdo dos niveis de
expressdo do inibidor RECK estariam levando a maior ativacdo de MMP-2 na
linhagem metastatica. Esta sugestdo esta de acordo com o que foi observado por
Hofmann et al. (1999), em experimentos de implante xenografico in vivo utilizando
modelo murino, onde os tumores derivados de linhagens mais metastaticas
apresentaram um aumento significativo da atividade proteolitica de MMP-2. Para
confirmar ou ndo essa hipétese devem ser avaliados os niveis de MMP-2 ativa no
par de linhagens WM278/WM1617. Neste trabalho n&do foi possivel incluir a linhagem
WM278 no zimograma cuja separacao satisfatoria da pré-forma e forma ativa de
MMP-2 foi atingida (figura 20).

De forma contraditéria, no outro par de linhagens WM793/1205Lu, o
comportamento observado na modulacao de expressao dos genes de interesse foi
exatamente o oposto. A linhagem metastatica 1205Lu apresenta expressao
significativamente maior da forma canodnica do transcrito de RECK do que a
linhagem que Ihe deu origem, WM793 (p=0,0089). Este aumento na expressao de
RECK canbnico foi concomitante com a reducéo significativa da expressdo dos
transcritos de MT1IMMP (p=0,0011) (figura 15) e TIMP2 (p=0,05) (figura 13). Quando
analisamos os ensaios de atividade realizados para MMP-2, por zimografia de
gelatina, e avaliamos os niveis dessa enzima ativa (figura 20A e 20C) néo
observamos diferenca entre as linhagens WM793 e 1205Lu. Devemos destacar,
porém, que justamente a linhagem WM793 é a que apresenta 0s maiores niveis de
MMP-2 (tanto da forma ativa como da pro-forma dessa enzima) em comparagdo com
todo o painel de linhagens analisado neste estudo (figuras 19 e 20). Além disso,
esse ensaio de zimografia necessita de um maior nimero de repeticbes para
confirmagéo desse resultado.

Ainda, a discrepancia entre os perfis observados dos dois pares de
linhagens (WM278/WM1617 e WM793/1205Lu) pode ser decorrente das diferentes
naturezas dos processos de metastase que deram origem a cada uma das
linhagens. Tanto a linhagem obtida da lesdo primaria WM278 quanto a da sua
correspondente metastatica WM1617 foram extraidas de lesdes do mesmo paciente.
Ja a linhagem primaria WM793 ndo gerou metastases no paciente do qual foi
isolada. A linhagem 1205Lu foi isolada de uma metastase coletada do pulméo de um

camundongo imunodeficiente, quando células da linhagem WM793 foram injetadas
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na veia caudal desse animal (HSU, ELDER e HERLYN, 1998). Portanto os contextos
em que se encontravam ambas as linhagens VGP quando adquiriram a capacidade
metastatica eram bastante distintos, e esta pode ter sido a origem da divergéncia
entre estas duas linhagens metastaticas.

As analises relativas das razdes entre os niveis de expressado de cada uma
das formas alternativas de RECK/forma candnica permitiu a observacdo de que a
abundancia média de todas as isoformas alternativas de RECK, relativa a isoforma
candnica, encontra-se em torno dos 50%, com algumas linhagens apresentando
niveis equiparaveis ou maiores que 0s niveis de expressdo da forma candnica
(figura 11). Dados recentes de Lima et al. mostram que em amostras teciduais
obtidas de pacientes com gliomas a abundéancia das isoformas alternativas de RECK
foi cerca de 10% da abundancia da canénica (dados nao publicados). A abundancia
dos transcritos alternativos de RECK em diferentes tipos de tumores é uma
observacéo importante, pois estudos publicados até o momento, que relacionam a
modulacdo da expressao génica de RECK com a sua atividade, ndo levam em conta
o fato de que até mais de 50% do transcrito primario pode dar origem a outros
MRNAS que nao o candnico.

De forma muito interessante, nossos dados mostram o aumento significativo
na razao isoforma Bl/isoforma A (canbnica) de RECK no grupo de linhagens
metastaticas em relacdo ao grupo composto por linhagens RGP e VGP (p=0,0367)
(figura 12). Isto indica que a relacdo entre os niveis destes dois transcritos pode ter
um reflexo na progressao tumoral. Esta observagdo se confirmou, ainda, quando
analisamos o par de linhagens correlatas WM278/WM1617, onde a linhagem
metastatica WM1617 apresentou niveis significativamente maiores dessa razao
isoforma Bl/isoforma A (p=0,0435). Ja no par de linhagens WM793/1205Lu ndo foram
detectadas diferencas significativas em relacdo a modulagédo de expressao da razdo
isoforma Blisoforma A de RECK, provavelmente pelos mesmos motivos que
originaram as discrepancias expostas anteriormente.

O aumento da expressao relativa entre a razdo isoforma Bl/isoforma A de
RECK em linhagens metastaticas de melanoma humano n&o pode ser
correlacionado diretamente ao que vem sendo observado por Lima et al. (dados néo
publicados) em linhagens de glioma humano. Estes autores observaram, porém, que
tanto em linhagens celulares como em amostras teciduais de pacientes com gliomas

os niveis da isoforma D de RECK foram significativamente aumentados durante a
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progressao para fases mais agressivas deste tipo de tumor. No presente trabalho,
em modelo de melanoma humano, ndo foram verificadas alteracbes na expresséo
da isoforma D.

Vale destacar aqui que a modulacdo diferencial dos eventos de splicing
durante a progressdo tumoral, e a importancia dos seus efeitos sobre o proteoma,
vém sendo descritas para diversos genes, como o da Bcl-2 (revisado por SREBROW
e KORNBLIHTT, 2006; PETTIGREW e BROWN, 2008; PIO e MONTUENGA, 2009).
O favorecimento da formacgéo da isoforma B de RECK em linhagens de melanoma
metastaticos, em comparagdo com a forma canénica, sugere um possivel papel pro-
tumoral (ou mesmo pro-metastatico) para esta isoforma. Esta hipdtese esta de
acordo com dados obtidos no nosso laboratério por BARBOSA et al. (ndo
publicados), que mostram que a sinvastatina, uma droga com efeitos anti-tumorais,
reduz significativamente os niveis expressos da isoforma B de RECK (levando a
uma diminuicdo significativa da razdo isoforma B/isoforma A de RECK) com
concomitante tendéncia na reducdo dos niveis dos mRNAs de MMP2, MMP9 e
MT1IMMP.

A proteina predita a partir da sequéncia codificada pela isoforma B de RECK
indica a perda dos dominios SPI (inibidor de serina proteases), envolvidos na
inibicdo de MMPs, presentes na forma canfnica da proteina. Porém, esta isoforma
alternativa também possui o sinal para o ancoramento a membrana citoplasmatica
através da modificacdo GPI (ver figura 8). Este conjunto de dados, e a observacao
de Omura et al. (2009) de que a proteina RECK canbnica forma homodimeros na
superficie celular, pode indicar que a proteina codificada pela isoforma B de RECK
pode estar, de alguma forma, competindo com a forma candnica na superficie da
célula e de certa forma contribuindo para a diminuicdo da acao efetiva de RECK
canonico.

Dados disponiveis sobre a eficiéncia na formagdo de colénias em agar
(EFC) das diferentes linhagens utilizadas neste estudo estédo disponiveis (ver Tabela
1, item 5.1 da secao “Material e Métodos”), e 0s mesmos representam uma medida
indireta do parametro de “agressividade” de cada linhagem. (HSU, ELDER e
HERLYN, 1998). Esses dados mostram que a linhagem mais agressiva do nosso
painel € a WM9, com uma EFC de ~32%. Esta linhagem possui niveis elevados do
MRNA correspondente ao gene MMP2, concomitante com elevada atividade total no

zimograma (ver figuras 15 (mMRNA) e 19 (zimograma)). De forma semelhante, as
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linhagens metastadticas WM852 e 1205Lu, com EFC de -~22% e ~25%,
respectivamente, possuem niveis equivalentes de expressdao de MMP2 (menores
qgue os observados para a WM9), enquanto a linhagem RGP WM1552, cuja EFC foi
determinada como sendo 8,3% possui expressdao de MMP2 proporcionalmente
menor que as linhagens WM852 e 1205Lu (ver figura 15). E interessante notar que a
linhagem RGP WM35 apresenta uma EFC de aproximadamente 1% e esta linhagem
possui niveis extremamente baixos do transcrito de MMP2 (figura 15), e nao
apresenta atividade detectavel no zimograma (figura 19). Assim, com excecao da
linhagem WM793, o perfil geral de expressdo e atividade de MMPs que foi
observado em nosso modelo esta razoavelmente de acordo com o que esta descrito
na literatura, onde linhagens de melanoma mais agressivas apresentam maior
expressdo de MMP2 in vitro (HOFMANN et al., 1999).

Em um trabalho onde foi utilizado o mesmo painel de linhagens analisadas
neste estudo, Sousa e Spreafico (2008) conduziram uma série de analises para
determinar, dentre WM35 e WM1552, qual linhagem representava melhor as
caracteristicas da fase de crescimento radial. WM1552 foi descrita como sendo mais
adequada, devido principalmente a auséncia de marcadores moleculares de
melanomas avancados, como a integrina ayPs, € a incapacidade de gerar lesbes em
camundongos imunodeficientes. Em nosso estudo, porém, verificamos que a
linhagem WMS35 apresenta niveis significativamente mais elevados da forma
canonica de RECK (p=0,034) (figura 9) e de TIMP2 (p=0,0010) (figura 13) em
relacdo a WM1552, enquanto apresenta niveis infimos de MMP2 (figura 15), com
atividade indetectavel no zimograma realizado (figura 19). A EFC da linhagem
WM35 é de cerca de 1%, valor bem abaixo do obtido para a linhagem WM1552 — de
8,3% (ver tabela 1, item 5.1 da secdo “Material e Métodos”) (HSU, ELDER e
HERLYN, 1998). Estas caracteristicas estdo de acordo com as de uma linhagem
menos agressiva, de acordo com os parametros descritos por Hofmann et al. (1999)
e Valente et al. (1998).

Uma possivel explicacdo para a baixa expressdao de MMP2 na linhagem
RGP WM35 reside no fato de que esta linhagem foi descrita como possuindo niveis
baixos do fator de transcricdo STAT3 (Signal transducer and activator of transcription
3) na sua forma ativa (fosforilada) (OKA et al., 2009). Este fator de transcricdo tem
papel importante na expressao de MMP2 (CLARK et al., 2008).
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O transcrito de MMP9 encontra-se em niveis menores que os de MMP2 em
sete das oito linhagens avaliadas, e houve reducéo significativa tanto na progressao
de WM278 para a metastase WM1617 (p=0,0044) quanto na progressao de WM793
para 1205Lu (p=0,0048) (figura 15). Estes dados de expressdo génica correlacionam
com o que foi observado in vivo por van der Oord et al. (1997), que verificou atraves
de imunohistoquimica que havia quantidades moderadas de MMP-9 em melanomas
de crescimento vertical e ndo detectou a proteina em melanomas metastaticos.

Macdougall et al. (1999), demonstraram que diferentes linhagens com maior
capacidade de invasdo possuem uma razdo entre os transcritos de TIMP1/MMP9
menor, e postulou que a capacidade invasiva depende do balanco entre MMPs e
seus inibidores. Em nosso modelo, porém, ndo observamos alteracdo em nenhuma
das razbes entre transcritos de inibidor/MMP entre os grupos RGP, VGP e
metastatico. No estudo citado, os autores utilizaram amostras teciduais obtidas de
pacientes, e nédo linhagens imortalizadas, como no nosso modelo. Os perfis
observados nas linhagens de melanoma utilizadas neste estudo devem ser
interpretados considerando que tais linhagens foram cultivadas sobre um substrato
de plastico, e que a expressdo descrita aqui para 0os genes avaliados refere-se a
esta condicdo. E importante ressaltar que a progressdo do melanoma envolve a
expressdo diferencial de moléculas de adesado célula-MEC, como a integrina a3
(SEFTOR et al., 1993; BROOKS et al., 1996), e portanto, é possivel que respostas
distintas relativas a expressédo dos genes de interesse nesse estudo sejam obtidas
entre os grupos RGP, VGP e metastatico utilizando-se o estimulo do contato das
células de melanoma com componentes de matriz extracelular. O cultivo destas
linhagens em modelo de esferdides implantados sob matriz de colageno (SMALLEY,
LIONI e HERLYN, 2006) seria uma perspectiva interessante de ampliacdo deste

trabalho.
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8 CONCLUSOES

Tanto a forma candnica do transcrito do gene RECK quanto as isoformas
resultantes de splicing alternativo estdo presentes em niveis detectaveis nas
linhagens de melanoma analisadas. Neste trabalho, os niveis dos transcritos do
gene RECK foram quantificados pela primeira vez em linhagens derivadas de
melanomas.

Ocorre uma razéo isoforma B/isoforma candnica do transcrito de RECK mais
elevada em linhagens derivadas de lesdes metastaticas do que nas derivadas de
tumores primarios, 0 que sugere que o gene RECK pode possuir um papel dual na
progressao tumoral, que sera determinado de acordo com a combinacao de eventos
de splicing alternativo a que o transcrito primario esta submetido.

A relagdo entre os niveis dos mRNAs analisados neste trabalho e as fases
da progressdao do melanoma nédo é clara quando observa-se todas as linhagens
analisadas em conjunto. Entretanto, quando observados isoladamente, pares
especificos de linhagens (WM278/WM1617 e WM793/1205Lu) apresentaram
modulacdo na expressdo de varios genes. No par WM278/WM1617 ocorrem
alteracdes na expressao de MT1IMMP, TIMP2 e RECKA (canbnico) no sentido de
aumentar a capacidade de ativagcdo da pro-MMP-2, enquanto no par WM793/1205Lu
estas alteracdes ocorrem no sentido oposto.

Em conjunto, os dados obtidos neste estudo mostram que o gene RECK
possui papel importante no melanoma, e que as moléculas classicamente reguladas
pela glicoproteina sdo expressas de forma diferenciada ao longo da progressao

tumoral.
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