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“No mundo conhecereis tribulagdes, mas tende
coragem: eu venci o mundo”.(Jo 16,33)

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
ndo € sendo uma gota de agua no mar. Mas o
mar seria menor se |he faltasse uma gota”.
Madre Teresa de Calcuta
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RESUMO

A matriz extracelular (MEC) representa um complexo macromolecular que
determina a histoarquitetura especifica de cada tecido servindo como um
arcabouco para a adesao celular e codificando informacfes que podem ser
transmitidas para os dominios internos das células modulando, desta maneira, a
atividade celular. Durante os processos neoplasicos ocorrem determinadas
mudancas no estroma tecidual (componentes celulares e extracelulares) que
conduzem as células tumorais a um padrdo invasivo e metastatico. Estas
alteracdes teciduais decorrentes do estabelecimento tumoral podem variar de
acordo com seu tecido de origem e o0s sitios de invasdes secundarias. O linfoma
histiocitico verdadeiro (LHV) representa uma das neoplasias mais raras e
agressivas entre os linfomas Nao-Hodgkin. Linhagens celulares de LHV, como a
linhagem U-937, ja foram isoladas e representam um modelo bastante util para a
investigacdo dos efeitos de variados agentes sobre a progressdo deste tipo de
tumor. Em consonancia com o exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a
deposicado tecidual de proteinas da MEC em um caso de LHV e analisar a
influéncia destas proteinas sobre o estabelecimento e a progressao tumoral. Para
isso foram realizadas imunomarcacfes para as proteinas laminina (LN),
fibronectina (FN) e colageno tipo IV (COL IV) em linfonodos normal e
comprometido por LHV. Foram realizados também testes de adesédo e
proliferacdo das células U-937 sobre substratos compostos por LN, FN ou COL
IV. Por fim, as células foram tratadas com drogas (clorato de sodio ou B-xilosideo)
que alteram as propriedades dos proteoglicanos para se avaliar a participacao
destes durante os processos de adesdo e proliferacdo celular. Os cortes
histoldgicos avaliados apresentaram marcacgdo, para todas as proteinas testadas,
no cortex e na capsula do linfonodo normal. No linfonodo comprometido por LHV
foi verificada uma deposicdo diferencial das proteinas da MEC avaliadas,
principalmente da FN que apresentou um grande aumento. Os estudos in vitro
demonstraram que esta proteina proporcionou um maior potencial de adeséo e
proliferacdo das células U-937 quando comparada aos demais substratos. O
tratamento destas células com clorato de sédio ou B-xilosideo reduziu a taxa de
proliferagéo celular, mas n&o foi capaz de modificar o padréo de adesdo das
células aos substratos de FN. Os resultados demonstraram que alteracées no
estroma linfonodal podem ocorrer durante a progressdo do LHV e que estas
alteracbes podem afetar diretamente a adesdo e a proliferacdo das células
tumorais, efeitos estes relacionados a receptores de superficie celular, que neste
modelo evidenciam a importancia dos proteoglicanos na proliferacéo celular sobre
substratos de FN.

Palavras-chave: matriz extracelular, laminina, fibronectina, colageno tipo 1V,
proteoglicanos, adeséo, proliferagdo, linfoma histiocitico verdadeiro.
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ABSTRACT

Extracellular matrix organization in the lymph node compromised with true
histiocytic lymphoma. The importance of fibronectin as a central
molecule in tumour progression

The extracellular matrix (ECM) represents a macromolecular complex that
determines the tissue specific hystoarchitecture serving as a scaffold to cellular
adhesion and codifying information that could be transmitted to internals cellular
domains modulating cell behaviour. During the neoplastic process changes occurs
on tissue stroma (cellular and extracellular components) that drives the tumor cells
to invasion and metastasis. These tissue alterations can change according to the
tissue origin and the sites of secondary invasion. The true histiocytic lymphoma
(THL) represents a rare and aggressive Non-Hodgkin lymphoma. THL cellular
lineages, as U-937, were established and are used as a useful model to
investigate the effects of various agents on this tumor progress. According to this
the aim of this work was to evaluate tissue deposition of ECM proteins in a case of
THL and analyze these proteins influence on tumor establishment and progress.
To this immunostaining were achieved to the proteins laminin (LN), fibronectin
(FN) and type IV collagen (COL 1V) in normal and THL compromised lymph nodes.
Were realized too experiments of U-937 cells adhesion and proliferation on LN, FN
or COL IV substrates. Finally, the cells were treated with drugs (sodium chlorate or
B-xyloside) that alters the properties of proteoglycans to achieve its participation
during the processes of cellular adhesion and proliferation. The histological slices
analyzed presents ECM proteins staining on the cortex and the capsule of normal
lymph node. In the compromised THL lymph node was verified a differential ECM
proteins deposition, principally FN that presents a great amount. The in vitro
studies demonstrated that this protein provided a great potential of U-937 cells
adhesion and proliferation when compared with the others substrates. The
treatment of these cells with sodium chlorate or B-xyloside reduced the cellular
proliferation ratio, but was not capable to modify the pattern of cellular adhesion on
FN substrates. These results demonstrated that the changes on lymph node
stroma can occur during the THL progression and these changes can directly
affect the tumor cell adhesion and proliferation. These effects were related to cell
surface receptors that, in this model, show the importance of proteoglycans in
cellular proliferation on FN substrates.

Key words: extracellular matrix, laminin, fibronectin, type IV collagen,
proteoglycans, adhesion, proliferation, true histiocytic lymphoma.



1 INTRODUCAO



Até pouco tempo atras se aceitava a visdo que sugeria um papel totalmente
passivo para 0s componentes da matriz extracelular (MEC) que se acham
distribuidos em todos os tecidos e érgaos do corpo: um arcabouco inerte que
estabiliza a estrutura fisica dos tecidos. Entretanto, nas duas ultimas décadas, o
estudo da MEC tem demonstrado que, ao contrario do que se pensava, ela
representa uma estrutura extremamente dinamica. Dinamica porque, como quase
todas as estruturas do corpo humano, a MEC est4 sujeita a constante renovagao;
dindmica também porque a MEC € uma estrutura que apresenta um papel
arquitetural durante o desenvolvimento fetal e durante a reparacdo tecidual,
dindmica, finalmente porque a funcdo da MEC é extremamente interativa: as
moléculas da MEC sdo secretadas e depositadas por células parenquimais
adjacentes e, ao mesmo tempo, fornecem informagbes que modulam as
atividades funcionais destas préprias células. Nos processos patologicos a MEC
também desempenha um papel crucial. Ela é essencial na reparacédo tecidual
apos ferimentos, mas uma deposicdo excessiva de suas moléculas, durante a
inflamacé&o crénica ou doencas degenerativas, pode levar a disfun¢cédo dos 6rgaos.
A MEC tem um papel chave no desenvolvimento do cancer, ndo somente porque
a angiogénese é parte de reacfes do estroma tecidual que incluem deposicéo de
proteinas da MEC, mas também porque ela tem um papel modulador durante os
processos de invasdo e metastase (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).

Durante todo o processo de desenvolvimento do cancer, sua progressao e
metastase, o microambiente local do tecido hospedeiro pode ser um participante
ativo. De acordo com LIOTTA e KOHN (2001), a invaséo tumoral ocorre dentro de
um microambiente tumor-hospedeiro, onde o estroma tecidual e as células
tumorais permutam enzimas e citocinas que modificam a MEC local, estimulam a
migracdo e promovem a proliferacdo e a sobrevivéncia das células tumorais. DE
WEVER e MAREEL (2003), neste mesmo contexto, estabeleceram duas vias que
enfatizam o papel do estroma tecidual (elementos celulares e extracelulares) no
desenvolvimento tumoral: a via eferente, onde as células transformadas enviam
sinais para as células estromais, para a MEC e para si proprias, alterando o
comportamento, a fungcdo e a arquitetura tecidual; e a via aferente, onde as
células estromais e a MEC interagem com as células transformadas produzindo

sinais pro-invasivos, estimulando migracéo, proliferacdo e crescimento tumoral,



modificando a citoarquitetura e o0 potencial agressivo destas células
transformadas. Neste sentido, um melhor entendimento das contribuicbes do
estroma para a progressdao tumoral ira, provavelmente, aumentar no0Sso
conhecimento da importancia de sinais combinatorios que auxiliam ou promovem
crescimento, diferenciacdo, adesdo, invasdo, proliferacdo e sobrevivéncia
ectopica, e consequentemente resultara na identificacdo de novos alvos

terapéuticos para futuros tratamentos.

Segundo YAMADA e KEMLER (2002), como o numero de moléculas que
podem participar da interacdo entre célula e MEC se eleva as centenas (sem
contar reguladores intracelulares), torna-se extremamente importante identificar
as funcdes individuais destas moléculas. Pode ser dificil chegar a conclusdes
globais sobre a funcdo de uma molécula em particular baseando-se em estudos
com apenas um tipo de célula, entretanto, se torna extremamente necessario
testar a diversidade e a complexidade funcional dentro de um contexto celular no
qgual uma proteina esta presente. Valendo-se do estudo com linhagens celulares
especificas, a complexidade destas interacdes estdo se tornando compreensiveis,
desta maneira vé-se a importancia de entender esta constante comunicacao entre
célula-MEC e de que modo a MEC pode modular aspectos biolégicos envolvidos

em patologias especificas.



2 OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a deposicao tecidual de proteinas da matriz extracelular (MEC) em
um caso de Linfoma Histiocitico Verdadeiro (LHV) e avaliar a influéncia
destas proteinas sobre a adesao e a proliferacdo de uma linhagem celular
de LHV.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a deposicao tecidual de laminina, fibronectina e coldgeno tipo IV em
um caso de LHV;

Avaliar as mudancas no conteldo e nos aspectos teciduais das proteinas
laminina, fibronectina e coldgeno tipo IV em linfonodos normal e

comprometido por LHV;

Avaliar o efeito da laminina, da fibronectina e do colageno tipo IV na
modulacao da adesao da linhagem U-937;

Avaliar o efeito da laminina, da fibronectina e do colageno tipo IV no controle

da mitose, quantificando a proliferacao da linhagem U-937;

Verificar se existe correlacao entre os resultados obtidos através dos testes
do MTT e de contagem de células para a adesdo e a proliferacdo da

linhagem U-937 sobre proteinas da MEC;

Avaliar o efeito do clorato de sédio e do B-xilosideo, e, conseqientemente,
da funcdo dos proteoglicanos e de suas propriedades na modulacdo da
adesdo e da proliferacdo das células U-937.



3 REVISAO DA LITERATURA



3.1 ASPECTOS GERAIS DAS NEOPLASIAS

Adultos da espécie humana sdo compostos por aproximadamente 10%°
células, muitas destas se dividem e diferenciam para repopular érgaos e tecidos
que requerem renovacao. Alguns exemplos sédo as células da lamina basal da
pele que se dividem, diferenciam e morrem ou células da medula 6ssea que se
dividem e diferenciam para produzir as células sanglineas, as quais possuem
tempos de vida variados. Estes processos sao controlados por uma rede de
mecanismos moleculares que determinam, de um lado, a proliferagéo e, de outro,
a morte celular, chamada apoptose quando resulta de um evento programado.
Qualquer fator que altere esse equilibrio entre divisdo e morte celular tem o
potencial, se ndo corrigido, de alterar o niumero total de células em um 6rgéo ou
tecido em particular. O aumento descontrolado da proliferacdo destas células

pode ser clinicamente detectado como uma neoplasia (BERTRAM, 2001).

O desenvolvimento de uma neoplasia representa um processo de varios
passos durante o qual uma célula adquire multiplas muta¢gdes genéticas. Estas
mutacOes geram duas altera¢gdes funcionais: mutagdes que aumentam a atividade
das proteinas codificadas pelos chamados oncogenes; ou mutacdes que inativam
a funcdo de genes conhecidos como supressores de tumor (BERTRAM, 2001).
Entretanto, o conhecimento adquirido somente através da catalogagcdo de tais
mutacOes genéticas no desenvolvimento tumoral é limitante, pois, mais que isso,
o desenvolvimento do cancer estd relacionado com as interagcbes tumor-
hospedeiro no qual o hospedeiro participa da inducéo, selecdo e expansao das
células neoplasicas através de sinaliza¢des/informacdes provindas de elementos
celulares e da matriz extracelular (MEC) do microambiente tumor-hospedeiro
(FOLKMAN; HAHNFELDT; HLATKY, 2000; PARK; BISSELL; BARCELLOS-
HOFF, 2000; LIOTTA; KOHN, 2001). Um exemplo desta interacdo, segundo
LIOTTA e KOHN (2001), consiste no fato das células tumorais recrutarem o
estroma hospedeiro (elementos celulares e extracelulares) para a producéo e
secrecdo de fatores de crescimento e citocinas que acabam por modificar a
proliferacdo e o comportamento invasivo destas células tumorais. A invasdo aos
tecidos vizinhos e a sobrevivéncia ectépica sdo eventos cruciais para a
progressdo do cancer e sdo pré-requisitos na formacdo de tumores secundarios

(metastases). O hospedeiro co-regula estes fendbmenos de invasdo e metastase.



Evidéncias morfoldégicas na participacdo do hospedeiro sdo: aumento da
deposicdo de MEC; presenca de células inflamatorias; e angiogénese evidenciada
pelo surgimento de novos vasos sanguineos e linfaticos (DE WEVER; MAREEL,
2003).

A formacdo de metastases em oOrgaos distantes depende da liberacdo da
célula neoplasica para a circulagcdo sangiinea ou linfatica, sobrevivéncia da célula
no vaso durante a recirculagdo, migracdo da célula através dos vasos,
extravasamento e proliferacdo no microambiente do novo tecido (UMANSKY;
SCHIRRMACHER; ROCHA, 1996). A disseminacao neoplasica tem inicio com a
adesdo celular as moléculas da MEC, degradacédo proteolitica desta MEC,
migracéo e proliferacdo celular (JOHNSEN et al., 1998; LAUWAET et al., 2000;
ENGBRING; KLEINMAN, 2003).

A progressao das células tumorais envolve muitos processos e moléculas,
algumas das quais sdo coordenadamente reguladas. Muitos genes séo inibidos
ou estimulados proporcionando as células tumorais uma maior mobilidade e um
maior potencial de invasdo, permitindo seu crescimento em Orgaos distantes. A
matriz extracelular também tem uma profunda influéncia sobre a progressao
tumoral e continua a ser uma area de ativas pesquisas para o entendimento dos
mecanismos envolvidos neste processo (ENGBRING; KLEINMAN, 2003).

3.1.1 Linfoma Histiocitico Verdadeiro

O Linfoma Histiocitico Verdadeiro (LHV), também conhecido como
Sarcoma Histiocitico Verdadeiro, é extremamente raro, ocorrendo em menos de
0,5% de todos os Linfomas N&o-Hodgkin (BOUABDALLAH et al., 2001). Seu
conceito tem sido bastante controverso, mas, recentemente, aspectos
morfolégicos e imunofenotipicos foram associados ao LHV diferenciando-o das
demais histiocitoses malignas. Segundo HARRIS e colaboradores (1999) o LHV é
composto por células neoplasicas de diferenciac@o histiocitica: caracteristicas
morfologicas e expressdo de marcadores da linhagem monocitica/macrofagica; e

auséncia de marcadores imunoldgicos especificos dos linfocitos T ou B. O seu



diagnéstico baseia-se nos aspectos clinicos e histologicos, associados ao estudo

imunohistoquimico.

O curso desta neoplasia compartilha caracteristicas dos mais agressivos
Linfomas N&o-Hodgkin. E uma doenca preferencialmente localizada, mas pode se
apresentar disseminada em alguns casos. Os aspectos clinicos mais comuns
incluem redugcdo de peso, febre, linfadenopatia e esplenomegalia. O trato
gastrintestinal € a localizacdo extranodal mais frequente, mas locais atipicos de
envolvimento como sistema nervoso central, ossos, pele, tecidos moles, rins,
medula Ossea, figado e pulméo ja foram descritos. O tumor exibe um padrdo
difuso de grandes células frouxamente aderidas apresentando um citoplasma
eosinofilico freqiientemente vacuolado. O nucleo pode ser esférico ou bastante
irregular, algumas vezes retorcido ou cerebriforme com nucléolos proeminentes. A
presenca de células gigantes multinucleadas € frequente. Nos linfonodos as

células neoplasicas tendem a envolver os sinuséides (ELGUETANY, 1997).

Através da efuséo pleural de um paciente caucasiano de 37 anos de idade,
acometido por LHV, foi isolada e caracterizada uma linhagem celular conhecida
como U-937 (SUNDSTROM; NILSSON, 1976). O estabelecimento da linhagem
celular U-937 proporcionou uma continua fonte de células humanas que
representam um modelo bastante Util para a investigagdo dos efeitos de variados
agentes sobre a disseminacdo de células neoplasicas e eventos como, adeséo,
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular, assim como estudos de efeitos
fisiologicos e farmacologicos (SUNDSTROM; NILSSON, 1976; VOLPI et al., 1994;
CUSINATO et al., 1999; STONEHOUSE et al., 1999).

3.2 MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular (MEC) pode ser definida como uma mistura complexa e
intrincada de macromoléculas precisamente organizadas. Este complexo
macromolecular determina a histoarquitetura especifica de cada tecido servindo
como um sistema de malhas para a adesao celular e também representando um
componente ativo dos tecidos, codificando informacdes que podem ser

transmitidas para os dominios internos das células (SCOTT-BURDEN, 1994;
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AUMAILLEY; GAYRAUD, 1998).

Secretada localmente, a MEC forma uma rede organizada associada a
superficie celular que a produz. A interacdo destas células com a matriz é
conduzida através de receptores de superficie celular, dos quais as integrinas
constituem a classe mais importante, sendo responsaveis pela conexdo da MEC
com o citoesqueleto. Desta forma, a matriz pode regular o comportamento celular
por estar diretamente relacionada com a modulacdo de cascatas de sinalizacao
que controlam o crescimento celular, migragcéao, diferenciacdo, sobrevivéncia e
morfogénese (SCOTT-BURDEN, 1994; LUKASHEV; WERB, 1998).

A estrutura basica que compde a MEC dos variados tecidos é definida por
um arcabouco de colageno. Glicoproteinas adesivas, como a laminina e a
fibronectina, e proteoglicanos aderem a este arcabouco e interagem com as
células que estdo dentro ou adjacentes a esta estrutura. Entretanto, a matriz
extracelular ndo representa uma estrutura estatica, mas € constantemente
remodelada pela acdo de proteases, notadamente da familia das metaloproteases
(BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).

Estas macromoléculas que compdéem a MEC podem ser agrupadas em
elementos que formam fibras (coldgeno e elastina), glicoproteinas (incluindo
laminina e fibronectina) e proteoglicanos. Excec¢des a esta classificacdo geral sdo
glicoproteinas capazes de formar fibras e coldgenos que ndo formam estruturas
fibrosas. Alguns, como o colageno do tipo IV, estdo envolvidos na estruturas de
malhas que formam a membrana basal (SCOTT-BURDEN, 1994). A ultraestrutura
da matriz extracelular esta ilustrada na figura 1. Nesta micrografia eletrénica, os
dois principais dominios da MEC estdo claramente identificados: a membrana
basal, uma camada condensada de matriz que é formada nas adjacéncias do poélo
basal de células epiteliais, outras células de cobertura (mesotélio, meningotélio e
sindvia), células musculares, células de schwann e adipécitos; e a matriz
intersticial, secretada pelo tecido subjacente (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).
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Figura 1. Ultraestrutura da matriz extracelular. Adjacente a uma célula epitelial (E) a
membrana basal com sua lamina licida (LL) e lamina densa (LD). A matriz intersticial contém
fibrilas de colageno e estd muito préxima as fibrilas de ancoragem (AF) da membrana basal,
composta de colageno tipo VII (barra de escala de 0,1um). Extraido de: BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003.

A formacédo e funcdo normal dos tecidos requerem uma correta expressao e
funcdo das proteinas de seu estroma (MEC). Alteracdes das propriedades
estruturais, da expressao e das funcbes das proteinas da MEC, proteinas que
degradam a MEC e receptores podem estar relacionadas a inUmeras doencas,
inclusive cancer (LUKASHEV; WERB, 1998; PARK; BISSELL; BARCELLOS-
HOFF, 2000). As altera¢des das moléculas envolvidas na interagdo célula-matriz
extracelular constitui uma parte integral do mecanismo que regula a
transformacdo de células normais em malignas. Células transformadas séo
geralmente caracterizadas por um decréscimo na taxa de expressao de proteinas
da MEC, receptores de MEC e proteinas de adeséo celular. Este decréscimo esta
relacionado com a transformacéo de variados tipos celulares, pois a restauracao
dos niveis normais de expressdo destas moléculas reverte as caracteristicas do
fendtipo tumorogénico, como a morfologia celular anormal e o crescimento celular
independente de adeséo (BEN-ZE'EV, 1997).

Alguns exemplos do quao significantes sao estas alteracbes das

propriedades da MEC e da sua interacdo com as células sdo destacados a seguir:
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YAMADA e OLDEN (1978) demonstraram que a adicdo de fibronectina a uma
cultura de fibroblastos transformados restaurou a organizacao do citoesqueleto e
a morfologia celular normal. De modo similar, TRAVERS e colaboradores (1996)
estudando transformacdes no gene Ras, que causa decréscimo na expressao da
cadeia a2 do colageno tipo I, constataram que a sua re-expressao inibiu o
crescimento independente de adeséo, caracteristica de células transformadas. O
fendtipo celular maligno pode também ser revertido por moléculas que fazem a
ligacdo da MEC com a porcdo citoplasmatica celular, como € o caso das
integrinas. O aumento na expressao das integrinas a5p1 e a3p1 inibe o fendtipo
tumorogénico e a capacidade metastatica de diversas linhagens celulares
(GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1990; WEITZMAN; HEMLER; BRODT, 1996).

Assim como alguns aspectos da interagcdo célula-matriz extracelular
proporcionam um mecanismo que inibe o fendtipo tumorogénico celular, um
diferente conjunto de interagcdes pode aumentar esta manifestacdo em um
contexto celular especifico. Por exemplo, a superexpressao da integrina o231 em
uma linhagem celular de sarcoma aumenta a tumorogenicidade celular e seu
potencial metastatico (CHAN et al., 1991). WEAVER e colaboradores (1997)
demonstraram que integrinas 1 promovem o aparecimento do fendtipo
tumorogénico em células de carcinoma mamario. DE ARCANGELIS e
colaboradores (2001), trabalhando com uma linhagem celular de cancer de célon
transfectada para expresséo de cadeias al de laminina, detectaram um aumento
significativo no crescimento tumoral quando esta era injetada em ratos. HAN e
colaboradores (2004) verificaram que o aumento da deposicdo de fibronectina
estimulou a proliferacédo celular e diminuiu a apoptose em células de carcinoma

de pulméo.

Pelo exposto acima e segundo LUKASHEV e WERB (1998), verifica-se que
a regulacdo via sinalizac@o pela matriz extracelular para a expressao do fenétipo
celular maligno pode variar dependendo do tipo celular, do estado de outros
mecanismos de sinalizacdo e do contexto celular na interacdo com as proteinas
da MEC.

Para entender melhor a composicdo deste complexo macromolecular e a

interacdo de seus componentes entre si e com as proteinas de membrana das
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células e sua consequente sinalizacdo e regulacdo, algumas proteinas
especificas para as quais conceitos abrangentes tém sido desenvolvidos com
respeito a sua organizacao dentro da MEC e suas func¢des bioldgicas devem ser

estudadas.

3.2.1 O Arcabouco de Colageno

Os coladgenos séo proteinas onipresentes responséveis pela manutengédo da
integridade estrutural de vertebrados e muitos outros organismos. Ja foram
identificados mais de vinte tipos de colagenos geneticamente distintos, que
possuem funcdes biolégicas e organizacdo estrutural diferentes (BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003).

Y

Em tecidos resistentes a tensdo ou a pressdao, como os tenddes, 0Ss0s,
cartilagens e pele, o colageno se arranja em forma de fibras, proporcionando
resisténcia a estes tecidos. Somente colagenos do tipo I, Il, lll, V e Xl se auto-
acumulam em fibrilas. Esta formacgdo de fibrilas consiste em um processo
extracelular, no qual participam metaloproteinases especificas para cada tipo de
colageno. Alguns tipos de colageno formam redes através do contato entre suas
partes. Estes sdo os colagenos do tipo IV, VIII e X. Um exemplo tipico da
formacdo de uma rede formada principalmente por coldgeno do tipo IV é a
membrana basal. Outros tipos de colageno podem estar associados com fibrilas
de superficie celular (tipos VI, IX, Xl e XIV), ou constituem proteinas

transmembranares como os colagenos do tipo Xlll e XVIII (HULMES, 2002).

Os coladgenos séo, na maioria das vezes, sintetizados por células que fazem
parte do estroma tecidual como fibroblastos, miofibroblastos, osteoblastos e
condrdcitos. Alguns colagenos sao sintetizados por células adjacentes ou que
recobrem este estroma (células epiteliais, endoteliais, mesoteliais). Um exemplo
tipico € o colageno do tipo IV, o qual é sintetizado cooperativamente por células
estromais e células adjacentes ou que recobrem este estroma (BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003).
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Uma propriedade caracteristica dos varios tipos de colagenos é a de formar
polimeros altamente organizados. Os coldgenos néo fibrilares contém véarios
dominios de ligacdo para coldgenos e proteinas nao colagenas, o0s quais
permitem a interacdo entre si e a outros componentes da MEC formando redes de
associacao insoluveis. Neste fundamento, podemos destacar o componente mais
abundante da membrana basal, o colageno do tipo IV, que contém um dominio
ndo colageno na por¢do carboxiterminal (NC1) e um longo dominio em fita tripla
helicoidal de 400nm (cauda) com varias pequenas interrup¢des, conferindo uma
certa flexibilidade a esta estrutura (AUMAILLEY; GAYRAUD, 1998). A
representacdo esquematica do colageno tipo IV e algumas possiveis interacdes

existentes nas membranas basais estdo expostas na figura 2.

De acordo com ENGBRING e KLEINMAN (2003) o colageno tipo 1V,
presente na matriz extracelular das membranas basais, representa a maior
barreira para o extravasamento e a invasdo tecidual por células tumorais.
Proteinas que degradam esta matriz, como as colagenases, estdo diretamente
relacionadas com os processos de invasdo e proliferacdo de células tumorais,
uma vez que a degradacdo da membrana basal durante a invasao tumoral nos
tecidos libera moléculas ou fragmentos ativos de componentes da MEC. Outras
alteracbes das proteinas da membrana basal podem ser encontradas em
amostras patolégicas. Segundo EYDEN (1999) uma superexpressao ou a
desorganizacao destas proteinas que compdem a membrana basal podem estar
relacionadas com processos biolégicos celulares, como a proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo. Ainda, o decréscimo de colageno tipo IV na membrana basal
juntamente com o0 aumento na expressao de colagenases tipo IV ocorrem durante
a tumorogénese colorretal (ZENG; COHEN; GUILLEM, 1999) e estdo
relacionados com o comportamento invasivo de glioblastomas humanos (LAKKA
et al., 2002).
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Figura 2. Representacédo esquematica da molécula de colageno tipo 1V: a linha representa a cauda
em fita tripla helicoidal; o circulo representa o dominio ndo colageno (B). Modelo da estrutura
molecular da membrana basal formada por intera¢gbes especificas entre as proteinas de colageno
tipo IV, laminina, entactina e o proteoglicano perlecano (A). Extraido e adaptado de ALBERTS et
al., 1997.

3.2.2 Laminina

A laminina, junto com o colageno tipo IV, nidogénio e o proteoglicano
perlecano, é um dos principais componentes da membrana basal e representa a
mais tipica e abundante glicoproteina ndo coldgena presente nesta estrutura
(BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003). A laminina foi descrita primeiramente por
TIMPL e colaboradores (1979) quando encontraram no estroma de um tumor de
camundongo (o sarcoma EHS) quantidade substancial de um componente néao
coldgeno, componente este que foi purificado, identificado como uma
glicoproteina e chamado laminina. Esta glicoproteina era constituida por trés
cadeias polipeptidicas (a, B e y) unidas entre si através de pontes dissulfeto e
apresentava o formato de uma cruz. Desde entdo, varias formas isoméricas, que
agora formam a familia laminina, tem sido descobertas (COLOGNATO;
YURCHENCO, 2000). Até o presente, cinco cadeias o, trés cadeias 3 e trés
cadeias y ja foram descritas. Entretanto, somente doze isoformas distintas de
laminina ja foram isoladas (ENGBRING; KLEINMAN, 2003). Segundo
AUMAILLEY e GAYRAUD (1998), devido a dificuldades na purificacdo destas
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proteinas, muitos dados disponiveis sdo ainda derivados de estudos com a

laminina-1 (a1p1y1), a primeira isoforma identificada (figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquemdtica da laminina-1 mostrando alguns de seus sitios ativos.
Extraido e adaptado de ENGBRING e KLEINMAN (2003).

Embora a rede de colageno tipo IV proporcione estabilidade a membrana
basal, a laminina tem um papel essencial na formacdo desta devido as multiplas
interacbes consigo mesma e com outros componentes da MEC. Através da
interacdo entre moléculas de laminina formam-se sistemas de redes que, na
membrana basal, se associam as redes de colageno tipo IV através do nidogénio,
uma pequena glicoproteina. O nidogénio associado as redes de laminina também
€ capaz de promover a ligacao destas com outros componentes da MEC, como a
fibronectina. A laminina-1 ainda apresenta dominios de ligacdo para a heparina, o
qual pode contribuir para a ligacdo do proteoglicano perlecano, outra molécula
abundante na membrana basal e bastante relacionada com processos bioldgicos
celulares (AUMAILLEY; SMYTH, 1998).
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As lamininas apresentam uma surpreendente variedade de efeitos sobre as
células adjacentes, incluindo adesdo, migracdo e diferenciacdo celular. Elas
exercem seus efeitos principalmente através de seus dominios de ligacdo com
integrinas, predominantemente presentes na cadeia o (BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003). O principal papel das lamininas parece ser a mediagéo
da interacdo entre células e demais componentes da matriz extracelular,
notadamente na membrana basal (AUMAILLEY; SMYTH, 1998). Algumas destas
interacdes estdo envolvidas na modulacdo de funcdes especificas. A laminina 1,
por exemplo, induz a diferenciagéo de células epiteliais e a laminina-2 promove o
crescimento de neuritos em células neurais. A laminina-5 mostra-se envolvida nos
processos de adesdo e migracdo celular, sendo sua funcdo dependente de
processo  proteolitico por metaloproteinases de matriz (BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003).

Levando-se em consideracdo este amplo papel das lamininas na estrutura
dos tecidos e na funcéo celular, ndo € surpresa que estas glicoporteinas estejam
significativamente envolvidas numa variedade de processos patologicos. O papel
das lamininas nos processos de adesdo, migracdo e proliferagcdo celular,
crescimento, invasdo e metastases tumorais e na angiogénese tem sido
intensamente estudado. Estes estudos tem mostrado que a desregulacdo na
interacdo entre células tumorais e a matriz extracelular € acompanhada por sua
sintese aberrante, pela composicdo de suas cadeias e por modificacées
proteoliticas (PATARROYO; TRYGGVASON; VIRTANEN, 2002).

Alguns sitios ativos da laminina-1 com varias atividades bioldgicas tem sido
identificados usando fragmentos proteoliticos, proteinas recombinantes e
peptideos sintéticos. Estes sitios ativos tem sido relacionados com a promoc¢ao do
fenotipo maligno e a regulacdo da angiogénese (ENGBRING; KLEINMAN, 2003).
Alguns destes sitios ativos e suas relacdes com a biologia das células tumorais e

angiogénese estao descritos na figura 3.

Mais de 20 receptores de superficie celular foram identificados para a
laminina, incluindo integrinas, uma proteina de 32/67KDa, proteoglicanos,
gangliosideos, sulfatideos, lectinas e galactosiltransferases. Entretanto, a

especificidade da resposta celular é dependente do tipo celular, do receptor, da
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isoforma de laminina e de suas interacdes dentro do estroma tecidual
(ENGBRING; KLEINMAN, 2003).

3.3.3 Fibronectina

A fibronectina é uma das proteinas mais caracterizadas da matriz
extracelular. Consiste em uma glicoproteina dimérica que apresenta duas
subunidades  bastante  semelhantes de  aproximadamente  250KDa
covalentemente ligadas na regido carboxi-terminal por um par de ligagbes
dissulfeto. Esta molécula é composta por uma série de dominios polipeptidicos
repetitivos conhecidos como tipos I, Il e lll (figura 4). Estas unidades repetitivas
contém regides ou dominios que interagem com uma variedade de outras
moléculas (tabela 1)(ROMBERGER, 1997).

Construgdo
FN Coldgeno  FN Célula Heparina
m V120 h
e m
llgfaynergy  llhio /RGD

Figura 4. Dominios estruturais da fibronectina. O dimero da fibronectina é formado através de
ligagbes dissulfeto intercadeia na regido carboxi-terminal (SS). Cada subunidade consiste em

unidades repetitivas do tipo | (I:I), tipo I (.) e tipo III(O). Agrupamentos de unidades repetitivas
formam dominios para a interacdo com células, outros componentes da matriz e a propria
fibronectina. A unidade repetitiva ;.5 forma um dominio de ligagcdo para a propria fibronectina (FN).
Juntas, a sequiéncia RGD na repetigdo lll;o e o sitio de sinergismo na llly cooperam para a maxima

ligagdo a matriz via integrina asp;. Alternativamente os segmentos EIIIB e EIIIA (@) e a regiao

V120 () flanqueiam os dominios de ligacéo para célula e heparina, respectivamente. Extraido
e adaptado de SCHWARZBAUER e SECHLER (1999).

Segundo ARMSTRONG e ARMSTRONG (2000), a fibronectina é bastante
encontrada na MEC de varios tecidos e, nesta situacao, representa uma proteina
insollvel que pode estar intensamente unida entre si e com outros componentes
do estroma tecidual. Além do mais, a fibronectina esta presente em grandes
concentracdes no plasma e outros fluidos corporais como uma proteina soltvel.
Ambas as formas da fibronectina foram inicialmente identificadas como proteinas

gue promovem a adesao celular sobre substratos artificiais e de colageno.
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A fibronectina é codificada por um Unico gene onde existem éxons repetidos
gue correspondem as unidades repetitivas tipo I, Il e lll. Embora seja produto de
um Unico gene, podem existir até 20 isoformas da fibronectina na espécie
humana, resultado de splicing alternativo de um pré-mRNA. Estas fibronectinas
com diferentes propriedades fornecem as células mecanismos precisos para
alterar a composi¢cdo da MEC de maneira especifica para cada tecido (PANKOV e
YAMADA, 2002).

Tabela 1. Dominios de ligacdo da fibronectina e seus significados funcionais. Adaptado de
ROMBERGER (1997).

Dominio Amino-terminal
Liga: fibrina
gangliosideos
trombospondina
heparina (baixa afinidade)
regido complementar da FN na regido carboxi-terminal
Funcéo: associacdo da MEC

Dominio de ligagdo ao Colageno

Liga: colagenos
gelatina (colageno desnaturado)
Clqg
Dominio de ligagcdo a Célula
Liga: integrinas osfB; o3Py
Funcéo: adesdo celular (contém dominios RGD e de sinergismo)

associagdo da MEC

Dominio de ligagdo a Heparina

Liga: heparina (alta afinidade)
proteoglicano condroitin sulfato
Funcéo: promove migracao celular

Dominio Carboxi-terminal

Liga: fibrina
Integrina ouf;
Funcéo: adesao celular

De acordo com ROMBERGER (1997), a fibronectina estéa envolvida em
muitos processos celulares como adesao, migracao, diferenciacéo/transformacao
e proliferacdo. O estudo da ligacdo entre célula e fibronectina através de seu
dominio RGD e seu receptor classico, a integrina asPBi tem contribuido
notavelmente para os conceitos correntes sobre a adesao celular. Esta integrina
participa da incorporacao de fibronectina na MEC e a expressao aberrante desta
integrina tem sido associada com a tumorigenicidade celular. Ainda, ZHANG,
VOURI e RUOSLAHTI (1995), demonstraram que a interacao entre a fibronectina

e a integrina asf; pode suprimir a apoptose.



20

Além de seu efeito notavel sobre a adesédo celular, as fibronectinas sao
geralmente muito usadas durante a embriogénese nos processos de migracao
celular, tendem a diminuir de acordo com o desenvolvimento tecidual e sdo
aumentadas durante a reparacdo tecidual e em associacdo com malignidades
(FRENCH-CONSTANT, 1995). Segundo FRANKE e colaboradores (2003), a
fibronectina esta envolvida na neovascularizagdo tumoral e metéstase, previne
apoptose e é considerada como imunossupressora. Partindo destes achados,
novas possibilidades de tratamento podem ser desenvolvidas, uma vez que
existem muitos agentes conhecidos que antagonizam 0S mecanismos de

expressao da fibronectina.

3.3.4 Proteoglicanos

Os proteoglicanos (PGs) sdo moléculas constituidas por um corpo protéico,
rico em residuos de treonina e serina, ao qual estédo ligados covalentemente uma
série de cadeias de glicosaminoglicanos (figura 5). Estes glicosaminoglicanos
(GAGs) sdo heteropolissacarideos lineares constituidos por unidades
dissacaridicas compostas por um acido urbénico ou uma D-galactose ligada
através de uma ligacdo O-glicosidica a uma hexosamina. A maioria dos GAGs
sao sulfatados em diversas posic¢des, conferindo uma alta densidade anidnica a
este polimero (SCOTT-BURDEN, 1994).

Os PGs podem ser encontrados na superficie celular, no interior da célula
em granulos secretérios ou na MEC (NADER, 1991). Ja foi demonstrado que os
PGs da superficie celular participam tanto do reconhecimento quanto da ligagéo a
citocinas (CONGET; MINGUELL, 1994); suas cadeias de GAGs carregadas
negativamente podem interagir com moléculas da MEC e varios fatores de
crescimento, como fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), promovendo a
ativacao da proliferagéo e agregacgéo celular (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).
A propria sintese dos PGs pode estar sob o controle de citocinas especificas, que
por sua vez, podem aumentar a expressao destes PGs na superficie celular,
promovendo maior adesao de células neoplasicas aos componentes da MEC, tal
como a fibronectina (CONGET; MINGUELL, 1994).
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Figura 5. Estrutura dos proteoglicanos demonstrando os passos de ligagdo das cadeias de GAGs.
Extraido de NADER (1991).

A interacdo com outras moléculas e o controle da atividade destas,
determinam variadas atividades fisiologicas aos PGs e seus GAGs, como
atividade anticoagulante, regulacdo das interacdes célula-célula e célula-matriz
extracelular, proliferacdo celular, diferenciacdo e regeneracéo, influéncia sobre
eventos celulares e expressao de proteinas, crescimento tumoral, angiogénese e
metastase (VOLPI et al., 1994).

Evidéncias indicam que mudancas significativas na quantidade de
proteoglicanos ocorrem no estroma tumoral e estas alteracbes podem estar
relacionadas a progressao e invasao tumoral (I0ZZ0O; COHEN, 1993). Ainda, tem
sido demonstrado, in vitro, que GAGs altamente sulfatados estimulam a invaséo

de células de melanoma (BRUNNER et al., 1998). Estudos realizados através de
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alteracdes promovidas durante a sintese de proteoglicanos tem demonstrado seu
efeito na biologia de células tumorais. ALVAREZ-SILVA e TRENTIN (1996),
demonstraram que a subsulfatacdo dos GAGs, promovida pelo tratamento com
clorato de sodio, reduziu a proliferacdo de células leucémicas WeHi-3B. MENDES
DE AGUIAR e colaboradores (2002), novamente com o uso do clorato de sédio,
verificaram uma inibicdo da proliferacdo de células de glioma C6 e uma reducgéo
da adeséo destas células a proteinas da matriz extracelular. A utilizagdo de outras
moléculas que alteram a sintese dos PGs, como os xilopiranosideos, tem sido
relacionadas com a reducdo da adesdo e proliferacdo celular. Segundo
GORDON, ZANGER e HATCHER (1986), esta reducdo da adesao celular pode
estar relacionada com a deple¢do da comunicacdo dos PGs de superficie celular
com moléculas presentes no microambiente extracelular. De acordo com KOLSET
e colaboradores (1990), o tratamento com B-xilosideos pode promover uma
elevada expressdo de cadeias de GAGs, o que poderia inibir interagcbes com

fatores fundamentais para a regulacao da proliferacdo celular.

O papel da matriz extracelular sobre a modulagédo de processos celulares
tem sido constantemente estudado e ha crescentes evidéncias que ceélulas
tumorais, assim como células normais, tém sua sobrevivéncia dependente de

sinais derivados de um microambiente extracelular especializado.



4 METODOLOGIA
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4.1 MATERIAIS

2,5 difenil brometo de tetrazélio (MTT); Albumina sérica bovina (BSA), Azul
de Trypan, Balsamo do Canad4, Clorato de sddio, Hematoxilina, Metil B-D-

xilopiranosideo, SIGMA.

Anticorpo  monoclonal anti-laminina humana, Anticorpo policlonal anti-
fibronectina humana, Anticorpo monoclonal anti-colageno 1V, Cromégeno DAB

liquido, Sistema LSAB+, Solucao de reativacdo antigénica, DAKO.

Cloreto de sédio, Colageno tipo IV de camundongo, Fibronectina de plasma
humano, Fosfato de potassio monobasico, Fosfato de sédio dibasico, Laminina
natural de camundongo, Meio de cultura Iscove modificado por Dulbecco (IMDM),

GiBco.
Dodecil sulfato de sodio (SDS), AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH.

Garrafas de cultura 25cm?, Placas de cultura de 96 pocos e de 12 pocos,
TPP.

Metanol, REAGEN.
Peréxido de hidrogénio, Bicarbonato de sédio, MERCK.

Soro bovino fetal (SBF), CULTILAB.

4.2 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético Q-221-2 — QuimMis; Banho Maria dbm 120 — BENFER;
Balanca Analitica AB 204 — METTLER TOLEDO; Centrifuga — CONTINENTAL VI;
Centrifuga 5415 D - EPPENDORF; Céamara de Neubauer — HIRSCHMANN
TECHCOLOR; Espectrofotdmetro Ultrospec 3000 — PHARMACIA BIOTECH; Estufa
umida de CO, — NUAIRE; Fluxo laminar — VECO; Microscépio 6ptico — OLYMPUS;
Microscopio optico Labophot — NikoN; Microtomo RM 2045 — LEICA; pHmetro TM

38 — SENSORTECHNIK MEINSBERG GMBH; Videocamara VK-C150 — Hitachi.
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4.3 CULTURA DE CELULAS

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de linfoma humano U-937 obtida do
banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ, Rio de
Janeiro, RJ). Esta linhagem foi originalmente obtida a partir da efusao pleural de
um paciente (homem caucasiano de 37 anos) com linfoma histiocitico
(SUNDSTROM & NILSSON, 1976). A linhagem U-937 foi mantida em ambiente
estéril, plaqueada a uma densidade de 10° células por garrafa de cultura de
25cm? e cultivada em 5mL de meio de cultura Iscove modificado por Dulbecco
(IMDM) suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF) por um periodo
aproximado de 48 horas. As células foram manipuladas em capela de fluxo
laminar e mantidas em estufa com 95% de umidade, 5% CO, a 37°C. Apds as 48
horas em cultura as células foram retiradas das garrafas, lavadas com PBS e
contadas em camara de Neubauer. Cem mil (10°) células foram replaqueadas em
garrafas de cultura e as demais células obtidas foram destinadas a

experimentacao.

4.4 TRATAMENTO DAS CELULAS COM CLORATO DE SODIO OU B-
XILOSIDEO

As células U-937 foram cultivadas como descrito anteriormente e tratadas
com 10mM de clorato de sodio ou com 1mM de metil B-D-xilopiranosideo (B-
xilosideo) dissolvidos ao meio de cultura, durante 48 horas. Apés este periodo as
células foram destinadas a experimentagdo, permanecendo sob condicbes de

tratamento.

4.5 PREPARO DAS PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR

Proteinas constituintes da matriz extracelular (MEC) como fibronectina (FN),
laminina (LN) ou colageno tipo IV (COL 1V) foram adquiridas comercialmente e
diluidas a uma concentracdo de 20ug/ml. A fibronectina e o colageno tipo IV

foram diluidos em PBS pH 7,4. A laminina foi diluida em tampéo acetato pH 4,0
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acrescido de 2mM de CaCl, a uma concentracdo de 20ug/ml (CHENG et al.,
1997; FREIRE & COELHO-SAMPAIO, 2000). As concentracdes de proteinas da
MEC e os diluentes utilizados foram pré-definidos utilizando ensaios de adeséo,
proliferacdo e imunofluorescéncia (dados ndo demonstrados). Apos a aplicacao
das determinadas solugGes nas placas de cultura, estas foram mantidas a 4°C por
12 horas. ApOs este periodo o sobrenadante foi removido, as placas foram
lavadas com PBS e as células plaqueadas de forma adequada a cada
experimento. Como controle foi utilizada albumina sérica bovina (BSA).

4.6 ENSAIO DE ADESAO CELULAR — METODO DO MTT

A capacidade de adesdo das células leucémicas U-937 as diferentes
moléculas da MEC foi testada utilizando o método do MTT descrito por
MOSSMANN (1983). As células foram plaqueadas a uma densidade de 10°
células/cm? em placas de 96 pocos previamente revestidas com FN, LN, COL IV
ou BSA. As células foram mantidas em condi¢des de cultivo durante 4 horas. Ao
final deste tempo, os pocos foram lavados com PBS para remocao das células
nao aderentes, em seguida foi adicionado 10ul/poco de 2,5 difenil brometo de
tetrazélio (MTT, 5mg/mL) e a placa incubada por mais 4 horas nas condi¢cdes de
cultivo. Nas células viaveis, as desidrogenases mitocondriais reduzem o MTT,
produzindo um precipitado colorido que foi dissolvido pela adicdo de SDS a 10%
durante 12 horas, a 37°C. A coloragédo foi quantificada por leitura da absorbancia
a 540nm. Os valores de absorbancia sao diretamente proporcionais a quantidade

de células viaveis aderidas.

4.7 ENSAIO DE ADESAO CELULAR — CONTAGEM DE CELULAS

A capacidade de adesdo das células leucémicas U-937 as diferentes
moléculas da MEC foi também estimada através da contagem de células. As
células foram plaqueadas a uma densidade de 10° células/cm? em placas de 12
pocos previamente revestidas com FN, LN, COL IV ou BSA. As células foram
mantidas em condi¢des de cultivo durante 4 horas. Ao final deste tempo, 0S pogos
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foram lavados com PBS para remocao das células ndo aderentes e em seguida
foi adicionado 1mL/poco de uma solugcéo de azul de Trypan (0,4%). O azul de
Trypan € um corante vital que € absorvido apenas por células mortas que
aparecem azuis ao microscopio de luz, enquanto que as células viaveis excluem
ativamente este corante e aparecem refringentes. As células aderidas ao fundo da

placa foram contadas utilizando-se microscopio de luz invertido.

4.8 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR — METODO DO MTT

A influéncia das moléculas de MEC sob a proliferacdo do linfoma U-937 foi
testada pelo método do MTT e por contagem direta de células (descrito a seguir).
Nos experimentos realizados com o MTT foram utlizadas duas formas de
controle. A primeira, utilizada também em praticamente todos os experimentos,
consiste na célula cultivada sobre albumina sérica bovina (BSA); a segunda foi
realizada com o objetivo de assegurar que as medidas realizadas eram realmente
de proliferacdo celular. Para isto, em um grupo foram realizadas leituras poucos
minutos apos o plaqueamento das células sobre as moléculas de MEC, tendo
desta forma um valor correspondente ao numero inicial de células utilizadas no
experimento. Este dado possibilita a identificacdo de morte celular nos demais

grupos.

Para estes ensaios foram utilizadas placas de 96 pogos previamente
incubados com proteinas de MEC. As células U-937 foram plagueadas em uma
densidade de 5 x 10° células/cm? e incubadas em intervalos de 24hs, 48hs, 72hs
e 96hs nas condi¢cdes de cultivo. Ao final de cada tempo, foram adicionados
10ul/poco de 2,5 difenil brometo de tetrazdlio (MTT, 5mg/mL) e a placa incubada
por 4 horas nas condi¢cdes de cultivo. Em seguida foi adicionado SDS a 10%
durante 12 horas, a 37°C. A coloragédo foi quantificada por leitura da absorbancia
a 540nm.
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4.9 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR — CONTAGEM DE CELULAS

A proliferagé@o celular foi também estimada através da contagem direta das
células. Para estes ensaios foram utilizadas placas de 12 pogos previamente
incubados com proteinas de MEC. As células U-937 foram plagueadas em uma
densidade de 5 x 10° células/cm? e incubadas em intervalos de 24hs, 48hs, 72hs
e 96hs nas condi¢cdes de cultivo. Ao final de cada tempo, o meio de cultura
contendo as células foi retirado dos pogos e estas foram contadas em camara de
Neubauer utilizando-se o método de contagem com azul de Trypan.

4.10 IMUNOHISTOQUIMICA

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados para andlise da deposicao
e organizacdo de moléculas da MEC (laminina, fibronectina e colageno tipo 1V)
em linfonodos humanos (normal e comprometido por linfoma histiocitico
verdadeiro). Foram realizados cortes histologicos de 2 um de espessura em
laminas silanadas de amostras de linfonodos previamente inclusos em parafina.
Estas amostras foram obtidas no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina — HEMOSC. Os cortes histolégicos foram desparafinados, diafanizados e
a peroxidase endogena foi bloqueada através da imersdo das laminas em uma
solucdo de metanol e peroxido de hidrogénio a 30%. Os cortes foram entéo
submetidos a reativagdo antigénica utilizando-se a solucdo de reativagédo
antigénica DAKO e seu protocolo de uso. Apoés estes procedimentos 0s cortes
foram lavados em PBS e incubados com os anticorpos primarios durante uma
hora, em camara Umida e a temperatura ambiente, como segue: anticorpo anti-
laminina 1:300; anticorpo anti-fibronectina 1:500; anticorpo anti-colageno IV 1:300.
ApOs novas lavagens com PBS, os cortes foram entdo incubados em camara
umida com o sistema LSAB+™ (DAKO) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A revelacdo procedeu-se através da adicdo do cromdgeno DAB liquido
seguido de contra coloracdo com Hematoxilina e montagem permanente das
laminas com Bélsamo do Canada. As laminas foram entdo analisadas por

microscopia de luz e capturadas atravées de videocamara.
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando-se 0
programa GraphPad Prism 3. A significancia dos mesmos foi verificada atraves da
analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.
As analises de correlacédo foram realizadas pelo teste de Pearson. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas quando valores de p<0,05.



5 RESULTADOS
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5.1 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA DOS LINFONODOS

A observacdo dos cortes histolégicos dos linfonodos tem por finalidade
principal avaliar semiquantitativamente a deposi¢cado global das proteinas da MEC
(laminina, fibronectina e colageno tipo IV) e a arquitetura das mesmas. Os
linfonodos avaliados (um linfonodo normal e um linfonodo infiltrado pelo linfoma
histiocitico verdadeiro) apresentaram dois padrfes bastante distintos: com
caracteristicas normais, sem alteracdes de celularidade e deposicdo de moléculas
de matriz extracelular; e com comprometimento a partir da invasdo por células
neoplasicas, ou seja, células grandes, com nucleos polimérficos, de cromatina
grosseira e com um ou mais nucléolos. Este linfonodo comprometido foi avaliado
pelo laboratério de hemopatologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Santa Catarina (HEMOSC) no ano de 2000 e diagnosticado, através de achados
imunofenotipicos, imunohistoquimicos e morfologicos, como um linfoma

histiocitico verdadeiro.

As imagens obtidas (Figuras 6 a 11) representam a porcéo cortical dos
linfonodos aparecendo em sua por¢cdo mais superior parte da capsula destes
(porcéo periférica do linfonodo, podendo estar recoberta por tecido adiposo). A
analise em microscopia de luz dos cortes contracorados com hematoxilina
(coloragdo azul) evidencia a diferenca morfolégica existente na porcao cortical do
linffonodo normal, o qual apresenta células menores com nucleos mais
arredondados, e do linfonodo comprometido, com células maiores, nucleos
polimdrficos e algumas figuras de mitose. As marcacdes que aparecem em
marrom, bem visiveis na céapsula dos linfonodos, circundando o nudcleo das
células ou formando fibras que se projetam para o interior do tecido, representam
coloracdes especificas para as proteinas da MEC laminina, fibronectina ou

colageno tipo IV.

5.1.1 Avaliacdo da deposicdo de laminina nos linfonodos normal e

comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro

A figura 6 representa o corte histolégico de um linfonodo normal, onde se

pode observar a presenca da proteina laminina distribuida pela capsula e cortex
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de maneira uniforme, apresentando marcacdo mais acentuada para endotélio

vascular (seta vermelha).

A andlise comparativa da figura 7, que representa um corte histolégico do
linfonodo comprometido pelo linfoma histiocitico, mostra que a proteina laminina
estd mais restrita a cdpsula do linfonodo, aparecendo mais pontualmente na
regido cortical deste, apresentando uma redugcdo de suas fibras quando

comparado ao linfonodo normal.

5.1.2 Avaliacdo da deposicdo de fibronectina nos linfonodos normal e

comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro

A proteina da MEC fibronectina aparece em grande parte restrita a capsula
do linfonodo normal, com pequena marcacdo na regido cortical (Figura 8).
Quando comparada ao linfonodo comprometido pelo linfoma histiocitico observa-
se ainda uma grande marcacdo na capsula linfonodal, porém com deposicéo
bastante pronunciada na regido cortical do linfonodo (Figura 9). Este aumento na
deposicdo de fibronectina pode ser visualizado através da formacdo de fibras
reticulares que circundam as células da regido cortical do linfonodo comprometido

pelo linfoma histiocitico.

5.1.3 Avaliacdo da deposicédo de colageno tipo IV nos linfonodos normal e

comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro

Na figura 10 se pode observar o padrao de deposicdo do colageno tipo IV no
linfonodo normal, onde héa intensa marcacdo para esta proteina na regiao
capsular e uma marcacdo mais esparsa, de foram reticular, no cértex linfonodal.
Comparativamente, observa-se na figura 11, que representa um corte histologico
do linfonodo comprometido pelo linfoma histiocitico, que a marcacao para esta
proteina tende a diminuir na regido capsular. Entretanto, na regido cortical,
observam-se fibras mais alongadas e paralelas a capsula do linfonodo
comprometido, mas que n&do necessariamente representam um aumento na

deposicao desta proteina.



33

f ; s
s WD &

A, » . o .. bt
Figura 6. Corte histoldgico de linfonod no normal. As setas indicam a deposicao de laminina
na cpsula e no coértex do linfonodo. Os cortes foram contracorados pela hematoxilina (aumento
de 400x).
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Figura 7. Corte histoldgico de linfonodo humano comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro.
As setas indicam a deposicdo de laminina na cdpsula e no cdértex do linfonodo. Os cortes foram
contracorados pela hematoxilina (aumento de 400x).
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Figura 8. Corte histolégico de linfonodo no normal. As setas indicam a deposicao de
colageno tipo IV na capsula e no cértex do linfonodo. Os cortes foram contracorados pela

hematoxilina (aumento de 400x).
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Figura 9. Corte histolégico de linfonodo humano comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro.

As setas indicam a deposicdo de colageno tipo IV na capsula e no cértex do linfonodo. Os cortes
foram contracorados pela hematoxilina (aumento de 400x).
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Figura 10. Corte histologico de linfo mano normal. As setas indicam a deposicao de
fibronectina na cépsula e no coértex do linfonodo. Os cortes foram contracorados pela hematoxilina
(aumento de 400x).
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Figura 11. Corte histolégico de linfonodo humano comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro.
As setas indicam a deposicdo de fibronectina na capsula e no cortex do linfonodo. Os cortes foram
contracorados pela hematoxilina (aumento de 400x).
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5.2 AVALIACAO DA ADESAO CELULAR SOBRE PROTEINAS DA MATRIZ
EXTRACELULAR

A adeséo da linhagem U-937 as proteinas da matriz extracelular (MEC) foi
avaliada através do método do MTT e por contagem de células. Os valores
expressos pela adesédo das células U-937 aos substratos de laminina, fibronectina
ou colageno tipo IV através do método do MTT estdo demonstrados na figura 12,
onde se pode observar um aumento da adesao celular de aproximadamente 50%
para as células cultivadas sobre o substrato de fibronectina em relacdo as células
cultivadas sobre o substrato controle (BSA). De maneira inversa, a linhagem
celular U-937 apresentou uma adesdo bastante reduzida aos substratos
compostos por laminina ou colageno tipo IV, adesado esta, de aproximadamente
35% e 45 % respectivamente menores que a adesao promovida pelo substrato

controle (Figura 12).

Os resultados da adesao celular obtidos através da contagem das células
aderidas, estdo perfilados na figura 13, onde se pode observar novamente a
maior adesdo desta linhagem celular ao substrato composto por fibronectina,
cerca de 150% maior que a adesdo ao substrato controle (BSA). Os substratos
compostos por laminina ou colageno tipo IV, que promoveram uma menor adesao
desta linhagem celular, ndo foram estatisticamente diferentes da adeséao
promovida pelo substrato controle através deste método de avaliacéo (Figura 13).

Através da utilizacdo do meétodo estatistico de Pearson, se constata a
correlacéo existente entre os resultados obtidos para a adeséo celular através dos
dois métodos de avaliagdo empregados, com coeficiente de correlacdo estimado
em 0,9852 (p<0,01).
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Figura 12. Perfil de adesdo das células U-937 sobre proteinas da matriz extracelular avaliado
através do método do MTT. Os resultados representam valores médios de 4 experimentos,
processados em quadruplicata, e as barras verticais o desvio padrdo, considerando-se: »* »* *
p<0,001.
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Figura 13. Perfil de adesdo das células U-937 sobre proteinas da matriz extracelular avaliado
através da contagem das células aderidas. Os resultados representam valores médios de 4
experimentos, processados em quadruplicata, e as barras verticais o desvio padrao,
considerando-se: »* »* p<0,01.



38

5.3 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR SOBRE PROTEINAS DA
MATRIZ EXTRACELULAR

A proliferagdo da linhagem U-937 sobre as proteinas da matriz extracelular
(MEC) também foi avaliada através do método do MTT e por contagem de
células. Os resultados, expressos por absorbancia para o método do MTT, estdo
representados na figura 14, enquanto que os resultados do método de contagem
de células estdo representados na figura 15. Estes resultados foram estimados
atravées da contagem do numero de células em Cémara de Neubauer e
expressam o nimero de células x 10* por mililitro de meio de cultura. O controle
dos experimentos foi obtido pela proliferacdo celular sobre um substrato composto

por albumina sérica bovina (BSA).

Como pode ser observado na figura 14, a linhagem celular U-937 apresenta
uma maior proliferacdo sobre o substrato composto por fibronectina para todos os
tempos testados. Para as primeiras 24 horas de cultura, as células cultivadas
sobre fibronectina proliferaram cerca de 49% a mais que aquelas cultivadas sobre
albumina sérica bovina (BSA), entretanto este aumento de proliferacdo néo foi
considerado estatisticamente significativo devido ao elevado desvio padrao obtido
para o substrato controle (BSA). Para as células cultivadas por 48, 72 e 96 horas,
a proliferacdo celular sobre o substrato composto por fibronectina foi de
aproximadamente 25%, 42% e 30% respectivamente maior que o controle (BSA).
As células cultivadas sobre os substratos compostos por laminina ou colageno
tipo IV obtiveram taxas de proliferacdo muito proximas aquelas promovidas pelo

substrato controle (BSA) para todos os tempos de cultivo testados.

Os resultados da proliferacdo celular, obtidas através da contagem de
células (Figura 15) ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas
nas taxas de proliferacdo da linhagem U-937 sobre os diferentes substratos para
todos os periodos de tempo avaliados. Também nédo foi possivel estabelecer
quaisquer correlacbes entre os resultados obtidos através do método do MTT e

do método de contagem de células para a proliferacdo desta linhagem celular.
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Figura 14. Perfil de proliferac@o das células U-937 sobre proteinas da matriz extracelular avaliado
pelo método do MTT. Os resultados representam valores médios de 5 experimentos, processados
em quadruplicata, e as barras verticais o desvio padrdo, considerando-se: »* p<0,05 e »* * p<0,01.
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Figura 15. Perfil de proliferacdo das células U-937 sobre proteinas da matriz extracelular avaliado
através da contagem das células em camara de Neubauer. Os resultados representam valores
médios de 5 experimentos, processados em quadruplicata, e as barras verticais o desvio padrao.
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5.4 AVALIACAO DO EFEITO DO CLORATO DE SODIO OU DO B-XILOSIDEO
SOBRE A ADESAO CELULAR EM FIBRONECTINA

O substrato composto por fibronectina promoveu uma grande adesao das
células U-937 quando comparado ao substrato controle (BSA). Como pode ser
observado na figura 16, o tratamento das células U-937 com 10mM de clorato de
sédio ou com 1mM de B-xilosideo ndo alterou o padrdo de adesdo destas células

ao substrato de fibronectina.

5.5 AVALIACAO DO EFEITO DO CLORATO DE SODIO E DO B-XILOSIDEO
SOBRE A PROLIFERACAO CELULAR EM FIBRONECTINA

Durante 48 horas em cultura, a proliferacdo das células U-937 sobre o
substrato composto por fibronectina foi cerca de 45% maior que a proliferacéo
destas células sobre o substrato controle (BSA). Quando estas ceélulas foram
tratadas com 10mM de clorato de soédio, a proliferacdo celular teve um
decréscimo de aproximadamente 20% em relacdo as células cultivadas em
condicOes controle sobre a fibronectina. Entretanto, a taxa de proliferacdo destas
células tratados com clorato de sodio ainda foi cerca de 15% maior do que a taxa
de proliferacdo das células cultivadas sobre o substrato controle composto por
BSA. As células cultivadas na presenca de 1mM de B-xilosideo obtiveram uma
taxa de proliferacdo de aproximadamente 40% menor que aquelas cultivadas
sobre fibronectina nas condi¢cdes controle. Além disso, a taxa de proliferagdo
destas células foi menor do que aquelas cultivadas sobre o substrato de BSA nas

condicdes controle (Figura 17).
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Figura 16. Perfil de adesdo das células U-937 nas condi¢cBes controle, tratadas com 10mM de
clorato de sédio ou tratadas com 1mM de B-xilosideo sobre substratos compostos por albumina
sérica bovina (BSA) ou fibronectina (FN) — revelacéo através do método do MTT. Os resultados
representam valores médios de 2 experimentos, processados em quadruplicata, e as barras
verticais o desvio padréo.
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Figura 17. Perfil de proliferacdo das células U-937 nas condic¢des controle, tratadas com 10mM de
clorato de sédio ou tratadas com 1mM de B-xilosideo sobre substratos compostos por albumina
sérica bovina (BSA) ou fibronectina (FN) apds 48 horas em cultura (revelagdo através do método
do MTT). Os resultados representam valores médios de 2 experimentos, processados em
quadruplicata, e as barras verticais o desvio padrdo, considerando-se: » * »* p<0,001.
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A caracteristica mais marcante da progressdo das neoplasias em seus
hospedeiros € representada pela invasdo e estabelecimento (ades&do, migracao,
proliferacéo) das células tumorais em seu tecido de origem e em tecidos vizinhos
(metéastase). Durante este processo ocorrem determinadas mudancas no estroma
tecidual hospedeiro, as quais conduzem as células tumorais a invasdo e
metédstase. Segundo DE WEVER e MAREEL (2003), uma notada evidéncia
morfolégica desta participagdo do estroma hospedeiro neste processo é
representada pelo aumento da deposicdo de proteinas da matriz extracelular
(MEC). Além disso, outras mudancas teciduais podem ser observadas, como o
aparecimento de células tipo fibroblastos, inflamacdo, resposta imune e a

angiogénese.

Entretanto, as alteragOes teciduais decorrentes do estabelecimento tumoral
podem variar de acordo com seu tecido de origem e os sitios de invasao
secundaria (metastase). Por exemplo, ZENG, COHEN e GUILLEM (1999),
estudando a expressao de colageno tipo IV em cortes de tecidos humanos
comprometidos por cancer colorretal, observaram que a deposicao desta proteina
era bastante limitada ou ausente em 100% e 23% das amostras de cancer
colorretal com metastase e sem metastase, respectivamente. Nestas mesmas
amostras, verificaram que a expressao da metaloproteinase MMP-9, que degrada
colageno tipo IV, era notada nas areas onde a deposi¢cdo do colageno IV estava
limitada ou ausente, sugerindo que a degradacéo de proteinas estruturais, como o
colageno 1V, pode ser um pré-requisito para o estabelecimento de tumores
secundéarios. Os autores também sugerem que o controle da ativacdo de
colagenases tipo IV pode ser vantajoso para prevenir a progressdo de tumores

colorretais humanos.

No presente trabalho, o padrdo de deposicdo de proteinas da MEC
(laminina, fibronectina e colageno tipo 1V) foi avaliado em amostras de linfonodos
normal e comprometido por linfoma histiocitico verdadeiro. Dentro do coértex
linfonodal normal, uma variedade de componentes individuais da MEC como
colageno tipo 1V, fibronectina, laminina e tenascina ocorrem em associacdo com
colagenos fibrilares (tipos I, Il, I, V e/ou Xl). Estas proteinas adquirem um padrao
de deposicao reticular, formando o estroma cortical com excec¢do dos foliculos
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germinativos de linfécitos B. Uma marcacdo densa e continua ocorre no endotélio

vascular e na capsula do linfonodo (KALDJIAN et al., 2001).

MarcagOes seguindo este padrdo foram observadas quando avaliamos a
deposicdo de laminina, fibronectina e colageno tipo IV em linfonodos normais.
Entretanto, os resultados obtidos através da avaliacdo de linfonodos
comprometidos por linfoma histiocitico demonstraram um padrdo de deposicéo
diferencial para estas proteinas. A marcacao para laminina aparece mais restrita a
capsula do linfonodo, apresentando marcac¢des pontuais no cortex. Ja a marcacao
para colageno tipo IV é reduzida na capsula do linfonodo, ocorrendo a formacao
de fibras alongadas e paralelas a cdpsula na regido cortical. A marcacdo para
fibronectina continua densa na capsula linfonodal e, na regido cortical, ocorre um
aumento na deposicéo desta proteina que forma fibras reticulares circundando as
células adjacentes. Segundo JASPARS e colaboradores (1995), os efeitos
oriundos destas mudancas na deposi¢cdo das proteinas da MEC sdo incertos,
entretanto € provavel que estejam relacionados com a facilitacdo do crescimento
tumoral e é possivel que sejam induzidas pela liberacédo de citocinas pelas células

malignas.

Uma vez que observamos tais modificac6es ocorridas no estroma cortical do
linfonodo comprometido pelo linfoma histiocitico verdadeiro, partimos para a
andlise, in vitro, do potencial destas proteinas da MEC em promover a adesao e a
proliferacdo de uma linhagem celular deste tipo de linfoma. Para esta analise
foram utilizados dois métodos de deteccdo: o método do MTT descrito por
MOSMANN (1983) e o método de contagem direta das células. Esta metodologia
foi empregada para confirmar os resultados obtidos pelo método do MTT que

representa um metodo indireto para a deteccéo de células vivas.

Utilizando-se o método estatistico de Pearson, verificamos que os resultados
obtidos com relacdo a adesado celular as proteinas da MEC através dos dois
métodos de deteccao sdo correlacionados, onde observamos que as células U-
937 apresentaram uma adesdo preferencial aos substratos compostos por
fibronectina. Para os testes de proliferacdo das células U-937 sobre as proteinas
da MEC nédo foi possivel se estabelecer uma correlacdo entre os resultados
obtidos através dos dois métodos de deteccdo. Embora o substrato de
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fibronectina tenha proporcionado a maior taxa de proliferacdo das células U-937
para todos os tempos testados através do método do MTT, isso nao foi
confirmado através do método de contagem de células, onde observamos taxas
de proliferacdo mais elevadas para os substratos compostos por colageno tipo IV
e laminina. Entretanto, se levarmos em consideracdo que o método de contagem
de células foi utilizado para contar apenas as células presentes no sobrenadante
e ndo aquelas aderidas aos substratos, podemos considerar sim que existe
correlacdo entre os resultados obtidos através dos dois métodos de deteccao.
Partindo-se desta premissa, sobre o substrato de fibronectina onde constatamos
um maior potencial de adeséo das células U-937, observamos menor quantidade
de células no sobrenadante e, nos substratos de colageno tipo IV e laminina onde
as células U-937 aderem com menor afinidade, verificamos maior quantidade de

células no sobrenadante.

Assim, a andlise dos resultados de adeséo e proliferacao celular demonstrou
que, dentre as proteinas da MEC estudadas, o substrato composto por
fibronectina foi o que promoveu maior resposta das células U-937. Segundo
BORNSTEIN e SAGE (2002), varias proteinas da MEC tem sido relacionadas a
regulacdo do ciclo celular e a modulacédo da adesao celular, entretanto, de acordo
com LUKASHEV e WERB (1998), esta regulacao via sinalizagdo da MEC pode
variar dependendo do tipo celular, dos mecanismos de sinalizagdo e do contexto

celular na interacdo com estas proteinas da MEC.

A fibronectina, embora descoberta ha mais de duas décadas, ainda € objeto
de vérios estudos e tem sido constantemente associada aos processos de adesao
e proliferacdo celular (PANKOV; YAMADA, 2002). Através de seus dominios de
ligacdo, a fibronectina é capaz de interagir com uma variedade de receptores na
membrana das células, promovendo a adesdo celular e ativando vias de
sinalizacao intracelular. VACCA e colaboradores (2001), demonstraram que a
interagao entre a integrina a,Ps e a fibronectina promove adeséo, proliferagéo e
secrecdo de metaloproteinases em tumores linféides humanos através da
ativacao de cascatas de sinalizacao intracelular. SEGAT e colaboradores (1994),
estudando a habilidade de linhagens celulares de linfoma na adeséo a moléculas

purificadas da MEC, verificaram uma forte adesdo aos substratos compostos por
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concentracdes variadas de fibronectina, sugerindo que esta proteina pode estar
envolvida na disseminacdo tecidual destas células neoplasicas. Neste mesmo
sentido, PUCILLO e colaboradores (1993), observaram que a linhagem U-937 foi
capaz de aderir a substratos de fibronectina através da interacdo com integrinas
as € as. Estas células ainda sédo capazes de interagir com a fibronectina através
de proteoglicanos de superficie, regulando assim, de acordo com VOLPI e

colaboradores (1994), seu potencial de proliferacdo e diferenciacao.

Tendo em vista os resultados obtidos através da deteccdo de proteinas da
MEC em linfonodos comprometidos e o papel destas nos processos de adeséo e
proliferacdo celular, sugerimos que o0 aumento da deposicdo tecidual de
fibronectina, no caso do linfoma histiocitico verdadeiro, pode estar relacionado

com o estabelecimento e a progressao desta neoplasia no tecido hospedeiro.

Muitas proteinas da MEC conseguem afetar os processos de proliferacdo e
adesao celular, entretanto, é bastante provavel que a regulacéo do ciclo celular e
a modulacdo da adesao celular sejam respostas relacionadas a interacdo entre
proteinas especificas da MEC e receptores de membrana plasmatica, como
integrinas e proteoglicanos (BORNSTEIN; SAGE, 2002). Partindo-se deste
pressuposto, decidimos analisar a possivel participacdo de proteoglicanos na

adesao e proliferacédo das células U-937 as proteinas da MEC.

Através da utilizacdo de drogas capazes de modificar a estrutura dos
proteoglicanos presentes na membrana plasmatica das células U-937, avaliamos
as possiveis mudancas ocorridas nos processos de adesao e proliferacdo destas
células sobre substratos compostos por fibronectina. O clorato de sédio, um
conhecido inibidor da sulfatacdo das cadeias de glicosaminoglicanos ligadas aos
proteoglicanos de superficie celular, foi capaz de reduzir em 20% a proliferagéo
das células U-937 sobre o substrato de fibronectina, ndo afetando
significativamente a adesdo destas células. Resultados semelhantes foram
verificados nos trabalhos de ALVAREZ-SILVA e TRENTIN (1996), onde a
subsulfatacéo dos glicosaminoglicanos, promovida pelo tratamento com clorato de
sédio, reduziu a proliferacdo de células leucémicas WeHi-3B. MENDES DE

AGUIAR e colaboradores (2002), novamente com o uso do clorato de sadio,
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verificaram uma inibicdo da proliferacdo de células de glioma C6 a proteinas da

matriz extracelular.

O tratamento com B-xilosideo, um potente inibidor da ligacdo das cadeias de
glicosaminoglicanos ao corpo protéico dos proteoglicanos, promoveu uma
reducdo ainda maior da proliferagcdo das células U-937 sobre o substrato de
fibronectina (cerca de 40%) e, da mesma maneira que o tratamento com clorato
de sodio, ndo afetou significativamente a adesdo destas células. Esta alteracao
na sintese dos proteoglicanos pode promover uma elevada expressao de cadeias
de glicosaminoglicanos livres, o que poderia inibir interacbes com fatores
fundamentais para a regulacdo da proliferacdo celular (KOLSET et al., 1990).
Neste sentido, MOREIRA e colaboradores (2004) demonstraram que a utilizacéo
de xilosideos foi capaz de inibir a proliferacdo de células endoteliais estimuladas
pela adicdo de soro bovino fetal. Estes autores verificaram que os xilosideos
promovem uma elevada sintese de glicosaminoglicanos nestas células e sugerem
que estas moléculas estejam prendendo fatores de crescimento presentes no
soro bovino fetal, uma vez que os glicosaminoglicanos apresentam alta afinidade
a fatores de crescimento, inibindo assim a sintese de DNA e a proliferacdo destas
células. Ainda podemos sugerir que a propria sintese de proteoglicanos
desprovidos de suas cadeias laterais de glicosaminoglicanos impossibilite as
células de obter sinais provindos do microambiente extracelular. Muitos
proteoglicanos ja foram descritos como potentes receptores de sinais via
interacdo célula-célula, célula-MEC e com fatores sollveis, 0s quais
desencadeiam cascatas intracelulares que modulam a atividade celular.
HIRABAYASHI e colaboradores (1998), demonstraram que a superexpressado do
proteoglicano sindecan-1 promove uma maior taxa de proliferacdo e o
desenvolvimento de metastases em células de carcinoma murino. O proteoglicano
sindecan-4 também tem sido relacionado a ligacdo com os dominios funcionais da
fibronectina, levando a ativacdo da cascata de sinalizacao intracelular da proteina
cinase C e a adeséo focal de fibroblastos sobre substratos de fibronectina
(WOODS et al.,, 2000). Outros proteoglicanos relacionados a processos de
migracdo e proliferacdo celular sdo os glipicans, que tem sido bastante
associados com a interacdo a varios fatores de crescimento (KRESSE;
SCHONHERR, 2001).
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Como ja comentado anteriormente, a fibronectina, através de seus dominios
de ligacdo para variadas moléculas da MEC, incluindo proteoglicanos, tem sido
relacionada aos processos de adesdo e proliferagcdo de alguns tipos celulares
(PANKOV; YAMADA, 2002). Através dos resultados obtidos no presente trabalho,
sugerimos que a fibronectina € capaz de desencadear sinais intracelulares
através da interacdo com proteoglicanos presentes na superficie das células U-
937, pois alteracdes estruturais destes proteoglicanos levam a reducao da taxa de
proliferacdo destas células. Entretanto, a adeséo das células U-937 ao substrato
de fibronectina parece ndo estar relacionada a interacdo com proteoglicanos de
superficie celular. Podemos sugerir que, neste caso, outras moléculas sejam as
principais responsaveis pela adesdo das células U-937 a fibronectina, como as
integrinas, uma vez que a fibronectina apresenta varios dominios de ligacdo para
estas moléculas. Inclusive, ja foi demonstrado que a linhagem U-937 é capaz de
aderir a substratos de fibronectina através da interacdo com integrinas oz € s
(PUCILLO et al., 1993).

Em sintese, os resultados obtidos neste trabalho, sugerem que alteractes
promovidas no estroma tecidual durante os processos neoplasicos podem afetar
diretamente as caracteristicas ou o potencial de progressdo das ceélulas tumorais.
De acordo com DE WEVER e MAREEL (2003), esta dinamica entre tumor e
hospedeiro pode ser bem entendida em termos de ecossistemas onde ha uma
continua interacdo entre as células participantes e os elementos extracelulares.
Uma caracteristica dos ecossistemas é que uma pequena mudanca em um de

seus componentes pode causar uma dramatica reorganizacao de todo o sistema.
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As avaliagcbes da deposicdo tecidual das proteinas da MEC laminina,
fibronectina e colageno tipo IV demonstraram que estas se apresentam na
capsula e no estroma cortical do linfonodo normal. O linfonodo comprometido, em
um caso de linfoma histiocitico verdadeiro, apresenta deposicdo aumentada da
proteina fibronectina, principalmente no cortex deste 6rgdo, enquanto que as
proteinas laminina e colageno tipo 1V, embora ainda presentes, parecem estar

mais restritas a capsula linfonodal,

A fibronectina depositada em grande quantidade no coértex linfonodal
comprometido demonstrou ser um 6timo substrato para a adeséo e a proliferacao
de células U-937 que representam uma linhagem de linfoma histiocitico

verdadeiro;

As células U-937 apresentaram uma taxa de adesao e proliferacdo bastante
reduzida sobre os substratos compostos por laminina e colageno tipo IV em

comparacao aos substratos de fibronectina;

O método do MTT utilizado para quantificar as taxas de adesdo e
proliferacdo das células U-937 sobre as proteinas da MEC apresentou resultados
correlacionados aqueles obtidos através da contagem de células, demonstrando

ser uma metodologia confiavel e pratica para este tipo de experimentacao;

O uso do clorato de sodio ou do B-xilosideo reduziram a proliferacdo das
células U-937 sobre o substrato composto por fibronectina evidenciando a
participagdo de proteoglicanos na regulacdo do ciclo celular neste modelo

experimental;

A adesdo das células U-937 sobre o substrato de fibronectina nédo foi
afetada pela utilizacéo do clorato de sédio ou do B-xilosideo, sugerindo que, neste
modelo, a adesdo das células ndo esteja diretamente relacionada aos

proteoglicanos de superficie celular.
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