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RESUMO

Introdugao: O versicam € um proteoglicano conhecido por ativar vias de sinalizagao
intracelulares envolvidas na inflamacgéo, proliferacdo, migragao, invasado, adesao,
organizagcao de citoesqueleto e transicdo epitélio-mesenquimal (TEM). A TEM se
caracteriza pela diferenciagcdo morfolégica e funcional, que ocorre em diversas
situagdes fisiologicas e patoldgicas, sendo muito estudada por seu papel fundamental
nas metastases neoplasicas, também sendo essencial para que as células
trofoblasticas possam invadir os tecidos maternos e estabelecer a interface materno-
fetal no primeiro trimestre. Objetivo: Investigar se o silenciamento génico de versicam
influencia processos de transigdo epitélio-mesenquimal e motilidade de células
trofoblasticas in vitro. Metodologia: Células HTR-8/SVneo foram silenciadas para o
versicam, e sua eficiéncia foi testada nos niveis de mRNA e proteina. Foram
realizados Western Blot, citometria de fluxo e imunofluorescéncia para AKT, mTOR,
IRF3 e IRF9 apds 24 horas de silenciamento versicam. A invasao celular foi
examinada usando ensaios de invasao em modelos 3D. Por meio de microscopia time
lapse, foi avaliada a direcionalidade celular. A Microscopia de Forga Atémica foi
realizada para topografia celular e elasticidade da membrana plasmatica. Diferentes
marcadores de TEM foram avaliados por RT-PCR e imunofluorescéncia. Resultados:
O silenciamento génico de versicam foi eficiente em células HTR-8/SVneo, e as
analises da via de sinalizacdo ndo mostraram diferengcas na expressao de p-AKT
Thr308 e p-mTOR, embora p-AKT Ser473, p-IRF3 e IRF9 tenham aumentado apés
24 horas de silenciamento (p<0,05). As células silenciadas exibiram padrdes
incomuns de direcionalidade de migragédo, aumento da expresséo de pFAK e tiveram
capacidade invasiva reduzida em ensaios de invasdo em cocultura (p<0,05). As
células silenciadas apresentaram menor quantidade de fibras de estresse de F-actina,
e seu Mdédulo de Young foi mais elevado (p<0,01), indicando perda de elasticidade,
assim como tiveram sua altura reduzida. Adicionalmente, diferentes marcadores de
TEM, tais como TGF-B2, E-caderina, B-catenina, Snail e vimentina foram alterados
pelo silenciamento génico de versicam. Conclusao: O silenciamento de versicam
influencia significativamente as células HTR-8/SVneo em niveis moleculares e
funcionais, afetando principalmente sua motilidade e perfil de TEM.

Palavras-chave: Versicam; Transigao epitélio-mesenquimal; Motilidade.



ABSTRACT

Introduction: Versican is a proteoglycan known for activating intracellular signaling
pathways involved in inflammation, proliferation, migration, invasion, adhesion,
cytoskeleton organization, and epithelial-mesenchymal transition (EMT). EMT is
characterized by morphological and functional differentiation, occurring in various
physiological and pathological situations, extensively studied for its fundamental role
in neoplastic metastases and essential for trophoblastic cells to invade maternal
tissues and establish the maternal-fetal interface in the first trimester. Objective: To
investigate whether gene silencing of versican influences epithelial-mesenchymal
transition processes and trophoblastic cell motility in vitro. Methods: HTR-8/SVneo
cells were silenced for versican, and efficiency was tested at mRNA and protein levels.
Western Blot, flow cytometry and immunofluorescence were performed for AKT,
mTOR, IRF3, and IRF9 after 24 hours of versican silencing. Cell invasion was
examined using 3D invasion assays. Cell directionality was evaluated through time-
lapse microscopy. Atomic Force Microscopy was conducted for cellular topography
and membrane elasticity. Different EMT markers were assessed by RT-PCR and
immunofluorescence. Results: Gene silencing of versican was efficient in HTR-
8/SVneo cells, and signaling pathway analyses showed no differences in p-AKT
Thr308 and p-mTOR expression, although p-AKT Ser473, p-IRF3, and IRF9 increased
after 24 hours of silencing (p<0.05). Silenced cells exhibited unusual migration
directional patterns, increased pFAK expression and had reduced invasive capacity in
co-culture invasion assays (p<0.05). Silenced cells showed a lower amount of F-actin
stress fibers, and their Young's Modulus was higher (p<0.01), indicating loss of
elasticity, as well as reduced height. Additionally, different markers of TEM, such as
TGF-B2, E-cadherin, B-catenin, Snail, and vimentin, were altered by versican gene
silencing. Conclusion: Versican silencing significantly influences HTR-8/SVneo cells

at molecular and functional levels, primarily affecting their motility and EMT profile.

Keywords: Versican; Epithelial-mesenchymal transition; Motility.
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1 INTRODUGAO

Os proteoglicanos (PGs) sdo biomacromoléculas presentes em uma variedade
de tecidos nos animais, constituidas por um cerne proteico e ligadas covalentemente
a esta porcao proteica, por cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs), conferindo a
estas moléculas, grande diversidade estrutural e funcional (Song et al., 2021). Ainda,
os PGs sao considerados os principais componentes presentes na matriz extracelular
(MEC) e sao capazes de interagir com fatores de crescimento, quimiocinas e
receptores de superficie das células, além disso, podem ser classificados de acordo
com sua localizagdo na MEC, em: intracelulares, de superficie celular, pericelulares,
extracelulares, e proteinas matricelulares (Birbrair, 2020).

Classificado como um proteoglicano extracelular, e o maior membro da familia
dos hialectanos (PGs que possuem sitios de ligagéo ao acido hialurdnico e a lectina),
o versicam (VCAN) é o PG mais abundante na MEC e expresso em uma variedade
de tecidos (Tang et al., 2022; Theocharis et al., 2016). Ainda, o VCAN possui
propriedades estruturais que permitem uma organizagdo e hidratagdo da MEC,
permitindo a criagdo de um agregado de moléculas mecanicamente ativas ao redor
das células, as influenciando a mudar de forma, aderir, proliferar, migrar ou mesmo
induzir remodelagao da propria MEC (Binder et al., 2017).

Esse proteoglicano também é conhecido por possuir cinco variantes de splicing:
VO, V1, V2, V3 (Keire et al., 2014) e V4 (Kischel et al., 2010). Além de suas
propriedades estruturais na matriz extracelular, o VCAN vem sendo descrito como uma
importante  molécula sinalizadora autocrinamente e paracrinamente, induzindo
proliferagdo, migracdo, invasdo e metastase de células neoplasicas (Wight et al.,
2014). As isoformas VO e V1 estao envolvidas no desenvolvimento embrionario, assim
como com a indugdo de crescimento, invasao e metastase de células neoplasicas (Du
et al., 2013; Wight et al., 2014). A isoforma V2 estd envolvida com inibicdo de
proliferagao, diferenciacdo e migragao de células do sistema nervoso central (Lee et
al., 2016) e aisoforma V3 é conhecida por aumentar elastogénese e regular migragéo
de células de musculo liso arterial (ASMCs) (Merrilees et al., 2014). Ja a isoforma V4
foi relatada por ser regulada positivamente em lesdes de cancer de mama humano
(Kischel et al., 2010), mas n&o existem mais relatos sobre sua localizag&o e funcgodes.

O VCAN é passivel de clivagem, mediada por enzimas tipo desintegrina

semelhante a proteoglicano e metaloproteinase com motivos de trombospondina-1
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(ADAMTS) e metaloproteinases de matriz (MMPs) gerando, dessa forma, fragmentos
bioativos (Timms e Maurice, 2020). A maior parte dos fragmentos gerados a partir da
clivagem do VCAN possui o dominio G1 de sua estrutura, contendo o sitio de ligagéo
com acido hialurénico, sendo o fragmento mais conhecido, o versikine (Deb et al.,
2022; Timms e Maurice, 2020). Ha diferentes fungbes bioldgicas relacionadas a
atuacao dos fragmentos bioativos de VCAN ja reconhecidos, dentre elas estéo:
regulacdo da TEM, proliferagdo, remodelacdo de MEC, além de atuar na migragéo e
invasdo celular durante o desenvolvimento e em diferentes patologias, no entanto, a
bioatividade destes fragmentos pode variar a depender do contexto onde atuam
(Timms e Maurice, 2020; Wight et al., 2020). Ademais, o versikine possui propriedades
imunomodulatodrias, atuando também como DAMP e interagindo com células do
sistema imune ou nao, e estimulando a producgao e liberagdo de citocinas de perfil
inflamatdrio ou anti-inflamatério (Wight et al., 2020).

O VCAN também influencia funcdes e comportamentos celulares por meio de
interacbes mediadas pelo dominio G3 com o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGF-R) (Binder et al., 2017; Roedig et al., 2020). Por meio da interagcéo
com esses receptores, fornece sinais intrinsecos que podem influenciar o sistema
imunoldgico e causa um fendtipo celular inflamatério (Wight et al., 2020).

Além dos efeitos pro-inflamatérios, a interagdo de versicam com os receptores
relatados pode gerar um aumento de fenotipo mesenquimal migratério (Zhang et al.,
2019; Timms e Maurice, 2020; Hirani et al., 2021), podendo ocorrer a ativagao da via
de sinalizagdo Rho-GTP/ROCK (Rho, familia de proteinas homélogas a Ras; ROCK,
proteina quinase associada a Rho), a qual é essencial em eventos celulares como
proliferagdo, migragao, fagocitose, polimerizagdo de microtubulos, adesdo e
organizagao de citoesqueleto, entre outros (Hartman et al., 2015). Interessantemente,
essa via de sinalizagdo também possui papel-chave durante a implantacao
embrionaria e placentagéo, eventos dependentes da migragéo e invasado de células
trofoblasticas (Alarcon e Mirikawa, 2022).

As células trofoblasticas realizam a invasdo necessaria para uma correta
placentacdo. Em uma primeira onda de invasao, o sinciciotrofoblasto invade a decidua
basal, estabelecendo uma interface materno-fetal primordial (Boyd e Hamilton, 1970;
Zhang et al., 2023). Em uma segunda onda de invasdo, células do citotrofoblasto

viloso transpassam os limites das vilosidades coribnicas, se diferenciando nas células
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do citotrofoblasto extraviloso (EVT) (Dhar, 2021), que realizam uma invasdo mais
profunda dos tecidos maternos. Essas células possuem intensa capacidade de
invas&do durante o primeiro trimestre da gestagédo, invadindo a decidua basal e as
artérias espiraladas uterinas, sendo capazes de remodelar estes vasos (Zhang, 2022;
Sun et al., 2021). O comportamento das células EVT é muito semelhante ao de células
neoplasicas, entretanto essa invasdao €& altamente controlada temporal e
espacialmente (Wallace et al, 2012; Dhar, 2021). Esse controle na invasdo, em
gestagcdes normais, é realizado por fatores derivados do trofoblasto, bem como das
células maternas. De uma maneira geral, células trofoblasticas intersticiais séo
equipadas com diferentes sistemas de protease, permitindo a degradagdao de
proteinas da MEC para promover a migragao celular, enquanto a decidua expressa
uma variedade de proteinas inibitorias, restringindo a invasividade (Varberg e Soares,
2021; Garrido-Goméz et al., 2022).

Alteragcbes nos processos de migragao e invasao das células trofoblasticas sao
motivos de grande preocupagdo durante a gestagdo, por serem causa ou
consequéncia de doengas graves que apresentam grande morbidade e mortalidade
materna e fetal. Uma variedade de complicacdes pode resultar de uma disfuncéo da
migracgao das células trofoblasticas, tais como a manifestacdo de hemorragias antes,
durante ou apos 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
espectro da placenta acreta (do inglés “Placenta Accreta Spectrum”) caracterizada
pela reagao decidual ausente ou defeituosa, mantendo o estroma endometrial como
um tecido conjuntivo frouxo (Jauniaux et al., 2021), fato que por muitos anos foi
creditado ser a causa primaria da invasdao exacerbada das células EVT e
consequentemente, do PAS. No entanto, estudos mais recentes, que comparam a
placentacdo normal com o PAS, relacionaram esta doencga placentaria com diferentes
condigdes, tais como expressao diferencial de genes relacionados a transigao epitélio-
mesenquimal e invasdo celular, inflamagdo exacerbada na interface materno-fetal,
angiogénese e hipdxia (Da Silva-Arnold et al., 2018; McNally et al., 2020; Zhou et al.,
2022; Shainker et al., 2020). Particularmente de alta severidade, o PAS nao possui
biomarcadores especificos, tendo diagndstico dificil (possuindo altos indices de
subdiagndstico e subnotificagédo), e seu tratamento padrdo é a remogao total do utero

por meio de histerectomia, representando um problema ainda maior em regides mais
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carentes, onde faltam os equipamentos de imagem apropriados para sua detecgéao
(Arakaza et al., 2023).

Outrossim, mesmo sendo importante durante o desenvolvimento embrionario, o
versicam foi pouco estudado durante a implantagcdo embrionaria e placentagao, sendo
conhecido que em camundongos, o versicam é regulado positivamente em células
deciduais apés a implantacdo embrionaria, além de contribuir para a placentacao e
crescimento fetal, em humanos, por favorecer a proliferacdo de células natural killers
uterinas e a dilatagdo de artérias espiraladas uterinas (San Martin et al., 2003;
Miyazaki et al., 2019; Sagae et al., 2023). Devido a caréncia de estudos relacionando
a expressao de versicam na placentacao saudavel e em doencas invasivas, nosso
grupo vem trabalhando para determinar a localizagdo e fungdes fisioldgicas do
versicam durante a gestagdo, assim como suas fungbes em diversas doencgas
gestacionais (Pires e Gongalves et al., 2018). Por conseguinte, visto que o versicam
demonstra possuir um papel importante para a invasao das células trofoblasticas no
primeiro trimestre e na PAS, assim como a caréncia de modelos para se estudar o
comportamento da célula EVT no PAS, neste trabalho objetivamos mostrar as fung¢des
que o versicam desempenha naturalmente em células da linhagem HTR-8SV/neo,
advindas de células trofoblasticas de primeiro trimestre de gestagcdo e como podemos
afetar essas fungdes por intermédio do silenciamento génico do versicam, realizando

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

2.1 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é comumente caracterizada como uma rede
tridimensional e nao celular, composta por fibras colagenas e elasticas, proteinas,
proteoglicanos (PGs), glicosaminoglicanos (GAGSs), laminina, fibronectina, elastina e
outras moléculas que interagem entre si para formar uma estrutura altamente
dinédmica (Fig. 1), capaz de fornecer suporte estrutural e bioquimico para as células
(Theocharis et al., 2016; Walker et al., 2018). Por ser uma estrutura com alta
dinamicidade, a MEC, constantemente passa por um processo de remodelagao,
através da acao de proteinases, seus componentes sdo degradados e modificados. O
equilibrio entre essa degradagéo e remodelagéo, é organizado pelas proprias células
que estao presentes na MEC e é fundamental para a manuten¢ao da homeostase nos
tecidos (Walker et al., 2018).
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Figura 1. Estrutura geral da matriz extracelular. Esquema representativo com os
principais componentes de MEC. Fonte: adaptado de Soles e colaboradores, 2023.

Variagdes na composicao e estrutura dos componentes da MEC afetam tanto a
estrutura geral quanto as propriedades biomecanicas da rede formada (Walker et al.,
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2018). Esta estrutura ndo-celular e macromolecular é capaz de interagir com células
circunvizinhas, além de estimular a comunicagao e regular, dinamicamente processos
como proliferacdo, adesao, migracéo, sobrevivéncia e diferenciagao celular (Kai et al.,
2019). As células interagem com a MEC através de seus receptores de superficie,
como integrinas, PGs de superficie celular e o CD44, receptor de acido hialurénico
(HA), por exemplo. Além disso, a MEC tem a capacidade de modular, localmente, a
acéao de fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) e outras moléculas de sinalizagdo, como WNTSs,
o fator de crescimento transformador-p (TGFB) (Bonnans et al., 2014; Sun et al.,
2022).

Uma variedade de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas séao
constantemente depositados na MEC por meio da ligacdo a moléculas especificas,
sendo resultado de processos altamente regulados, podendo, assim, operar em
momentos relevantes para o desenvolvimento e a fisiologia dos tecidos (Kirkpatrick et
al., 2007; Rozario e Desimone, 2010; Cai et al., 2021). A MEC que compde cada tecido
€ essencial para a homeostase normal, mas também pode desempenhar um papel
em muitas sindromes e condigbes patoldgicas/letais que surgem de anormalidades
de seus componentes, o que coloca as moléculas do MEC como potenciais alvos para

tratamentos farmacologicos direcionados (Vennin et al., 2020).
2.2 Proteoglicanos

Os proteoglicanos (PGs) sao moléculas que compde estruturalmente a MEC, e
se caracterizam como biomacromoléculas funcionais, extremamente heterogéneas e
tdo importantes quanto as fibras colagenas e elasticas, e que séo distribuidos pelos
tecidos de forma onipresente (Dong Hun Lee et al, 2016; lozzo e Sanderson, 2011).
Presentes abundantemente na MEC, essas moléculas podem desempenhar uma
variedade de fungbes, atuando como moduladores dindmicos e integrantes das
principais cascatas de sinalizacdo que governam o comportamento celular. Os PGs
podem agir como correceptores fatores de crescimento e quimiocinas, interagir com
enzimas as quais s&o capazes de remodelar a MEC (Karamanos et al., 2021) e
interferir nas propriedades celulares integrais, tais como adesdo, migragao,
proliferagdo, angiogénese, e sobrevivéncia, além de processos como hidratagcao dos

tecidos, montagem supramolecular, homeostase, desenvolvimento, cicatrizagdo e
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reparo tecidual, senescéncia, inflamagado e autofagia (Korpetinou et al., 2014,
Karamanos et al., 2021).

Estruturalmente, os PGs s&o uma classe singular de glicoconjugados
caracterizados pela presenca de cadeias de glicosaminoglicanos (GAG)
polissulfatadas e ligadas de forma covalente a uma ou mais regides de uma proteina
central (Critcher e Huang, 2022) (Fig. 2). A nivel de classificagao, essas moléculas
recentemente tem sido categorizadas em quatro diferentes familias, conforme sua
localizagéo celular ou subcelular, homologia de sequéncia de proteinas, e presenca
de porcdes proteicas exclusivas em intracelulares, de superficie celular, pericelulares
de membrana basal ou extracelulares (lozzo e Schaefer, 2015). Além de serem
distinguidos pelas estruturas das proteinas centrais, os PGs podem apresentar
diferentes combinacgdes de cadeias de GAGs. Estas cadeias de glicosaminoglicanos
se organizam em dominios sulfatados ou ndo, e sdo formadas por sequéncias
repetidas de sulfato de condroitina (CS), sulfato de heparana e heparina (HS), sulfato
de queratana (KS) ou sulfato de dermatana (DS) (Critcher e Huang, 2022; Merry et al.,
2022). Tais padrbes de sulfatacdo e organizagdo nas cadeias GAGs laterais
determinam diferentes variantes estruturais de PGs que podem assumir uma
variedade de fun¢des em diferentes tecidos e células (Nguyen e Panitch, 2022; Merry
et al., 2022).

Dentre os PGs de matriz extracelular, a subfamilia dos proteoglicanos ligantes
ao acido hialurénico (HA) ou lectina, também reconhecidos como hialectanos, se
destaca por ser amplamente estudada e devido ao seu envolvimento em diversas
fungdes regulatorias de fendbmenos celulares. Sdo componentes dessa subfamilia os
PGs: agrecam, neurocam, brevicam e versicam, quem compartiiham uma série de

caracteristicas estruturais (Theocharis et al., 2016; Fontanil et al., 2021).
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Figura 2. Estrutura geral de proteoglicanos da familia dos lecticanos. Fonte:

adaptado de Joshi e colaboradores, 2023.

A interagdo dos PGs e suas cadeias GAG associadas sao essenciais para a
estrutura tecidual e a homeostase tecidual e estdo implicados no desenvolvimento de
varias doengas. A modificagao da biossintese dos proteoglicanos e GAGs esta ligada
a remodelacdo da MEC em condig¢des patoldgicas, tornando-os alvos potenciais para
terapias (Timms e Maurice, 2020; Sainio e Jarvelainen 2020; Yang e Wang, 2023).

2.3 Versicam

O nome versicam (VCAN) deriva de sua versatilidade como uma molécula
altamente interativa, sendo também conhecido como PG-M ou CSPG2 (Proteoglicano
de sulfato de condroitina 2) (Wight et al., 2020). Esta molécula 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 (Islam e
Watanabe, 2020). Esse proteoglicano possui dominios reconhecem e se ligam ao
acido hialurénico, enquanto também possui sitios de ligagdo para varios outros

componentes da MEC (Timms e Maurice, 2020). Em tecidos saudaveis, os niveis de
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VCAN sao baixos, mas em algumas condi¢gdes patoldgicas, como aterosclerose
(Wight et al., 2014), cancer de mama, préstata (Du et al., 2013), leiomiossarcoma
(Keire et al., 2014), tumores pancreaticos (Gao et al., 2020), os niveis deste
proteoglicano aumentam significativamente.

O versicam é capaz de interagir com uma variedade de componentes da MEC e
moléculas de superficie celular (Hirani et al., 2021), incluindo acido hialurénico,
fibronectina, fibrilina e fibrinogénio, formando um conjunto de moléculas
mecanicamente ativas ao redor das células (Wight et al., 2017). Essas interagbes
levam a formagdo de um agregado molecular que influencia as células, induzindo
mudangas em sua forma, promovendo adesao, proliferagdo, migracéo e remodelagao
da MEC (Hirani et al., 2021). O Versicam e as moléculas da MEC que se ligam a este
proteoglicano tém o potencial de modular a rigidez mecanica ao redor das células,
contribuindo para alteragdes que influenciam o comportamento e o fendtipo celular
(Timms e Maurice, 2020; Roedig et al., 2020).

2.3.1 Estrutura Molecular e Fungbes

De um ponto de vista estrutural, o VCAN é composto por trés dominios distintos,
que compdem seu cerne proteico, cada um com funcdes especificas. O dominio
globular G1, também denominada regidao N-terminal, é responsavel pela ligacdo ao
acido hialurénico para formar o complexo caracteristico da familia dos hialectanos
(Hirani et al., 2021). Na regido central da molécula, encontram-se os dominios de
splicing alternativo, cadeias tipo a- e B-glicosaminoglicanos (GAG-a e GAG-B) de
sulfato de condroitina e, por fim, o dominio G3 ou regido C-terminal, que contém um
dominio de ligac&o a lectina do tipo C, dependente de calcio, duas repetigdes do fator
de crescimento epidérmico (EGF) e uma regido de ligagao a proteina do complemento
(Fig. 3) (Hirani et al., 2021; Sotoodehnejadnematalahi e Burke, 2013).

Essa molécula também é conhecida por apresentar pelo menos cinco variantes
conhecidas, as isoformas V0, V1, V2, V3 (Keire et al., 2014) e V4 (Kischel et al., 2010)
(Fig. 3). As isoformas do versicam resultam do splicing alternativo dos éxons 7 e 8,
que codificam os dominios GAG-a e GAG-[3, respectivamente. A isoforma VO contém
ambos os éxons, codificando os dominios GAG, sendo a maior isoforma, com até 23
cadeias de glicosaminoglicanos. A isoforma V1 contém apenas o éxon 8 e possui até

15 cadeias GAG; a isoforma V2 contém apenas o éxon 7 e tem até 8 locais de conexao
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GAG, enquanto a V3 ndo contém nenhum éxon grande e, portanto, ndo possui cadeias
GAG. Aisoforma V4 do VCAN apresenta o dominio G1, os primeiros 398 aminoacidos
da regidao GAG- e o dominio G3, possuindo 5 cadeias GAG (Kischel et al., 2010).

Gl G2 G3
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isorForMAVI @ O
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. Sitio de ) Cadeia GAG Sitio Similar LS.ilicldc‘ ('omplemenlo
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Lectina proteina

Figura 3. Isoformas de versicam. GAG - glicosaminoglicanos; EGF — fator de
crescimento epidérmico. Fonte: adaptado de Nandadasa e colaboradores, 2014.

Em tecidos adultos, o VCAN é expresso, de maneira constitutiva, principalmente
no sistema cardiovascular e sistema nervoso central, atuando como uma
macromolécula estrutural de MEC. No entanto, VCAN também é expresso durante a
embriogénese e durante a inflamacgao e reparo tecidual (Watanabe, 2023; Papadas et
al., 2020). A expressao de VCAN também esta intensamente associada a diferentes
tipos de neoplasias, tais como cancer de mama (Kischel et al., 2010; Li et al., 2021;
Zhang et al., 2019), gastrico (Cheng et al., 2020), de pulm&o (Chang et al., 2023) e de
musculo liso (Keire et al., 2014). Além disso, o VCAN desempenha papéis cruciais na
cicatrizagdo de feridas, angiogénese, crescimento tumoral e doengas vasculares,

especialmente aterosclerose (Wight et al., 2014). Os dominios G1 e G3 do versicam
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estdo envolvidos na regulagao da proliferagao, adesao e migragao celular, bem como
no controle do fendtipo e sinalizagao celular por meio de interagdes com integrinas e
EGF-R. Os dominios de splicing alternativo a- e [B-glicosaminoglicanos entre os
dominios G1 e G3 s&o essenciais para a biologia do VCAN (Watanabe, 2022).

O versicam é capaz de interagir 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 B-1 (Wight et al., 2020) e fornece sinais intrinsecos que
podem influenciar o sistema imunolégico e um fenaétipo celular inflamatoério (Wight et
al., 2014). O dominio G1, que contém uma regido de ligagdo ao acido hialurbnico,
desempenha um papel na mediacéo da proliferagédo celular, a adesédo e migracéo, ao
passo que o dominio G3 esta envolvido no controle do fendtipo das células e
sinalizagao celular por meio de sua associagao com as integrinas e EGF-R (Papadas
et al., 2020).

A interagdo do acido hialurénico com seu receptor CD44, ja foi descrita como
capaz de aumentar a expressao de VCAN, implicando a via de sinalizagao
CD44/AKT/GSK-3pB/B-catenina (Papadas et al.,2020; Karagiorgou et al., 2022). Além
disso, o VCAN é associado a citocina pro-inflamatdria IL-17A, promovendo migragéao
e invasao celular (Wei et al., 2017). As interagdes do VCAN com esses receptores
influenciam a via de sinalizagdo Rho-GTP/ROCK, essencial em eventos celulares
como proliferagdo, migragéao e adeséo (Hartman et al., 2015; Johan e Samuel, 2019).

As isoformas do versicam desempenham papéis especificos em diversas
condigdes fisiologicas e patoldgicas (Tabela 1). A isoforma VO, predominantemente
encontrada na embriogénese, esta associada ao crescimento tumoral, invasividade e
metastase, além de ser encontrada no sistema nervoso e cardiovascular (Timms e
Maurice, 2020; Watanabe, 2023). Assim como a VO, isoforma V1 também é
relacionada com o aumento da proliferacdo celular, além de possuir uma acao
protetiva contra a apoptose e participar da remodelacdo e reparo tecidual (Islam e
Watanabe, 2020), enquanto a V2, presente no sistema nervoso central, inibe a
proliferagdo celular e ndo esta associada a resisténcia a apoptose (Wight et al., 2020).

A isoforma V3 possui efeitos positivos para a proliferagdo e migracéo de
condrécitos, células de musculo liso arterial (SMCs), fibroblastos, células de
melanoma e de fibrossarcoma (Hirani et al., 2021), além de ser encontrada no cérebro

adulto, estbmago e retina (Timms e Maurice, 2020). A expressao da isoforma V3 de
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VCAN também é associada a remodelacdo de MEC, particularmente na sintese de
tropoelastina, na montagem de fibras elasticas e na redugdo do acumulo de acido
hialurénico, promovendo um efeito anti-inflamatério em tecidos vasculares (Harten et
al., 2020; Hirani et al., 2021). Adicionalmente, a isoforma V3 pode desempenhar uma
funcao dupla, inibindo o crescimento do tumor primario, mas estimulando a metastase
(Serra et al., 2005; Miquel-Serra et al., 2006).

Estudos mais recentes apontam a isoforma V3 como uma potencial molécula
contrastante, em comparagao com as demais isoformas de VCAN, no entanto ainda
€ considerado um desafio compreender como esta isoforma atua na regulagao da
MEC no desenvolvimento e na doenca (Wight et al., 2023). Pouco se sabe sobre a
V4, regulada positivamente em lesées de cancer de mama humano, porém, seu papel
especifico na progressdo do cancer de mama ainda demanda mais investigagdes
(Kischel et al., 2010). Bogen e colaboradores (2019), recentemente descreveram uma
nova variante de VCAN, a isoforma V5, composta apenas pelo dominio N-terminal da
regidao de ligacdo ao acido hialurbnico e a regido C-terminal da cadeia GAG-B. A
expressao desta nova variante foi encontrada em neurdnios sensoriais lesionados de

ratos e é proposta por desempenhar um potencial fator de sobrevivéncia para estas

células.
Isoforma Loca de expressao Funcgao
VO Tecidos embrionarios, sistemas Aumento de crescimento tumoral,
nervoso, cardiovascular, invasividade e metastase.
respiratorio e placenta
VA1 Tecidos embrionarios, sistema Aumento de crescimento tumoral,
respiratorio, células de musculo invasividade, metastase,
esquelético e placenta proliferacdo, prote¢ao contra
apoptose, remodelagao e reparo
tecidual
V2 Sistema nervoso central adulto Inibicdo de proliferacao,

diferenciagao e migragao de células
do sistema nervoso
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V3 SMCs, fibroblastos, células de Aumento de proliferagcdo, migracao
melanoma e de fibrossarcoma e remodelagao de MEC
cérebro adulto, estbmago e retina

V4 Lesdes de cancer de mama Papel especifico na progresséo do
humano cancer de mama humano ainda nao
relatado na literatura

V5 Neurdnios sensoriais lesionados  Potencial papel na sobrevivéncia de
de ratos neurdnios de ratos

Tabela 1. Localizacao e principais func¢des da isoformas de versicam.

A protedlise de VCAN pode ocorrer pela agcdo de proteinases ADAMTS ou
MMPs, em diferentes regides da molécula. As MMPs-1, -2, -3, -7 e -9 e as enzimas
ADAMTS dos subtipos -1, -4, -5, -9, -15 e -20, sao associadas a clivagem de VCAN,
resultando no fragmento bioativo mais conhecido deste PG, denominado versikine
(Timms e Maurice, 2020; Islam et al., 2022). O versikine € gerado a partir da protedlise
das isoformas VO e V1 de VCAN, na regidao do dominio GAG-[3, resultando no
fragmento G1-DPEAAE**!, de ~80kDa (Fig. 4), que, reconhecidamente, desempenha
papeéis biologicamente significativos na migragdo e invasdo celular, promogédo de
aspectos relacionados a TEM, recrutamento, sobrevivéncia e ativagdo de células
dendriticas, além de atuar em diferentes contextos relacionados a progressao tumoral
(Papadas et al., 2021; Deb et al., 2022; Timms e Maurice, 2020).
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Figura 4. Representagcdao da estrutura de versikine. GAG - glicosaminoglicanos;
EGF — fator de crescimento epidérmico; ADAMTS - metaloproteinase com motivos de
trombospondina. Fonte: adaptado de Papadas e colaboradores, 2020.

2.3.2 Versicam e Motilidade Celular

O versicam desempenha um papel importante em contextos cancerigenos,
sendo sua principal caracteristica, favorecer um microambiente favoravel a migragao,
invasado e metastase (Islam et al., 2022; Chen et al., 2021). Este proteoglicano reduz
a adesao e promove a migragao e invasao de células neoplasicas, contribuindo para
o aumento do fen6tipo agressivo de tumores (Islam e Watanabe, 2020). As isoformas
VO e V1 séo descritas como reguladoras do processo de migragéo celular, sendo
encontradas com mais frequéncia em neoplasias (Islam e Watanabe, 2020; Papadas
et al., 2020).

No sistema nervoso central, a isoforma V2 inibe o crescimento axonal e a
migracao (Wight et al., 2014), e também ja foi associada a redugdo da expresséo de
Snail e o aumentos dos niveis de E-caderina, por meio da inibicdo do eixo

EGFR/ERK/GSK3, enquanto a isoforma V1 esta associado ao aumento da ativacao
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da via de EGFR (Karagiorgou et al., 2022). A isoforma V3 de VCAN interfere com vias
especificas de regulagao da proliferagdo e migragao celular, via sinalizagao via CD44-
EGFR/ErbB2, tornando possivel a diminuigao da proliferacdo e o aumento da adesao
em células tumorais de melanoma, invertendo o fenétipo promovido pelas isoformas
VO e V1 (Serra et al., 2005), a isoforma V3 também possui um papel promotor de
proliferagdo e migragao em condrdcitos, células de musculo liso arterial, fibroblastos,
células de mieloma e fibrossarcoma (Harten et al., 2020). Em células-tronco de cancer
de prostata CD1337/CD44*, o VCAN causa a supressdo da adesao das células
neoplasicas a fibronectina e, assim, aumenta a motilidade celular (Oktem et al., 2014).
Além disso, o versicam influencia a migracdo de células do sistema imunoldgico,
sendo importante para respostas inflamatérias e, sendo capaz de influenciar a
formacéao de estruturas de MEC em resposta a citocinas inflamatorias, promovendo a
adesao de leucdcitos, possuindo, também um relevante papel imunomodulador (Wight
et al., 2020).

2.4 Transigao Epitélio-Mesenquimal (TEM)

A transicao epitélio-mesenquimal (TEM) é um processo de transdiferenciagao
em que as ceélulas epiteliais adquirem caracteristicas tipicas das células
mesenquimais. Neste processo, células epiteliais perdem caracteristicas tipicas, como
jungdes e polaridade basoapical, enquanto adquirem uma maior capacidade de migrar
e invadir os tecidos circundantes (Manfioletti e Fedele, 2022). Este fenbmeno é
altamente dinamico e sofre influéncia de diferentes vias de sinalizagao, que atuam na
mudanca do fendtipo celular (Debnath et al., 2022).

A TEM desempenha um papel fundamental durante o desenvolvimento
embrionario, tornando possiveis movimentagdes celulares essenciais para a formagao
de uma variedade de tecidos, o desenvolvimento da crista neural € um exemplo de
processo que depende da TEM (Bracken e Goodall, 2022). Além do seu papel em um
contexto fisioldégico, a TEM também atua significativamente em diversas condi¢des
patolégicas, como fibrose e a progressdao metastatica de neoplasias. Em razdo a sua
importancia em contextos bioldgicos e patologicos, a TEM tem sido extensivamente
investigada, levando a identificacdo de diversos reguladores e genes envolvidos
nesse processo complexo (Acloque et al., 2009; Bracken e Goodall, 2022; Nieto et al.,
2009).
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2.4.1 Classificagcdo da TEM

A TEM ocorre em trés cenarios biolégicos distintos, cada um com efeitos
funcionais diferentes, e, embora os sinais especificos que a desencadeiam este
fendbmeno celular ndo sejam completamente compreendidos, € amplamente
reconhecido que existem diferengas significativas em como essas transformagdes
funcionam (Marconi et al., 2021). Um resumo sobre os tipos de TEM e suas principais
caracteristicas esta contido na tabela 2.

A TEM do tipo 1 esta associada a implantagdo, embriogénese e desenvolvimento
de o6rgaos e é organizada para gerar diversos tipos celulares que compartilham
fendtipos mesenquimais comuns (Lim e Thiery, 2012; Kim et al., 2009). Na placenta,
células citotrofoblasticas passam por um processo de TEM, se diferenciando em
células do citotrofoblasto extraviloso (EVT), com a finalidade de facilitar a invaséo e
ancoragem ao endomeétrio (llisley et al., 2020).

A TEM do tipo 2 esta associada a manutencao da homeostase, cicatrizagcao de
feridas, reparacéo tecidual e fibrose, geralmente resultado de eventos como traumas
e lesdes inflamatorias (Kalluri e Weinberg, 2009; Marconi et al., 2021). Estudos com
camundongos transgénicos demonstraram que, por meio da expressao controlada de
genes reporteres germinativos, células epiteliais sdo capazes de se diferenciar em
fibroblastos, por meio de TEM, durante o processo de fibrose tecidual em diferentes
orgaos (Potenta et al., 2008).

Durante a fase de remodelagcdo tecidual, da cicatrizacdo de feridas, a
participagcdo de miofibroblastos promove mudangas teciduais, sugerindo uma
mudanca fenotipica decorrente de TEM, pela qual estes miofibroblastos sado capazes
de renovar a estrutura tecidual danificada (Marconi et al., 2021). Em outros processos
patologicos semelhantes ao desenvolvimento normal, células endoteliais associadas
a microvasculatura também podem passar por uma transi¢do analoga, um fenémeno
chamado Transig¢do Endotelial Mesenquimal (EndMT). Mais especificamente, durante
a embriogénese, a EndMT contribui para a formagéo de fibroblastos no coragdo. Em
casos de fibrose causada por lesdo cardiaca pos isquemia, a EndMT que ocorre no
endocardio e no endotélio microvascular desempenha um papel fundamental na
geracdo de novos fibroblastos (Zeisberg et al., 2007). E, embora ainda n&o
completamente elucidado, é possivel que muitos reguladores moleculares de TEM
também possam atuar durante a EndMT (Kalluri e Weinberg, 2009).
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A TEM do tipo 3 ocorre em células neoplasicas que passaram por alteracdes
genéticas e epigenéticas, especialmente em genes que promovem o crescimento
clonal e o desenvolvimento de tumores locais. No entanto, estas células podem se
diferenciar por TEM em diferentes niveis, algumas retendo muitas caracteristicas
epiteliais enquanto adquirem algumas caracteristicas mesenquimais, enquanto outras
perdem completamente suas origens epiteliais e se tornam totalmente mesenquimais
(Kalluri e Weinberg, 2009; Marconi et al., 2021).

A proliferagao excessiva de células epiteliais e a angiogénese sao caracteristicas
essenciais, tanto durante a embriogénese, quanto no crescimento inicial e
desenvolvimento de tumores primarios (Goulioumis e Gyftopoulos, 2022). O alto
potencial de invasdo destas células, extensamente investigado, sinaliza as etapas
finais do processo que leva a disseminacdo metastatica, dependente da TEM, tal
fendbmeno tem sido identificado como um mecanismo crucial na aquisicdo de
caracteristicas malignas pelas células epiteliais cancerigenas (Wang e Mi, 2023).

Além disso, diferentes mecanismos celulares impulsionados pela TEM sao
capazes de modular um estado de imunossupressao para escapar da vigilancia
imunoldgica e remodelam a MEC para completar a progressao para a metastase (Ho
e Msallam, 2021). Uma TEM é capaz de mediar a metastase tumoral por meio de uma
série de eventos celulares e moleculares, em vez de um unico evento. Estudos
sugerem que uma assinatura de TEM em células tumorais de cancer pode originar
células tumorais cancerigenas iniciadoras de recidivas (Kim et al., 2017).

Resumidamente, células neoplasicas ativadas por TEM, se tornam capazes de
migrar do tumor primario e realizar o intravasamento nos vasos sanguineos,
translocacao pela circulagéo, extravasamento no parénquima de tecidos distantes e
sobreviver como depositos micrometastaticos (Zhang e Weinberg, 2018; Lambert et
al., 2017). Posteriormente, apds processo metastatico, essas células de carcinoma se
agrupam e formam col6nias secundarias, que, histologicamente se assemelham ao
tumor primario, sem exibir o fenétipo mesenquimal adquirido anteriormente para
realizagdo processo migratorio e invasivo, caracterizando a TME (Zeisberg et al.,
2005). Embora o completo cenario de agentes de sinalizagdo contribuintes para TEM
das células neoplasicas ainda nao esteja totalmente compreendido, sugere-se que
alteracdes genéticas e epigenéticas nas células cancerigenas as tornam altamente

responsivas a sinais indutores de TEM provenientes do estroma tumoral associado.
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Tl.lr.’gw? € Fungoes Principais caracteristicas Desfecho
Tipo | Implantacao, Estabelece diversos tipos Nao gera fibrose
embriogénese e celulares que podem passar e nao induz
desenvolvimento por MET para formar células invasao.
dos orgaos epiteliais secundarias
durante a embriogénese.
Tipo Il Cicatrizagao de Gera fibroblastos e outras Induz fibrose,
feridas, células relacionadas para mas nao
regeneracgao reconstruir tecidos apos promove invasao.
tecidual e trauma e lesao inflamataria.
fibrose
Tipo Il Transformagdo Produz células cancerigenas Promove invaséo
maligna de que mantém muitas e metastase.
células caracteristicas epiteliais junto

cancerigenas com algumas caracteristicas
mesenquimais, ou produz
células cancerigenas que se
tornam totalmente
mesenquimais.

Tabela 2. Tipos de TEM e suas principais caracteristicas. Fonte: adaptado de Kim et
al., 2017.

2.4.2 Marcadores e mecanismos moleculares da TEM

Células submetidas a TEM deixam de expressar marcadores proteinas
relacionadas ao fenodtipo epitelial, assim como reorganizam seu programa de
expressao génica para promover alteragdes no seu citoesqueleto, facilitar a adesao a
outras células mesenquimais e modificar a interacdo das células com a matriz
extracelular (Lamouille et al.,2014; Marconi et al., 2021). Variagdes nos perfis de
expressdo génica associados a TEM s&o evidentes e dependem do tipo celular e
tecidual, bem como do grau de progressdo em dire¢ao a diferenciagdo mesenquimal
(Lamouille et al, 2014).

Uma caracteristica marcante da TEM é a regulagao negativa da expressao de
caderina epitelial (E-caderina), desestabilizando as jungdes aderentes e a perda da
funcdo de barreira epitelial (Lamouille et al., 2014). Adicionalmente, ocorre uma
inibicdo da expressao de genes que codificam claudinas, ocludina, desmoplaquina e

placofilina, resultando na dissolugdo das jungdes apicais e desmossomas,
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respectivamente (Huang et al., 2012). Mais especificamente, a redugédo da E-caderina
€ associada ao aumento da expressao da caderina neural (N-caderina mesenquimal),
resultando em uma "troca de caderinas" que altera a adesao celular (Kim et al., 2017)
e facilita a migragéo e invasé&o celular (Noronha et al., 2021).

A N-caderina interage com o citoesqueleto por intermédio da a-catenina, (-
catenina, p120-catenina, receptores tirosina quinase (RTKs), e receptores de fator de
crescimento de fibroblastos (FGFRs) (WEHRENDT et al., 2016). O processo de TEM
também ativa a expressdo da molécula de adesdo celular neural (NCAM), que
interage com a N-caderina para modular a atividade de RTKs associados a esta
molécula para facilitar a montagem de adesdes focais, migragao e invasao (Lehembre
et al., 2008; Xie et al., 2016).

Outros fatores essenciais para o desencadeamento e a progressao da TEM séo
a remodelagao da MEC e as alteragbes das interagdes celulares. Integrinas formam
complexos que permitem as células receber sinais da matriz extracelular através de
mediadores como quinase ligada a integrina (ILK), LIMS1 e parvina (Ellert-
Miklaszewska et al., 2020; Rooney et al., 2016). Durante a TEM, células epiteliais
reduzem a expressao de algumas integrinas e ativam outras, alterando como se
comunicam com a MEC circunvizinha. Por exemplo, a TEM diminui a expressao das
integrinas a6PB4 que regulam contatos com a membrana basal (Karagiorgou et al.,
2022).

Ainda, a integrina a3pf1, que se liga a laminina e a E-caderina, também é
importante para a progressao da TEM, integrando as sinaliza¢des de (B-catenina e do
fator de crescimento transformador-3 (TGFB) /SMAD (Dhaliwal e Shepherd, 2022; Kim
et al., 2009). Adicionalmente, o aumento da expressao da integrina a581 durante a
TEM promove adeséao celular a fibronectina, que, conjuntamente, tem sua expressao
ativada, estimulando a migragao celular (Mise et al., 2012; Dhaliwal e Shepherd,
2022). O aumento da expressao de integrinas a131 e a231, e sua interatividade com
colageno do tipo 1 na MEC promove a dissociagao dos complexos de E-caderina e a
translocacao nuclear de B-catenina, assim como a indugdo da expressdo de N-
caderina (Lamouiille et al., 2014; Elango et al., 2022). Tais mudangas na expressao de
integrinas repercutem no aumento da expressao de MMP-2 e MMP-9, proporcionando
o aumento da degradagéo das moléculas de MEC e facilitando o processo de invaséo
das células submetidas a TEM (Nistico et al., 2012; Niland et al., 2021).
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O processo de degradagao e remodelamento da MEC por células invasivas, na
TEM pode liberar diferentes fatores de crescimento que, por sua vez, podem atuar de
forma autdcrina. A integrina av36 ativa o TGFp, disponivel na MEC, promovendo a
TEM e estimulando a expressao de colagenos e fibronectina, remodelando a MEC e
alterando algumas de suas propriedades (Lamouille et al., 2014; Liu et al., 2020).

Os principais fatores de transcricao que regulam a TEM, em diferentes contextos
s&do: SNAIL, TWIST e zinc-finger E-box-binding (ZEB). Estas moléculas reguladoras
tem diferentes perfis de expressao, e, a depender do tipo celular ou de tecido em que
elas atuam, podem variar seu desempenho. Estes fatores de transcricao sao capazes
de regular mutuamente sua expressao, além de direcionar e impulsionar a progressao
da TEM, geralmente influenciando na supressao de genes epiteliais e ativando os que
conferem caracteristicas mesenquimais (Lamouille et al., 2014; Marconi et al., 2021,
Karariorgou et al., 2022).

Durante a TEM que ocorre na gastrulacdo (TEM do tipo 1), existe uma
coordenacdo mediada pela sinalizagdo Wnt (Hernandez-Martinez et al., 2019; Coelho
et al., 2020). Da mesma forma, também ha interferéncia de Nodal e Vg1, proteinas da
superfamilia TGF-B, e receptores de FGF para regulagao da gastrulagao (Hernandez-
Martinez et al., 2019; Kim et al., 2017). Outros fatores de transcrigdo que coordenam
a TEM associada a gastrulagdo s&o Snail, Eomes e Mesps. Nesse sentido, Snail é
capaz de conter a expressao de E-caderina e induz a EMT mediada por moléculas
relacionadas a adesao celular, tais como ocludinas e claudinas, regulando a
expressao de genes de polaridade, como Discs large (Dlg) e Crumbs homolog 3 (Crb3)
(Marconi et al., 2021).

No contexto da TEM associada a fibrose tecidual, os marcadores mais
frequentemente associados s&o a proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP1), a-SMA
e colageno | (Kim et al.,, 2017; Marconi et al., 2021). Em conjunto com o receptor
tirosina quinase 2 do dominio discoidino (DDR2), vimentina e desmina, essas
moléculas tem sido correlacionadas a inflamagéo crénica em células epiteliais de rim,
figado, pulmao e intestino humanos, que, provavelmente apresentam um estado
intermediario de TEM (ou TEM “parcial”, pois expressao, juntamente com esses
marcadores mesenquimais, marcadores epiteliais tais como citoqueratina e E-
caderina (Hashem, 2019).
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Diferentes estudos relataram perfis de expressao génica diferenciados entre
modelos de cicatrizes hiperplasicas e de pele normal. A expressao diferencial de
miRNAs em cicatrizes pode ja foi correlacionada com a expressao de TGF-3 (Babalola
et al.,, 2013; Marconi et al., 2021). Ademais, a regulacdo do eixo de sinalizag&o
autocrina TGF-B/ZEB/miR-200 é capaz de controlar a plasticidade entre os fenétipos
epiteliais e mesenquimais das células; tal controle é feito por meio da repressao da
tradugdo de proteinas reguladoras especificas, como a E-caderina, e repressores
transcricionais, como ZEB1 e ZEB2 (Yin et al., 2013). A fibrose coordenada por TEM
depende da acao de diversas citocinas e fatores de crescimento, principalmente
VEGF e TGF-B1, muito associado a capacidade migratéria das células (Marconi et al.,
2021; Debnath et al., 2022).

A TEM do tipo 3 € comumente associada a diferentes moléculas sinalizadoras,
tais como Wnt, TGFB, BMP, FGF, EGF, HGF, PDGF, VEGF, estrogénio e SCF; quem
em conjunto, estimulam varias vias de sinalizagdo, que regulam a TEM.
Adicionalmente, SNAIL, SLUG, ZEB1, ZEB2, assim como TWIST1 e TWIST2 sao
fatores influenciados pela agcdo destas moléculas sinalizadoras. A regulacdo da
expressao destes fatores de transcricdo atua na supressdao da expressao de
marcadores epiteliais como E-caderina, claudina, ocludina, mucina-1, PTEN, e RKIP,
bem como sdo capazes de ativar marcadores mesenquimais como N-caderina,
vimentina, vitronectina e MMPs (Debnath et al., 2022).

A efetivacdo do processo de TEM, no contexto do microambiente tumoral,
depende de complexas redes de sinalizacao intracelular, envolvendo diferentes vias
de sinalizagao, tais como ERK, MAPK, PI3K, Akt, Smads, RhoB, B-catenina, lymphoid
enhancer binding factor (LEF), Ras e c-Fos, assim como proteinas de superficie
celular, incluindo B4 integrinas, a5p1 integrina e aVB6 integrina (Kalluri e Weinberg,
2009; Jamal Eddin et al., 2023).

Durante a tumorigénese primaria, o TGF-, que é um importante supressor da
proliferagdo de células epiteliais, € capaz de agir como um regulador positivo da
progressdo tumoral e metastase (Wang et al.,, 2023); tendo sido demonstrado em
estudos in vitro, como sendo um indutor da TEM em células neoplasicas (Weng et al.,
2020; Ma et al., 2020). Vias de sinalizagdo envolvendo proteinas Smad (facilitadoras
da motilidade celular) também ja foram descritas como mediadoras da TEM induzida
pelo TGF-B, atuando via receptor ALK-5 (Witte et al., 2017). Vias de sinalizagao
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envolvendo B-catenina e LEF também cooperam com Smads na inducdo da TEM
(Lamouiille et al., 2014).

A correlacdo entre a supressdo da expressdo de E-caderina por células
neoplasicas e a progressao tumoral associada a TEM é comumente citada na
literatura (Wong et al., 2018; Na et al., 2020). Além disso, durante a TEM, ha uma
reorganizagao dos complexos de adesao das células epiteliais, e a proliferagao celular
€ suprimida quando a porgado completa ou citoplasmatica de E-caderina (que contém
o sitio de ligagao B-catenina) € expressa ectopicamente em células que passaram por
TEM, revertendo seu fenotipo mesenquimal (Shankar e Nabi, 2015; Sommariva e
Gagliano, 2020). A retencao de B-catenina no citoplasma é essencial para preservar
as caracteristicas epiteliais das células neoplasicas; ainda o movimento de [3-catenina
para o nucleo, onde se integra aos complexos TCF/LEF, esta correlacionado com a
perda da expressao de E-caderina e a suscetibilidade a TEM e a aquisicdo de um
fendtipo invasivo (Shang et al., 2017; Kyuno et al., 2021).

Outros fatores que possuem importante contribuicdo na sinalizagdo da TEM sao
os microRNAs n&o codificantes, sendo alguns capazes de controlar a expressédo dos
principais fatores de transcrigdo que modulam da TEM (Lamouille et al., 2013; Pan et
al., 2021). Por exemplo, membros da familia miR-200 e miR-205 reprimem a tradugao
dos mRNAs que codificam ZEB1 e ZEB2, e exercem um controle de feedback duplo-
negativo regula a expressédo de ZEB e miR-200, com as proteinas ZEB reprimindo a
expressao dos miRNAs miR-200, enquanto miR-200 suprime a expressao de ZEB
(Gorecki e Rak, 2021). Em células de cancer de mama, a expressao de miR204, miR-
200c e miR-34a inibiram a capacidade de auto renovagao e metastase, suprimindo a
TEM (Pan et al., 2021; Rahimi et al., 2019). Além disso, miR-155 reduz a disperséo
de células de cancer de gastrico in vitro, inibindo RHOA (Wang et al., 2018), enquanto
miR-124 diminui a TEM, invasao celular e metastase, atingindo ROCK2, um efetor da
via de sinalizacdo RHOA (Zheng et al., 2012). Estas atividades regulatorias dos
miRNAs constituem uma complexa rede de regulagdo que as células usam para
controlar a TEM. Um resumo de fatores envolvidos nos mecanismos moleculares da

TEM esta presente na figura 5.
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Figura 5. Mecanismos gerais que coordenam a TEM. Vg1 - glicosaminoglicanos;
FGF - fator de crescimento de fibroblastos; VGF — fator de crescimento nervoso;
VEGF — Fator de crescimento do endotélio vascular; HGF — fator de crescimento de
hepatdcitos; PDGF — Fator de crescimento derivado de plaquetas; EGF — fator de
crescimento epidérmico; TGFBR — Receptor de TGFB; RTK — Receptor de tirosina

quinase. Fonte: adaptado de Debnath e colaboradores, 2022.

2.4.3 Transigéo epitélio-mesenquimal na gestacdo

O desenvolvimento adequado da placenta durante a gestacdo, depende de uma
variedade de fatores. Um fator de destaque é a diferenciacdo das células
trofoblasticas em sinciciotrofoblasto e células do trofoblasto extraviloso (EVT) (Da
Silva-Arnold et al., 2019).

Para o processo de diferenciagdo das EVT, as células do citotrofoblasto viloso
(CTB) localizadas nas colunas celulares de ancoragem da placenta passam por uma
mudanca de fendétipo e passam por um processo de trans-diferenciagao, originando
células EVT, que invadem a decidua uterina e sdo capazes de remodelar as arteriolas

espirais maternas para que se tornem vasos com diametro aumentada, menor
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resisténcia e alta condutancia, capazes de suportar um fluxo sanguineo de alto volume
(Da Silva-Arnold et al., 2019; Choudhury et al., 2022; Lawless et al. 2023). Este
processo de diferenciagdo e invasdo envolve a TEM, ja que células CTB que se
diferenciam em EVT, apresentam um fendtipo mesenquimal metastatico durante o
primeiro trimestre de gestagdo, e no terceiro trimestre esse fendtipo € atenuado;
assim, essa modulacdo do fendtipo das células trofoblasticas invasivas esta
correlacionado como componente-chave de varias patologias placentarias
importantes. Estas incluem a subinvasao trofoblastica, que pode resultar em preé-
eclampsia ou restricdo de crescimento intrauterino, bem como o oposto, a
superinvasao, que pode resultar em patologias relacionadas a placenta anormalmente
invasiva (PAI) (Tantbirojn et al., 2008; lislley et al., 2020).

A literatura demonstra que a diferenciagao das células do citotrofoblasto em EVT
envolve uma TEM muito semelhante ao que acontece durante a embriogénese,
cicatrizagdo de feridas e metastase (Da Silva-Arnold et al., 2015, 2018). Apesar de
algumas semelhancas, a diferenciagdo das células trofoblasticas citotrofoblasticas
(CTB) em células do trofoblasto extraviloso (EVT) apresenta determinadas diferengas,
quando comparada aos trés tipos de TEM descritos na literatura (Kalluri e Weinberg,
2009; Marconi et al., 2021). Diferentemente do que acontece durante a embriogénese
(TEM do tipo 1), a diferenciagcdo do CTB n&o resulta na formagao do mesénquima de
um novo tecido. Ademais, ndo promove a mobilidade e a flexibilidade necessarias
para regenerar células epiteliais, ao contrario do processo de metastase do cancer
(TEM do tipo 2). Entretanto, semelhante ao que ocorre em carcinomas, as EVT
diferenciadas a partir de CTB, demonstram certa plasticidade, sendo capazes de
apresentar, simultaneamente, caracteristicas epiteliais enquanto adquirem
caracteristicas mesenquimais (Da Silva-Arnold et al., 2015, 2018). Especificamente, a
TEM que ocorre durante a placentagdo é progressiva, principalmente durante o
primeiro trimestre de gestagao e sofre uma redugao no terceiro trimestre da gestacao,
levando a EVT em um estado metastavel, menos mesenquimal em comparagdo com
as células EVT atuantes no primeiro trimestre. Por outro lado, evidéncias também
indicam que, quando ha uma disfung¢ao no poder invasivo das EVT, como em casos
de PAS, essas células demonstram um estado de TEM mais mesenquimal em

comparacdo com as EVT normais do terceiro trimestre (Da Silva-Arnold et al., 2018).
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A diferenciacdo de CTB em EVT envolve diferentes fatores de transcri¢cao e vias
de sinalizagdo reguladoras. Fatores como GSC, SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1 e
ZEB2 foram descritos como capazes de influenciar este fendbmeno celular (Comijn et
al., 2001). Mais especificamente, ZEB2 desempenha um papel essencial no processo
de invasdo do EVT, sendo expresso cerca de 200 vezes mais no EVT invasivo de
primeiro trimestre em comparagdo com o CTB (Da Silva-Arnold et al., 2015). Por outro
lado, no terceiro trimestre, os niveis de ZEB2 sado reduzidos, coincidindo com o
decréscimo da capacidade invasiva dessas células (Da Silva-Arnold et al., 2018).

Zhang e colaboradores (2019) descreveram a via de sinalizagdo que envolve
PAPSS2 e VCAN, que tem sua expresséo estimulada por Snail, e, nas linhagens
celulares de cancer de mama MCF7 e MDA-MB-231, desempenharam um papel
fundamental no aumento da migragao celular e metastase. Demonstrando, assim, que
a expressao de Snail, PAPSS2 e VCAN esta positivamente correlacionada em tecidos
de cancer de mama, e que estas vias de sinalizagdao podem ser fundamentais para
entender os programas genéticos que controlam a metastase tumoral e podem
identificar alvos terapéuticos previamente nao detectados para tratar doencas
metastaticas (Zhang et al., 2018).

2.4.4 Versicam e a TEM

O VCAN é considerado um mediador extracelular da TEM, por seu efeito no
fendtipo e fungdes celulares, um exemplo desse papel é a importancia da expressao
deste PG em conjunto com &cido hialurénico durante a embriogénese, mais
especificamente na diferenciagcdo de células-tronco embrionarias (ESCs)
pluripotentes (Karagiorgou et al., 2022). Além disso, o VCAN é intensamente expresso
por células-tronco cancerigenas (Nallanthighal et al., 2019); e a supressao da
expressao deste PG ja foi associada ao bloqueio de auto-renovagédo em células de
cancer de mama, e a superexpressao do dominio G3 de VCAN esta correlacionado a
promoc¢ao da auto-renovacao de células neoplasicas por meio da ativagao da via de
sinalizacdo EGFR/AKT/GSK3B (Du et al., 2013a). A expressdo de VCAN é
positivamente regulada por Snail, um fator de transcrigdo associado a TEM. Além do
VCAN, o Snail induz a transcricdo de PAPSS2, levando a niveis elevados de
sulfatagcdo do VCAN, o que, por sua vez, esta associado ao aumento de migragao e

metastase em células de cancer de mama humano (Zhang et al., 2019).
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Em células de cancer de bexiga, o eixo FAP/VCAN, assim como a expressao de
VCAN conjuntamente com a via de sinalizagdo PI3K/AKT, foi correlacionado com a
TEM regulada por TGF-31, secretado por fibroblastos estromais ou fibroblastos
associados ao céancer (CAFs), afetando, dessa maneira a invasdo e metastase no
microambiente tumoral. Tais resultados, podem classificar a expressao diferencial de
VCAN como um potencial biomarcador para o diagnéstico de cancer de bexiga (Ping
et al., 2023). Ainda, a expressao de VCAN por células estromais no microambiente
tumoral afeta o comportamento de células de carcinoma de mama, em modelo murino.
A expressao de VCAN, influenciada por TGF-1 em CAFs, aumenta o acumulo de
macrofagos associados ao cancer e intensifica a progressdo tumoral por acentuar
caracteristicas mais agressivas em células cancerigenas, fenotipo correlacionado com
células em processo de TEM (Dos Reis et a./, 2019).

O VCAN também esta envolvido na transicdo mesenquimal-epitelial (TME), um
fendbmeno reverso a TEM, nesse sentido, a expressao de VCAN derivado de células
progenitoras mieloides da medula 6ssea, em modelo de cancer de mama metastatico
humano, foi capaz de induzir a TME em células tumorais em situagao pré-metastatica
através da inibicdo da via TGFB/SMAD2/3 (Gao et al., 2012; Karagiorgou et al., 2022).
Assim, o VCAN, por sua capacidade de regular tanto a TEM quanto a TME, pode,
potencialmente ser reconhecido como uma molécula crucial no controle da
plasticidade celular durante o desenvolvimento e na malignidade de neoplasias (Du et
al., 2013b).

Os produtos da protedlise de VCAN, mais especificamente os residuos da regiao
G1, estdo associados ao remodelamento da MEC, promovendo um fendtipo
compativel com o perfil de transigédo epitélio-mesenquimal, resultando em uma maior
migracao celular (Timms e Maurice, 2020). Em células cardiacas do miocardio, a
expressao integra ou dos fragmentos de VCAN, mais especificamente o fragmento
bioativo G1-DPEAAE (versikine), causou afinamento do miocardio in vivo,
arredondamento celular e perda de adesé&o ceélula-célula in vitro (Kern et al., 2007).
Caracteristicas semelhantes a TEM vistas em células miocardicas transfectadas com
o dominio G1 de VCAN foram associadas a distribuicdo de G1-DPEAAE, assim, a
associacdo G1-DPEAAE com células cardiacas, passando por TEM e o efeito
antiadesivo de G1 in vitro sugerem fortemente um papel para versicam na TEM,
promovendo um fen6tipo de maior mobilidade celular (Kern et al., 2006; 2007).
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Embora os mecanismos moleculares que controlam a TEM em células
trofoblasticas ainda estejam pouco elucidados, sabe-se que o EGF atua como um
indutor das vias sinalizag&o relacionadas a TEM (Kim et al., 2016); adicionalmente, a
expressao do fator de transcricdo ZEB2 também é considerada essencial durante a
diferenciacao de células trofoblasticas, facilitando a TEM e aumentando a invasividade

dessas células (Da Silva-Arnold et al., 2018).
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3 OBJETIVOS
Geral
Avaliar a influéncia que o versicam exerce sobre a transicdo epitélio-

mesenquimal e a motilidade de células trofoblasticas in vitro.

Especificos
Utilizar células HTR-8/SVneo, que sao altamente invasivas e positivas para
versicam, assemelhando-se a um perfil de PAS, para:
e Confirmar a secrecao de versicam no sobrenadante e manipular essa secreg¢ao
por meio do silenciamento génico;
e Avaliar se o silenciamento génico de versicam afeta a motilidade das células,

elasticidade celular e a expressédo de marcadores de TEM.
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4 METODOLOGIA
4.1 Cultura de células

Os experimentos foram realizados com as células HTR-8/SVneo, uma linhagem
de células trofoblasticas de primeiro trimestre de gestagdo. Também foi utilizada a
linhagem de células endoteliais EA.hy-926. As células foram mantidas em estufa a 37
°C com 5% de dioxido de carbono circulante, em garrafas proprias para cultivo celular.
E mantidas em meio DMEM/F12 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado, com
10% de soro bovino fetal (SBF) (Sigma) e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina, gentamicina) e anfotericina B (Sigma). Todos os
experimentos foram realizados até a vigésima passagem, sendo cada passagem
realizada apos as células alcangarem de 60 a 70% de confluéncia em cultivo no caso
da HTR-8/SVneo, enquanto as células EA.hy-926 foram subcultivadas apds 90% de

confluéncia.

4.2 Silenciamento génico para o versicam

Para o silenciamento génico do versicam em células HTR-8/SVneo, foram
plaqueadas em diferentes densidades, a depender do experimento a ser realizado em
seguida, na presenca de meio DMEM/F12 suplementado. O silenciamento génico foi
realizado utilizando kit de transfecgdo de RNA de silenciamento (siRNA; Santa Cruz,
Los Angeles, CA, EUA) conforme instrugdes do fabricante (Fig. 6). O experimento se
resume as seguintes etapas protocolares: apds aderidas, as células foram lavadas
com solucdo tampéao fosfato salina (PBS) estéril (Sigma) e deixadas em meio de
cultivo puro, sem suplementacdo, durante 24 h. Posteriormente, as células foram
incubadas por 5 h a 37 °C, com solugdo preparada previamente contendo o siRNA
com sequéncia de interferéncia para versicam ou com sequéncia controle “scramble’,
reagente de transfec¢ao e meio de transfecgao préprios do kit comercial, seguindo os

seguintes passos de preparagao das solugdes e etapas:
1°) Foi realizado o preparo das solugdes:

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

de meio de transfeccéo;
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Solucédo B — 5 yL (0,6 ug) de reagente de transfecgdo + 100 yL de meio de

transfeccéo;

2°) Em seguida foram adicionados 105 uL da solug¢ao B na solugdo A e misturado
gentilmente. Na sequéncia essa mistura foi deixada incubando em temperatura

ambiente durante 30 minutos.

3°) As células plagueadas foram lavadas com PBS estéril. E em seguida foram
adicionados 800 pL do meio de transfecgao na solugdo A e foi feita homogeneizagéo.

Foi adicionado 350uL dessa mistura por pogco, em placas de 24 pocos. Em
seguida, as células foram incubadas com meio DMEM/F12 com aditivos em dobro por
30 minutos ou 18h a 37°C. Para verificar a eficacia do método, foram realizadas
técnicas de reagdo em cadeia de polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR),

imunofluorescéncia e citometria de fluxo.

Silenciamento Célula
génico para —
VCAN (Kit
SIRNA, Santa

Cruz, CA, EUA)

Vetor
siRNA

(¢

Clivagem do

\ | mRNA-alvo
A,

SC c >
-— 13— SRNA O —P SiRNA J

I F-TTTT'
o"E

Figura 6. Acao 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 s&o separadas; o complexo siRNA / RISC associa-se ao
MRNA alvo e cliva-o. siRNA — RNA de interferéncia; siCt — RNA de interferéncia

controle; mRNA — RNA mensageiro. Fonte: Autora.
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4.3 Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA) para versicam

A quantificagdo da proteina total versicam no sobrenadante de células HTR-
8/SVneo silenciadas ou nao, foi realizada usando um kit comercial de ELISA (Novus
Biologicals, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. A absorvancia optica
foi medida a 450 nm em um leitor de microplacas (Polaris, Celer Biotecnologia S.A.).

Resumidamente, foram adicionados 100 pL das amostras sobrenadante por
poco, na microplaca de 96 pocgos fornecida no kit, as amostras foram incubadas por
90 minutos, a 37°C. Apds esse periodo de incubagao, as amostras foram retiradas
dos pogos e, entdo foi adicionado 100 uyL da solugcdo de trabalho do Anticorpo
Biotinilado de Detecgao para versicam, a seguir, as amostras foram incubadas por 1
hora, a 37°C. Posteriormente, o liquido foi aspirado, e adicionados 350 pL de tampé&o
de lavagem em cada pogo, essa solucéo foi deixada em contato com a placa de 1-2
minutos, depois aspirada e cada po¢o secado contra papel absorvente limpo. A etapa
de lavagem foi repetida mais 3 vezes. Em seguida, foram adicionados 100 pL da
solugao de trabalho do Conjugado HRP a cada pog¢o, e entdo as a microplaca foi
incubada durante 30 minutos, a 37°C. Apés esse periodo, mais uma etapa de lavagem
foi realizada, 5 vezes. Depois, foram adicionados 90 uL de Reagente de Substrato a
cada pocgo, seguido de um periodo de incubacao de 15 minutos, a 37°C, protegido da
luz. Por fim, foram adicionados 50 pL de Solugdo de Parada a cada pogo, seguido da
leitura da densidade éptica (valor DO) de cada pogo imediatamente com um leitor de

microplacas ajustado para 450 nm.

4.4 Analise por Western blot

A extracdo de proteinas totais de células HTR-8/SVneo controle e células com
VCAN silenciado foi realizada apoés lise em tamp&do de amostra (20% SDS, 10%
glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 20% Tris HCI 0,7M e &agua destilada), contendo
coquetel inibidor de proteases (P-8340, 1:100; Sigma). Os lisados foram diluidos 1:1
(v/v) em PBS, fervidos por 5 minutos a 95 °C e armazenados a -80 °C. As proteinas
extraidas foram entdo separadas em géis de SDS/PAA a 10% e transferidas para
membranas de PVDF (Hybond-ECL, RPN303D; Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ). PageRuler Plus (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) foi usado como

marcador de tamanho molecular. O carregamento de proteina foi controlado corando
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com solugéo de Ponceau S (0,1% (peso/volume) de Ponceau S, 5% de acido acético
em agua destilada). Apds bloqueio em leite 5%/TBS-Tween (0,05%), anticorpos anti-
humanos de coelho ou camundongo dirigidos contra AKT total (0,1 pg/mL), p-AKT
(Thr308, 0,2 ug/mL), p-AKT (Ser473, 0,2 ug/mL), p-mTOR (0,1 pug/mL), p-IRF-3 (0,2
pMg/mL) e IRF-9 (0,2 pg/mL) foram adicionados. Para controlar o carregamento de
proteina, as respectivas membranas foram re-incubadas com anticorpos anti-
humanos de coelho contra a-tubulina (0,1 ug/mL, Cell Signaling). Anticorpos de cabra
anti-rato ou anti-coelho IgG conjugados com peroxidase de rabanete (1:50000) foram
usados como reagentes secundarios. Sinais de peroxidase de rabano foram
detectados pelo substrato de quimioluminescéncia aprimorada (ECL Plus Western
Blotting Detection System; GE Healthcare, Piscataway, NJ) e visualizados
digitalmente usando um sistema de documentacgao de gel (ChemiDoc XRS+ System,
Bio Rad, Hercules, CA, EUA).

4.5 Analise por citometria de fluxo

As culturas de células HTR-8/SVneo foram analisadas por citometria de fluxo,
para avaliacdo quantitativa da expressao do versicam, p-AKT Ser473, p-AKT Thr308,
p-m-TOR Ser2448, p-IRF3 Ser396 e IRF9. Para tal metodologia, 3 x 10° células por
poco foram removidas do substrato com uma solugao de tripsina a 0,5%; a acao
enzimatica 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 fixagao e permeabilizagdo (e-Bioscience, San Diego, CA,
EUA) de acordo com as instrugbes do fornecedor. As células foram incubadas em
tampao de permeabilizagdo com anticorpos anti-p-AKT Ser473 (1:100, Cell Signaling),
anti-p-AKT Thr308 (1:100, Cell Signaling), anti-p-m-TOR Ser2448 (1:250, Cell
Signaling), anti-p-IRF3 Ser396 e anti-IRF9 (1:100, Cell Signaling) previamente
conjugados com anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com ficoeritrina
PE (1:200). As analises foram realizadas em citdmetro de fluxo FACS CantoTM Il com
o programa FACSDiva (BD Biosciences, New Jersey, EUA). Um total de 10.000
eventos foram adquiridos por amostra. Os dados obtidos foram analisados usando o
programa FlowdJo versao 8.7 (BD Biosciences).
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4.6 Ensaio de videomicroscopia Time-lapse para analise de direcionalidade
celular

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
Sao Paulo, em colaboracdo com a Proff. Dr?. Vanessa Morais Freitas.
Resumidamente, apds 24 h da realizagao do silenciamento génico de VCAN, foram
realizadas 17 h 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.

As imagens foram adquiridas em microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss
equipado com shutter controlado pelo programa MetaMorph, camara resfriada,
incubadora com temperatura controlada e injetor de gas carbénico (Zeiss, Jena,
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 ImageJ.

4.7 Ensaio de invasao em cocultura 3D

Células endoteliais Ea.hy926 foram plaqueadas (5 x 10* células/pogo) em
dispositivos Transwell com poros de 8 um (Millipore) em placa de 24 pogos, revestidos
com 15 pL de Matrigel (Sigma-Aldrich, Munique, Alemanha, 1:4 em PBS), por 48 h e
300 pL de meio DMEM/F12 com 10% de SBF (Sigma-Aldritch) foram adicionados aos
compartimentos inferior e superior, respectivamente. Apds a adesao das células e
polimerizagdo do Matrigel, foram adicionadas células HTR-8Sv/neo (2x10%
células/pogo) que, previamente foram submetidas ao protocolo de silenciamento
génico para versicam conforme descrito anteriormente. As células foram entéo
incubadas com carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE, Thermo Fisher
Scientific).

O CFSE foi adicionado a uma concentracdo de 1uM e as células foram
incubadas a 37 °C por 10 minutos, no escuro. Apos isso, foi adicionado 5 volumes de
meio de cultura gelado as células, e estas, foram incubadas, novamente, no gelo
durante 5 minutos. Em seguida, a solugdo com células foi centrifugada a 800 g, por 7
minutos e depois lavadas duas vezes com meio de cultura, ressuspensas em meio
DMEM/F12, adicionadas ao compartimento superior do dispositivo Transwell, o meio

do compartimento inferior foi trocado por DMEM/F12 com 5% de SBF no
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compartimento superior e 20% no compartimento inferior, e as células foram deixadas
nos dispositivos durante 48 h.

Depois disso, as células foram lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeido a
4%, lavadas novamente e incubadas com DAP-I (DAPI; 1:1000 em PBS; Sigma-
Aldrich) por 10 min em temperatura ambiente. As células presentes na superficie
superior do inserto foram removidas suavemente com haste de algodédo e as
membranas cortadas com bisturi e, em seguida, montadas com PBS/glicerol (1:3) em
laminulas de vidro. As células positivas para CFSE e presentes em cinco campos de
cada membrana foram contadas e analisadas digitalmente. A porcentagem de células
invasivas foi calculada comparando a quantidade de células invasivas x totais nas

membranas dos grupos.
4.8 Marcacao para faloidina

Para andlise dos efeitos do silenciamento génico de versicam no citoesqueleto
de actina, as células HTR-8/SVneo foram coradas com faloidina conjugada com FITC
(Sigma-Aldrich) 1:50 em PBS apo6s permeabilizagdo com 0,5% de Triton X-100 em
PBS. Apds o periodo de permeabilizacédo, as células foram incubadas com DAP-I
(DAPI; 1:1000 em PBS; Sigma-Aldrich) e logo apds realizada imunofluorescéncia para
versicam, a ser descrita adiante, e montadas em PBS/glicerol (1:3) para a analise das

células sob microscopia de fluorescéncia.

4.9 Analise por Microscopia de For¢ga Atomica (AFM)

Imagens da morfologia celular e as medidas de elasticidade de células HTR-
8/SVneo foram obtidas utilizando uma configuragcéo padrdao de Microscopio de Forga
Atébmica (AFM) (Multiview 4000™, Nanonics, Israel), com um microscopio 6ptico
combinado (BXFM, Olympus, Japao). A topografia celular foi capturada no modo de
toque, e as imagens de AFM foram processadas com o software gratuito WSxM para
visualizagdo tridimensional. Além disso, a modificagdo de Sneddon do modelo
Hertziano foi utilizada para caracterizar a curva forga-deslocamento a fim de obter a
indentacdao elastica das células. Todos os experimentos com curvas forga-
deslocamento foram realizados na regido nuclear das células. Os experimentos de
avaliacdo de topografia foram conduzidos utilizando uma ponta de varredura com um

raio de curvatura tipico de 10 nm, um cantilever de 125 ym de comprimento, uma
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constante de mola entre 13 e 77 N/m e uma frequéncia nominal entre 200 e 400 kHz.
Os experimentos de avaliacdo de elasticidade foram realizados com uma ponta de
varredura com raio de curvatura de 2,5 ym, um cantilever de 100 ym de comprimento,
uma constante de mola de 0,29 N/m e uma frequéncia nominal de 80 kHz. A constante
de mola do cantilever foi calibrada ajustando o espectro de poténcia a um oscilador
harmonico simples, e a forca maxima de indentagao para o cantilever foi definida em
20 nN. Todas as medigdes de curva forga-deslocamento foram realizadas movendo a
ponta do cantilever em dire¢do a amostra com uma velocidade de carga constante de
5 um/s. Foram adquiridas sessenta curvas forga-deslocamento para cada grupo de

células.
4.10 Extracao de RNA e RT-PCR semi-quantitativo

O RNA total foi extraido das células plaqueadas (1 x 108 células/pogo) utilizando
Trizol® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), conforme especificagdes do
fabricante. O RNA foi medido por um espectrofotdbmetro Biochrom Libra 22S
(Biochrom, UK) e o cDNA foi sintetizado a partir de 1 ug 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 VO, versicam V1 (isoformas que sao expressas pelas células HTR-
8/SVneo). 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 dos primers para VCAN foram
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 apds eletroforese
em géis de agarose a 2%. As imagens foram obtidas por meio de fotodocumentador

para gel de eletroforese L-PIX TOUCH (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil).
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Primer

Sequéncia

GAPDH Forward
GAPDH Reverse
Versicam VO Forward
Versicam VO Reverse
Versicam V1 Forward
Versicam V1 Reverse
TGF-B1 Forward
TGF-B1 Reverse
TGF-B2 Forward

TGF-B2 Reverse
TGF-B3 Foward
TGF-B3 Reverse
ZEB-2 Foward

ZEB-2 Reverse

CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT

ACCCACTCCTCCACCTTTGA

GCACAAAATTTCACCCTGACAT

CTGAATCTATTGGATGACCAATTACAC

TGAGAACCCTGTATCGTTTTGAGA

CTGAATCTATTGGATGACCAATTACAC

GCCCTGGACACCAACTATTGC

GCTGCACTTGCAGGAGCGCAC

TACAGACCCTACTTCAG

AAATCTTGCTCCTAGTT

GCACTTGCAAAGGGCTC

TTGGCATAGTATTCCGA

TCTCGCCCGAGTGAAGCCTT

GGGAGAATTGCTTGATGGAGC

Tabela 3. Sequéncias de primers para mRNA de GAPDH, isoformas de versicam e

marcadores de TEM.

4.11 Imunofluorescéncia

Paras os experimentos de imunofluorescéncia, as células HTR-8/SVneo foram

fixadas em alcool metilico a -20 °C durante 20 minutos. Posteriormente, as células

foram incubadas em gelatina de pele de peixe a 0,05% (Sigma) em PBS por 1 h e,

logo apos, em PBS contendo 3% de glicina por 1h, para bloqueio dos sitios antigénicos

inespecificos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos primarios anti-

Pan-citoqueratina (Dako), anti-vimentina V-9 (0.1ug/mL, Abcam, Cambridge, UK),
anti-p-catenina (1:100) (Cell Signaling, Danvers, MA, EUA), anti-E-caderina (1:50)
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(Cell Signaling), anti-Snail (1:100) (Cell Signaling), anti-N-caderina (1:50) (Cell
Signaling), anti-IRF3 (1:100, Cell Signaling), anti-IRF9 (1:100, Cell Signaling), anti-p-
mTOR (1:250, Cell Signaling), anti-p-AKT Thr308 (1:100, Cell Signaling), anti-p-AKT
Serd73 (1:100, Cell Signaling), anti-FAK (1:50, Santa Cruz) e anti-p-FAK Tyr576 (1:50,
Santa Cruz), por 18 h a 4 °C. Apds esse periodo de incubacgao, 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) (Thermo Scientific) durante 1 h a 37 °C. Os nucleos foram
corados com 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI; 1:1000 em PBS; Sigma-Aldrich) e as
laminas foram montadas com PBS/glicerol. As imagens foram capturadas através do
programa DP2-BSW (Olympus, Japéo, versédo 2.1), com o fotomicroscopio DS-Ri1
(Nikon, Japao).

4.12 Analises Estatisticas

A analise 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 variéncias foram analisadas pelos
testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene, respectivamente. Adicionalmente, as
barras dos graficos representam a média dos valores + erro padrédo da média (SEM)

Valores estatisticamente significantes foram considerados quando p < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Eficiéncia do silenciamento génico para versicam

O silenciamento génico para versicam foi eficiente e se demonstrou capaz de
reduzir substancialmente os niveis de mRNA das isoformas VO e V1 de versicam,
produzido pelas células HTR-8/SVneo, nos tempos experimentais de 24 h e 48 h (Fig.
7 A). Os niveis basais da isoforma VO voltaram a ser reestabelecidos em 72 h apos o
silenciamento génico, enquanto a isoforma V1 permaneceu consideravelmente baixa
nos grupos silenciados para a proteina, em comparagado com 0s grupos controle
scramble. O gene GAPDH foi utilizado como controle endégeno do experimento.

A analise FACS demonstrou que os niveis proteicos de VCAN também foram
acentuadamente reduzidos (Fig. 7 B). Em 24 h, os niveis de versicam passaram de
94.7% no grupo controle scramble para 6.11% nas células silenciadas para VCAN.
Em 72 h essa redugdo se manteve, passando de 97.1% no grupo scramble, para
2.94% nas células submetidas ao silenciamento génico de VCAN.

Para verificar se a producéo de versicam soluvel pelas células HTR-8/SVneo foi
afetada pelo silenciamento do gene, analisamos o sobrenadante celular por ensaio de
ELISA. Foi constatado que o silenciamento génico de versicam por siRNA foi capaz
de reduzir os niveis deste proteoglicano no sobrenadante celular em 24 h (siVCAN),
quando comparado ao grupo de controle scramble (Fig. 8).
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Figura 7. Anadlise da expressao génica e proteica de versicam por RT-PCR e
citometria de fluxo em células HTR-8/SVneo. A — Gel de eletroforese representativo
dos produtos de PCR para as isoformas VO e V1 de versicam e GAPDH, apds 24h,
48h e 72h de silenciamento génico para VCAN; B — niveis proteicos de VCAN de apods

24h e 72h de silenciamento génico. N= 3 em triplicatas.
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Figura 8. Niveis de versicam soluvel em células HTR-8/SVneo por ELISA.
Concentragao de versicam (ng/mL) em células do grupo controle scramble e células
silenciadas para versicam por 24h (siVCAN). N=18. ***p<0.0001.

5.2 Analise de sinalizagao celular por western blot e citometria de fluxo

Foram analisados os residuos de fosforilagdo de AKT Thr308 e Ser473, por
western blot, apos 24 h de silenciamento de versicam. N&ao houve fosforilagdo de AKT
Th308 nas células HTR-8/SVneo. Para AKT Serd473, foi possivel observar um
aumento na fosforilagdo apds 24 horas de silenciamento (p < 0.05). Nao houve
diferencas na fosforilagdo de mTOR Ser2448 as 24 horas apos a transfeccao.
Também foi avaliada a fosforilagdo dos fatores de transcricdo IRF3 e IRF9. Foi
possivel observar uma tendéncia para aumento na fosforilagdo de IRF3 Ser396, mas
isso nao representou significancia estatistica nas analises. Quanto ao IRF9 total, foi
possivel observar um aumento significativo em sua expressao nas células HTR-
8/SVneo silenciadas para o versicam (p < 0.05). O GAPDH foi utilizado como controle
nestes experimentos (Fig. 9 A — B).

Também foram conduzidos experimentos de imunofluorescéncia a fim de avaliar
o perfil de expressao de AKT Thr308 e Ser473, mTOR Ser2448, IRF3 Ser396 e IRF9
em células HTR-8/SVneo, apds 24 h de silenciamento génico para versicam. Os
dados obtidos a partir das imunofluorescéncias corroboram com os resultados

derivados das analises por western blot (Fig. 10).
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A analise quantitativa dessas proteinas foi realizada por meio de citometria de
fluxo (Fig. 11). Para pAKT Ser473, foi possivel observar uma variagéo de 16.5% nas
células do grupo controle scramble, para 27.4% siVCAN. Sustentando os dados de
western blot, a expressao de p-AKT Thr308 foi de 2,8% em células controles, e de
2.41% em células silenciadas. Também nado foram detectadas alteragdes na
expressao de p-mTOR Ser2448 entre os grupos experimentais, em 24 h. Os dados
quantitativos da expressao proteica de p-IRF3 Ser396 demostraram uma variagcao de
21.6% no grupo controle, para 49.8% nas células silenciadas (siVCAN). Para IRF9
total, as analises mostraram um aumento substancial de 27.4% nas células HTR-

8/SVneo do grupo controle, para 70.7% nas células siVCAN.
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Figura 9. Avaliagdo de vias de sinalizagao por western blot. A — Imagens
representativas dos blots em gel de poliacrilamida para a expressao de AKT total, AKT
Ser473, AKT Thr308, mTOR total, mTOR Ser2448, IRF3 Ser396, IRF9 e GAPDH em
células HTR-8/SVneo controle scramble e silenciadas para versicam (siVCAN) em
24h; B — Avaliagao quantitativa dos blots referentes a AKT Ser473, mTOR Ser2448,
IRF3 Ser396 e IRF9 em relacdo ao GAPDH, em células HTR-8/SVneo controle

scramble e silenciadas para versicam (siVCAN) em 24h. N=3 em triplicatas. *p< 0.05.
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Figura 10. Imunofluorescéncias para vias de sinalizagado. Proteinas alvo: AKT
Thr308, AKT Serd73, mTOR Ser2448, IRF3 Ser396 e IRF9 em células HTR-8SVneo
controle scramble e silenciadas para versicam (siVCAN) em 24h. Verde — proteinas

alvo; azul — DAP-I. N=3 em triplicatas. Ampliacdo 100x.
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Figura 11. Andlise FACS para vias de sinalizagao. Niveis proteicos celulares de
AKT total, AKT Ser473, AKT Thr308, mTOR total, mTOR Ser2448, IRF3 Ser396 e
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IRF9 em células HTR-8/SVneo controle scramble e silenciadas para versicam
(siVCAN) em 24 h. N= 3 em triplicatas.

5.3 Analise de direcionalidade celular

Dados anteriormente obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (Gongalves, 2019),
demostraram que a auséncia de versicam foi capaz reduzir substancialmente a
migracao e interferir na velocidade de migragao de células HTR-8/SVneo.

Uma vez que a auséncia deste proteoglicano gerou efeitos na migracado de
células HTR-8/SVneo, buscamos avaliar o efeito da supressido de versicam na
direcionalidade de células da linhagem HTR-8/SVneo. Os dados de videomicroscopia
time-lapse permitiram acessar a direcionalidade das células HTR-8/SVneo, célula a
célula, por meio do software Origin® (Northampton, Massachusetts, USA).
Observamos que as células do grupo controle apresentaram um padrédo de migragéo
caracteristico (cada linha colorida no grafico representa uma unica célula); enquanto
as células do grupo silenciado (siVCAN) exibiram um padrdo de movimentacgao
totalmente incomum, como se ndo houvesse um padréao (Fig. 12), sugerindo, assim,
que a auséncia do VCAN pode influenciar o comportamento de migracédo e de
motilidade das células HTR-8/SVneo.
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Figura 12. Perfil de direcionalidade de células HTR-8/SVneo. Graficos gerados a
partir de dados de videomicroscopia time-lapse de células do grupo controle scramble
e silenciadas para versicam por 24h (siVCAN). Cada linha colorida representa a

trajetéria de uma célula individual.

5.4 Analise de adesao celular

A adesao é um processo essencial no contexto da motilidade celular e € um
mecanismo dependente das interagdes entre as células e a MEC. Desta forma,
alteragcdes na dinamica da adesado celular podem gerar impacto intensamente a

funcionalidade celular.

A analise por imunofluorescéncia revelou diferengas significativas na expressao
das proteinas FAK total e pFAK (FAK fosforilada) entre os grupos experimentais, apos
30 minutos de realizado o silenciamento génico para VCAN. O grupo scramble
apresentou maior quantidade de FAK total, disposta de forma homogénea em toda
area citoplasmatica da célula, em comparagao com o grupo siVCAN, que apresentou
uma expressao menos intensa no citoplasma. Por outro lado, no grupo siVCAN, foi
observado um aumento na proporcéo de FAK fosforilada (pFAK), demonstrando mais
pontos de adesado dispostos na periferia celular, em relagcdo ao grupo controle
scramble (Fig. 13).
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Figura 13. Expressao de FAK e pFAK Tyr576 por imunofluorescéncia. Imagens

representativas de imunomarcacgao para FAK total e pFAK Tyr576 em células HTR-
8/SVneo do grupo controle scramble, e silenciadas para VCAN (siVCAN), apos
30minutos. Ampliacado 100x. Verde — proteinas-alvo; azul — DAP-I. N = 3. Barra de

escala: 1cm. Ampliagédo: 100x.
5.5 Analise de invasao celular em Matrigel

Continuando a avaliacao de propriedades de motilidade das células, nds também
utilizamos outra metodologia para verificar a capacidade de invasado da linhagem HTR-
8/SVneo. Para este ensaio funcional, também foram utilizadas células endoteliais da
linhagem EA.hy926, misturadas com Matrigel no topo dos dispositivos transwell, e
depois destas células chegarem a uma confluéncias total, adicionadas aos

dispositivos células HTR-8/SVneo marcadas com CFSE, silenciadas ou n&o para
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versicam. Depois de 48h, as células que permaneceram no topo dos dispositivos
foram retiradas, as membranas coradas com DAPI e, em seguida, foram registradas
imagens para a contagem de células invasivas. A quantificagdo revelou que a o
silenciamento génico de VCAN reduziu de modo substancialmente significativo a
capacidade invasiva de células HTR-8/SVneo através de células endoteliais EA.hy926
e Matrigel (Fig. 14); variando de 60.92% no grupo controle, para 14.06% no grupo
silenciado (siVCAN) (p < 0.01).
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Figura 14. Analise de invasao celular em dispositivo Transwell em coating de
Matrigel e células da linhagem EA.hy926. A — Imagens representativas das
membranas, grupos EA.hy926, EA.hy926 e células HTR-8/SVneo controle scramble
e silenciadas para versicam por 24h (siVCAN). Verde — CFSE; Azul — DAP-I.
Ampliacao 40x. B - Percentual das células HTR-8/SVneo invasivas do grupo controle
scramble e silenciado (siVCAN). N=3. **p<0.01.
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5.6 Analise por Microscopia de Forga Atomica (AFM)

As células silenciadas para VCAN apresentaram uma maior rigidez quando
comparadas as células do grupo controle; o deslocamento da curva das células HTR-
8/SVneo submetidas ao silenciamento génico (siVCAN) foi de 16.47 + 0.88 kPa,
ficando mais proxima da curva que representa a superficie do vidro, utilizado como
referéncia para as medi¢des, enquanto o deslocamento da curva nas células controles
foi de 12.66 + 0.39 kPa (Fig. 15 A). Adicionalmente, o Modulo de Young das células
silenciadas foi 30,09% superior ao das células do grupo controle scramble (p < 0,01)
(Fig. 15 B).
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Figura 15. Anadlise de parametros morfolégicos por Microscopia de Forca
Atémica (AFM). A — Grafico de elasticidade de membrana plasmatica de células HTR-
8/SVneo controles scramble e células com auséncia de versicam (siVCAN); B —
Grafico com os valores do Mdédulo de Young em células HTR-8/SVneo do grupo
controle scramble e silenciadas para VCAN (siVCAN). N=60 células em 3

experimentos distintos. **p<0.01.

Alteragcdes morfoldgicas também puderam ser avaliadas por meio da marcagao
de filamentos de actina com faloidina e por AFM. A marcag¢ao com faloidina evidenciou
mudangas significativas na morfologia das células HTR-8/SVneo; as células
silenciadas para versicam por 24h apresentaram uma importante redugdo na

polimerizagdo da F-actina na periferia do citoplasma dessas células (Fig. 16 A);
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enquanto as células do grupo controle mantiveram um padrdo mais difuso de
marcacgao. As imagens geradas por meio das medic¢des feitas pela sonda representam
uma mudanga no tamanho das células HTR-8/SVneo, sendo as células silenciadas
(siVCAN) menores quando comparadas as células do grupo controle. As células
silenciadas também apresentaram uma redu¢ao da sua altura, passando de 6,7um no

grupo controle, para 4,6um nas células siVCAN (Fig. 16 B).
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Figura 16. Analise morfolégica de citoesqueleto de F-actina e topografica em
células HTR-8/SVneo. Marcacido com faloidina. Células HTR-8SVneo controle
scramble e células silenciadas para versicam (siVCAN) por 24h; Verde — faloidina;
Vermelho — VCAN; Azul — DAP-I. Ampliacdo 100x. Imagens representativas de
parametros morfolégicas obtidos por sonda AFM. B — Gréfico de quantificacdo da
altura, em pm, de células HTR-8/SVneo do grupo controle scramble e silenciadas para
versicam (siVCAN).

5.7 Analise de sinalizagdao de TEM por RT-PCR e imunofluorescéncia

Como diferentes parametros relacionados a morfologia e motilidade foram
alterados com a auséncia de versicam, nds buscamos avaliar a influéncia desse
proteoglicano na expressao de alguns genes e proteinas envolvidos na transi¢ao
epitélio-mesenquimal, afim de elucidar se o VCAN esta, de alguma forma relacionado
este processo celular.

Os experimentos de RT-PCR revelaram que o silenciamento génico de VCAN
nao foi capaz de alterar a expressao de TGF-B1 em células HTR-8/SVneo, e TGF-33,
que nao demonstrou expressdo tanto no grupo controle, quando nas células
silenciadas (siVCAN); ja a expressao de mRNA de TGF-B2 foi totalmente anulada nas
células submetidas ao silenciamento. O grupo de células controle ndo demonstrou
expresséo de ZEB2, enquanto o silenciamento génico de VCAN resultou na ativagéo
da expressdo de mRNA para este fator de transcricido. GAPDH foi utilizado como

controle enddgeno para este experimento (Fig. 17).
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Figura 17. Expressao génica de marcadores de TEM. Niveis relativos de mRNA de
TGF-p1, TGF-B2, TGF-B3 e ZEB2 em células HTR-8/SVneo do grupo controle

scramble e silenciadas para versicam por 24h (siVCAN). N= 3.

A partir dos dados obtidos quanto a expressao génica, nés buscamos investigar,
por meio de ensaios de imunofluorescéncia, a expressao de outras proteinas e fatores
de transcrigdo envolvidos no processo de TEM (Fig. 18), apos 24 h de experimento.

A E-caderina apresentou uma expressao discreta e difusa por todo citoplasma
nas células do grupo controle scramble. Ja nas células do grupo silenciado, essa
marcagao se demonstrou mais intensa e mais concentrada na regido perinuclear das
células HTR-8/SVneo. Em células do grupo controle, a expressédo de (-catenina se
demonstrou menor e mais concentrada como granulos nos nucleos celulares. Nas
siVCAN, essa marcagao se repetiu mais discretamente e também contendo algum
aumento de marcagao em algumas regides da periferia celular. Para Snail, houve
marcagao intensa, tanto granular nos nucleos celulares, em células do controle
scramble; nas células siVCAN, apresentaram uma redugdo quase completa na
intensidade de marcacao desse fator de transcricdo. Houve alteracao da expresséao
de Pan-citoqueratina em células do grupo silenciado, que apresentaram um aumento
na intensidade de marcag&o, quando comparada as células do grupo controle. Nessa
situagao também foi possivel perceber uma certa mudanga na morfologia celular, com

as células do grupo silenciado demonstrando um formato mais circular, em
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comparagao com as células controles, com um formato muitas vezes fusiforme. Por
ultimo, analisamos a expressdo de vimentina e observamos que as células
submetidas ao silenciamento génico de versicam perderam quase que totalmente a
expressao dessa proteina, quando comparadas ao grupo controle scramble de células
HTR-8/SVneo 24h pds transfecgao (Fig. 18).
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Figura 18. Expressao de marcadores de TEM por imunofluorescéncia. Imagens
representativas de imunomarcagcdo para E-caderina, B-catenina, Snail, Pan-
Citoqueratina e vimentina em células HTR-8/SVneo do grupo controle scramble, e
silenciadas para VCAN (siVCAN), apos 24h. Ampliacdo 100x. Verde — proteinas-alvo;

azul — DAP-I. N = 3. Barra de escala: 1cm. Ampliacdo: 100x.

6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do VCAN na TEM e na
motilidade de células trofoblasticas da linhagem HTR-8/SVneo. Utilizando o
silenciamento génico como ferramenta experimental, realizamos um mapeamento
funcional das principais vias reguladas por VCAN, permitindo a identificagcdo de
potenciais alvos terapéuticos para a modulagdo de processos invasivos na PAS e

outras patologias relacionadas a disfungdes de motilidade de células trofoblasticas.

O protocolo de silenciamento génico utilizado foi considerado eficiente. As
células trofoblasticas HTR-8/SVneo expressaram as isoformas VO e V1 de VCAN e foi
demonstrada uma consideravel eficiéncia do silenciamento génico, em niveis
proteicos e de mRNA das isoformas VO e V1. Corroborando os dados verificados por
RT-PCR e analise FACS, os niveis soluveis de VCAN total também se demonstraram
reduzidos apos 24 h de silenciamento génico, indicando que o mecanismo de agao
autdcrina e paracrina do versicam possivelmente é afetado. Estudos silenciando o
VCAN em células mostram que sua presenga é essencial na regulagéo da biologia de
células neoplasicas (Carthy et al., 2015; Wang et al., 2015). Keire e colaboradores
(2016) realizaram knockdown de VCAN em células de leiomiossarcoma, e detectaram
uma reducao de aproximadamente 85% nos niveis de mRNA, e de 95% nos niveis
proteicos das isoformas VO e V1 de VCAN, em 48 h apds a transfecgao. Ja Wei e
colaboradores (2017), obtiveram 60% de redugédo dos niveis de proteina de VCAN,
por meio do uso de siRNA, 48 h pos transfecgdo em células da linhagem SCC15,
proveniente de carcinoma de células escamosas da lingua. Em células Bewo, nosso
grupo demostrou que o silenciamento génico de VCAN gerou uma redugdo média de
73.8% dos niveis proteicos de VCAN, e de 60.3% dos niveis de mRNA, apos 24h de
transfecgdo (Pires et al., 2019). Esses resultados indicam que o modelo de HTR-
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8SVneo funciona bem para o tipo de silenciamento proposto, sendo importante para
futuros estudos envolvendo o papel funcional do VCAN na biologia das células
trofoblasticas.

Nossos resultados de sinalizag&o celular mostraram que n&o houve deteccao da
fosforilagdo de AKT Thr308 em células HTR-8/SVneo, apds 24 h de silenciamento
génico de VCAN, mas revelaram um aumento dos niveis proteicos de AKT Ser473.
Tais achados podem indicar uma possivel especificidade na regulagao da fosforilagéo
de AKT em células HTR-8/SVneo nesse modelo experimental, e sugerem que a
presenca ou auséncia de VCAN pode modular seletivamente a ativagao de AKT em
diferentes sitios de fosforilacdo. A ativagcdo da via de sinalizacao PI3K/AKT no
contexto de promogédo da motilidade trofoblastica, foi demonstrado em funcdo de
diferentes fatores como Wnt, gonadotrofina coriénica (hCG), EGF e IGF-II (fator de
crescimento semelhante a insulina Il) (Cartwright et al., 2002; Knéfler, 2010; Prast et
al., 2008; Qiu et al., 2005; Sonderegger et al., 2010). Tendo sido descrita a ativagao
de AKT por diversos fatores de crescimento, mediada pela fosforilagcdo de ambos os
residuos Thr308 e Ser473 (Jacinto et al., 2006), os quais fosforilam o alvo do complexo
1 de rapamicina em mamiferos (MTORC1), também descrito como promotor de
invasao trofoblastica (Busch et al., 2009). A ndo deteccao de AKT Thr308 sugere que
outros mecanismos podem estar envolvidos na regulagédo da atividade de AKT neste
contexto especifico. Dentro do contexto do microambiente placentario, estudos
demonstraram que a ativacdo da via PI3K/Akt possui um importante papel na
regulacdo da migracéo, invasao e angiogénese de células trofoblasticas, além de
estar correlacionada com o transporte de aminoacidos, acidos graxos e glicose (LEE
et al., 2006; Prast et al., 2008; Zheng et al., 2007; Burton e Jauniaux, 2018). O
aumento da expresséo de p-AKT Ser473 em células HTR-8/SVneo, na auséncia de
VCAN, pode estar relacionado a capacidade de proliferagdo, uma das fungbes gerais
exercidas por esta via de sinalizagdo (Knofler et al. 2010), mantida por esta linhagem
celular, mesmo quando submetidas ao silenciamento de VCAN por 24 h (Gongalves,
2019).

Com relacédo a IRF-3, em células trofoblasticas, ela se faz importante pelo seu
papel regulador na producédo de IFN-B, mecanismo necessario em uma situagao de
defesa e manutencdo da toleréncia imunoldgica durante a gestacédo (Kwon et al,,
2018). Nossos resultados mostraram uma tendéncia de aumento da expressao de
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pIRF3 Ser396 na auséncia de VCAN, o que pode sinalizar uma potencial reducao da
producao de IFN-B em células HTR-8/SVneo. Interessantemente, o eixo IRF-3/IFN-
B/VCAN reduzido em células de cancer de mama tripo-negativo contribui para a
regresséo do fendtipo mais agressivo e mesenquimal, reduzindo a TEM (Doherty et
al., 2017). No entanto, uma limitagdo do presente estudo € que nao foi avaliada a
expressao de IFN-B para comprovar esta hipétese. Por outro lado, em células de
cancer de pancreas, o IRF-3 atua como modulador na expressdao de circUHRF1,
sendo um fator-chave na progresséo tumoral deste tipo de neoplasia (Liu et al., 2022).

Outra via analisada foi a de IRF-9. A auséncia de VCAN resultou em aumento
da fosforilagdo de IRF9 no grupo silenciado. Brunn e colaboradores (2021)
demonstraram que VCAN €& um alvo downstream de IRF-9 em células de
adenocarcinoma de pulmdo, aumentando os efeitos de migragdo e progresséo
tumoral. Nesse contexto, o IRF-9 aumentado no grupo silenciado, mostra uma
tentativa da célula de, na auséncia de VCAN, aumentar fatores que possam resgatar
a producao e VCAN, como o IRF-9.

Além dos ensaios funcionais, in vitro, mais comumente executados, tais como
ensaios de migracao, invasao, proliferagdo, adeséo e outros, os ensaios de avaliagéao
de direcionalidade podem ser extremamente Uteis para a compreensido mais
abrangente do comportamento de motilidade celular. Montenegro e colaboradores
(2017) demonstraram que o bloqueio da expressao de integrina aV33, promoveu um
efeito redutor e repressor na direcionalidade de migragdo em células de carcinoma
escamoso oral, dessa forma, modificando seu comportamento de migragdao, de um
padrao de migragao individual, rapido e persistente, para uma migragao circular e com
tendéncia de coletividade (células migrando em pares), o que foi descrito como um
possivel efeito do bloqueio da integrina aV3 nas propriedades adesivas em células
tumorais da linhagem SCC25. Da mesma forma, Tamborindeguy e colaboradores
(2023) demonstraram que a assimetria no processo de mitose em células de cancer
pode gerar populacbes de células com capacidades migratérias diferentes,

influenciando, assim seu comportamento e potencial de metastase e invasao.

Durante toda a gestagdo, as células trofoblasticas mantém um equilibrio
dindmico nos processos de adesao e invasao (Wang et al., 2017). Nossos resultados
demonstraram que o knockdown de VCAN promoveu uma reducao da expressao de

FAK, quanto aumentou a expressao de pFAK, indicando uma capacidade aumentada
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de adesao de células HTR-8/SVneo, quando submetidas ao silenciamento de VCAN.
O VCAN ¢é um PG envolvido na regulacéo de diversos eventos celulares, incluindo a
adesao, por meio da interagdo com integrinas e receptores de membrana (Papadas
et al., 2020), tais interagdes s&o capares de modular a expressao de FAK, essencial
na sinalizagao de adesdes focais (Carthy et al., 2015; Gupta et al., 2015).

No contexto do presente trabalho, a expressao de VCAN contribui para a
expressao de FAK e sua estabilidade de expressao, enquanto a supressao deste PG,
em ceélulas HTR-8/SVneo promoveu uma menor sintese ou maior degradacéo desta
proteina, provavelmente por uma reducio de sinalizacdo mediada pela MEC. Apesar
de uma redugao nos niveis de FAK total, o aumento de pFAK no grupo silenciado
pode ocorrer devido a mudangcas no microambiente celular. Nesse sentido, o
silenciamento de VCAN pode gerar estresse mecanico ou mudangas na dindmica das
adesbes focais, levando a hiperfosforilagdo da FAK residual como mecanismo
compensatério, a fim de adaptar a célula ao impacto na comunicagao célula-matriz

devido a auséncia de VCAN.

A relacado entre a expressdao de VCAN e a sinalizacdo FAK/pFAK pode ser
elucidada por meio diferentes estudos que destacam os mecanismos envolvidos.
Carthy e colaboradores (2015) demonstraram que a superexpressao da isoforma V1
de VCAN em fibroblastos levou ao aumento da fosforilagdo de FAK, que foi
correlacionada com a expressdo aumentada de marcadores de miofibroblastos, como
a-actina de musculo liso e integrina 1. Além disso, a regulagdo de VCAN mediada
por miRNA foi implicada na modulagédo da sinalizacdo FAK. Gupta e colaboradores
(2020) demonstraram que o miR-144 direcionado ao VCAN inibe as vias de
sinalizacao FAK em células de mieloma multiplo, sugerindo um papel potencial de
supressao tumoral para o miR-144 neste contexto. Em conjunto, estes resultados
indicam que o VCAN n&o apenas influencia o comportamento celular, mas também
interage com as vias de sinalizagdo que regulam a atividade de FAK, enfatizando

ainda mais seu papel na dinamica da MEC.

Estudos anteriores do nosso grupo associaram a auséncia de VCAN a uma
menor migracao e velocidade celular (Gongalves, 2019). Aqui, complementamos o
estudo com a analise de direcionalidade celular. A auséncia de VCAN gerou um

padrao bastante incomum de movimentacao destas células, o que influencia na menor
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velocidade e migragao observadas anteriormente. Nosso ensaio de invasao vascular
3D corroborou essa hipétese, com uma menor invasao das células silenciadas. Li e
colaboradores (2021) demonstraram que a supressao de VCAN foi capaz de reduzir
a migragao e invasao de células de cancer de mama. Catarruzza e Perris (2005)
descrevem como diferentes PGs, em associacdo com a MEC, sdo capazes de
modular o comportamento de movimentacido das células, contribuindo para criar no
microambiente, uma estrutura de MEC mais ou menos favoravel a movimentacao e
migragdo. Assim, seria atribuido aos PGs a propriedade de impor direcionalidade as
células em movimento. Da mesma forma, Ricciardelli e colaboradores (2007),
demonstraram que células de cancer de préstata, condicionadas a formarem uma
matriz pericelular rica em HA e VCAN, apresentaram um aumento de motilidade em
substrato de fibronectina; tal acumulo de HA e VCAN neste tipo celular, foi observado
com maior evidéncia nas extremidades posteriores das células, o que permite a
atracao e ligacao a componentes na MEC subjacente, tais como a fibronectina. Ou
seja, as ceélulas sem a presenca de VCAN ndo somente possuem a sua motilidade
reduzida, mas também a polarizag&o celular necessaria para que a migragao ocorra,

nao acontece ou acontece de forma ineficiente.

Nesse contexto, a elasticidade da membrana plasmatica é importante para a
polarizagdo e motilidade celular (Itoh e Tsuijita, 2023). Nossos resultados evidenciam
que a auséncia de VCAN torna as células mais rigidas, indicando alteragdes
biomecanicas e morfolégicas que sugerem um papel importante nas caracteristicas
estruturais e dimensionais das células. Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o silenciamento génico de VCAN é capaz de reduzir a ativagédo da
via de sinalizacdo RhoA/ROCK2 (Gongalves, 2019). Essa via de sinalizagado é
essencial para a organizagdo de citoesqueleto, polarizagdo e motilidade celular
(Hartman et al., 2015).

Visto que a sinalizagao de AKT e IRF foram alteradas, assim como a motilidade
celular foi fortemente alterada pela auséncia do versicam, analisamos também o perfil
de marcadores de TEM. Outrossim, a expressao génica de TGF-32 foi completamente
reduzida no grupo siVCAN, quando comparado ao grupo controle. Paruchuri e
colaboradores (2006) demonstraram que a presenga de TGF-B2 contribui para a
diferenciacao de células fetais humanas, induzindo a transformacgao para um fenétipo

mesenquimal. Arslan e colaboradores (2007) demonstraram uma correlagéo positiva
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entre o aumento de TGF-B2 a expressao das isoformas VO e V1 de versicam em
células de glioma. Estudos bloqueando a acdo de TGF-B2 observaram efeitos
inibitérios na migracdo dessas células. Interessantemente, quando utilizaram um
anticorpo especifico para a regiao DPEAAE de VCAN, foi possivel reverter os efeitos
do TGF-B2 na migragcdo das células de glioma de maneira dose-dependente,
demonstrando que o versicam desempenha um importante papel na na migragdo em
células de glioma. Desse modo, a auséncia de TGF-B2 no grupo silenciado para
VCAN, parece corroborar a intrinseca interacdo entre ambos na regulagdo da
motilidade e TEM.

DaSilva-Arnold e colaboradores (2019) descreveram que a superexpressao de
ZEBZ2 resulta em aumento de TEM e de invasdo em células trofoblasticas Bewo e
JEG-3. No entanto, diferentemente da literatura, nossos experimentos mostraram o
oposto, com a expressao de mRNA para ZEB2 aumentada no grupo de células
silenciadas. No entanto, a expressao de mRNA para ZEB2 pode indicar que outro
fator de transcricdo pode estar envolvido nessa regulagéo da diferenciagao de células
HTR-8SVneo. ZEB2 é um dos fatores descritos como influenciador da diferenciacao
de CTB em EVT, juntamente com SNAI1, SNAI2, TWIST1 e ZEB1 (Comijn et al.,
2001). De maneira mais especifica, a expressao de ZEB2 esta envolvida com a
capacidade invasiva de células EVT, sendo 200 vezes mais expresso em células EVT
do primeiro trimestre, em comparagdo com o CTB no mesmo periodo gestacional (Da
Silva-Arnold et al., 2015). Em contraponto, no terceiro trimestre, os niveis de ZEB2
sdo reduzidos, refletindo a diminui¢do do poder de invasao dessas células (Da Silva-
Arnold et al., 2018). No contexto do presente trabalho, a expressdo de mRNA de ZEB2
ainda ndo confirma a tradugao desse fator para que seja, de fato atuante na ativagéo
de TEM, e em conjunto com mudangas significativas em outras moléculas envolvidas
nesse processo de diferenciagao (tais como Snail e vimentina), sugere que ZEB2 nao

atua como fator regulador da TEM em células HTR-8/SVneo.

Prosseguindo com a avaliagdo de TEM, avaliamos também marcadores
proteicos da mesma. A E-caderina aumentou nas células silenciadas, com mais
intensidade nas regides proximas ao nucleo. A associagdo entre a expressédo de
VCAN e E-caderina foi feita anteriormente por Zhai e colaboradores (2021), que em
células de cancer gastrico mostraram 0 mesmo que nosso grupo. Em células

trofoblasticas, DaSilva-Arnold e colaboradores (2018) demonstraram regulagéo
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negativa da expressado de E-caderina a invasédo de células EVT. Da mesma forma,
Duzyj e colaboradores (2015) associaram a baixa expressao de E-caderina ao
fendtipo invasivo de células trofoblasticas provenientes de placenta anormalmente
invasiva.

Com relagao a expressao de [3-catenina, observamos que a auséncia de VCAN
produziu uma mudanga no padrao de expressdo dessa proteina, se apresentando
ativa, intranuclear, nas células silenciadas. Chen e colaboradores (2021b)
descreveram o VCAN como uma molécula efetora downstream na via de sinalizagao
Wnt/ B-catenina. Na placenta, € conhecido que niveis elevados de E-caderina e [3-
catenina sado encontrados em células do citotrofoblasto viloso, enquanto a reducao
dessa expressao acontece apods diferenciagao in vitro (Getsios et al., 2000). Lickert e
colaboradores (2000) descreveram que o aumento da fosforilagdo de E-caderina
aumenta sua afinidade com B-catenina, ademais, a concentracdo de [(3-catenina no
citoplasma atua na manutengdo das caracteristicas epiteliais das células. Ja a
proteina Snail apresentou-se fortemente reduzida nas células silenciadas. Zhang e
colaboradores (2019) mostraram que Snail induz a expressado da enzima PAPSS2 e
de VCAN, aumentando a migragao de células neoplasicas de mama. Sendo Snail uma
molécula ligada ao fenétipo mais mesenquimal, nossos resultados evidenciam o papel
do VCAN na regulagédo da TEM, promovendo um fendtipo mais mesenquimal quando
presente e, mais epitelial quando ausente.

Quanto a citoqueratina e vimentina, observamos que as células silenciadas
reduzem fotemente a expressao de vimentina, sem afetar a epressao de citoqueratina.
A citoqueratina € reconhecidamente um marcador para ceélulas do citotrofoblasto
(Wehrum et al., 2011) e células HTR-8/SVneo expressam vimentina e citoqueratina
constitutivamente (Straszewski-Chavez et al, 2009). Ademais Wehrum e
colaboradores (2011) observaram que, em amostras de placenta anormalmente
invasiva, células trofoblasticas extravilosas invasivas apresentaram também um
padrao de coexpressao de citoqueratina e vimentina, dados que sugerem um fendtipo
semelhante entre as células invasivas da doenca com as células usadas aqui como
modelo.

Os resultados demonstrados no presente trabalho, corroboram a hipotese inicial
de que o versicam atua como uma molécula que possui um papel modulador essencial

para a motilidade, sinalizacdo AKT e IRF e capacidade de invasdo, assim como
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desempenha um papel significativo na organizagdo e elasticidade de membrana

celular e interfere na expressdo de marcadores de TEM de células trofoblasticas da

linhagem HTR-8/SVneo (Fig. 19). Em conjunto, estes resultados propdem o

silenciamento génico de versicam como um interessante alvo terapéutico para

patologias placentarias que tem como principal agente de progressao a migragao e

invasao de células trofoblasticas.

N
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e IRF9
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Figura 19. Esquema representativo dos componentes celulares afetados pelo

silenciamento génico de VCAN em células trofoblasticas da linhagem HTR-

8/SVneo.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos por meio do presente trabalho, é possivel concluir

que:

1.

A técnica de siRNA, para knockdown de versicam em células HTR-

8/SVneo, é eficaz até 72h pods transfeccao;

. O silenciamento génico de versicam é capaz de alterar a sinalizagao de

p-AKT Ser473, p-IRF3 e IRF9 em células HTR-8SVneo;
O silenciamento génico de versicam altera o padrao de direcionalidade e

adesao de células HTR-8/Svneo;

. O silenciamento génico de versicam diminui a elasticidade de membrana

plasmatica e altera a morfologia e altura de células HTR-8/SVneo;

O knockdown de versicam diminui a capacidade de invasdo de células
HTR-8/SVneo através de coating de Matrigel e células endoteliais
Ea.hy926;

O knockdown de versicam altera a expressao de TGF-B2 e diferentes
marcadores de TEM, tais como E-caderina, Snail, Pan-citoqueratina e
vimentina, em células HTR-8/SVneo, sugerindo, dessa forma que este
proteoglicano é molécula capaz de regular significativamente a assinatura

molecular de TEM e motilidade em células trofoblasticas.
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