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RESUMO

Introducdo: O Versicam é um proteoglicano responsavel por diversas funcGes em diferentes
células, sendo especialmente regulado em tumores invasivos. As isoformas VO e V1 de
versicam sdo produzidas apenas por células trofoblésticas invasivas do primeiro trimestre de
gestacdo e de placentas anormalmente invasivas, embora as possiveis fun¢des do versicam
ainda permanecam elusivas. Deste modo, verificar as funcdes que o versicam possui nessas
células é essencial para futuras abordagens em doencas invasivas como a placenta
anormalmente invasiva. Objetivo: Analisar os efeitos celulares e funcionais do silenciamento
génico de versicam em células trofoblasticas. Métodos: Células HTR-8/SVneo derivadas do
primeiro trimestre de gestacdo foram silenciadas para mRNA e proteina de versicam. Foram
analisadas morte celular, proliferacdo, fases do ciclo celular, fosforilagdo de proteina de
adeséo focal (FAK) e diferentes parametros de motilidade, bem como a produgéo de citocinas
Thl / Th2. Por fim, a forforilazacdo da via Rho/ROCK foi verificada. Resultados: O
silenciamento de versicam foi eficiente, os niveis de mRNA e proteina versican foram
reduzidos (p < 0,001). A proliferacdo foi levemente reduzida e o tempo de fechamento da
ferida in vitro foi atrasado (p < 0,001). A velocidade das células foi analisada através de
videomicroscopia time-lapse também foi reduzida (p < 0,0001), assim como a invasao através
de camaras transwell revestidas com fibronectina foi reduzida (p < 0,05). A analise de pFAK
mostrou diminuicdo da fosforilacdo ap6s o silenciamento. Vérias citocinas também foram
afetadas, com producdo reduzida de IL-1B, IL-5, IL-6 e IL-10, enquanto aumentaram a
producdo de IL-2 e IL-13 (p < 0,05). A analise da via Rho/ROCK mostrou diminui¢do da
fosforilacdo apds o silenciamento, confirmando seu envolvimento na sinalizacdo de versicam.
Conclusdes: O versicam mostrou-se uma importante molécula-chave para a regulacdo
positiva da motilidade de células trofoblasticas, e com propriedades relevantes de modulacdo
imune no microambiente da placenta. Portanto, pode ser um alvo farmacoldgico em futuras

terapias com foco na modulagéo da motilidade do trofoblasto.

Palavras-chave: Versicam; Placenta; Trofoblasto; Motilidade.



ABSTRACT

Introduction: Versican is a proteoglycan responsible for several functions in different cells,
being especially upregulated in invasive tumors. Versican VO and V1 isoforms are produced
only by invading trophoblast cells from the first trimester of pregnancy and from abnormally
invasive placentas, although versican possible functions remains elusive. As such, the
verification of versican roles in trophoblast cells is essential to future research on invasive
diseases as the abnormally invasive placenta. Aim: To analyze cellular and functional effects
of versican gene silencing in trophoblast cells. Methods: First trimester-derived HTR-
8/SVneo cells were silenced for versican and its efficiency tested at both mRNA and protein
levels. Cell death, proliferation, cell cycle phases, focal adhesion kinase (FAK)
phosphorilation and different motility parameters, as well as Th1/Th2 cytokines production
were analyzed. Lastly, Rho/ROCK signaling pathway phosphorylation was verified. Results:
Versican silencing was efficient, as versican mRNA and protein levels were utterly reduced (p
<0,001). Proliferation was slightly reduced, and in vitro wound closure time was greatly
delayed (p < 0,001). Cell speed was analyzed through time-lapse microscopy and it was also
reduced (p < 0,0001), as well as the invasion through fibronectin-coated transwell chambers
(p< 0,05). The analysis of pFAK showed decreased phosphorylation after silencing. Several
cytokines were also affected, with reduced production of IL-1, IL-5, IL-6 and IL-10, while
the increased production of IL-2 and IL-13 (p < 0,05). The analysis of Rho/ROCK pathway
showed decreased phosphorylation after silencing, confirming its involvement in versican
signaling. Conclusions: Versican proved to be an important key molecule upregulator of
trophoblast motility and with relevant immune modulation properties in the placenta
microenvironment. Therefore, it could be a pharmacological target in future therapies
focusing on the modulation of trophoblast motility.

Key Words: Versican; Placenta; Trophoblast; Motility.
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1 INTRODUCAO

O versicam € uma molécula membro da familia dos proteoglicanos ligantes ao acido
hialurdnico (MARGOLIS e MARGOLIS, 1994) e funcionalmente permite que a matriz
extracelular (MEC) mantenha uma estrutura hidratada e organizada de modo a criar um
agregado de moléculas mecanicamente ativas ao redor das células, as influenciando a mudar
de forma, aderir, proliferar, migrar ou mesmo induzir remodelacdo da propria MEC (BINDER
et al., 2016; SOTOODEHNEJADNEMATALAHI e BURKE, 2013). A expressao de
versicam é muito importante durante o desenvolvimento embrionario de varios tecidos e
orgdos, principalmente induzindo a migracdo de células embrionarias para a formacdo do
coracdo em camundongos (HENDERSON e COPP, 1998; BURNS et al., 2014) e na migracao
de células da crista neural (PERISSINOTTO et al., 2000). No entanto, 0 versicam € pouco
expresso em tecidos adultos sadios, 0s mais importantes sendo cérebro, pele, baco, adrenal,
masculo liso, coracdo e endométrio (BODE-LESNIEWSKA et al., 1996; NASO et al., 1995;
SOTOODEHNEJADNEMATALAHI e BURKE, 2013).

Além de suas propriedades estruturais na matriz extracelular, o versicam vem sendo
descrito como uma importante molécula sinalizadora autocrinamente e paracrinamente, induzindo
proliferacdo, migracdo, invasdo e metastase de células neoplasicas (SAKKO et al., 2001;
WIGHT et al., 2014). Este proteoglicano também é conhecido por possuir cinco variantes de
splicing: VO, V1, V2, V3 (KEIRE et al., 2014) e V4 (KISCHEL et al., 2010). As isoformas
VO e V1 estdo envolvidas no desenvolvimento embrionario, assim como com a inducdo de
crescimento, invasdo e metastase de células neoplésicas (DU et al., 2013; WIGHT et al.,
2014). A isoforma V2 esta envolvida com inibicdo de proliferacdo, diferenciacdo e migracdo
de células do sistema nervoso central (LEE et al., 2015) e a isoforma V3 é conhecida por
aumentar elastogénese e regular migracdo de células de musculo liso arterial (ASMCs)
(MERRILEES et al., 2014). J4 a isoforma V4 foi relatada por ser regulada positivamente em
lesbes de cancer de mama humano (KISCHEL et al., 2010), mas ndo existem mais relatos
sobre sua localizagéo e fungdes.

O versicam ndo atua somente como um componente estrutural na MEC, mas também
influencia nas funcbes e comportamentos celulares por meio de interagbes mediadas pelo
dominio G3 com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF-R) (DOMENZAIN et
al., 2003). Além disso, o versicam interage com receptores na superficie das células, como
CD44, glicoproteina ligante de P-selectina-1 (PSGL-1), receptor similar ao Toll 2 (TLR-2), P-
ou L-selectinas e integrina Bl (HIROSE et al., 2001; KAWASHIMA et al., 2002;
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KAWASHIMA et al., 2000; KIM et al., 2009; TAYLOR e GALLO, 2006; WANG et al.,
2009; WU et al., 2005; ZHENG et al., 2004; GENBACEYV et al., 2003, WU et al., 2003). Por
meio da interacdo com esses receptores, fornece sinais intrinsecos que podem influenciar o
sistema imunologico e causa um fendtipo celular inflamatério (WIGHT et al., 2014). Assim,
em um contexto de progressdo tumoral, o versicam é capaz de ativar diferentes tipos de
células inflamatorias por intermédio do receptor Toll-like 2 (TLR-2) e, em seguida, promover
a producdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-6,
promovendo fortemente a progressdo do tumor (KIM et al., 2009). Além disso, células
inflamatorias e neoplasicas aumentam a expressao de versicam, que por sua vez induz uma
cascata de secrecdo de citocinas inflamatorias a gerar um microambiente inflamatério que
propicia a progressao tumoral e metastases (GAO et al., 2012).

Além dos efeitos pré-inflamatorios, a interacdo de versicam com os receptores relatados
pode gerar um aumento de fen6tipo mesenquimal migratério (WU et al., 2002), podendo
ocorrer a ativacdo da via de sinalizacdo Rho-GTP/ROCK (Rho, familia de proteinas
homologas a Ras; ROCK, proteina quinase associada a Rho), a qual é essencial em eventos
celulares como proliferacdo, migracao, fagocitose, polimerizacdo de microtabulos, adesdo e
organizacao de citoesqueleto, entre outros (HARTMAN et al., 2015). Interessantemente, essa
via de sinalizacdo também possui papel-chave durante a implantacdo embrionaria e
placentacdo, eventos dependentes da migracdo e invasdo de células trofoblasticas
(SHIOKAWA et al., 2002; ALARCON e MIRIKAWA, 2018).

A placenta é um 6rgdo temporario, exclusivo da gestacdo e geneticamente misto. E uma
estrutura altamente especializada e fundamental para uma correta evolugdo da gravidez,
possuindo diversas funcGes miméticas as de outros 6rgdos. A placenta é composta por
diferentes estruturas: o corion viloso (porcéo fetal) e a decidua basal (porcdo materna). As
vilosidades coridnicas crescem do corion e se ramificam intensamente para fornecer uma
grande area de contato entre as circulacdes fetal e materna. Na placenta madura, o sangue
materno entra no espago interviloso pelas artérias espiraladas uterinas e circula ao redor das
vilosidades coribnicas, permitindo as trocas gasosas e de nutrientes (BENIRSCHKE et al.,
2006). O corion viloso tem suas vilosidades revestidas por células trofoblasticas:
sinciciotrofoblasto externamente e citotrofoblasto viloso internamente, o qual se localiza
sobre 0 mesénquima embrionario rico em macrofagos (células de Hofbauer) e capilares fetais
(BOYD e HAMILTON, 1970). Por sua vez, a decidua basal é composta por células e
estruturas maternas, como glandulas endometriais, células deciduais, leucécitos e vasos

sanguineos (BENIRSCHKE et al., 2006), além de células trofoblasticas fetais. Em uma
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primeira onda de invasdo, o sinciciotrofoblasto invade a decidua basal, estabelecendo uma
interface materno-fetal primordial (BOYD e HAMILTON, 1970). Em uma segunda onda de
invasdo, células do citotrofoblasto viloso transpassam os limites das vilosidades coridnicas, se
diferenciando nas células do citotrofoblasto extraviloso (EVT) (RED-HORSE et al., 2004),
que realizam uma invasao mais profunda dos tecidos maternos. Essas células possuem intensa
capacidade de invasdo durante o primeiro trimestre da gestagdo, invadindo a decidua basal e
as artérias espiraladas uterinas, também as remodelando (PIINENBORG et al., 2006).

O comportamento das células EVT é muito semelhante ao de células neoplasicas
(CORVINUS et al.,, 2003), entretanto essa invasdo é altamente controlada temporal e
espacialmente (WALLACE et al., 2012). Esse controle na invasdo, em gestacfes nomais, é
controlada por fatores derivados do trofoblasto, bem como das células maternas. De uma
maneira geral, células trofoblasticas intersticiais sdo equipadas com diferentes sistemas de
protease, permitindo a degradacgdo de proteinas da MEC para promover a migracao celular,
enquanto a decidua expressa uma variedade de proteinas inibitorias, restringindo a
invasividade. Células trofoblasticas migratorias expressam diferentes membros da familia das
metaloproteinases de matriz (MMPs), catepsinas e ativador de plasminogénio tipo uroquinase
(BISCHOF et al., 2000; LALA e CHAKRABORTY, 2003; VARANOU et al., 2006). No
entanto, as células deciduais produzem inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) e
do inibidor do ativador do plasminogénio (LALA e GRAHAM, 1990; SCHATZ e
LOCKWOOD, 1993).

No entanto, alteracBes nos processos de migracdo e invasdo das células trofoblasticas
sdo motivos de grande preocupacdo durante a gestacdo, por serem causa ou consequéncia de
doengas graves que apresentam grande morbidade e mortalidade materna e fetal. Uma
variedade de complicacbes pode resultar de uma disfuncdo da migracdo das células
trofoblasticas, tais como a manifestacdo de hemorragias antes, durante ou ap6s o parto, as
quais representam 23,1% das mortes maternas na América Latina (SAY et al., 2014). Uma
das principais causas € a placenta acreta ou placenta anormalmente invasiva (AlIP), doenca
gestacional caracterizada pela reagdo decidual ausente ou defeituosa, mantendo o estroma
endometrial como um tecido conjuntivo frouxo (Kraus, et al., 2004; Benirschke et al., 2006),
fato que por muitos anos foi creditado ser a causa primaria da invasdo exacerbada das células
EVT e consequentemente, da AIP (Irving e Hertig, 1937). Particularmente de alta severidade,
a AIP ndo possui biomarcadores especificos, é diagnosticada apenas por técnicas de imagem
com baixa sensibilidade e o tratamento padrdo é a remocdo total do Utero por meio de

histerectomia, representando um problema ainda maior em regides mais carentes, onde faltam
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0s equipamentos de imagem apropriados e possuem altos indices de subdiagnostico e
subnotificacdo (MORSE et al., 2011).

Outrossim, mesmo sendo importante durante o desenvolvimento embrionario, o
versicam foi pouco estudado durante a implantagdo embrionaria e placentacdo, sendo
conhecido que em camundongos, o versicam é regulado positivamente em células deciduais
apos a implantacdo embrionéria (SAN MARTIN et al., 2003). Devido a caréncia de estudos
relacionando a expressao de versicam na placentacdo saudavel e em doengas invasivas, Nnosso
grupo vem trabalhando para determinar a localizacdo e funcdes fisioldgicas do versicam
durante a gestagéo, assim como suas fungdes em diversas doencas gestacionais (SANTOS e
GONCALVES et al. Submetido; PIRES e GONCALVES et al., 2018). No estudo de Santos e
Gongcalves e colaboradores (submetido), um aumento da expressdo génica e proteica de
versicam em células EVT presentes em placentas de primeiro trimestre e na AlP, revela uma
possivel ligacgdo com o aumento da atividade invasiva do EVT em ambas situaces,
recentemente correlacionadas por apresentarem as mesmas caracteristicas invasivas e de
marcadores de transicao epitélio-mesenquimal (DaSILVA-ARNOLD et al., 2018).

Por conseguinte, visto que o versicam parece ser importante para a invasao das células
trofobléasticas no primeiro trimestre e na AIP, assim como a caréncia de modelos para se
estudar o comportamento da célula EVT na AIP, neste trabalho objetivamos mostrar as
fungBes que o versicam desempenha naturalmente em células da linhagem HTR-8SV/neo,
advindas de células trofoblasticas de primeiro trimestre de gestacdo e como podemos afetar
essas funcBes por intermédio do silenciamento génico do versicam, realizando um

mapeamento funcional de sua acdo para eventuais terapias futuras.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura tridimensional ndo celular composta por
diferentes combinacBes de proteinas, fibras coldgenas e elésticas, glicoproteinas,
glicosaminoglicanos (GAGS) e proteoglicanos (PGs). Os componentes da MEC ligam-se uns
aos outros, assim como aos receptores de adesao celular, formando uma rede complexa na
qual as células residem (THEOCHARIS et al., 2016). Essa rede macromolecular regula e
prové as células mecanismos essenciais para a migracdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e
proliferacdo (RICCIARDELLI e RODGERS; 2006). A MEC possui caracteristicas funcionais
variaveis, como proporcionar suporte estrutural e desempenhar um importante papel biologico
nos eventos celulares e, em alguns tecidos, sendo meio de troca de nutrientes e catabolitos
entre células e seu suprimento sanguineo para as células que compde os tecidos
(CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2001). Além disso, as células presentes na MEC
interagem com a mesma através de seus receptores de superficie, como integrinas, PGs de
superficie celular e 0 CD44, receptor de acido hialurdnico (HA), por exemplo (FERRARI et
al., 2016). VariacGes na composicdo e estrutura dos componentes da MEC afetam tanto a
estrutura geral quanto as propriedades biomecanicas da rede formada (KIRKPATRICK e
SELLECK, 2007; ROZARIO e DeSIMONE, 2010).

2.2 Proteoglicanos

Os proteoglicanos (PGs) sdo componentes estruturais abundantes da MEC e estdo entre
as biomacromoléculas estruturais e funcionais mais importantes nos tecidos com um
importante papel estrutural assim como as fibras colagenas (DONG HUN LEE et al, 2016).
Essas moléculas estdo envolvidas em variadas funcdes celulares tais como adesdo celular,
interacdes com fatores de crescimento e remodelagdo da MEC (Ruoslahti e Yamaguchi, 1991;
Wight, 1989). Os PGs dispdem de um eixo protéico que interage de maneira covalente com
cadeias de glicosaminoglicanos (GAGS) (Fig. 1) (HASCALL e KIMURA, 1982; 10ZZ0O e
MURDOCH 1996).

Essas moléculas podem ser classificadas em quatro grupos principais de acordo com sua
localizagéo, que s&o os associados a superficie celular, extracelular, pericelular e intracelular.
Cada grupo principal é classificado em familias de acordo com sua homologia de genes,
propriedades do cerne proteico, tamanho e composi¢cdo (THEOCHARIS et al., 2010). Dentro

do grupo dos PGs extracelulares, se encontra a familia dos grandes proteoglicanos de ligacéo
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ao &cido hialurénico e lectina denominados hialectanos, que tem sido muito estudada por
estarem envolvidos em diversas funcbes regulatérias de fendmenos celulares (10ZZO e
SCHAEFER, 2015).

Proteoglicano

|

J\

(% \

\\— > Proteina central

.

Acido hialurénico 2>

— Proteina de ligacdo

e Glicosaminoglicanos (GAGs)

Figura 1. Estrutura geral de proteoglicanos da familia dos lecticanos e sua ligagdo com o &cido
hialurdnico. Fonte: adaptado de King, M. W. (2017), disponivel em

<https://themedicalbiochemistrypage.org>

Os proteoglicanos se ligam a diversos fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas,
receptores de superficie celular e moléculas de MEC por meio de suas proteinas centrais ou de
suas cadeias laterais de GAGS, participando de diversos fenbmenos funcionais celulares na
regulacao de proliferacdo, adesdo, migracdo, diferenciacdo e apoptose (THEOCHARIS et al,
2010; AFRATIS et al., 2012; 10220, e SANDERSON, 2011; 10Z2Z0, e SCHAEFER, 2015;
THEOCHARIS et al, 2014; THEOCHARIS et al., 2015). Devido a sua capacidade de
interagir com outras moléculas e celulas da MEC circunvizinha, os PGs também sdo
moléculas importantes para a organizacdo da estrutura da MEC, contribuindo assim para a
formacdo de um arcabougo onde se incorporam as moléculas de MEC. A MEC e,
consequentemente, os PGs e GAGSs presentes na mesma, desempenham papéis importantes na
fisiologia normal e na manutengdo da homeostase normal do tecido e no desenvolvimento de
varias doencas, uma vez que sua biossintese é marcadamente modificada durante a
remodelagdo da MEC em todas as doengas, sendo possivel o uso de determinadas moléculas
de MEC como potenciais alvos terapéuticos (JARVELAINEN et al., 2009; THEOCHARIS et
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al., 2010; AFRATIS et al., 2012; 10ZZ0, e SANDERSON, 2011; 10ZZ0, e SCHAEFER,
2015; THEOCHARIS et al, 2014; THEOCHARIS et al, 2015).

Dentre as varias familias de proteoglicanos existentes, a familia dos grandes
proteoglicanos portadores de sulfato de condroitina, denominados lecticanos ou ligantes ao
acido hialurénico, tem sido muito estudada por suas diferentes fungdes. Esta familia é
representada pelos proteoglicanos brevicam, agrecam, versicam e neurocam (HOWELL et al.,
2012; DYCK e KARIMI-ABDOLREZAEE, 2015) e é conhecida por estar envolvida em
processos celulares importantes como adesdo celular e crescimento, migracdo e invasao
celular. Também é reconhecido que a presenca desses proteoglicanos é critica em mecanismos
de crescimento e reparacdo neuronal, incluindo a orientacdo de axénios apds lesbes em

componentes do sistema nervoso, tais como medula espinal e cérebro (AVRAM et al., 2014).

2.3 Versicam

O versicam (VCAN), também conhecido como PG-M ou CSPG2 (Proteoglicano de
sulfato de condroitina 2) (NANDADASA et al., 2014), é um proteoglicano de MEC
considerado o maior membro pertencente a familia dos proteoglicanos de sulfato de
condroitina, também denominada familia dos lecticanos ou hialectanos (10ZZO e
SCHAEFER, 2015). Esse PG é encontrado na matriz extracelular de uma variedade de tecidos
e possui um cerne protéico contendo diversos dominios globulares. Um destes dominios
reconhece e se liga ao &cido hialurénico, enquanto também apresenta dominios de ligacédo
para varios outros componentes da matriz extracelular. Esse proteoglicano possui carga
negativa devido as suas cadeias de GAGS e por isso possui uma caracteristica hidrofilica,
contribuindo para a viscoelasticidade do microambiente pericelular (EVANKO et al., 2007).
E ainda importante ressaltar que em tecidos normais os niveis de versicam sio baixos, mas em
algumas doencas 0s niveis desse proteoglicano aumentam substancialmente, tais como
arteriosclerose (WIGHT et al., 2014), e cancer de mama, prostata (DU et al., 2013), e
leiomiosarcoma (KEIRE et al., 2014).

O versicam interage com diversos componentes de MEC, tais como o acido hialurénico,
fibronectina e fibrilina (EVANKO et al.,, 2007) para criar um agregado de moléculas
mecanicamente ativas em torno das células, as influenciando a mudar de forma, aderir,
proliferar, migrar e remodelar a MEC. O versicam e as moléculas de MEC que se ligam a esse
proteoglicano podem modificar a rigidez mecanica em torno de células contribuindo para
alteracbes que influenciam o comportamento e o fendtipo celular (DISCHER et al., 2009;
WERFEL et al., 2013).
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2.3.1 Estrutura Molecular

O versicam é composto por trés dominios principais com fung¢des distintas: um dominio
globular G1 ou regido N-terminal, que medeia a ligacdo ao &cido hialurbnico; na regido
central da proteina estdo os dominios de splicing alternativo o- e B-glicosaminoglicanos
(GAG-a ¢ GAG-B) e um dominio G3 ou regido C-terminal, que cont¢ém um dominio de
ligacdo a lectina do tipo C, duas repeti¢cdes do fator de crescimento epidérmico (EGF) e uma
regido de ligacdo a proteina do complemento (Fig. 2) (ZIMMERMANN e RUOSLAHTI,
1989; WIGHT, 2002; DOMENZAIN et al., 2003; SOTOODEHNEJADNEMATALAHI e
BURKE, 2013). Essa molécula também é conhecida por ocorrer em pelo menos cinco
variantes de splicing: as isoformas VO, V1, V2, V3 (KEIRE et. al., 2014) e V4 (KISCHEL et
al., 2010) (Fig. 2). As isoformas de versicam resultam do splicing alternativo dos éxons 7 e 8,
o0s quais codificam os dominios GAG-a ¢ GAG-B, respectivamente. A isoforma VO contém
ambos os éxons que codificam os dominios GAG e é a maior isoforma, contendo até 23
cadeias de glicosaminoglicanos. A isoforma V1 contém apenas o éxon 8 e tem até 15 cadeias
GAG; a isoforma V2 contém apenas 0 éxon 7 e tem até 8 locais de conexdo GAG, enquanto
V3 ndo contém nenhum éxon grande e, portanto, ndo possui cadeias GAG (ZIMMERMANN
et al, 1994; ZAKO et al., 1995). A isoforma V4 de versicam apresenta 0 dominio G1, os
primeiros 398 aminoacidos da regido GAG-p e o dominio G3, possuindo 5 cadeias GAG
(KISCHEL et al., 2010).
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Figura 2. Isoformas de versicam. GAG - glicosaminoglicanos; EGF — fator de crescimento

epidérmico. Fonte: adaptado de Nandadasa et al., 2014.

O versicam participa de varias interacdes intermoleculares com a MEC por meio do seu
dominio G3, especialmente com fibrilinas, fibulinas, tenascina-R, fibronectina e integrina p1,
assim como com citocinas, selectinas, e CD44, por intermédio das cadeias GAG (WU et al.,
2005). As isoformas VO e V1 de versicam sdo expressas no coragdo e membros em
desenvolvimento, fibroblastos e tecidos cartilaginosos, enquanto V2 e V3 séo as isoformas
predominantes no sistema nervoso central e células vasculares do musculo liso,
respectivamente (SCHMALFELDT et al., 2000; EVANKO et al., 1999; LEMIRE et al., 1999;
ZIMMERMANN e DOURS-ZIMMERMANN, 2008).

2.3.2 Fungdes

Os papéis funcionais do versicam sdo multiplos e complexos (tabela 1). Sua expressdo
encontra-se aumentada durante a embriogénese, em locais de lesdo tecidual (LANDOLT et
al., 1995) e em neoplasias de mama (KISCHEL et al., 2010), do trato gastrointestinal
(THEOCHARIS, 2002), de prostata (SAKKO et al., 2003), de cérebro (SCHWARTZ e
DOMOWICZ, 2004), colo uterino (KODAMA et al., 2007), pele (DOMENZAIN et al., 2003)

e de musculo liso (KEIRE et al., 2014). Muitos trabalhos também destacaram o papel do
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versicam na cicatrizacdo de feridas (CATTARUZZA et al., 2002), na angiogénese, no
crescimento tumoral (ZHENG et al., 2004) e nas doencas vasculares, especialmente na
aterosclerose (TALUSAN et al., 2005; KENAGY et al., 2006). Ja& foi demonstrado que o
versicam pode se ligar a particulas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e acredita-se que
0 actmulo de versicam nos vasos sanguineos promove a retengdo de lipoproteinas
extracelulares, sugerindo funges relacionadas ao acumulo de lipidios, inflamag&o e trombose
(WIGHT e MERRILEES, 2004; OLIN et al., 1999). O dominio G1, que contém uma regido
de ligacdo ao &cido hialurénico, desempenha um papel na mediagéo da proliferacédo celular, a
adesdo e migracdo, ao passo que o dominio G3 estd envolvido no controle do fendtipo das
células e sinalizacdo celular por meio de sua associacdo com as integrinas e EGF-R
(DOMENZAIN et al., 2003; WU et al., 2002). Entre os dominios terminais G1 e G3 do
versicam, estdo os dominios de splicing alternativo a- e B-glicosaminoglicanos (GAG)
importantes para a biologia do versicam.

Especificamente sobre as isoformas do versicam, VO e V1 sdo as predominantemente
produzidas durante a embriogénese e a expressao aumentada destas isoformas esta associada
ao crescimento tumoral, aumento de invasividade e metastase (DU et al., 2013). A isoforma
V0 é, sobretudo, prevalente durante o desenvolvimento embrionério inicial (PERISSINOTTO
et al., 2000), mas menos presente nos tecidos adultos sadios (CATTARUZZA et al., 2002). A
isoforma V1 de versicam também é relatada como sendo capaz de aumentar a proliferacdo
celular e proteger os fibroblastos da linhagem NIH-3T3 da morte por apoptose (SHENG et al.,
2005).

A isoforma V2 de versicam é expressa principalmente no sistema nervoso central
adulto, sendo pouco expressa em outros locais (SCHMALFEDT et al., 2000) e pode exibir
atividades bioldgicas opostas a acdo da isoforma V1, inibindo a proliferacdo celular e sem
qualquer associacdo com a resisténcia a apoptose (SHENG et al., 2005). Além disso, essa
isoforma de versicam também ja foi descrita como um importante inibidor do crescimento
axonal de neurdnios do sistema nervoso central maduro (SCHMALFEDT et al., 2000).

A isoforma V3 de versicam € expressa principalmente em ASMCs e pouco expressa em
outros tecidos (KEIRE et al., 2014). Estudos in vitro demonstraram que essa isoforma de
versicam pode ser expressa em células endoteliais apos ativacdo por TNF-a ¢ VEGF (fator de
crescimento do endotélio vascular) (CATTARUZZA et al., 2002). A superexpressdo de V3
em ASMCs arteriais resultou no aumento da adesdo as garrafas de cultura (fenbmeno
observado por meio da demonstragdo de resisténcia dessas células a tripsinizacdo) mas

reduziu a proliferacdo celular e a migracdo dessas células em ensaios de ferida in vitro
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(LEMIRE et al., 2002). Além disso, em células de melanoma a isoforma V3 reduziu
intensamente o crescimento celular in vitro e in vivo (SERRA et al., 2005), mas também foi
capaz de promover metastase para o0 pulmado in vivo (MIQUEL-SERRA et al., 2006),
sugerindo que a isoforma V3 de versicam pode exercer uma funcdo dupla, sendo um inibidor
do crescimento do tumor primério, porém, estimulando o0 processo metastatico
(RICCIARDELLI et al., 2009). Além das quatro isoformas mais conhecidas, pouco se
conhece ainda a respeito da isoforma V4 de VCAN, a qual foi relatada como a mais recente
isoforma deste PG, sendo regulada positivamente em lesdes de cancer de mama humano
(KISCHEL et al., 2010).

Em resumo, ainda sdo escassos estudos que atribuam funcgdes distintas as isoformas de
versicam individualmente, visto que existe uma escassez de anticorpos especificos, kits de
silenciamento e proteinas recombinantes das isoformas. Sendo assim, a maioria dos trabalhos

ainda utilizam com o versicam total e ndo das isoformas.

Isoforma Local de expressao Funcao

Tecidos  embrionarios  (crista | Crescimento tumoral,
neural), e neoplasias, placenta, | aumento de invasividade e
pulmdo (PERISSINOTTO et al., | metastase (DU et al., 2013).
2000; DU et al., 2013; WIGHT et
al., 2014; CATTARUZZA et al.
2002).

VO

Tecidos  embrionarios  (crista | Crescimento tumoral,
neural), placenta, pulmdo, células | aumento de invasividade e
de musculo esquelético | metastase (DU et al., 2013),
vl (PERISSINOTTO et al., 2000: | proliferacio celular (SHENG
CATTARUZZA et al. 2002). et al., 2005).

Inibicho de  proliferacéo,
Sistema nervoso central adulto | diferenciacdo e migracdo de
(SCHMALFEDT et al., 2000). células do sistema nervoso
central (LEE et al., 2015).

V2
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Reducdo da proliferacdo

celular e a migracdo de

V3 ASMCs (KEIRE et al., 2014). ASMCs in vitro (LEMIRE et
al., 2002; CATTARUZZA et
al. 2002).

O papel especifico de V4
durante a progressdo do

LesOes de cancer de mama humano | cancer de mama ainda

V4
(KISCHEL et al., 2010). necessita de mais
investigagcdes (KISCHEL et
al., 2010).

Tabela 1. Localizaco e principais funcdes das isoformas de versicam.

2.3.2.1 Proliferacéo

Em tecidos submetidos a proliferacdo celular, ocorre um acumulo de versicam na MEC.
Em resposta a fatores de crescimento, como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e ao fator de transformacéo de crescimento beta 1 (TGF-B1), ocorre o aumento do
versicam e de proteinas associadas, como o &cido hialurbnico e seu receptor CDA44,
permitindo maior interacdo entre eles (LEE et al., 1993; WIGHT, 2002). Esses complexos
formados ampliam a MEC e aumentam a natureza viscoelastica da matriz pericelular, criando
um ambiente altamente maleéavel e flexivel que suporta as mudancgas necessarias para que
ocorra a proliferacdo e migracédo celular (EVANKO et al., 2007; WIGHT et al., 2014).

Além desses efeitos, o versicam, por si mesmo, pode influenciar a proliferacdo, atuando
como um mitdgeno. Isso acontece pela ligacdo do VCAN ao EGF-R por intermédio de
sequéncias do EGF (fator de crescimento epidérmico) no dominio G3 da molécula (WU et al.,
2005; WIGHT et al., 2014). Desse modo, a expressdo de versicam estd associada a um
fendtipo celular proliferativo e vem sendo encontrada em tecidos que exibem proliferacdo
elevada, como no desenvolvimento embrionario e em uma variedade de neoplasias (DU et al.,
2013). No céncer de prostata, os niveis de versicam no estroma se correlacionam
positivamente com a progressao do cancer e estudos de cultura celular sugerem que os niveis
elevados desse proteoglicano resultam de producéo de sinais em células neoplésicas que, por
meio de um mecanismo parécrino envolvendo TGF-B1, induzem células-tronco hospedeiras a
aumentar a sintese de versicam (RICCIARDELLI et al., 1997; WIGHT, 2002). No céncer de
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mama, verificou-se uma correlagdo positiva semelhante entre versicam peritumoral em
pacientes acometidos e sobrevida livre de recaida, isto €, niveis baixos para o versicam
indicam uma maior sobrevivéncia, com menor chance de retorno da doenca (RICCIARDELLI
etal., 2002).

Além disso, foi demonstrado que o versicam purificado e adicionado ao meio de cultura
em uma linhagem celular de melanoma induziu a proliferacdo dessas células (TOUAB et al.,
2002) e experimentos de silenciamento génico com RNA pequeno de interferéncia (do inglés
“small interfering RNA”, sSiRNA) de versicam levaram a mesma conclusédo em ASMC
(HUANG et al., 2006; HERNANDEZ et al., 2011). Por meio de numerosos mecanismos, a
expressdo de versicam esta associada a uma alta taxa de proliferacdo e sua intrinseca relacéo
com caracteristicas do crescimento tumoral maligno indicam que sua expressdo

provavelmente estd envolvida com a tumorigénese (DU et al., 2013).

2.3.2.2 Morte e Sobrevivéncia

Em condicBes normais, pontos de controle potentes induzem senescéncia ou apoptose
para restringir a expansdo de células que foram submetidas a ativacdo de oncogenes e
subsequentes aumentos de proliferagdo (EVAN e VOUSDEN, 2001). Para que um clone
neoplasico sobreviva, precisam ocorrer modificaces genéticas ou epigenéticas na sua
maquinaria de sinalizacdo apoptética (IGNEY e KRAMMER, 2002).

Além dos efeitos sobre a capacidade proliferativa, estudos demonstram que o versicam
aumenta a sobrevivéncia celular e a resisténcia apoptotica (LAPIERRE et al., 2007). A
expressdao dos dominios G1 e G3 do versicam protege as células da apoptose induzida por
ligacdo a receptores de morte ou drogas citotoxicas (CATTARUZZA et al., 2004). Além
disso, células transfectadas com a isoforma V1 exibem maior sobrevida em condigdes sem
soro e contém niveis diminuidos de moléculas pro-apoptéticas (SHENG et al., 2005). Nosso
grupo também demonstrou a influéncia do versicam na regulacdo desses processos, visto que
o silenciamento génico das isoformas VO e V1 de VCAN em células trofoblasticas da
linhagem BeWo, aumentou sua morte celular (PIRES et al., 2018).

Ademais, estudos mostram que pode haver presséo seletiva para a perda de moléculas
como Fas (receptor de sinal de apoptose), uma vez que um clone em desenvolvimento
encontra caminhos de supressao de tumores projetados para evitar sua expansdo e que assim
como ocorre no desenvolvimento neoplasico, a expressao aumentada do versicam resulta em

sensibilidade reduzida aos caminhos pré-apoptoticos, caracterizando assim esse proteoglicano
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como grande influenciador na sobrevivéncia celular e regulacdo da apoptose (LAPIERRE et
al., 2007; DU et al., 2013).

2.3.2.3 Diferenciacéo

Na MEC cerebral, o versicam é um dos principais proteoglicanos envolvidos no
controle da diferenciacéo e desenvolvimento neuronal (WU et al., 2004). Niveis elevados de
versicam sintetizados por células-tronco embrionéarias (ESCs) nos microambientes do corpo
embrionario desempenham um papel fundamental na diferenciacdo de ESCs (SHUKLA et al.,
2010; DU et al., 2013). O versicam também se mostrou capaz de facilitar a condrogénese e a
morfogénese articular em camundongos (CHOOCHEEP et al., 2010). Em recente trabalho do
nosso grupo, corroboramos a literatura, mostrando que as isoformas VO e V1 estdo envolvidas
também na diferenciagdo de células do citotrofoblasto em sinciciotrofoblasto in vitro (PIRES
e GONCALVES et al., 2018).

Além disso, o &cido hialurdnico e o versicam séo criticamente importantes na regulacdo
dos processos de transicdo epitelio-mesenquimal (EMT) em diversos tecidos (CAMENISCH
et al., 2000; ERDELY]I et al., 2005; TOOLE et al., 2005; KERN et al., 2006; SHUKLA et al.,
2010). A EMT é um mecanismo fisiologico que estd presente durante o desenvolvimento
embrionario e que se caracteriza pela mudanca de fendtipo de células epiteliais para um fendtipo
mesenquimatoso; também é encontrada em varias situacdes patologicas, como fibrose intersticial
renal, adesdo endometrial e no cancer (THIERY et al., 2009; SIPOS e GALAMB, 2012;
DaSILVA-ARNOLD et al., 2018). O processo envolve mudancas na morfologia, aumento da
invasividade e resisténcia a apoptose. Sendo assim, a ocorréncia da EMT no epitélio de um
6rgdo pode ser um dos passos iniciais no caminho da tumorigénese e recentemente tem sido
muito associada a progressao do cancer e processo metastatico (DAVE et al., 2012). A EMT
também é conhecida por participar do estabelecimento de metastases a distancia, permitindo
que células cancerosas recuperem propriedades epiteliais e se integrem em 6rgdos distantes
(YANG e WEINBERG, 2008).

Além de ser conhecido como regulador da transicdo epitélio-mesenquimal, o versicam
também tem sido associado a0 mecanismo reverso, a transicdo mesenquimal-epitelial (MET).
Particularmente, a isoforma V1 é capaz de promover uma alteracdo na expressdo de N-
caderina (glicoproteina expressa em células mesenquimais) para a E-caderina (predominante em
células epiteliais) em um estudo com fibroblastos (SHENG et al., 2006). Desse modo, 0 versicam
se configura como molécula potencialmente importante nos processos de EMT e MET,

implicados tanto na iniciagdo como na progressdo da malignidade do cancer (Du et al., 2013).
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Durante o desenvolvimento embrionario inicial da placenta, o EVT perde seu fenotipo
epitelial organizado e transita para um fendtipo mesenquimal migratorio e invasivo,
permitindo a migracdo e a infiltracio na decidua e vasos maternos (VICOVAC e APLIN,
1996). Os mecanismos celulares que controlam a EMT em células trofoblasticas sdo pouco
conhecidos, no entanto, sabe-se que o0 EGF atua como um indutor das vias de sinalizacdo de
EMT através de seus efeitos regulatérios sobre fatores de transcricdo e seus genes alvo
(NORMANNO et al., 2006; DAVIES et al., 2016); a expressao do fator de transcricdo ZEB2
também é considerada essencial durante a diferenciacdo de células trofoblasticas, promovendo
alteracdes consistentes com uma transicdo epitelial-mesenquimal associada a um aumento da
invasividade desse tipo celular (DaSILVA-ARNOLD et al., 2018).

2.3.2.4 Migracéo

Gerar um microambiente propicio a migracdo, invasao e metastase € um dos principais
efeitos do versicam (MITSUI et al., 2017). Esse proteoglicano é capaz de reduzir a adeséo e
promover a migracao e a invasao de células neoplésicas (SAKKO et al., 2003; GHOSH et al.,
2010; KUSUMOTO et al., 2010). Consequentemente, a inducdo da expressao estromal de
versicam esta correlacionada com maior grau de tumor e invasividade em neoplasias, além de
estar associada a progressdo tumoral (MUKARATIRWA et al., 2004; LABROPOULOQOU et
al., 2006; DU et al., 2013).

Adicionalmente, o papel anti-adesivo de versicam foi mostrado em células de melanoma
(TOUAB et al., 2002), células de carcinoma de préstata (SAKKO et al., 2003), células de
astrocitoma (ANG et al., 1999) e em diversos outros tipos de células tumorais (KODAMA et
al., 2007a, b; KOYAMA et al., 2007; RICCIARDELLI et al., 2007). Esse efeito inibitério
sobre a adesdo celular pode ser principalmente devido a presenca das cadeias GAG que
podem criar uma matriz extracelular mais hidratada, menos adequada para adesdo. A
expressao do dominio G1 do versicam pode aumentar a migracao celular e reduzir a adesdo
em diferentes tipos de células, enquanto o dominio G3 é conhecido por induzir a adesao
celular, através da via mediada por EGF e integrina 1 (WU et al., 2002; HERNANDEZ et
al., 2010). Entretanto, em estudos com cancer de mama humano, o dominio G3 influenciou o
aumento da invasdo tumoral local e sistémica das células (YEE et al., 2007).

Predominantes em neoplasias, as isoformas VO e V1 também sdo descritas como
reguladoras do processo de migracgdo celular (ARSLAN et al., 2007; RICCIARDELLI et al.,
2009). A expressao dessas isoformas é aumentada no melanoma maligno (TOUAB et al.,

2002), assim como no glioma maligno (ONKEN et al., 2014), o que contribui para o aumento
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da taxa de proliferacdo e migracdo, além de diminuir a ades&o das células tumorais. Essas
células neoplésicas recrutam componentes do estroma para remodelar seu ambiente
pericelular e promover sua motilidade, e o versicam tem a capacidade de aumentar o
comportamento agressivo das células neoplasicas via interagdo com a MEC (DU et al., 2013).
Juntamente com &cido hialurénico e CD44, o VCAN pode formar um complexo
macromolecular na MEC, que modula a ligagdo das células ao substrato e é um fator chave na
motilidade celular, e que pode contribuir para o processo metastatico no cancer
(RICCIARDELLI et al., 2006; WEEN et al., 2011). Desse modo, essas isoformas séo
conhecidas pela relagdo com um fendtipo maligno do tumor e pior prognéstico da doenca
(HERNANDEZ et al., 2011; ARSLAN et al., 2007; MITSUI et al., 2017).

Além da sua importante funcdo reguladora na migracdo de células cancerigenas, o
versicam também age na migracdo de células embrionarias no desenvolvimento do coragédo
(HENDERSON e COPP, 1998), pode influenciar a capacidade migratoria dos linfocitos T
naive, diminuindo a ligacdo dessas células a uma matriz de acido hialurénico, e por
consequéncia, impedido sua migracdao (EVANKO et al., 2012) e guia a migracdo das células
da crista neural (PERISSINOTTO et al., 2000). Sendo assim, diversos estudos funcionais
fornecem evidéncias que apoiam o papel proposto de versicam como uma molécula
proliferativa, anti-adesiva e pro-migratoria, que esta envolvida na mobilidade celular do
cancer e sua progressao (RICCIARDELLI et al., 2006).

Em contrapartida, no sistema nervoso central, a isoforma V2 inibe o crescimento axonal
e a migracdo. Esta inibicdo pode ser reduzida com a remocdo das cadeias de sulfato de
condroitina da molécula, indicando que varios dominios de versicam estdo envolvidos no
controle da regeneragéo de axonios (ZIMMERMANN e DOURS-ZIMMERMANN, 2008;
WIGHT et al., 2014). A expressdo da isoforma V3 do versicam diminui a proliferacdo e
aumenta a adesdo em células tumorais de melanoma, invertendo o fendtipo promovido pelas
isoformas VO e V1. Ja a isoforma V3 interfere com a via CD44-EGFR / ErbB2 na regulacédo
da proliferacdo e migracdo celular (SERRA et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2011b).

A migracdo de leucdcitos, dos vasos para o tecido lesado, é necesséria para as respostas
inflamatdérias como parte da resposta imune inata. Apds 0 extravasamento para 0
compartimento subendotelial, os leucocitos encontram a MEC, que funciona como um
suporte para os leucdcitos, influenciando sua adeséo, migracéo, ativacéo e retencao (GILL et
al., 2010; PARISH, 2006; SOROKIN, 2010; VADAY et al., 2001; VADAY e LIDER, 2000).
O versicam interage com receptores presentes na superficie de células do sistema

imunologico, tais como CD44, PSGL-1, receptor similar ao Toll 2 (TLR2) e P- ou L-
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selectinas (HIROSE et al., 2001; KAWASHIMA et al., 2002; KAWASHIMA et al., 2000;
KIM et al., 2009; TAYLOR e GALLO, 2006; WANG et al., 2009; WU et al., 2005; ZHENG
et al., 2004) e beneficia o fendtipo celular inflamatorio. O Versican também interage com
varios outros componentes da MEC que sdo importantes na inflamacdo, como o &cido
hialurdnico, fibronectina e tenascina-R e -C (DAY e DE LA MOTTE, 2005; HASCALL et
al., 2004; LeBARON et al., 1992; LUNDELL et al., 2004). Tais interacfes também pode
influenciar a formacdo de estruturas, na MEC, em resposta a citocinas inflamatdrias,
promovendo a adesdo de leucdcitos (LAUER et al., 2008; SELBI et al., 2006a; SELBI et al.,
2004; SELBI et al., 2006b).

2.3.2.5 Inflamacao
A inflamacdo é um mecanismo essencial por meio do qual o sistema imune inato inicia
uma resposta protetora a invaséo de patdgenos e lesdes nos tecidos, podendo ou ndo evoluir
para inclusdo do sistema imune adaptativo (FULLERTON e GILROY, 2016). O grupo de
sensores moleculares da imunidade inata € denominado de receptores de reconhecimento de
padrGes (PRRs) e sua ativacdo envolve varios co-receptores e promove sinalizacdo
intracelular em cascatas inflamatérias (LIU e CAO, 2016). Desse grupo, podemos destacar 0s
TLRs, os quais reconhecem duas classes de moléculas especificas: os padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPS), provenientes de microorganismos como bactérias, fungos,
protozoarios e virus; e os padrdes moleculares associados ao perigo ou dano (DAMPS), que
sdo liberados de tecido danificado, também conhecidos como alarminas, no fendmeno que se
baseia em moléculas endogenas secretadas/liberadas durante dano tecidual por agente nao-
infeccioso para gerarem uma resposta imunoldgica (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002;
MOGENSEN, 2009).
Alguns componentes da MEC também séo capazes de atuar como DAMPs, incluindo
0 versicam, que ao ser identificado pelos TLRs, inicia cascatas de sinalizacdo envolvendo
moléculas adaptadoras, como o fator mieldide de diferenciagdo 88 (MyD88), o adaptador
indutor de interferon contendo dominio TIR (TRIF), e a molécula adaptadora relacionada a
TRIF (TRAM), o que culmina na ativacédo e translocacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB)
para o nucleo, com producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (TAKEUCHI e
AKIRA, 2010; FREVERT et al.,, 2017). Apresentando forte atividade pré-inflamatéria
(WIGHT, 2002), o versicam se liga ao receptor do tipo Toll 2 (TLR-2) e induz a producéo do
fatores pro-inflamatorios, criando um ambiante favoravel para o crescimento tumoral (KIM et

al., 2009). Além disso, versicam € capaz de aumentar o recrutamento de leucdcitos e o
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intravasamento e extravasamento de células tumorais através do aumento da permeabilidade
vascular local e estimula a liberacdo inflamatdria de citocinas por células imunoldgicas
(WIGHT et al., 2014). O versicam pode ainda atuar como um vinculo que liga a inflamacéo a
progressdo tumoral, bem como desempenhar um papel central na geracdo de um
microambiente tumoral inflamatério (WIGHT et al., 2014). Estudos anteriores silenciaram
génicamente o versicam em linhagem celular de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) e como
resultado, reduz o acimulo de citocinas inflamatdrias associadas ao tumor causadas pela
endostatina no tecido tumoral, tais como fator estimulador de col6nias (CSF), TNF-a, IL-6,
VEGEF e IL-10, em camundongos inoculados com essa linhagem celular (WANG et al., 2015).
Outro estudo que também realizou o silenciamento génicamente do versicam em células LLC
resultou na reducdo da multiplicidade do tumor e na reducdo das metastases nas glandulas do
pulmao, figado e supra-renais quando as células tumorais foram implantadas subcutaneamente
em camundongos (KIM et al., 2009).

Além do versicam intacto, a sua degradacdo proteolitica resulta na geracdo de
fragmentos que também sdo DAMPs e sdo importantes na progressdo do cancer, como a
versicina, que € conhecida por ser pro-apoptotica (MCCULLOCH et al., 2009) e
imunorregulatéria (HOPE et al., 2016). Assim, o versicam integro ou fragmentado pode ser
um iniciador na amplificacdo da resposta inflamatéria em muitas doengas (ZHANG et al.,
2012). Diante disso, a importancia do versicam na inflamagéo reside na sua versatilidade e
habilidade para se ligar a uma grande variedade de receptores e outros componentes

inflamatdrios para regular sua disponibilidade e atividade (WIGHT et al., 2014).

2.3.3 Receptores e Vias de Sinalizacao

O versicam interage com receptores na superficie das células, como CD44,
glicoproteina ligante de P-selectina-1 (PSGL-1), Toll-like receptor 2 (TLR2), P- ou L-
selectinas e integrina -1 (HIROSE et al., 2001; KAWASHIMA et al., 2002; KAWASHIMA
et al., 2000; KIM et al., 2009; TAYLOR e GALLO, 2006; WANG et al., 2009; WU et al.,
2002; ZHENG et al., 2004; GENBACEYV et al., 2003, WU et al., 2003) e fornece sinais
intrinsecos que podem influenciar o sistema imunoldgico e um fenotipo celular inflamatorio
(WIGHT et al., 2014).

Macromoléculas tais como versicam e o acido hialurénico podem influenciar um
fendtipo que facilite a tumorigénese atraves da sinalizacdo com receptores de superficie
celular. Por exemplo, o versicam através dos dominios do EGF-R e integrina f1 (ZHENG et
al., 2004; SHENG et al., 2005; WU et al., 2002) ou o acido hialurénico através do receptor
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CD44 (HAMILTON et al., 2007). Esta hipotese é fundamentada por estudos que mostram que
uma regulagdo negativa promovida por SiRNA de versicam leva a uma redugdo
correspondente dos receptores CD44 (HAVRE et al., 2013), enquanto que uma regulacao
positiva de versicam leva a um aumento correspondente em CD44, metaloproteinase de
matriz-9 (MMP-9), e receptor para motilidade mediada pelo acido hialurénico (YEUNG et al.,
2013). Além disso, uma expressdo aumentada do dominio G3 de versicam em células de
astrocitoma estd associada ao aumento dos tumores (ZHENG et al., 2004). Este efeito €
atribuido a modulacdo da sinalizacéo celular através do receptor EGF via interacfes com o
dominio G3 de VCAN. Assim como é conhecido que o versicam se liga ao acido hialurénico
presente na MEC adjacente através de seu dominio G1, reduzindo a adesdo (LEBARON et al.,
1992; HERNANDEZ et al., 2011); outros estudos demonstraram que o versicam se liga
através de seu dominio C-terminal a integrina B1, ativando a proteina de adesdo focal (FAK),
promovendo a adesdo celular e favorecendo a protecdo das células contra a apoptose induzida
por radicais livres (WU et al., 2002).

Uma hipotese consideravel para o aumento da expressdo versicam em muitos tipos de
neoplasias é de que a interacdo do acido hialurénico com seu receptor CD44 aumenta a
expressao de versicam. O receptor CD44 tem sido demonstrado como regulador da migracao
celular em células de cancer de cdlon humano por meio da Lyn quinase e fosforilagdo de
AKT (proteina quinase B) (SUBRAMANIAM et al., 2007), e a fosforilagdo de AKT esta
ligada a ativacdo de GSK-3p/B-catenina (GSK-3B, quinase de sintese de glicogénio 3 beta)
(RAHMANI et al., 2006). Isso € consideravel, uma vez que a expressdo de versicam é em
grande parte conduzida pela via AKT / GSK-3p/B-catenina (RAHMANI et al., 2006). A
ativacdo do eixo de sinalizacdo CD44 / AKT pelo acido hialurbnico pericelular poderia
explicar a expressdo aumentada do versicam observado em muitos tipos de cancer, como o
leiomiossarcoma, por exemplo (KEIRE et al., 2014). Outra possivel via de sinalizacdo para a
acdo de VCAN € em relagdo ao IL-17A, uma importante citocina pro-inflamatoria para
acelerar a progressdo do carcinoma epidermdide de lingua. A elevacgdo dos niveis de IL-17A
promove a migracdo e invasdo de celulas do carcinoma epidermdide de lingua através da
modulagéo da expressdo de miR-23b / versicam (WEI et al., 2017).

Todos esses receptores de VCAN influenciam a via de sinalizagdo Rho-GTP/ROCK,
uma via essencial em eventos celulares como proliferagdo, migracdo, fagocitose,
polimerizagdo de microtubulos, adesdo e organizacdo de citoesqueleto, por exemplo (Fig. 3)
(HARTMAN et al., 2015), que também é ativada durante a gestacdo (DOMOKOS et al.,

2017; Friel et al., 2005) e é primordial para a invaséo das células trofoblasticas durante a



37

implantacdo e o estabelecimento da placenta (SHIOKAWA et al., 2002; ALARCON e
MIRIKAWA, 2018). E em um contexto de progressao tumoral, o versicam é capaz de ativar
diferentes tipos de células inflamatorias através do receptor Toll-like 2 (TLR-2) e, em seguida,
promover a producdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6, promovendo
fortemente a progressdo do tumor (KIM et al., 2009). Alem disso, células inflamatorias e
neoplésicas aumentam a expressdo de versicam, que por sua vez induz uma cascata de
secrecdo de citocinas inflamatdrias a gerar um microambiente inflamatorio que fornece a

progressao tumoral e metastases (GAO et al., 2012).
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Figura 3. Representacdo da via de sinalizagdo Rho-GTP/ROCK. Fonte: Adaptado de Hartmann e
colaboradores (2015).
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2.4. Placentacéo e Interacdo Materno-Fetal

No desenvolvimento embrionario, durante a implantacéo do blastocisto (que se inicia no
fim da primeira semana e se completa no final da segunda semana), o trofoblasto - camada
externa que reveste o embrido - se diferencia em: sinciciotrofoblasto, estrutura que invade o
endométrio; e citotrofoblasto, formado por células que sofrem mitose para abastecer o
sinciciotrofoblasto (Fig. 4).

Fisiologicamente, o sinciciotrofoblasto penetra no endométrio e da inicio a formacao
das vilosidades coridnicas, onde acontecem as trocas gasosas e de nutrientes entre o sangue
materno e o fetal. Grande parte das vilosidades coridnicas é flutuante e possui contato com o
sangue materno presente no espaco interviloso, enquanto as vilosidades de ancoragem
permanecem aderidas a decidua basal através da proliferacdo do citotrofoblasto, o qual
extravasa os limites da vilosidade coribnica, diferenciando-se em células do citotrofoblasto
extraviloso (EVT). Essas células EVT possuem um fendétipo proliferativo e invasivo (BOYD,
HAMILTON, 1970), invadindo a decidua basal e as artérias espiraladas uterinas, modulando
sua estrutura e propriedades funcionais (KAUFMANN, CASTELUCCI, 1997; KEMP et al.,
2002; LOREGGER et al., 2003). As células EVT ainda produzem e secretam o fibrindide do
tipo matriz, um tipo de MEC de composicao e polaridade diferentes de outras MEC secretadas
no corpo humano (KEMP et al., 2002).

Na regido materna da placenta normal, além das células EVT derivadas do feto,
numerosas células, sejam elas imunoldgicas ou deciduais, estdo presentes para formar a
estrutura da decidua basal. A decidua é uma plataforma transitéria que compreende células do
estroma endometrial terminalmente diferenciadas em células deciduais, células vasculares
maternas recém-geradas e grande variedade e concentracdo de leucdcitos. O desenvolvimento
da decidua ap6s a fixacdo do blastocisto na parede uterina é uma remodelacdo de tecido
dréstica, envolvendo alteracdes fisicas e humorais nas células imunes residenciais e recrutadas
(MORI et al., 2016). Tal processo € denominado decidualizagdo e em humanos acontece na
fase secretora tardia do ciclo menstrual por influéncia da progesterona, embora a

diferenciacdo alcance seu &pice na gestacdo (SALOMONSEN et al, 2003).
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Figura 4. Interface materno-fetal. Implantacdo embrionaria (A) e placenta madura de primeiro
trimestre de gestacéo (B).



40

A placenta humana é Unica em muitos aspectos do seu crescimento e diferenciacao,
sendo que seu desenvolvimento depende da proliferacdo, diferenciagédo e invasdo celular
(GENBACEV et al., 2000). Em especial sob o ponto de vista imunoldgico, acredita-se que as
células imunoldgicas que residem na interface materno-fetal desempenham muitos papéis
importantes na gravidez. Além disso, durante a gestacdo é desenvolvida uma modulagdo
imunolégica na interface materno-fetal crucial para garantir que o feto ndo seja rejeitado
(CHEN et al., 2011).

Os constituintes leucocitarios da interface materno-fetal sdo no primeiro trimestre as
células NK uterinas (~ 70%) e macréfagos (~ 20%) (TRUNDLEY e MOFFETT, 2004,
BULMER et al., 2010). As proporcdes de linfocitos T sdo mais variaveis (~10-20%) e células
dendriticas, linfocitos B e linfocitos NKT sdo consideradas populagdes raras nesse contexto
(ERLEBACHER, 2013).

A respeito das células NK, como maior populacdo de leucdocitos no estroma uterino
durante o inicio da gestacdo, usualmente distinguem-se por atividades funcionais, como uma
notavel citotoxicidade celular dependente de anticorpos (CROUSE et al., 2014). Uma
caracteristica adicional e critica das células NK é sua propensdo a matar células com niveis
anormalmente baixos de HLA (antigeno leucocitario humano, do inglés, human leukocyte
antigen) de classe | expresso em suas superficies (KARRE et al., 1986; STORKUS et al.,
1989). As células NK respondem a perda do MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) de classe | (uma consequéncia frequente resultante de infecgéo viral e
transformacéo tumoral maligna), essa funcionalidade foi descrita como o reconhecimento das
células NK pela "perda do préprio” (LJUNGGREN et al., 1990).

Trés tipos de receptores inibidores de células NK humanas reconhecem diferentes
caracteristicas do HLA de classe I. Uma interacdo altamente conservada € a existente entre o
HLA-E e o CD94/NKG2A (SULLIVAN et al., 2008). Também €é conservado o LILRB1,
receptor leucocitario tipo imunoglobulina 1, (do inglés, leukocyte Ig-like receptor 1), que se
liga a um epitopo transportado por uma ampla variedade de HLA de classe I. No entanto,
LILRB1 tem maior avidez para o HLA-G (SHIROISHI et al., 2003), que entre células
humanas saudaveis é expressa apenas por células citotrofoblasticas (KOVATZ et al., 1990). A
ligacdo aos determinantes polimorficos de HLA-A, B e C, que sdo 0s receptores tipo
imunoglobulina “killer-cell immunoglobulin-like receptors” (KIR) das células NK tem
fundamental contribuicdo para a imunogenética da placentacdo humana (MOFFETT e LOKE,
2006).
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Células do trofoblasto extraviloso humano também sdo capazes de expressar HLA-C,
que é menos polimorfico do que o HLA-A ou o HLA-B, mas que possui grande semelhanca
estrutural com o HLA-G. O papel funcional do HLA-C na interface materno-fetal é discutido
nas mesmas linhas do HLA-G, incluindo as interacBes com células NK uterinas. No entanto,
ha evidéncias suficientes de que as células NK uterinas, de fato, detectam moléculas HLA-C,
HLA-G e HLA-E de células EVT e reagem com um perfil de citocinas, que modula as
propriedades invasivas dessas células trofoblasticas (BENIRSCHKE et al., 2006).

2.4.1 Invasdo Trofobléastica

A invasdo trofoblastica que acontece durante o desenvolvimento placentario ajuda a
estabelecer uma troca fisiologica eficiente entre os sistemas circulatérios materno e fetal. As
células-tronco trofoblasticas diferenciam-se em multiplos subtipos, incluindo alguns
altamente invasivos. A sinalizagdo das células trofoblasticas para a decidua, das células NK
uterinas e do musculo liso vascular pode regular a diferenciagdo das células EVT (KNOFLER
et al., 2008).

Durante as primeiras vinte semanas da gravidez humana, essas células colonizam a
decidua e remodelam as artérias espirais uterinas até o primeiro terco do miométrio. Esse
processo leva a uma vasodilatacdo irreversivel, assegurando que o fluxo sanguineo maximo
seja entregue a interface materno-fetal a uma velocidade ideal para a troca de nutrientes
(PIINENBORG et al., 2006). O remodelamento inadequado ou incompleto € caracterizado
por uma invasdo trofoblastica superficial e esta condicdo é associada ao aborto espontaneo no
segundo trimestre (BALL et al.,, 2006), pré-eclampsia (KADYROV et al.,, 2003),
prematuridade (KIM et al., 2003) e alguns casos de restricdo do crescimento fetal (KHONG et
al., 1986). Em contrapartida, uma invasdo excessiva por parte das células EVT pode promover
o surgimento AIP, também conhecida como placenta acreta. Estas doencgas ndo s6 aumentam
0 risco de morbidade e mortalidade na gravidez, mas também tém consequéncias a longo
prazo para a saude da mae e da crianca.

Como os leucdcitos sdo abundantemente distribuidos pela decidua humana, eles tém
sido implicados como mediadores essenciais da remodelacdo de artérias espiraladas uterinas
em camundongos (GREENWOOD et al., 2000). Em humanos, as células NK uterinas CD56™
e macréfagos CD68" sdo ausentes nas artérias espiraladas uterinas ndo remodeladas por
células EVT, mas acumularam-se significativamente nas paredes dos vasos altamente

remodelados (SMITH et al., 2009). Como tanto as células NK uterinas como 0s macréfagos
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produzem uma variedade de proteases, incluindo metaloproteinase de matriz-7 (MMP-7) e
MMP-9 (SMITH et al., 2009), é possivel que o catabolismo mediado por leucdcitos da matriz
extracelular vascular seja, em parte, responsavel pela dilatacdo arterial durante a invasdo das
células EVT, facilitando o acesso de células invasoras (HARRIS et al., 2010).

Os eventos génicos e bioldgicos associados aos mecanismos de invasdo das células
EVT tem sido comumente comparado aos de células neoplasicas (CORVINUS et al., 2003).
Entretanto, a diferenca é que o0 processo de invasdo das células EVT é controlado
fisiologicamente ao longo da gestacdo. No rol de fatores envolvidos nesta regulacdo estdo
incluidos inumeros fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas, proteoglicanos e outros
componentes da matriz extracelular (WALLACE et al., 2012). O fibrinoide do tipo matriz,
produzido pelas células EVT, é constituido por componentes da lamina basal, acumulados e
modificados de uma maneira ndo polarizada no entorno de suas células, principalmente
colageno IV e lamininas (FRANK et al., 1994; HUPPERTZ et al., 1996).

Com a transicdo fenotipica das células EVT proliferativas em invasivas, ocorrem
mudancas na expressdo de moléculas de comunicacdo celular como E-caderinas e conexinas
(WINTERHAGER et al., 2000), nos tipos de lamininas (KEMP et al., 2002) e na expressao
diferencial de metaloproteinases (MMPs) (HUPPERTZ et al., 1997). Alteracbes nos
processos de migracdo e invasdo do EVT sdo preocupantes durante a gestacdo por serem
causa de doengas que representam risco de morte materna e fetal; como € o caso da placenta
anormalmente invasiva.

Uma das causas da placenta anormalmente invasiva € uma decidualizacdo ausente ou
deficiente devido a implantacdo embrionéria no local de uma cicatriz de cirurgia cesarea
prévia (KHONG et al., 2008). O momento da implantagdo do blastocisto envolve uma série de
eventos complexos, quando se cria uma conexdo entre os tecidos maternos e embrionarios.
Durante a implantacdo e invasdo das células EVT, as células estromais endometriais passam
por uma sequéncia de transformacGes, envolvendo alteragcdes fisicas e hormonais, por
influéncia constante de progesterona (SALOMONSEN et al, 2003; MORI et al., 2016). A
decidualizacdo € definida como a transformacdo epitelioide das células estromais
endometriais em células deciduais altamente especializadas com funcdes distintas (SHARMA
e GODBOLE, 2016). E sugerido que as secrecdes deciduais alteram a expresséo de integrinas
e outras moléculas na superficie celular que estdo envolvidas nas interacdes célula-célula do
trofoblasto. Tais alteragdes alterariam propriedades adesivas e permitiriam que as células

EVT fizessem novas ligagbes com células endoteliais das artérias espiraladas uterinas e
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células imunes, permitindo a remodelagdo da interface materno-fetal (SHARMA e
GODBOLE, 2016).

As células deciduais produzem uma variedade de citocinas e fatores de crescimento que
podem ser estimuladores da invasdo celular, tais como a IL-1p (LIBRACH et al., 1994,
PRUTSCH et al., 2012), IL-6 (JOVANOVIC et al., 2009; DOMINGUEZ et al., 2008), 1L-8
(DE OLIVEIRA et al., 2010; Jovanovic et al., 2010), IL-11 (PAIVA et al., 2007; SUMAN et
al., 2012), IL-15 (ZYGMUNT et al., 1998) e CCL-5 (FUJIWARA et al., 2005; THIRKILL et
al., 2005); ou inibidores da invasdo das células EVT, tais como IL-10 (ROTH et al., 1999;
YAMAMOTO-TABATA et al.,, 2004) e IL-12 (KARMAKAR et al., 2004). Além de
citocinas e quimiocinas, as células deciduais sdo conhecidas por produzir moléculas de MEC
com propriedade regulatorias de invasdao das células EVT, como glicoproteinas adesivas e
proteoglicanos (BORBELY et al., 2013; LALA e GRAHAM, 1990; ZORN et al 1995; ZORN
et al., 1986).

Esses fatores regulam a atividade de proteases, a expressao de integrinas (JOVANOVIC
et al., 2009; JOVANOVIC et al., 2010), além de controlar atividades de MMPs, produzidas
pelo EVT para atingir um grande potencial invasivo e inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) (LALA e GRAHAM, 1990; BURROWS et al., 1996). Isso pode
ser essencial para o controle do microambiente onde acontece a invasdo trofoblastica
(KNOFLER et al., 2007). Nesse contexto, durante a gestacéo, a decidua funciona como um
dos mecanismos de equilibrio na producdo dessas moléculas prd e anti-invasivas, e essa
producdo controla e regula o processo de invasdo das células trofoblasticas (SHARMA e
GODBOLE, 2016).
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3 OBJETIVOS

Diante do exposto, o principal objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do

silenciamento génico do versicam em alguns processos celulares em linhagem de célula

trofoblastica humana equivalente a células EVT de primeiro trimestre de gestacao.

Especificamente pretendemos:

Verificar se as células da linhagem HTR-8/SVneo expressam versicam e se essa
expressdo pode ser utilizada como um modelo celular para o estudo do silenciamento
génico do mesmo;

Analisar se o silenciamento génico do versicam influencia na morte celular de células
da linhagem HTR-8/SVneo;

Verificar se o silenciamento génico do versicam influencia na proliferacdo e ciclo
celular de células da linhagem HTR-8/SVneo;

Analisar se o silenciamento génico do versicam influencia na migracdo celular de
células da linhagem HTR-8/SVneo;

Analisar se o silenciamento génico do versicam influencia na expressao e organizacéo
citoesqueleto de F-actina de células da linhagem HTR-8/SVneo.

Analisar se o silenciamento génico do versicam influencia na expressao e organizacdo
citoesqueleto de F-actina de células da linhagem HTR-8/SVneo.

Analisar se o silenciamento génico do versicam influencia sinalizacdo RhoA-
GTP/pROCK?2 de células da linhagem HTR-8/SVneo.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi elaborado de acordo com o manual Padrdo UFAL de

Normalizagéo para elaboracédo de trabalhos académicos (EDUFAL, 2013).

4.1 Cultura de células
Para a realizagdo dos experimentos, foi utilizada a linhagem celular HTR-8/SVneo, uma

linhagem de células trofoblasticas de primeiro trimestre de gestacdo. As células foram
mantidas em estufa a 37 °C com 5% de diéxido de carbono, em garrafas proprias para cultivo
celular. A cultura de células foi mantida em meio DMEM/F12 (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
suplementado, o qual foi composto de 10% de soro bovino fetal (SBF) (Sigma) e 1% de
antibidticos (penicilina/estreptomicina, gentamicina) e anfotericina B (Sigma). Todos 0s
experimentos foram realizados utilizando linhagem celular até a vigésima passagem, sendo

cada passagem realizada ap0s as células alcancarem 80% de confluéncia.

4.2 Silenciamento génico para o versicam
Para o silenciamento génico do versicam em células HTR-8/SVneo, foram plaqueadas

2x10° células/poco na presenca de meio DMEM/F12 suplementado. O silenciamento génico
foi realizado utilizando kit de transfeccdo de RNA de silenciamento (SiRNA; Santa Cruz, Los
Angeles, CA, EUA) conforme instrucdes do fabricante (figura 6). O experimento consistiu
dos seguintes passos: ap6s aderidas, as células foram lavadas com solucdo tampédo fosfato
salina (PBS) estéril (Sigma) e deixadas em meio de cultivo puro durante 24h. Posteriormente,
as células foram incubadas por 5h a 37°C, com solucdo preparada previamente contendo o
siRNA com sequéncia de interferéncia para versicam ou com sequéncia controle “scramble”,
reagente de transfeccdo e meio de transfeccao proprios do kit seguindo os seguintes passos de

preparacéo das solugdes e etapas:
1°) Foi realizado o preparo das solugdes:

Solugédo A — 5 pL (0,6 pg) de siRNA versicam ou controle “scramble” + 100 puL de

meio de transfecc¢éo;
Solucéo B — 5 pL (0,6 pg) de reagente de transfeccdo + 100 pL de meio de transfec¢éo;

2°) Em seguida foram adicionados 105 pL da solugcdo B na solugdo A e misturado
gentilmente. Na sequéncia essa mistura foi deixada incubando em temperatura ambiente

durante 30 minutos.
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3% As células plaqueadas foram lavadas com PBS estéril. E em seguida foram

adicionados 800 pL do meio de trasnfecgéo na solugéo A e foi feita homogeneizagéo.

Foi adicionado 350uL dessa mistura por pogo, em placas de 24 pogos. Em seguida, as
células foram incubadas com meio DMEM/F12 com aditivos em dobro por 18h a 37°C. Para
verificar a eficacia do método, foram realizadas técnicas de reacdo em cadeia de polimerase

por transcriptase reversa (RT-PCR), imunofluorescéncia e citometria de fluxo.

Célula

VCAN siRNA
Silenciamento ou

génico para SiRNA controle (siCt)
VCAN (Kit e T

SRNA Sonie [ D
Cruz, CA =

_ SIRNA 4
USA)

mRNA alvo
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i
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Figura 5. Agdo do silenciamento génico na célula. O siRNA entra na célula via vetor de
lipofectamina; O siRNA liga-se a RISC (complexo silenciador induzido por RNA); as cadeias de
SiRNA sdo separadas; o complexo siRNA / RISC associa-se a0 mRNA alvo e cliva-o. SiRNA — RNA
de interferéncia; siCt — RNA de interferéncia controle; mRNA — RNA mensageiro. Fonte: adaptado de

Santa Cruz Biothecnology, disponivel em < https://www.scbt.com/scbt/pt/whats-new/gene-silencers >.

4.3 Marcacdo para faloidina e imunofluorescéncia

Para andlise dos efeitos do silenciamento génico de versicam no citoesqueleto de actina,
as celulas HTR-8/SVneo foram coradas com faloidina conjugada com FITC (Sigma) 1:50 em
PBS apos permeabilizacdo com 0,5% de Triton X-100 em PBS. Apo6s o periodo de
permeabilizacdo, as células foram incubadas com DAP-1 (DAPI; 1:1000 em PBS; Sigma-
Aldrich) e logo ap0s realizada imunofluorescéncia para versicam, a ser descrita adiante, e
montadas em PBS/glicerol (1:3) para a analise das células sob microscopia de fluorescéncia.

Para analise qualitativa da expressdo de versicam ap0s o silenciamento génico e para
andlise do seu efeito na proliferacdo celular foi realizado ensaio de imunofluorescéncia. Para

isso, as células cultivadas foram fixadas em alcool metilico a — 20° C durante 20 minutos.
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Posteriormente, as células foram incubadas em gelatina de pele de peixe a 0,05% (Sigma) em
PBS por 1 hora e, logo ap6s, em PBS contendo 3% de glicina por 1 hora, para bloqueio dos
sitios antigénicos inespecificos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo
primério fabricado em coelho, anti-versicam (1:250) (doado gentilmente pelo Dr. Larry Fisher
do National Institute of Dental and Craniofacial Research/ National Institutes of Health
(NIDCR/NIH, EUA), e anticorpos primarios, produzidos em camundongo Ki-67 (1:100)
(Santa Cruz) ou pFAK (1:1000) (Cell Signaling, Danvers, MA, EUA), overnight a 4 °C. Ap0s
isso, as células foram lavadas com PBS e incubadas com os anticorpos secundarios anti-IgG
de coelho conjugado com fluoresceina isotiocianeto (FITC) ou  isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC) (Sigma) ou anti-camundongo conjugado com FITC (1:200) ou
TRITC (1:200) (Sigma) durante 1 hora em temperatura ambiente. Os nucleos celulares foram
corados com 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI; 1:1000 em PBS; Sigma-Aldrich) e
PBS/glicerol (1:3) foi meio utilizado como meio de montagem em laminula.

As células positivas para Ki-67 foram contadas e analisadas digitalmente a partir de 15
fotomicrografias por experimento. A taxa de proliferacdo celular foi calculada pela
comparacdo da quantidade de células, entre o grupo controle e o grupo silenciado para
versicam.

Para os experimentos para deteccdo de versicam, marcagdo para faloidina e Ki-67, as
culturas celulares foram analisadas em microscépio de fluorescéncia DS-Ril (Nikon, Japdo) e
as imagens capturadas por camera fora processadas por meio do software DP2-BSW
(Olympus, Japao, versdo 2.1) para documentacdo dos resultados. As quantificacdes de pFAK
e versicam foram feitas através de imagens adquiridas em microscépio invertido de
fluorescéncia Zeiss (Zeiss, Alemanha) equipado com shutter controlado pelo programa
MetaMorph (Molecular Devices, CA, EUA; versdo 7.8). A quantificacdo das imagens foi
realizada por meio do plug-in Image Analysis Toolbox do programa ImageJ (NHI, MD, EUA,
versdo Java 1.8.0_112, 64-bit).

4.4 Analise da expressdo de versicam e via de sinalizagdo Rho/ROCK por citometria de fluxo

As culturas de células HTR-8/SVneo foram analisadas por citometria de fluxo, para
avaliacdo gquantitativa da expresséo do versicam, RhoA-GTP e pROCK2 nas células. Para tal
metodologia, 3 x 10° células por poco foram removidas do substrato com uma solugdo de
tripsina a 0,5%; a acdo enzimética foi neutralizada com soro de cabra (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) a 5% em PBS por 20 minutos. Apos lavagens em PBS, as células

foram incubadas com o kit para fixacdo e permeabilizacdo (e-Bioscience, San Diego, CA,



48

EUA) de acordo com as instru¢des do fornecedor. As células foram incubadas em tampéo de
permeabilizagdo com anticorpos anti-versicam (1:100), anti-RhoA-GTP (1:50) e anti-ROCK2
(1:50) previamente conjugados com anticorpo secundario anti-lIgG de coelho conjugado com
FITC (1:200). As analises foram realizadas em citbmetro de fluxo FACS CantoTM Il com o
programa FACSDiva (BD Biosciences). Um total de 10.000 eventos foram adquiridos por
amostra. Os dados obtidos foram analisados usando o programa FlowJo verséo 8.7 (BD

Biosciences).

4.5 Anélise da morte celular por citometria de fluxo

Para a deteccdo de morte celular, kit de marcacdo para Anexina V (FITC)/lodeto de
Propidio (ficoeritrina; PE) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) foi utilizado conforme
especificacdes do fabricante. Resumidamente, 1 x 10° células/poco foram removidas por
tripsina (2,5g/L durante 3 minutos), em seguida a enzima foi neutralizada com SBF (Sigma) e
as células foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi lavado com 200 pL de solucdo binding buffer (BD Biosciences). Em
seguida foram transferidas 1x10° células para tubos de citometria e adicionados 5 pL de
anexina (5:100) e 5 pL de iodeto de propidio (PI) (5:100); as células foram vortexadas e
incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida foi adicionado binding
buffer, novamente, as amostras e as analises foram realizadas em até 1h apds o experimento.
As analises foram realizadas em citébmetro de fluxo FACS Canto Il com o programa
FACSDiva (BD Biosciences). Um total de 10.000 eventos foram adquiridos por amostra. Os
dados obtidos foram analisados usando o programa FlowJo versdo 8.7 (BD Biosciences). Para
as andlises, foram consideradas células em processo de apoptose inicial (anexina V*), e

células mortas por apoptose ou necrose (anexina V* e PI*).

4.6 Extracdo de RNA e RT-PCR semi-quantitativo

O RNA total foi extraido das células plaqueadas (1 x 10° células/poco) utilizando
Trizol® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), conforme especificacdes do fabricante. O
RNA foi medido por espectrofotometria ultravioleta por meio de um espectrofotdmetro
Biochrom Libra 22S (Biochrom, UK) e o cDNA foi sintetizado a partir de 1 pug de RNA total
utilizando kit Superscript® First Strand (Life Technologies). O ensaio de RT-PCR foi
realizado usando a enzima Taq Polimerase (Life technologies) e os primers utilizados foram:
GAPDH, versicam V0, versicam V1, versicam V2 e versicam V3. Todas as sequéncias das
isoformas de versicam estdo de acordo com Corps e colaboradores (2004), sendo desenhadas

usando Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As sequéncias foram
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escolhidas para amplificar a regido entre os éxons 3 e 4, a qual sofre splicing e se apresenta
em todas as isoformas. As respectivas temperaturas de anelamento e tamanhos dos produtos
de PCR foram padronizados (Tabela 3).

Os produtos de PCR foram visualizados com brometo de etidio apos eletroforese em
géis de agarose a 2%. As imagens foram obtidas por meio de fotodocumentador para gel de
eletroforese L-P1X TOUCH (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil).

Primer Sequéncia
GAPDH Forward CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT
GAPDH Reverse ACCCACTCCTCCACCTTTGA
Versicam VO Forward GCACAAAATTTCACCCTGACAT
Versicam VO Reverse CTGAATCTATTGGATGACCAATTACAC

Versicam V1 Forward TGAGAACCCTGTATCGTTTTGAGA

Versicam V1 Reverse CTGAATCTATTGGATGACCAATTACAC

Versicam V2 Forward GCACAAAATTTCACCCTGACAT

Versicam V2 Reverse CGTTAAGGCACGGGTTCATT

Versicam V3 Forward TGAGAACCCTGTATCGTTTTGAGA

Versicam V3 Reverse CGTTAAGGCACGGGTTCATT

Tabela 2. Sequéncias de primers para MRNA de GAPDH e isoformas de versicam

4.7 Deteccdo de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) e de citometria por beads
Apbs o experimento de silenciamento génico de versicam, 0s sobrenadantes das

células HTR-8/SVneo foram avaliados pelo kit LEGENDplex Human Th1/Th2 Panel
(BioLegend, San Diego, CA, EUA) quanto a presenca das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, 1L-13, Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a) e Interferon-y (IFN-y) e o kit CBA Th1/Th2
(BD Biosciences) para as citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL12p70 e TNF, ambos
realizados conforme especificagdes dos fabricantes. Resumidamente, Para deteccdo das
citocinas 1L-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a e IFN-y, placas de 96 pogcos Maxisorp

(Costar) foram sensibilizadas com 100 pL/pogo do anticorpo de captura, para cada citocina,
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diluidos em PBS e mantidas overnight a temperatura ambiente. Apos este periodo foram
realizadas 4 lavagens com 300 pL/pogo de tampéo de lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS).
Em seguida as placas foram bloqueadas com 300 pL/poco de tampédo de blogueio (1% de
albumina de soro bovino - BSA - em PBS) por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente
apos 4 lavagens, as amostras e a curva-padrao foram incubadas por um periodo de 2 horas a
temperatura ambiente. Para a curva-padrdo, as citocinas recombinantes foram realizadas em
diluicdes seriadas (fator 2 de diluicdo), conforme recomendacfes do fabricante. Ambas as
amostras e as curvas padrbes foram realizadas em duplicata com 100 pL/poco. Em seguida,
foram feitas 4 novas lavagens e adicionados 100 pL/poco de anticorpo de deteccdo em
tampéo diluente (0,1% de BSA em PBS + 0,05% de Tween 20) e estreptoavidina seguido de
incubacdo por 30 minutos, no escuro, a temperatura ambiente.

Apds esse periodo foram realizadas 4 lavagens. Em seguida, 100uL/ poco de substrato
(tetrametilbenzidina; BD Biosciences, EUA) foram adicionados e incubados por 20 minutos,
no escuro, em temperatura ambiente. Por fim, 100uL/ pog¢o de HCI (1M) foram adicionados
para interromper a reacdo e a densidade Optica foi determinada em espectrofotdbmetro com
filtro de 450 nm.

Para a metodologia do kit CBA, os sobrenadantes e os padrdes de citocinas do kit foram
incubados com microesferas de captura de dois tamanhos e niveis diferentes de fluorescéncia
e recobertas com anticorpos especificos para as respectivas citocinas € com o anticorpo de
deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). Apés as incubacGes de 2 horas em constante
agitacdo, no escuro e a temperatura ambiente, foi adicionado estreptavidina-ficoeritrina (SA-
PE) o qual se liga aos anticorpos de detecgdo biotinilados, fornecendo sinal fluorescente com
intensidades em propor¢do a quantidade de analito ligado. Apds esse periodo a solucdo de
lavagem foi adicionada e o material centrifugado duas vezes por 10 minutos a 300 g. Por fim
a deteccdo das citocinas foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto™II equipado com o
programa de computador Diva (BD Bioscience), apds a aquisicdo de 3.000 microesferas.

Os resultados da citometria de fluxo foram convertidos para a secrecdo de pg/mL
usando os programas BioLegend LEGENDplex (BioLegend) e FlowJo (TreeStar Inc,
Ashland, OR, EUA).

4.8 Ensaio de proliferacdo e ciclo celular por meio da analise de Ki-67.
Para as analises de ciclo celular, as células positivas para Ki-67 foram categorizadas
nas diferentes fases do ciclo celular, segundo Raynov e colaboradores (2005). O processo de

andlise consistiu na verificagdo dos padrdes de marcacdo para Ki-67 nas células. Durante as
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fases G1-G2, o Ki-67 estd4 disposto de maneira densa do ndcleo, bem como nas regides
teloméricas e centroméricas dos cromossomos. Progredindo para a fase S e a interfase,
quando é possivel registrar uma marcacdo intensa predominantemente nos nucléolos, bem
como em pequenas areas nucleoplasmicas dispersas. A condensag¢do cromossémica durante a
profase e metafase é registrada por meio de uma marcacao nuclear positiva mais intensa nas
células. E durante a anéafase e a teldfase, a intensidade da marcacdo para Ki-67 comeca a

diminuir e desaparecer em GO.

4.9 Ensaios de motilidade
Para analise da motilidade, duas técnicas foram utilizadas: os ensaios de ferida e de

videomicroscopia por time-lapse para obtermos dados de migracéo celular.

4.9.1 Ensaio de ferida in vitro

O ensaio de ferida in vitro foi realizado apos o plaqueamento das células em placas de
24 pocos até atingirem confluéncia. Em seguida, foi realizada uma lacuna na monocamada,
através da delicada passagem de ponteira de pipeta de 200 uL sobre a mesma. Pontos de
referéncia foram demarcados no fundo de cada placa para auxiliar na obtencdo de
fotomicrografias nos periodos de 0, 24, 48 e 72h (em aumento de 40x). Ap0s a obtencdo das
imagens, oS espagos na monocamada foram mensurados utilizando programa ImageJ. Para
obtengdo da porcentagem de fechamento da ferida in vitro em cada tempo avaliado, foi

utilizada a seguinte equacéo:

Area tempo inicial-Area tempo final

x 100

Porcentagem de fechamento da lacuna = > :
Area tempo final

4.9.2 Ensaio de videomicroscopia Time-lapse
O ensaio de viodeomicroscopia time-lapse foi realizado a partir de ensaios de ferida no

Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento da Universidade de S&o Paulo, por
colaboracdo com a Prof®. Dr2 Vanessa Morais Freitas. Resumidamente, apds 24 horas da
realizacéo do silenciamento génico de VCAN, foram realizadas 17 horas de imagens de cada
grupo de células, sendo uma foto obtida a cada 20 minutos. A analise dos videos foi realizada,

sendo avaliadas 10 células por video, cada video contendo 80 frames.
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As imagens foram adquiridas em microscépio invertido de fluorescéncia Zeiss equipado
com shutter controlado pelo programa MetaMorph, camara resfriada, incubadora com
temperatura controlada e injetor de gas carbonico (Zeiss, Alemanha). A partir disso, foi
avaliada a velocidade celular em mm/minuto através de medidas frame a frame através do

plug-in MTrackJ do programa ImagelJ.

4.9.3 Ensaio de invaséo em fibronectina
Para outro ensaio de motilidade, as células HTR-8/SVneo foram plaqueadas (0,25 x 10°

células/pogo) em cémaras bipartites do tipo Transwell (BD Biosciences) de poros de 8 um
(Millicell, Millipore) revestidas com fibronectina (1:1 em PBS) e 300 uL e 250 uL. de meio
DMEM/F12 sem soro foram adicionados nos compartimentos inferior e superior,
respectivamente. Apos a adesédo das células, foi realizado o protocolo de silenciamento génico
para versicam, por 24 h a 37 °C. Apos isso as celulas foram lavadas com PBS, fixadas em
alcool metilico, lavadas novamente e incubadas com DAPI por 10 min, em temperatura
ambiente. As células presentes na face superior do inserto foram gentilmente retiradas com o
uso de um cotonete e as membranas cortadas com o auxilio de um bisturi, sendo montadas
com PBS/glicerol (1:3) em laminulas. Foi realizado ensaio de imunofluorescéncia para
versicam, e as células positivas para esta proteina e presentes em cinco campos de cada
membrana foram contadas e analisadas digitalmente. A porcentagem de invasdo foi calculada

através da comparacdo da quantidade de células nas membranas controles e nas silenciadas.

4.10 Anélises Estatisticas

A andlise estatistica foi realizada por meio de testes comparativos multiplos Student-
Newman-Keuls utilizando o programa Prism® (GraphPad; San Diego, CA, EUA). A
distribuicdo de Gauss e a igualdade das variancias foram examinadas pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e de Levene, respectivamente. Valores estatisticamente significantes

foram considerados quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Expressao de versicam e eficiéncia do silenciamento génico para versicam em células
HTR-8/SVneo

A fim de compreender quais séo as fungdes do versicam em determinados eventos
celulares, tais como morte, proliferacdo, migragéo, velocidade adeséo e invasédo, por exemplo,
foi realizado procedimento de silenciamento génico por SiRNA, tendo como alvo este
proteoglicano em células da linhagem HTR-8/SVneo, conhecidas pela notavel capacidade
invasiva e migratéria. A eficacia do silenciamento génico para VCAN pode ser comprovada
qualitativamente e quantitativamente por meio de imunofluorescéncia, RT-PCR e citometria
de fluxo, respectivamente. Por meio da imunofluorescéncia foi possivel visualizar um padrédo
de localizacao da proteina versicam de maneira homogénea entre as células do grupo controle,
em forma de granulos citoplasmaticos (Fig. 6 A). O controle scramble do experimento
manteve o padrdo de expressdo de VCAN, assim como o padrdo de organizacdo dos
filamentos de actina presentes nos contornos celulares (Fig. 6 B). O silenciamento génico para
VCAN foi eficaz, como evidenciado pela acentuada reducéo dos niveis proteicos de versicam,
além da reducdo da polarizacdo dos filamentos de actina, deixando-os mais presentes e
condensados na periferia celular (Fig. 6 C). Quantitativamente, o grupo controle apresentou
94,7% dos niveis relativos da proteina de versicam, enquanto o grupo silenciado apresentou
6,11%, demonstrando um silenciamento génico altamente eficiente. Nas analises de citometria
de fluxo, o controle scramble do experimento manteve o padrédo de expressdo de VCAN
encontrado nos grupos controle (Fig. 7 A-C). Da mesma forma, a analise por RT-PCR
mostrou que as células do grupo controle expressam os mRNA das isoformas VO e V1 (Fig.
8). Essa expressdo de mRNA de versicam foi reduzida eficientemente apds o silenciamento

génico, realizado por meio de siRNA para esta molécula (Fig. 10).
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Figura 6. Niveis celulares da proteina versicam em HTR-8/SVneo. A - Imunofluorescéncia em
células HTR-8/SVneo controle; B - Imunofluorescéncia em células HTR-8/SVneo do grupo scramble;
C - Imunofluorescéncia em células HTR-8/SVneo ap6s 24h de silenciamento. (Ampliagdo 100x).

Verde — Faloidina; Vermelho — Marcacgéo para versicam; Azul - DAP-I.



55

A B C
1000
5.32 .H\ 94.7 h 9.3 939 | . 6.11
30 ' } | 50 t
800
40
20 4 600
30
400
20
10 4
200 A 10 -
0 T LR R | LA AR | LB R 0 L AL | LS R | Tt AL RALL 0 T LM LS, BN RALL | T rrroem
10° 10 102 10% 10' 10° 10" 10° 10° ¢ 100 10’ 10° 10° 10*
FITC-A FITC-A FITC-A

Figura 7. Analise da expresséo proteica de versicam por citometria de fluxo em HTR-8/SVneo. A

— Controle; B — Grupo scramble; C — células HTR-8/SVneo apds 24h de silenciamento génico.
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Figura 8. Expressdo génica de versicam em HTR-8/SVneo. Niveis relativos de mRNA das
isoformas de VCAN por RT-PCR em células HTR-8/SVneo controles (Ct) e apdés 24h do

silenciamento génico (siVCAN).

5.2 Efeitos do silenciamento génico de versicam na viabilidade celular
Por meio de citometria de fluxo para anexina V e iodeto de propidio (PI), ambos

marcadores de morte celular, foi avaliada a influéncia do silenciamento génico de versicam
nas taxas de morte das células. Os resultados obtidos apontam que o protocolo de
silenciamento génico empregado nédo foi capaz de afetar a viabilidades celular, uma vez que
ndo houve alteracdo nessas taxas no grupo controle do silenciamento (siCt), em relacdo ao

grupo controle. O knockdown do versicam também ndo foi capaz de causar morte celular,
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mantendo uma consideravel viabilidade celular. Assim, a presenca ou auséncia das isoformas
VO e V1 de versicam ndo parece influenciar o precesso de morte celular de células HTR-
8/SVneo (Tabela 3).

Ct siCt siVCAN
Apoptose Inicial 8+ 13.7+ 114+
(Anexina V*/ PI)
2.6% 1.5% 3%
Apoptose Tardia e 13.1+ 79+ 198+
Necrose (Anexina V* /
PI%) 5.8% 5.5% 9.4%
Células Viaveis (Anexina 78.2 = 78.1+ 69 +
PI)
6.3% 4.2% 12.4%

Tabela 3. Avaliagdo de morte celular por marcacdo de Anexina V / lodeto de Propidio em
células HTR-8/SVneo. Ct — Controle; siCt — Controle do Silenciamento; siVCAN — Silenciamento de

versicam. p < 0,05.

5.3 Efeito do silenciamento génico de versicam na proliferacdo e ciclo celular

Como as taxas de viabilidade celular ndo foram alteradas pelo silenciamento génico de
VCAN por meio de siRNA, voltamos nossas analises a fim de analisar os efeitos do
silenciamento de versicam sobre a proliferacdo celular na linhagem HTR-8/SVneo. Para tal
finalidade, foi realizada a quantificacdo do ensaio de imunofluorescéncia para Ki-67, um
marcador de proliferagdo. A andlise foi realizada apds 24h do silenciamento génico, e através
dela foi observado que em comparacdo com o grupo controle (62 + 2,1%), houve reducéo da
taxa de proliferacdo do grupo exposto ao silenciamento génico do versicam (50,4 £ 1,5%; p =
0,033) (Fig. 9).

Para avaliar se as fases do ciclo celular foram afetadas pelo silenciamento pds-
transcricional de versicam, as células positivas para Ki-67 foram categorizadas nas diferentes
fases do ciclo celular, seguindo a publicacédo de Raynov e colaboradores (2005). O processo
de analise consistiu na verificacdo dos padroes de marcacdo para Ki-67 nas células. Durante
as fases G1-G2, o Ki-67 esta disposto de maneira densa do nucleo, bem como nas regides
teloméricas e centroméricas dos cromossomos. Progredindo para a fase S e a interfase,
quando é possivel registrar uma marcagdo intensa predominantemente nos nucléolos, bem
como em pequenas areas nucleoplasmicas dispersas. A condensagdo cromossdmica durante a

profase e metafase é registrada por meio de uma marcacao nuclear positiva mais intensa nas
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células. E durante a anéafase e a teldfase, a intensidade da marcacdo para Ki-67 comega a
diminuir e desaparecer em GO. A partir dessa analise, foi demonstrado que ha diferencas nas
porcentagens de células afetadas pelo silenciamento de versicam em cada uma das fases do
ciclo celular, principalmente na intérfase (grupo controle apresentando 81,56 + 7,8%; e grupo
silenciado para versicam apresentando 41,8 £ 8,1% p = 0,028) e prdfase-metafase (grupo
controle apresentando 4,85 + 1,1%; e grupo silenciado para versicam apresentando 37,7 *
4,4% p = 0,015). Estes dados sugerem que o silenciamento génico para versicam conseguiu
alterar as fases do ciclo celular nas células do grupo silenciado, quando comparadas com as
células do grupo controle, sugerindo um atraso no ciclo celular das células silenciadas (Fig.
10).
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Figura 9. Analise da proliferacdo celular por meio imunocoloracéo para Ki-67. Porcentagem total
de células em proliferacdo nos grupos controle (Ct) e no grupo com silenciamento para versicam
(siVCAN). * p < 0,05.
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Figura 10. Avaliagdo da porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular por meio de
imunofluorescéncia para Ki-67. A - Imagens representativas das fases do ciclo celular através da
visualizacdo por Ki-67 (ampliacdo 100x); B — Quantificagcdo das fases do ciclo celular. Ct — Controle;

siVCAN - Silenciamento de versicam. * p < 0,05.
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5.4 Efeitos do silenciamento génico de versicam sobre a producdo de citocinas

Visto que uma das importantes fungdes de células trofoblésticas é a producdo de
citocinas para regular o sistema imunologico materno, avaliamos a interferéncia do
silenciamento génico de versicam por intermédio de ensaio de citometria por beads e ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Os resultados demonstraram que a producao de diversas citocinas
foi afetada, com uma reducdo na producéo de IL-1p (de 11,3 £ 2,9 pg/mL no grupo controle
para 6,1 = 2,1 pg/mL no grupo silenciado; p < 0,05), IL-5 (de 150,18 + 42,3 pg/mL no grupo
controle para 142,06 £ 12 pg/mL no grupo silenciado; p < 0,05), IL-6 (114,9 + 14,5 pg/mL no
grupo controle, para 66,2 + 9,2 pg/mL no grupo silenciado; p = 0,04) e I1L-10 (de 5,9 £ 0,7
pg/mL no grupo controle, para 1,5 = 0,8 pg/mL no grupo silenciado; p = 0,008). Em
contrapartida, houve um aumento na producdo de IL-2 (392,35 + 262,2 pg/mL no grupo
controle, para 556,26 + 177,4 pg/mL no grupo silenciado; p < 0,05) e IL-13 (de 319,46 + 62,4
pg/mL no grupo controle, para 621,64 + 150,7 pg/mL no grupo silenciado; p < 0,05) nas
celulas submetidas ao silenciamento génico de versicam (siVCAN) em comparagdo com as
células do grupo controle (Ct). TNF-a e IL12p70 nao foram detectados em nenhum grupo
(Fig. 11).
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Figura 11. Avaliacao da secrecao de citocinas em células HTR-8/SVneo. Os grupos controle (Ct) e
de células silenciadas para versicam (siVCAN) foram analisados para IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C),

IL-5 (D), IL-6 (E), IL -8 (F), IL-10 (G), IL-13 (H) e IFN-y (I). * p < 0,05; ** p < 0,01.
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5.5 Efeito do Silenciamento Génico de Versicam na Expressdo de pFAK

Como a adeséo celular é uma importante caracteristica no comportamento celular, e
principalmente, dependente de interacbes com moléculas de MEC, foi realizada metodologia
para verificar uma provavel influéncia do silenciamento de versicam neste processo. Para tal
finalidade, utilizamos imunomarcacéo para detectar a fosforilacdo da proteina de adeséo focal
(pFAK), a qual apenas esté fosforilada nas regides celulares que estabelecem adesdes focais, e
¢ uma molécula fundamental envolvida no controle da interacdo entre células e a MEC
circunvizinha. Assim, é possivel observar uma reducdo da proteina FAK fosforilada nas
células silenciadas para versicam (siVCAN) em comparagdo com as celulas do grupo controle
(Ct) qualitativa (Fig. 12) e quantitativamente, representando uma diminuicdo de cerca de 49,2
+ 0,31% da intensidade de fluorescéncia de pFAK quantificada no grupo controle, para

aproximadamente 37,26 + 2,11% no grupo silenciado (p < 0,0001) (Fig. 13).
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Controle siVCAN

Faloidina

Figura 12. Marcacéo para faloidina e imunomarcacéo para pFAK. Grupo controle (A, C e E) e no
grupo siVCAN (B, D e F) (ampliacdo 100x); Verde - Faloidina; Vermelho — pFAK; Azul - DAP-I.
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Figura 13. Quantificagcdo da imunofuorescéncia para pFAK. Ct — Controle; siVCAN — células

silenciadas para versicam. *p < 0,0001.

5.6 Efeito do silenciamento génico de versicam na migragéo celular

Visto que a auséncia de versicam reduz a quantidade de FAK fosforilada, avaliamos o
efeito do silenciamento génico na migracéo das células. Para tal, foi realizado ensaio de ferida
in vitro, onde o tempo de fechamento da lacuna realizada na monocamada pode ser
comparado no grupo controle e no grupo silenciado. A anélise foi realizada nos periodos de 0,
24, 48 e 72h ap6s o procedimento de silenciamento génico. Foi observado que em
comparagdo ao grupo controle (Fig. 14 A-G), o grupo silenciado (Fig. 14 B-H) aumentou em
aproximadamente o dobro do tempo de fechamento da lacuna in vitro, o que foi comprovado
também pela quantificacdo do ensaio; no tempo de 24 horas, houve reducdo de 42,22 + 3,5%
da area de fechamento da lacuna no grupo controle, para 21,82 + 2,62 no grupo silenciado (p
< 0,05); no tempo de 48 horas, a redugédo de 78,28 + 3,13% no grupo controle para 47,59 +
5,01% no grupo silenciado (p < 0,001); e no tempo de 72 horas, a redu¢do na porcentagem do
fechamento da lacuna foi de 86,52 + 1,68% no grupo controle, para 48,20 = 7,32% no grupo
silenciado (p < 0,001) (Fig. 15), mostrando que o silenciamento génico do versicam exerceu
um efeito inibitorio sobre a migracéo das células HTR-8/SVneo.

Para confirmar que a migracdo foi afetada pelo silenciamento génico, foi avaliada a
velocidade celular através da técnica de videomicroscopia time lapse. Com essa técnica,
observamos que a velocidade das células silenciadas também foi reduzida quando comparada
ao controle. O grupo controle apresentou uma velocidade de 0,31 £ 0,52 mm/min, a

velocidade de migracdo no grupo controle do silenciamento foi de 0,30 = 0,32 mm/min e o
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grupo silenciado apresentou velocidade de 0,26 + 0,21 mm/min (valores de p: Ct x siCt, p>
0,05; Ct x siVCAN, p < 0,0001) (Figura 16).



Controle siVCAN

Oh

Flgu ra 14. Ensaio “scratch” com células HTR-8/SVneo. A, C, E e G - Grupo controle apés 0, 24, 48
e 72h (ampliacdo x4); B, D, F e H - Grupo com silenciamento de versicam apés 0, 24, 48 e 72h

(ampliacao x4).



66

100
g 90
< 80
= 70
= 60 x *ok
S 50 I I
=]
£ 40 : !
= 30 *
EE -
E 20 £
~ 10

0

0 24 48 72
Tempo (horas)

e 't siVCAN
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Figura 16. Velocidade migratoria analisada por videomicroscopia time-lapse. Velocidade calculada
em 17 horas, ap6s 24 horas de silenciamento para VCAN. Ct, Controle; siCT, controle do

silenciamento; siVCAN, silenciamento génico de versicam. *** p < 0,0001.
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5.7 Efeito do silenciamento génico de versicam na invaséo celular

Mediante os resultados acerca da habilidade migratoria e a velociada das células
submetidas ao silenciamento de versicam, demonstrando que ambos os fendmenos sdo
afetados pela auséncia dessa molécula, tendo reduzido-os de maneira significativa; as analises
foram direcionadas para outro evento celular se semelhante importéncia, a invaséo celular. Os
ensaios de invasdo em fibronectina em camaras tipo transwell foram utilizados para anélise do
efeito do silenciamento do versicam na invasdo celular. Nossos resultados mostraram que
apos o silenciamento houve uma reducéo estatisticamente significante da invaséo das células
HTR-8/SVneo na matriz de fibronectina quando comparada com o grupo controle (Fig. 17),

reafirmando, desse modo, que o versicam participa ativamente da mobilidade celular.
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Figura 17. Ensaio de invasdo em fibronectina em camaras bipartites tipo Transwell em células
HTR-8/SVneo. Ct — Controle; siCt — Controle do Silenciamento; siVCAN — Silenciamento de

versicam. ** p < 0.001.

5.8 Efeito do silenciamento génico de versicam na sinalizagdo RhoA/ROCK?2

Por meio citometria de fluxo, foi avaliada a influéncia do silenciamento génico de
versicam na sinalizagio RhoA/ROCK2. A andlise dessas vias mostrou uma expressiva
diminuicdo dos niveis relativos de RhoA fosforilada, de 99,1% no grupo controle, para 7,34%
apos o silenciamento génico para versicam (Fig. 18 A-B). A analise de ROCK2 também
demonstrou que os niveis relativos de ROCK?2 fosforilada foram afetados pelo silenciamento
génico de versicam; de 44,2% no grupo controle, para 32,1% no grupo de células submetidas
ao silenciamento génico de versicam (Fig. 18 C-D). Com os resultados obtidos foi possivel
detectar que RhoA-GTP e pROCK2 reduziram sua atividade em células HTR-8/SVneo
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Figura 18. Avaliagdo das vias RhoA-GTP/ROCK?2 em células HTR-8/SVneo. Citometria de fluxo
para RhoA-GTP nos grupos controle (A) e silenciado para versicam (B); Citometria de fluxo para
pROCK?2 nos grupos controle (C) e silenciado para versicam (D).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi realizada a técnica de silenciamento génico pos-transcricional
para o proteoglicano versicam em celulas da linhagem HTR-8/SVneo com a finalidade de
analisar as funcGes celulares que poderiam ser afetadas na auséncia dessa molécula. O
silenciamento de versicam foi eficiente, os niveis de mMRNA e proteina versicam foram
significativamente reduzidos. A proliferacdo foi levemente diminuida e o tempo de
fechamento da lacuna in vitro foi muito reduzido. A velocidade das células foi analisada por
meio de videomicroscopia time-lapse e corroborou com os dados de fechamento da lacuna
realizada in vitro, visto que houve uma leve reducdo da velocidade celular; os ensaios de
invasdo celular em camaras tipo transwell demonstraram que a auséncia do versicam em
células HTR-8/SVneo foi capaz de reduzir consideravelmente a capacidade invasiva dessa
linhagem celular em um substrato de fibronectina. Varias citocinas também foram afetadas,
com producdo reduzida de IL-1B, IL-5, IL-6 e IL-10, enquanto aumentaram a producéo de IL-
2 e IL-13. A andlise de pFAK mostrou diminuicdo da fosforilacdo ap6s o silenciamento.
Deste  modo, nossos resultados mostraram que a auséncia de versicam reduziu
significativamente a migrag&o e invaséo celular, sem provocar aumento significativo de morte
nas células, tornando assim, o versicam uma importante molécula alvo para futuras terapias
visando modificacdo da motilidade celular.

Anteriormente, a expressdo de outros proteoglicanos, decorim e biglicam, em diferentes
doencas gestacionais ja foi demonstrada, sugerindo a existéncia de mecanismos gerais nos
quais os proteoglicanos poderiam participar da regulacdo geral da migracdo e invasdo de
células trofoblasticas (BORBELY et al., 2014). Em outro estudo de nosso grupo, foi
demonstrado que as isoformas VO e V1 de versicam sdo produzidas apenas por células
trofoblasticas invasivas de primeiro trimestre de gestacdo e de AIP, ainda mostrando que o
versicam pode ser usado como marcador especifico para essa doenca quando comparada sua
expressao com outras doencas gestacionais (SANTOS e GONCALVES et al., submetido). As
mesmas isoformas VO e V1 também foram relatadas apresentando funcdo importante na
diferenciacdo do citotrofoblasto viloso em sinciciotrofoblasto, sendo que o silenciamento
génico aumentou a morte celular e reduziu a fusdo sincicial e a producdo de hCG (PIRES e
GONGALVES et al., 2018). Interessantemente, as mesmas isoformas VO e V1 ja foram
amplamente descritas por seu papel indutor de migracdo, invasdo e metéstase de células
neoplasicas (WIGHT, 2002; WEEN et al., 2011a, b; MITSUI et al., 2017; DE WIT et al.,
2017).
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Para a realizacdo do presente trabalho, optamos por utilizar a linhagem de células HTR-
8/SVneo, a qual é proveniente do EVT do primeiro trimestre de gestagdo. Desta forma, sendo
HTR-8/SVneo uma linhagem com um perfil altamente invasivo e que é comumente usada
para estudar invasdo, migracdo e regulacdo fisiologica do EVT de primeiro trimestre
(CHAKRABORTY et al., 2002; ZOU et al., 2015; YANG et al., 2016), a utilizamos como um
modelo para o silenciamento génico de versicam. O silenciamento génico tem sido adotado
como uma ferramenta para inativar a expressao génica de determinadas moléculas,
configurando assim, um método de interferéncia pds-transcricional capaz de produzir
fendtipos que podem ser observados por longos periodos de tempo (HANNON, 2002;
MEISTER e TUSCHL, 2004), sendo extremamente Util na observacdo do comportamento das
células na auséncia da molécula alvo; assim como tem sido uma técnica amplamente utilizada
em terapias génicas, principalmente antineoplasicas (YANG et al., 2018; ZHAO et al., 2017;
BUDURU et al., 2018; HERNANDEZ et al., 2011).

A eficécia do experimento de silenciamento génico no presente estudo foi demonstrada
por trés técnicas distintas, tanto a nivel de producdo de mRNA, sendo mostrada a supressao
do mRNA das isoformas VO e V1 de VCAN (principalmente a isoforma V1, que foi
completamemte ausente no grupo submetido ao silenciamento de VCAN); quanto a nivel
protéico, apresentando reducdo drastica da expressdo do versicam apds o silenciamento.
Outros trabalhos ja realizaram o silenciamento génico para versicam, a maioria destes,
direcionados para esclarecer o papel desta molécula em processos celulares como a migracéo,
proliferacdo, invasdo e adesdo, principalmente em células tumorais, validando o versicam
como uma molécula essencial na proliferacdo, invasdo, migracdo e adesdo de células
neoplésicas (HERNANDEZ et al., 2010; CARTHY et al., 2015; DESJARDINS et al., 2014;
WANG et al., 2015).

No presente trabalho, o silenciamento génico de versicam ndo alterou as taxas de morte
das células HTR-8/SVneo, em comparacao com o grupo controle, mantendo uma consideravel
estabilidade na viabilidade celular (em torno de 80%), demonstrando que provavelmente o
versicam nado seja essencial para a sobrevivéncia dessas células. No entanto, estudos prévios
realizados pelo nosso grupo, demonstraram que o silenciamento génico de versicam na
linhagem celular BeWo (proveniente de coriocarcinoma) aumentou a morte das células, mas
apenas das que apresentavam caracteristicas de sincicializacdo (PIRES e GONCALVES et al.,
2018). Assim, podemos concluir que células HTR-8/SVneo e BeWO possuem diferentes vias
de sinalizacdo para sua sobrevivéncia, como também ja foi demonstrado em estudos
anteriores (HAIDER et al., 2016; GROTEN et al., 2010). LaPierre e colaboradores (2007),
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corroboraram o que foi encontrado na linhagem BeWo, mostrando que o versicam aumentou
a sobrevivéncia celular e a resisténcia de fibroblastos a apoptose. Outros trabalhos revelaram
que determinados dominios moleculares do versicam protegem as células da apoptose
induzida por intermédio da ligacéo a receptores de morte (CATTARUZZA et al., 2004; DU et
al., 2013). No entanto, Zhao e colaboradores (2017) corroboram nossos resultados com a
linhagem HTR-8SV/neo, visto que o silenciamento génico de versicam em células de
carcinoma de tireoide humano ndo apresentou diferencas na viabilidade celular entre os
grupos controle e silenciado. Deste modo, o versicam pode agir para aumentar a viabilidade
celular e reduzir apoptose ou pode ndo influenciar essas fungdes, dependendo do tipo celular
estudado, podendo ter uma via especifica de acao.

Com relacdo a proliferacdo celular, nossos resultados demonstraram que a supressdo de
versicam resultou apenas em uma leve reducdo na proliferacdo celular e atraso no ciclo
celular apds o silenciamento génico. Em outros estudos que realizaram o silenciamento de
versicam, Bukong e colaboradores (2016) utilizando um modelo experimental de fibrose
hepética, demonstram que o knockdowm desse proteoglicano reduziu a proliferacéo celular. O
mesmo foi encontrado por Zhao e colaboradores (2017) em células de carcinoma de tiredide
humano e por Creighton e colaboradores (2005), com células de cancer de pulmao. Poucos
trabalhos ja associaram o silenciamento génico para versicam e as fases do ciclo celular.
Carthy e colaboradores (2015) demonstraram a presenca do versicam no nucleo de células
musculares lisas da aorta de ratos em proliferacdo, indicando que esta molécula esta envolvida
no processo mitotico dessas células. Ainda, o bloqueio da expressdo de versicam interrompeu
a organizacdo do fuso mitético e levou a formacao de fusos multipolares durante a metafase, o
que pode ajudar a entender nossos resultados. Em um contexto gestacional, como as células
trofoblasticas tem um poder de proliferacdo bastante acentuado, a linhagem HTR-8/SVneo se
apresentou como um bom modelo para representar esse potencial proliferativo. Visto que esta
linhagem representa células do citotrofoblasto de primeiro trimestre de gestacdo com alto
potencial de proliferacdo, o qual extravasa os limites da vilosidade coridnica, diferenciando-se
em células EVT, que também possuem um fenétipo proliferativo e invasivo (BOYD,
HAMILTON, 1970) e participando dos processos de invasdo da decidua basal e a
remodelacdo das artérias espiraladas uterinas (KAUFMANN, CASTELUCCI, 1997; KEMP
et al., 2002; LOREGGER et al., 2003). O bloqueio da expressao de versicam nessas células e
afentando também algumas fases do ciclo celular, retardando-o, pode demonstrar a

importancia desse proteoglicano nas fases iniciais da gestacdo, quando ha a necessidade de
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um potencial proliferativo maior das células trofoblasticas para que ocorra uma implantacéo
embrionéria bem-sucedida.

Uma gravidez bem-sucedida requer comunicac¢des cuidadosamente coordenadas entre a
mée e o feto. Células imunoldgicas e vias de sinalizacdo de citocinas participam como
mediadores dessas comunica¢des para promover uma gravidez saudavel, principalmente no
inicio da gestacdo, quando é necessario uma maior toleréncia do corpo da méde. Ao mesmo
tempo, certas infec¢bes ou condicbes inflamatorias em maes gravidas causam doencas graves
e tém impactos prejudiciais sobre o feto em desenvolvimento (YOCKEY e IWASAKI, 2018).
Por exemplo, quando o blastocisto se liga e invade o endométrio, este processo é
acompanhado por uma resposta inflamatoria evolutivamente conservada incluindo IL-6, IL-1
e LIF, na qual os tipos celulares envolvidos sdo as células dendriticas e células uNK (APLIN
e RUANE, 2017). Durante o desenvolvimento da placenta no primeiro trimestre, as células
imunoldgicas, incluindo células UNK e mastocitos, sdo necessarias para a remodelacdo da
artéria espiral uterina, como demonstrado por modelos em ratos, onde a presenga de IFN-y
também é necessaria para o processo de remodelacdo e adaptacdo desses vasos para a
gestacdo (ASHKAR et al., 2000).

Poucos estudos associaram o silenciamento génico de versicam com a producdo de
citocinas. No presente trabalho, foi demonstrado que o silenciamento génico de versicam em
células HTR-8/SVneo afetou a producgdo de algumas citocinas; como a reducédo de IL-1p, IL-
5, IL-6 e IL-10; e aumento da producdo de IL-2 e IL-13. Wang e colaboradores (2015)
mostraram que, o silenciamento deste proteoglicano em células de carcinoma pulmonar de
Lewis (LLC) reduz o acimulo de citocinas inflamatdrias associadas ao tumor, como CSF,
TNF-a, IL-6, VEGF e IL-10 in vivo. O versicam € conhecido por favorecer a producdo de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6, promovendo fortemente a progressao tumoral
(KIM et al., 2009). Ademais, células inflamatdrias e neoplasicas sdo capazes de aumentar a
expressdo de versicam, 0 que provoca uma cascata de secrecdo de citocinas inflamatorias a
gerar um microambiente inflamatorio que fornece a progressdo tumoral e metastases (GAO et
al., 2012). Por conseguinte, podemos presumir que em nosso modelo, 0 versicam contribui
com o perfil pré-inflamatorio local, o que pode contribuir para o crescimento da placenta e
invasdo fisioldgica ou exacerbada, no caso da AlP.

Para corroborar essa hipotese, avaliamos as conhecidas atividades anti-adesivas e pro-
migratorias do versicam (MUKARATIRWA et al., 2004; LABROPOULOQOU et al., 2006;
KUSUMOTO et al., 2010). Embora as células trofoblasticas, e principalmente o EVT,

possuam uma forte capacidade de invasdo, raramente esse tipo celular exibe capacidade de
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proliferacdo fora da etapa de implantacéo e estabelecimento da placenta no primeiro trimestre
de gestacdo. Isso indica que a adesdo e invasao das células trofoblasticas mantém o equilibrio
dindmico na interface materno-fetal durante a gestacdo (WANG et al., 2017). No presente
trabalho, a supressdao de versicam resultou em uma diminuicdo da expressdo de pFAK,
sugerindo uma menor quantidade de adesdes focais, indiretamente indicando reduzida
capacidade de adesdo das células silenciadas. Bu e Yang (2014) demonstraram que em células
de melanoma maligno, uma superexpressao de versicam promoveu 0 aumento da migracao
celular, enquanto o silenciamento génico de versicam reduziu significativamente a migracao
dessas células. Da mesma forma, Desjardins e colaboradores (2014) demonstraram que 0
silenciamento génico de versicam foi capaz de reduzir a capacidade de adesdo de células de
carcinoma epitelial de ovario; assim como estudos demonstraram que células derivadas
de Linfoma T-Anaplasico de Células Grandes (ALCL), da linhagem Karpas 299,
apresentaram uma diminuicdo da adesdo quando submetidas ao knockdown da expressao de
versicam (HAVRE et al., 2013).

Com relacdo a migracdo, ja foi observado que a reducéo da expressdo de versicam em
células de mausculo liso (HUANG et al., 2006) ou em células de cancer de proéstata
(RICCIARDELLI et al., 2007), reduziu a migracgdo celular nos ensaios de ferida. Hernandez e
colaboradores (2010) mostraram em seus estudos que o knockdown das isoformas VO e V1 de
versicam em células de melanoma humano foi capaz de provocar uma diminuicdo da
capacidade migratoria dessas células por intermédio de colageno | e acido hialurdnico. Desta
forma, podemos observar que os efeitos observados por outros estudos corroboram nossos
resultados, confirmando o papel importante do versicam na regulagédo da migracéo celular e
indicando assim um papel de protagonista durante a invasdo trofoblastica na placentacéo.
Existem evidéncias de que isoformas especificas de versicam podem afetar a atividade das
células tumorais. Justamente as isoformas VO e V1 sdo as isoformas predominantes presentes
em tecidos neoplésicos (RICCIARDELLI et al., 2009). Onken e colaboradores (2014)
mostraram que a regulacdo de versicam por um siRNA especifico para diminuir a expressao
da isoforma V1 reduziu significativamente a migracdo em celulas de glioma humano. Alguns
estudos consideram que a influéncia do versicam sobre a migracdo, seja provavelmente
facilitada pelo dominio G1 da molécula (TOUAB et al., 2002; SAKKO et al., 2003), que por
conter cadeias GAG, podem criar uma matriz extracelular mais hidratada, menos favoravel
para adesdo (HERNANDEZ et al., 2011). No entanto, existem estudos que utilizaram

condroitinase ou apenas 0 cerne proteico de versicam, e ainda assim observaram agéo
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importante desse proteoglicano na migracao e invasao das células (EVANKO et al., 2011;
KEIRE et al., 2014).

O uso de mitomicina C para 0s experimentos de migragdo in vitro (mais
especificamente o ensaio de ferida in vitro) foi descartado dos experimentos pelo fato de que a
linhagem HTR-8/SVneo apresentou alta sensibilidade ao estimulo do siRNA juntamente com
a substancia inibidora de proliferacdo, resultando em alto indice de morte celular (dados nédo
mostrados). A concentracdo escolhida para nossos experimentos foi de 10 pg/mL, baseado
com estudos anteriores de Nadeem e colaboradores (2011), Luo e colaboradores (2012) e
Ding e colaboradores (2015), no entanto, foi possivel observar mudancas nas células a partir
de 24 horas da realizacdo da transfec¢do e do tratamento com mitomicina C, ndo sendo
possivel prolongar o experimento até 48 e 72 horas devido a esse percal¢o. Estudos anteriores
ja demonstraram que o tratamento com mitomicina C é capaz de causar apoptose em células
estromais endometriais humanas (FLUHR et al., 2007); outros trabalhos demonstraram que o
uso de siRNA para o knockdown protéico em linhagem celular humana de cancer de bexiga
urinaria, M-RT4, foi capaz sensibilizar significativamente essa linhagem celular para
mitomicina C (WANG et al., 2019). Outra trabalho demonstrou o potencial do uso de siRNA
para 0 aumento da sensibilidade a mitomicina C; Wang e colaboradores (2006) demonstraram
também o aumento de apoptose induzida por mitomicina C em células da linhagem humana
T24 de cancer de bexiga urinaria, transfectadas com siRNA. Ja Cui e colaboradores (2015)
demonstraram que, em xenoenxertos de tumores de células de bexiga humana RT4, in vivo e
in vitro, o potencial de acdo apoptdtica da mitomicina C foi aumentado quando feita o uso de
siRNA na terapia. O uso de terapias baseadas em RNA de interferéncia também se mostrou
eficiente em células de cancer de cdlon humano, RKO, nas quais foi verificado a melhoria da
eficacia de apoptose induzida por mitomicina C (KOEDRITH e YOUNG, 2011).

Adicionalmente, analises realizadas no presente trabalho demonstraram que o blogueio
da producdo de versicam em células da linhagem HTR-8/SVneo foi capaz de promover uma
reducdo significante na invasdo dessas células em uma matriz de fibronectina quando
comparada com o grupo controle, reafirmando, desse modo, que o versicam participa
ativamente da mobilidade celular. Outrossim, uma variedade de pesquisas tem apontado o
versicam como molécula anti-adesiva, pro-migratdria e pro-invasiva, e principalmente em
estudos com céncer, ele vem sendo associado a metéstases, aumento de invasividade e
progressdo tumoral (MUKARATIRWA et al., 2004; LABROPOULOU et al., 2006;
KUSUMOTO et al., 2010). Em células de melanoma maligno, uma maior expressao de

versicam promoveu a migracdo celular e a inibicdo da expressdo dessa molécula, mediada
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pelo silenciamento génico, suprimiu significativamente padrdes de motilidade celular, como a
migracdo (BU e YANG, 2014) e revelou maior adesédo ao colageno, laminina e fibronectina, o
que foi identificado por meio de ensaios de cicatrizacdo de ferida e em camaras bipartites
verticais, tipo Transwell (HERNANDEZ et al., 2011).

Da mesma forma, foi observado em células de mdsculo liso uma diminuicdo da
migracdo celular nos ensaios de ferida (HUANG et al., 2006), ou em células de cancer de
préstata, em que a adicdo de versicam as células causou um aumento na capacidade de
invasdo (RICCIARDELLI et al., 2007). Os resultados do presente estudo corroboram os
dados apresentados na literatura, ao mostrar que o silenciamento do versicam apresentou
efeito semelhante nas células HTR-8/SVneo, reduzindo tanto a migracdo, quanto a invasao
celular substancialmente e demonstrando assim, a potencial influéncia dessa molécula no
processo de invasdo celular trofobléastica (KNOFLER et al., 2008). Considerando o perfil
desse proteoglicano e a AIP como uma doenca onde hd uma invasdo exacerbada das células
trofoblésticas (BENIRSCHKE et al., 2012), é provavel que o versicam esteja envolvido na
invasividade exagerada desta doenca.

No presente trabalho, a reducdo da expressdo de versicam foi capaz de reduzir a
atividade de RhoA-GTP e pROCK2 em células HTR-8/SVneo submetidas ao silenciamento
génico de versicam, sugerindo um provavel envolvimento dessa via na sinalizacdo de
versicam nessa linhagem celular. Rho GTPases séo conhecidas por seu envolvimento no
rearranjo da arquitetura celular durante a migracdo, motilidade, morfologia, polaridade,
divisdo celular e expressdo génica (HODGE e RIDLEY, 2016); estudos de Hall e Ridley
(1992) demonstraram o envolvimento da Rho GTPase Rac na formacdo de lamelipddios,
enquanto RhoA € capaz de estimular a formagdo de fibras de actomiosina. A via de
sinalizacdo Rho-GTP/ROCK, também é conhecida como uma via essencial em eventos
celulares como proliferacdo, migracao, fagocitose, polimerizacdo de microtabulos, adesdo e
organizacéo de citoesqueleto (HARTMAN et al., 2015). Estudos anteriores demonstraram que
Rho e ROCK também podem desempenhar papéis essenciais no desenvolvimento pré-
implantacional em humanos (XIE et al. 2010; YAN et al. 2013; HUANG et al. 2016).

Por fim, os resultados apresentados no presente trabalho mostram que o versicam age
diretamente no processo de motilidade celular, além de interferir na producdo de citocinas
conhecidas por possuirem um papel pro-invasivo (Fig. 19); e por isso poderia ser considerado
um promissor alvo terapéutico para a AIP. Sendo as ac¢des de inibig¢do, silenciamento ou
blogueio desta molécula feitas assim que diagnosticada a doenca, possam ser Uteis para

estabilizar o processo de invasdo exagerada e prevenir o agravamento da doenca, nao
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chegando aos pontos criticos de maior morbidade tanto para a mde quanto para o feto,
inclusive prevenindo a histerectomia quando possivel. No entanto, mais estudos sdo
necessarios a respeito da via de regulacédo especifica do versicam sobre a invasdo e migracdo

das células trofoblasticas, e sobre a melhor forma de utiliza-lo em um tratamento inovador.

Auséncia de VCAN
. Diminuic¢do/ Regulacio negativa
- Aumento/ Regulagio positiva

Receptores
conhecidos de VCAN:
EGF-R, TLR-2, TLR-

6, CD44, betal
integrina, Pe N
selectinas

5 .
Proliferacio IL-5, IL-6 e IL-10

Figura 19. Esquema representativo de proposta de sinalizacdo para silenciamento génico de
versicam em HTR-8/Svneo. Fonte: Adaptado de Hartmann e colaboradores (2015).
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, é possivel concluir que:

1. A padronizacdo do protocolo de silenciamento génico para o versicam em células
trofoblasticas da linhagem HTR-8/SVneo foi realizado com sucesso;

2. O silenciamento do versicam parece ndo afetar significativamente os processos de
morte e proliferacdo celular;

3. O silenciamento génico de versicam € capaz de reduzir os niveis de moléculas
consideradas pro-invasivas, tais como IL-5 e IL-6.

4. O knockdown da expressao de versicam foi capaz de reduzir a adesdo de celulas
trofoblésticas da linhagem HTR-8/SVneo;

5. A consideravel reducdo da migracdo, velocidade e invasdo celular ap6s o
silenciamento génico para o versicam evidencia o papel desse proteoglicano como um
regulador chave na motilidade das células HTR-8/SVneo, podendo este ser um

promissor alvo terapéutico para AlP.
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