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RESUMO 

 

 

Os glioblastomas são tumores cerebrais com alto potencial de crescimento, sendo 

responsáveis por um prognóstico de sobrevida de 9 a 11 meses. De forma geral, o crescimento 

tumoral encontra-se relacionado à degradação de componentes da matriz extracelular (MEC). 

Especificamente para os gliomas, o potencial invasivo tem sido relacionado ao aumento da 

expressão da metaloprotease do tipo 9 (MMP-9).  Recentemente, tem sido mostrado que a 

proteólise de componentes da matriz extracelular promove a liberação de fragmentos 

protéicos com atividade biológica distinta da apresentada pela molécula intacta. Existem 

poucas informações sobre o efeito da proteólise de laminina-111 (LMN-111), proteína de 

matriz extracelular, no contexto do sistema nervoso central. Dessa forma, esse trabalho teve 

por objetivo investigar se o meio condicionado por células de gliomas C6 (MCC6) apresenta 

atividade proteolítica sobre polímeros de LMN-l11. Utilizando zimografia acoplada à 

eletroforese, detectamos a presença de uma gelatinase de 110 kDa em MCC6. A atividade 

proteolítica do MCC6 sobre polímeros de LMN foi observada através de imunomarcação para 

LMN-111 e de análise por eletroforese. A incubação dos polímeros de LMN-111 com MCC6 

resultou em três fragmentos de 70, 45 e 30 kDa. Dessa forma, os resultados mostram a 

presença de fragmentos proteolíticos de LMN-111, gerados pelo tratamento dos polímeros 

com MCC6 e sugerem a necessidade de estudos posteriores para a caracterização da atividade 

biológica associada aos mesmos. 
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ABSTRACT 

 

 

The glioblastomas are cerebral tumours with high potential of growth, presenting a prognostic 

of survival from 9 to 11 months. Generally, the growth is related to the degradation of the 

extracellular matrix (ECM). The invasive potential of the human gliomas has been related to 

the increase in the expression of metalloprotease type 9 (MMP-9).Recently, it has been 

showed that the proteolysis of the ECM components promote the release of protein fragments 

with biological activity different from the biological activity of the whole molecule. There are 

few information related to the effect of laminin’s proteolysis regarding the nervous system. 

Thus, the aim of the study is to investigate if conditioned medium with C6 glioma cells 

presents proteolytic activity on polymers of LMN-111. Using zymography coupled with 

electrophoresis was detected a 110 kDa gelatinase in MCC6. The proteolytic activity of 

MCC6 on LMN-111 polymers was observed through immunolabeling and electrophoresis 

analyses. The incubation of the polymers of LMN-111 with MCC6 resulted in three fragments 

of 70, 45, and 30 kDa, respectively. Thus, the results show the presence of proteolytic 

fragments of LMN-111 generated by the treatment of the protein polymers with MCC6 and 

suggest the need for further studies to characterize the biological activity associated to them. 

 

 

Keywords: Laminin. Glioma. Proteolysis. Metalloprotease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A membrana basal (MB) é um tipo de matriz extracelular (MEC) especializada que 

apresenta forma laminar, sendo composta principalmente pelo proteoglicano perlecan e pelas 

proteínas: laminina, colágeno do tipo IV, fibronectina e nidogen (TANZER, 2006). Nos 

animais, os órgãos e tecidos apresentam uma arquitetura organizada contendo células 

aderentes a uma MB subjacente. As membranas basais encontram-se, portanto na interface 

entre células parenquimatosas e os tecidos de sustentação, mais especificamente, são 

encontradas abaixo da superfície basal de todos os epitélios, em torno dos adipócitos, das 

células musculares, nos glomérulos renais e em torno dos vasos sanguíneos (HOHENESTER; 

YURCHENCO, 2013). No Sistema Nervoso Central (SNC) é elemento importante na 

formação da barreira hematoencefálica (ROBERTS et al., 2012). 

A MB funciona, a priori, como uma barreira mecânica para os solutos grandes, sendo 

impenetrável para a maioria das células (YURCHENCO; PATTON, 2009). Alterações em sua 

arquitetura molecular e consequentemente em sua permeabilidade são detectadas tanto em 

processos inflamatórios, quanto no crescimento e na migração de células tumorais. Nessas 

situações, evidenciam-se variações na expressão e degradação proteolítica dos seus 

constituintes moleculares (ROBERTS et al., 2012). Esses eventos envolvem a integração de 

processos bioquímicos intra e extracelulares, incluindo a ação de metaloproteases de matriz 

(MMPs) (ESTEVE et al., 1998; NAKADA et al., 2006). As MMPs constituem uma família de 

proteases extracelulares solúveis ou ligadas à membrana, dependentes de Zinco e/ou cálcio, 

que coletivamente podem degradar ou modificar proteoliticamente os componentes da matriz 

extracelular incluindo colágeno IV, laminina, e proteoglicanos (GU et al., 2005; ESTEVE et 

al., 1998; MIRAGLIA et al., 2013). 

Os gliomas são os tumores primários mais frequentes e mais malignos entre as neoplasias 

do SNC por apresentar crescimento rápido, produzir destruição de extensas áreas do tecido 

nervoso e provocar edema intenso. O prognostico é ruim e a maioria dos pacientes sobrevive 

no máximo 18 meses após confirmação do diagnóstico (SATHORNSUMETEE et al., 2007). 

Os astrocitomas (tumores derivados de astrocitos) correspondem a aproximadamente 80 % 

dos gliomas, sendo o glioblastoma (GB), astrocitoma grau IV, a forma mais comum e mais 

maligna entre os tumores cerebrais primários (PAVON et al., 2012). Uma das características 

dos GB é sua habilidade de infiltrar-se e invadir os tecidos circundantes, fenômeno que deriva 

de sua capacidade de produzir MMPs. 
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A degradação de elementos da matriz é responsável por produzir alterações na arquitetura 

da MB com perda no controle do fluxo molecular e celular. Além disso, consiste em evento 

relevante para a expansão tumoral. Por outro lado, os produtos de proteólise dos elementos da 

MEC por MMPs, ou seja, os fragmentos proteolíticos podem apresentar capacidade 

modulatória sobre as células tumorais e sobre as células do próprio tecido. A literatura mostra 

alguns dados que evidenciam essa possibilidade: 1) A proteólise da região C-terminal do 

domínio V de perlecan, após acidente vascular cerebral, gera um fragmento que atua como 

neuroprotetor e promotor de reparação pós-derrame cerebral (ROBERTS et al., 2012); 2) A 

clivagem proteolítica de colágeno IV por MMP-9 resulta no aumento da geração de 

fragmentos anti-angiogénicos que suprimem o crescimento tumoral do câncer de mama 

(BENDRIK et al., 2008); 3) O fragmento LG 4-5 extirpado, em vários tecidos, a partir da 

cadeia alfa 4 de laminina, inibe a adipogênese através da modulação do efeito de FGF - 2 

(YAMASHITA et al., 2008); 4) Em situações de inflamação crônica ou aguda, as 

metaloproteases produzidas por neutrófilos ou macrófagos: elastase de neutrófilos (NE), a 

catepsina G , a proteinase - 3 , e MMP - 2 , -8 , -9 , e -12 , geram fragmentos de laminina-332 

com atividade quimiotática sobre neutrófilos (MYDEL et al., 2008); 5) MMP- 3 , -12 , -13 , - 

14 , -19 e -20, apresentam a capacidade de clivar a cadeia γ2 de laminina, gerando o 

fragmento γ2x, indutor de migração de células epiteliais (KOSHIKAWA et al., 2000). 

Ainda que a laminina seja uma proteína amplamente estudada no contexto da 

morfogênese do sistema nervoso central por modular o crescimento de processos neuronais 

(MANTHORPE et al., 1983; ADLER et al., 1985; EDGAR; TIMPL; THORNEN, 1988), 

promover orientação axonal (COHEN et al., 1987; HAMMARBACK et al., 1988, MCLOON 

et al., 1988), induzir diferenciação (COHEN et al., 1986) e proliferação de células (DRAGO 

et al., 1991; FRADE et al., 1996),  não existem estudos sobre os efeitos dos fragmentos 

proteolíticos gerados por metaloproteases sobre células do SNC. 

Dessa forma, esse trabalho tem por objetivo avaliar a possibilidade da geração de 

fragmentos proteolíticos pelo tratamento dos polímeros de LMN-1 com meio condicionado 

por células de glioma C6. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. GLIOMAS 

Os tumores cerebrais malignos estão entre os tipos mais temidos de câncer, não apenas 

pelo seu péssimo prognóstico, como também pelas repercussões diretas nas funções 

cognitivas e na qualidade de vida dos pacientes. No mundo, os cânceres de sistema nervoso 

central, representam 1,9% entre as neoplasias malignas existentes. No Brasil, dados atuais 

apontam uma incidência de 9.090 novos casos por ano, sendo estimada uma frequência de 

5,01/1000 habitantes para o sexo masculino e 4,05/1000 habitantes para os indivíduos do sexo 

feminino. Durante as últimas décadas, na maioria dos países desenvolvidos, a incidência dos 

tumores de SNC aumentou significativamente. Além do aumento na expectativa e vida da 

população, que promove o aumento do surgimento de patologias associadas ao 

envelhecimento, a melhoria e a introdução de novas tecnologias de diagnóstico, a exemplo da 

tomografia computadorizada e ressonância magnética nuclear, permitem uma melhor 

quantificação dos casos (INCA, 2014). 

Os gliomas formam o grupo mais comum de tumores encefálicos primários. De origem 

neuroepitelial, representam aproximadamente metade das neoplasias do SNC (MACHADO, 

2004; GAN et al., 2012). A origem dos gliomas é tradicionalmente apontada como sendo das 

próprias células gliais (p.e. astrócitos, oligodendrócitos e células ependimárias). Entretanto, 

fontes mais recentes, sugerem uma origem a partir da diferenciação de células-tronco ou 

progenitoras neurais. Os tumores de origem astrocítica correspondem a 70-76% de todos os 

gliomas, (OMURO; DEANGELIS, 2013). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica os gliomas humanos a partir de 

critérios histopatológicos que levam em consideração, além da celularidade e necrose, a atipia 

nuclear, a proliferação microvascular e a presença de figuras mitóticas (LOUIS et al., 2007). 

Essas características permitem graduar os astrocitomas de I a IV por ordem crescente de 

malignidade distribuindo-os em: astrocitoma pilocítico (grau I) que são tumores relativamente 

benignos, glioma astrocitário (grau II), astrocitoma anaplástico (grau III) e glioblastoma (GB)  

(grau IV), que representa 53,7% de todos os astrocitomas, sendo a forma mais maligna e o 

tipo mais comum entre os tumores primários cerebrais em adultos (LOUIS et al., 2007; 

PHILLIPS et al., 2007; PAVON et al., 2012). 

O prognóstico pobre, o rápido crescimento e o potencial invasivo desses tumores 

encontram-se associados ao remodelamento da MEC no sítio de desenvolvimento tumoral. A 
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degradação de macromoléculas da MEC não apenas permite o crescimento da massa tumoral 

através da invasão do tecido circundante como também regula o crescimento e diferenciação 

das células de glioma. Esse evento envolve interações intra e extracelulares e secreção de 

MMPs principalmente dos tipo 2 e 9 (ASAHI, 2000; NAKADA et al., 2006). 

Para estudo de aspectos moleculares associados aos gliomas são utilizadas células 

isoladas dos tumores, ou linhagens imortalizadas. As células C6 representam uma linhagem 

imortalizada de tumor cerebral de rato derivada de glioma. Essas células foram geradas 

utilizando injeções de N-nitrosometilureia como relatado inicialmente por Benda Philippe et 

al., (1968). O estudo através de linhagem celular apresenta vantagens quando comparado ao 

estudo no tecido intacto por reduzir as variáveis associadas ao fenômeno biológico em análise 

e pela possibilidade do controle de condições ambientais como temperatura, manutenção do 

pH e saturação de O2. Além disso, as culturas celulares podem ser propagadas, o que viabiliza 

em menor custo a reprodutibilidade dos resultados, necessária para a caracterização de um 

fenômeno em estudo.   

 

2.2. METALOPROTEASES 

 

As metaloproteases fazem parte de uma família que possui mais de 25 endopeptidases 

dependentes de zinco. São capazes de degradar macromoléculas presentes na MEC associadas 

ou não à superfície celular (WEISS, 2009). Em relação a sua estrutura geral, as MMPs 

possuem três domínios: o pró-peptideo, o domínio catalítico e o domínio C-terminal 

hemopexina (KESSENBROCK et al., 2010). 

As MMPs são inicialmente expressas em estado enzimaticamente inativo, devido a 

interação de um resíduo de cisteína do pró- domínio com o íon zinco do domínio catalítico. 

Estas enzimas tornam-se ativas quando ocorre remoção proteolítica do pró-domínio ou 

modificação química do resíduo de cisteína (PAGE-MCCAW et al, 2007). Podem ser 

divididas em duas subclasses: MMPs solúveis e MMPs ancoradas a membrana (WEISS, 

2009). 

Estão envolvidas em diversos processos fisiológicos e patológicos, incluindo remodelação 

tecidual e desenvolvimento embrionário, regulação de eventos inflamatórios e progressão do 

câncer (EGEBLAD, 2002). Já que estão relacionadas à proteólise, estas enzimas podem criar 
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espaços que oportunizam a migração celular, regulando a arquitetura tecidual. Além disso, 

podem gerar moléculas menores através da proteólise dos elementos originais da MEC  

Por outro lado, a expressão dos inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) é observada 

durante a remodelação tecidual fisiológica, contribuindo para a manutenção do equilíbrio 

metabólico e estrutural da MEC. Alterações na homeostasia entre as MMPs e os TIMPs têm 

sido identificadas em doenças associadas à renovação não controlada da MEC, como artrite, 

câncer, doenças cardiovasculares (DCVs), nefrites, desordens neurológicas e fibroses 

(NAGASE, 1999). 

Os TIMPs dos tipos 1 (TIMP-1) e 2 (TIMP-2) representam membros bem caracterizados 

dessa família de inibidores que apresentam atividade inibitória contra as formas ativas de toda 

a família de MMPs (FOLGUERAS et al., 2004). Embora a TIMP-1 forme preferencialmente 

complexo com a MMP-9, o TIMP-2 atua sobre a MMP-2. A redução da atividade de ambos 

encontra-se associada ao aumento da atividade mitogênica em grande número de tipos 

celulares. Por outro lado, a superexpressão desses inibidores reduz o crescimento de células 

tumorais (GOMEZ, 1997). Finalmente, o TIMP-2 é considerado um inibidor de invasão e 

metástase de células tumorais in vitro e in vivo (ALBINE, 1991), e também da angiogênese 

associada a tumores (MURPHY, 1993). 

A superexpressão de diversas MMPs parece estar fortemente relacionada à invasividade 

tumoral (WERB, 2010). Tentativas iniciais para identificar quais MMPs seriam responsáveis 

por intermediar a invasão de células neoplásicas revelaram que as enzimas secretadas, como 

as MMPs -2 e -9 eram as principais envolvidas neste processo (ROWE; WEISS, 2008). No 

entanto, este conceito tem se ampliado nos últimos anos, já que as MMPs -2 e -9 parecem não 

ser os únicos elementos que determinam a habilidade das células tumorais de degradar ou 

migrar através da lâmina basal (WEISS, 2008). 

 

2.3. MEMBRANAS BASAIS 

 

As membranas basais (MBs) constituem-se em uma especialização da matriz extracelular 

(MEC) que apresenta forma semelhante a uma folha e é composta principalmente pelas 

proteínas: laminina, colágeno do tipo IV, fibronectina e nidogen e pelo proteoglicano perlecan 

(TANZER, 2006). Nos animais, os órgãos e os tecidos apresentam uma arquitetura organizada 

contendo células aderentes a uma MB subjacente. As MB encontram-se, portanto na interface 
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entre células parenquimatosas e os tecidos de sustentação. Mais especificamente, são 

encontradas abaixo da superfície basal de todos os epitélios, em torno dos adipócitos, das 

células musculares, nos glomérulos renais e em torno dos vasos sanguíneos (HOHENESTER; 

YURCHENCO, 2013). Nos vasos do Sistema Nervosos Central (SNC) é elemento importante 

na formação da barreira hematoencefálica (ROBERTS et al., 2012). 

As MB desempenham um papel ativo na modulação de importantes fenômenos, como 

regeneração, proliferação, migração, diferenciação e sobrevivência celular (MINER; 

YURCHENCO, 2004). Sua arquitetura molecular principal envolve duas redes poliméricas 

independentes de laminina e colágeno IV conectadas pela proteína nidogênio (AUMAILLEY 

et al., 1989). Na membrana basal há outros componentes que atuam estabilizando a malha, 

como os proteoglicanos e a proteína osteonectina BM-40 ou SPARC (secreted protein 

acidicand rich in cysteine) (YURCHENCO; SCHITTNY, 1990). 

Análises genéticas indicam que há uma hierarquia na formação da membrana basal 

durante o desenvolvimento, na qual o polímero de LMN-1 serve de suporte para o 

recrutamento dos outros componentes da malha. Estudos mostram ainda que a deficiência de 

membrana basal observada em corpos embrióides que não produzem a cadeia 1 de laminina 

é restaurada através da adição de LMN-1 ao meio de cultura, tornando evidente a importância 

da LMN-1 neste fenômeno (ZHI-YONG et al., 2003). 

Apesar de a membrana basal ser formada pela interação de vários elementos, a LMN-1 é 

o componente mais abundante das membranas basais de mamíferos (EKBLOM et al., 2003) e 

é o elemento que medeia a ligação destas estruturas às células (YURCHENCO et al., 1985; 

COLLOGNATO; YURCHENCO, 2000). É interessante notar que essa proteína pode ser a 

única integrante da membrana basal em alguns casos específicos, destacando seu valor 

fisiológico. Embora a membrana basal composta apenas por LMN tenha uma estrutura mais 

instável em comparação à composta por outras proteínas, a instabilidade é adequada para 

períodos de rápido rearranjo tecidual, como no desenvolvimento e em condições de 

regeneração (YURCHENCO et al., 1992). 

A observação da membrana basal secretada por células de carcinoma embrionário pela 

técnica de microscopia eletrônica revelou uma estrutura composta por um padrão disposto 

regularmente com estruturas poligonais (COLOGNATO; YURCHENCO, 2000; MCKEE et 

al., 2007). 

Estudos mostram que a deficiência em receptores específicos para LMN impede que a 

membrana basal seja formada da maneira correta; corpos embrióides que não expressam a 
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subunidade 1 de integrina formam membranas basais estruturalmente desorganizadas e 

apresentam deficiências na secreção de componentes da matriz extracelular (AUMAILLEY et 

al., 2000). A presença do receptor distroglican em embriões de ratos é fundamental para a 

formação adequada da membrana de Reichert, membrana basal extra-embrionária existente 

entre o trofoblasto e as células do endoderma parietal em embriões de mamíferos 

(WILLIAMSON et al., 1997). Além disso, estudos com animais knockout para o gene da 

subunidade 3 de integrina mostram que há malformação na membrana basal da epiderme 

observada ainda no período embrionário (DIPERSIO et al., 1997). 

 

2.4. CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS DA LAMININA 

 

A primeira isoforma de LMN-1 foi identificada em 1979, tendo sido isolada a partir do 

processamento da matriz extracelular secretada por tumores Engelbreth-Holm-Swarm 

(TIMPL et al., 1979). Esta isoforma, possui aproximadamente 1000 kDa e é formada pela 

associação de três cadeias polipeptídicas (ENGEL et al., 1981), denominadas α, β e γ, 

formando, portanto, um heterotrímero (BURGESON et al., 1994). A cadeia α caracteriza-se 

por portar cinco domínios globulares na extremidade C-terminal (LG1-LG5), sendo por isso 

considerada a cadeia pesada, com aproximadamente 440 kDa, ao passo que as cadeias β e γ 

têm em torno de 220kDa cada (TIMPL et al., 1979).  

A região C-terminal da cadeia  da LMN-111 associa-se covalentemente as cadeias e 

resultando em uma estrutura hélice coiled-coilde com 77nm de comprimento, que 

compreende o braço longo da molécula. Na região N-terminal, as três cadeias distintas 

encontram-se livres, formando três braços curtos independentes; o braço curto com 3 

domínios globulares, pertencente à cadeia e possui 48nm, e os outros dois possuem 34 nm 

cada (BRUCH et al., 1989). Portanto, a LMN-111 foi inicialmente descrita como uma 

proteína cruciforme, por apresentar um braço longo e três braços curtos, organizando-se em 

forma de cruz (ENGEL et al., 1981; YURCHENCO et al., 1985) (Figura 1). Atualmente, 

existem evidências de que, na organização adotada, in vivo, pelas moléculas, os braços curtos 

fiquem dispostos em um plano ortogonal ao braço longo (COLOGNATO; YURCHENCO, 

2000; MCKEE et al., 2007). Assim, um guarda-chuva representaria melhor a disposição 

espacial da LMN-111. 
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Figura 1:  Desenho esquemático da LMN-111, com seus domínios LN, L4, LE e LG 

e as diferenças estruturais entre os subtipos das cadeias α, β e γ. 

 

 

Fonte: DURBEEJ, 2010. 

 

A formação dos heterotrímeros ocorre no ambiente intracelular através de processos que 

envolvem a seleção, montagem e estabilização das cadeias. Inicialmente, no retículo 

endoplasmático, um dímero estável  é formado, e, posteriormente, a subunidade  é 

integrada ao conjunto (COOPER et al., 1981). O trímero é então transportado para o 

complexo de golgi, onde um complexo processo de glicosilação tem início. De fato, após a 

detecção de LMN no ambiente intracelular, passam-se aproximadamente 40 minutos até que a 

mesma seja observada no meio de cultura (COOPER et al., 1981). A glicosilação da cadeia  

ocorre mais intensamente em comparação às outras cadeias, e a estrutura de carboidratos 

presente na sua porção N-terminal parece ser determinante para o transporte de LMN do 

complexo de golgi para o meio extracelular (YURCHENCO et al., 1997). 

Até a presente data, 5 cadeias α, 3 β e 3 γ foram identificadas (DURBEEJ, 2010). As 

possíveis combinações entre elas levariam a 45 isoformas distintas de proteína. No entanto, há 

apenas dezoito isoformas já identificadas, o que sugere uma restrição de combinações entre as 

cadeias polipeptídicas (HUNTER et al., 1992). De fato, o mecanismo de associação entre as 
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diferentes cadeias demonstrou-se altamente específico (HUNTER et al., 1992), sendo os 

fragmentos da porção coiled-coil do braço longo responsáveis pelo correto reconhecimento 

entre as cadeias em um processo regulado pela quantidade e distanciamento de cargas 

elétricas de grupamentos ionizáveis. (MACDONALD et al., 2010). 

 

2.5. DOMÍNIOS PROTEICOS DA LAMININA E SUAS FUNÇÕES 

 

Algumas regiões com sequências específicas de aminoácidos estão presentes nas três 

cadeias polipeptídicas que formam a LMN e são denominados domínios. A proteína apresenta 

5 domínios globulares parcialmente homólogos (LG1-LG5) na região final do braço longo, 

mais especificamente na porção C-terminal das cadeias α. Estes domínios possuem cerca de 

180 resíduos cada, e apresentam entre si até 45% de homologia; entre eles não há 

interrupções, com exceção de uma estrutura não globular que liga LG3 e LG4. 

Na porção intermediária dos braços curtos das cadeias  e estão localizados os domínios 

L4. Na cadeia este domínio é denominado LF, “laminin four”, por apresentar diferenças em 

relação aos domínios L4. Na extremidade N- terminal de cada cadeia estão localizados os 

domínios LN, envolvidos na polimerização. Os domínios globulares dos braços curtos são 

intercalados por domínios não-globulares LE, que são sequências repetitivas, ricas em cisteína 

conhecidas como “EGF-likedomains” (DURBEEJ, 2010) (Figura 1). 

Os domínios LG C-terminais estão envolvidos principalmente no reconhecimento de 

receptores celulares. Os domínios LG4 e LG5 mostram uma grande afinidade por heparina 

(OTT et al., 1982). De modo semelhante, fragmentos de 50 kDa derivados da porção C-

terminal da cadeia contêm sítios de ligação a sulfatídeos (TARABOLETTI et al., 1990). 

Essas propriedades podem desempenhar papel fundamental na modulação da ligação de LMN 

aos seus receptores celulares, uma vez que permitem que grupamentos sulfato presentes na 

membrana das células sejam utilizados como co-receptores (TIMPL et al., 2000). Os 

domínios LG1-LG3 parecem conter as principais regiões de ligação a integrinas 

(DEUTZMANN et al., 1988) ao passo que LG4 está envolvido no reconhecimento do 

receptor -distroglican (ANDAC et al., 1999). 

O domínio LE, ao qual era atribuída apenas a função estrutural de conectar os domínios 

globulares dos braços curtos, foi descrito como possuindo uma função própria. As sequências 

repetitivas dos domínios LE são conservadas entre espécies, e essa observação sugere que a 
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organização das sequências de LE possui importância funcional (BECK et al., 1990). De fato, 

sabe-se que fragmentos de LMN contendo apenas domínios LE são capazes de estimular a 

proliferação de fibroblastos e queratinócitos (PANAYOTOU et al., 1989). 

O domínio LN, que está localizado na extremidade N-terminal dos braços curtos e está 

presente na maioria das cadeias polipeptídicas com exceção de α3A, α4 e γ2, é a sequência 

mais conservada entre as espécies quando comparada a outras regiões da molécula 

(PANAYOTOU et al., 1989). Este domínio tem sido extensivamente estudado porque, além 

de ser reconhecido por receptores de membrana, é indispensável para a polimerização da 

proteína e consequentemente para a formação das membranas basais (YURCHENCO; 

SCHITTNY, 1990; YURCHENCO; CHENG, 1993; MCKEE et al., 2007; DURBEEJ, 2010). 

 

2.6. POLIMERIZAÇÃO DA LAMININA 

 

Moléculas de LMN, diferentemente de outras proteínas, se associam, na ausência de 

qualquer outro componente orgânico. A formação de polímeros tem sido observada in vitro 

após incubação da proteína na presença de cálcio com tampão neutro a 35ºC, em 

concentrações a partir de 0,6 mg/ml ou 600nM. Este fenômeno acontece em duas fases, na 

primeira ocorre a formação de pequenos oligômeros e na segunda, que é dependente da 

modificação conformacional ocasionada pela ligação de íons cálcio à cadeia 

YURCHENCO; CHENG, 1993), ocorre a polimerização em larga escala. Este processo de 

polimerização é reversível e a proteína pode ser ciclicamente disposta sob a forma 

polimerizada e não polimerizada pela alternância de temperatura entre 35°C e 4°C 

(YURCHENCO et al., 1985). 

Diversos trabalhos caracterizam os polímeros de LMN como sendo formados apenas pela 

interação entre os braços curtos da molécula, sendo o braço longo responsável pela interação 

com as células. Tal modelo de polimerização é compatível com o fato de que os principais 

sítios de ligação da LMN aos receptores celulares localizam-se no braço longo 

(YURCHENCO; CHENG, 1993; COLOGNATO; YURCHENCO, 2000; YURCHENCO et 

al., 2004; MCKEE et al., 2007). No entanto, imagens realizadas pelo mesmo grupo de 

pesquisadores que propôs a polimerização através da ligação entre os braços curtos da LMN 

mostram, por microscopia eletrônica, a associação entre 2 moléculas formando dímeros 

através de interações entre os braços longos. Esse resultado contradiz o modelo proposto pelo 
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grupo (Figura 2) (YURCHENCO et al., 1985, YURCHENCO; SCHITTNY, 1990; 

YURCHENCO et al., 1992). 

Foi observado em 1991 que a LMN forma polímeros em uma concentração bem mais 

baixa do que aquela descrita anteriormente (YURCHENCO et al., 1985) quando em presença 

de bicamadas lipídicas compostas apenas por sulfatídeos. No entanto, a polimerização da 

proteína não se apresenta tão evidente quando em presença de bicamadas lipídicas compostas 

por fosfolipídios de propriedades diferentes, tal como fosfatidilcolina, de carga neutra. Desta 

forma, propôs-se que a densidade de cargas negativas na superfície das células estaria 

modulando a associação entre as moléculas de LMN (KALB; ENGEL, 1991). 

 

Figura 2 – Microscopia eletrônica, utilizando a técnica de sombreamento rotatório 

 

Fonte: YURCHENCO et al. (1985). 

 

Considerando que a densidade de cargas dispostas na membrana celular interfere na 

polimerização de LM, Freire e colaboradores sugeriram que o microambiente ácido gerado 

pelas cargas negativas dos sulfatídeos na superfície da bicamada lipídica poderia ser o fator 

desencadeante da polimerização proteíca. 

A demonstração de que a polimerização da LMN-111 ocorria após a sua diluição em 

tampão ácido, na ausência das bicamadas lipídicas carregadas, e em baixas concentrações 

sugeriu que as modificações conformacionais induzidas pelo pH ácido intensificariam as 

interações entre os braços curtos (FREIRE; COELHO-SAMPAIO, 2000). A análise da 

organização estrutural do polímero de LMN-111, mostrou que os polímeros obtidos por 

diluição da proteína em pH ácido difere estruturalmente dos obtidos por diluição da proteína 

em tampão neutro. A observação da arquitetura dos polímeros por microscopia eletrônica 

revelou que a estrutura dos polímeros formados em pH ácido é planar, organizada em 
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polígonos repetitivos de formato aproximadamente hexagonal. Os lados dos hexágonos 

correspondem aproximadamente ao tamanho dos braços curtos da molécula e a altura de cada 

camada tem em média 86 ± 3nm, correspondendo ao tamanho do braço longo da proteína. 

Portanto, a malha hexagonal seria formada exclusivamente pela interação entre os braços 

curtos, ficando o braço longo disposto em um plano ortogonal (BARROSO et al., 2008). 

Esses dados esclarecem o fato de que as isoformas de LMN que não possuem os braços 

curtos, como a LMN-332, não são capazes de desencadear a autopolimerização e não afetam a 

polimerização da LMN-111 quando incubadas em associação. (CHENG et al., 1997). Por 

outro lado, os polímeros formados em pH neutro são menos planares e apresentam uma 

superfície menos homogênea. (FREIRE et al., 2002) 

A análise da distribuição de cargas sobre a superfície dos domínios terminais LG4 e LG5 

revelou que, em pH neutro, essas regiões adquirem cargas negativas e positivas, ao passo que 

em pH ácido, adquirem uma superfície predominantemente positiva. A acidificação do meio, 

portanto, previne interações entre dois braços longos das moléculas de LMN. A organização 

tridimensional induzida pela acidificação do meio é compatível com aquela proposta para a 

polimerização in vivo, na qual a ligação do braço longo aos receptores celulares inviabilizaria 

sua participação na rede poligonal. Portanto, o pH ácido promove in vitro o um efeito similar 

ao que o receptor celular promoveria in vivo, mimetizando a organização das redes 

poliméricas que se formariam nos tecidos (BARROSO et al., 2008). 

O modelo proposto para a polimerização in vivo da LMN considera a necessidade dos 

receptores celulares para a formação das redes poliméricas. Foi proposto que o mecanismo de 

polimerização ocorre em duas etapas. A primeira envolve a ligação da LMN aos seus ligantes 

de membrana, o que faz com que a concentração da proteína seja seletivamente aumentada na 

superfície celular. O aumento seletivo de concentração excede aquela necessária para que o 

processo de auto polimerização seja iniciado; a segunda etapa, então, corresponde à formação 

espontânea de polímeros junto à membrana das células (Figura 3). Esse fenômeno é 

acompanhado ainda pelo rearranjo do citoesqueleto, levando a modificações na morfologia 

celular e à reorganização dos receptores na membrana assim como a mudanças na distribuição 

de proteínas intracelulares. (COLOGNATO et al., 2000). 
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Figura 3: Esquema ilustrativo mostrando a participação do receptor no processo de 

polimerização da laminina 

 

 

Fonte: COLOGNATO; YURCHENCO, p. 220, 2000. 

 

2.7. POLÍMEROS DE LAMININA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

Em 2002, surgiram as primeiras evidências de que a organização polimérica da LMN 

modulava sua sinalização celular (FREIRE et al., 2002). Essas diferenças foram atribuídas à 

disponibilidade diferencial de determinados sítios protéicos que são reconhecidos pelas 

células. Nos polímeros de LMN produzidos em condição neutra, por exemplo, existe maior 

envolvimento dos braços longos na formação das redes poliméricas de forma que estes ficam 

menos disponíveis para interagir com receptores na superfície celular. Além disso, 

determinadas regiões dos braços curtos podem ficar ocultas, uma vez que a matriz formada é 

irregular. Na condição ácida, por outro lado, as mesmas regiões dos braços curtos 

possivelmente estão expostas de maneira regular, de modo a serem prontamente reconhecidas 

pelos receptores celulares. 

In vivo, foi observado que os polímeros de LMN obtidos em pH ácido e neutro provocam 

respostas diferentes quanto à regeneração do sistema nervoso central. Em um modelo de lesão 

de medula por compressão, os polímeros produzidos por diluição da proteína em meio ácido 

promoveu uma melhora funcional não evidenciada no tratamento da mesma lesão com o 

polímero neutro. Além disso, foi observada uma maior preservação do tecido, quando após 
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indução da lesão os animais recebiam o tratamento com a LMN polimerizada na condição 

ácida (MENEZES et al., 2010). 

Durante a embriogênese do sistema nervoso central, a expressão de LMN é observada por 

toda a espessura do cérebro de ratos, estando relacionada a áreas de crescimento neurítico e 

maturação neuronal, sendo encontrada principalmente ao longo das rotas de migração de 

neuroblastos (HUNTER et al., 1992, LIESI et al., 1988) e nos tratos de fibras em crescimento 

(LETOURNEAU et al., 1988; LIESI; SILVER, 1988; LUCKENBILL-EDDS, 1997). Após o 

desenvolvimento embrionário, a LMN é observada ao redor dos capilares, no plexo coroide, 

na membrana basal pial, a qual reveste todo o sistema nervoso central e ao longo da corrente 

migratória rostral (BELVINDRAH et al., 2007; MINER; YURCHENCO, 2004; MINER, 

2008).  

A organização dos polímeros de LMN no cérebro embrionário difere da organização no 

cérebro adulto. Uma evidência desta afirmação é o fato de que, em tecidos nervosos 

embrionários, diferentemente do tecido nervoso adulto, a LMN é facilmente extraída com 

tampões fisiológicos, o que sugere que a mesma está disposta em um arranjo solúvel e pouco 

estável (EDGAR, 1991). No parênquima cerebral embrionário, pode ser encontrada sob 

quatro arranjos tridimensionais: em depósitos pontuais pequenos ou grandes, associada às 

membranas dos neurônios ou em forma de lâmina. Essas formas não são produzidas 

simultaneamente e o padrão temporal em que são observadas sugere que possam ter funções 

diferentes no desenvolvimento (ZHOU, 1990). 

Os depósitos pontuais de LMN, produzidos pelas células da glia, são observados no 

telencéfalo, hipocampo imaturo, mesencéfalo e diencéfalo de ratos a partir do 14º dia do 

desenvolvimento embrionário, não sendo mais detectados poucos dias após o nascimento 

(ZHOU, 1990). Este período está relacionado a um intenso processo de migração neuronal e 

de crescimento axonal, inserindo os depósitos pontuais de LMN no panorama do 

estabelecimento de redes neurais e maturação do sistema nervoso central. De fato, as 

estruturas puntiformes estão localizadas exatamente no curso das fibras de glia radial (LIESI, 

1985). A mesma correlação não pode ser feita com as outras estruturas tridimensionais de 

laminina que se mostram no desenvolvimento do sistema nervoso central, isto é, a em forma 

de lâmina, que está presente em todo o desenvolvimento e persiste durante a fase adulta e a 

associada às membranas dos neurônios, que só aparece nos estágios finais do período 

embrionário e que também prossegue na vida adulta (ZHOU, 1990). 
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Através da técnica de microscopia eletrônica, observou-se que o arranjo puntiforme de 

laminina está localizado em contatos entre neurônios e células da glia o que pode indicar uma 

sinalização entre essas células no sentido de promover a neuritogênese. Estudos indicam que a 

laminina puntiforme, produzida por astrócitos, pode ser um fator importante no crescimento 

axonal e na formação de fibras no sistema nervoso central de mamíferos. (LIESI; SILVER, 

1988). Diversos estudos descrevem as interações neuronais com a laminina como importantes 

para o desenvolvimento adequado do cérebro (revisado em MINER; YURCHENCO, 2004) e 

mostram que a laminina secretada por astrócitos estimula a neuritogênese in vitro (COSTA et 

al., 2002; TARDY, 2002). 

Os astrócitos são os maiores produtores de matriz extracelular do sistema nervoso central. 

Essas células, mesmo quando cultivadas in vitro, continuam a apresentar esta característica e 

estudos mostram que a matriz secretada por elas induz a neuritogênese em progenitores 

neurais (GARCIA-ABREU et al., 1995, FREIRE et al., 2004). As características da matriz de 

laminina secretada por astrócitos, no entanto, variam de acordo com a fase do 

desenvolvimento. Quando isolados a partir de córtices embrionários, os astrócitos depositam 

uma matriz que permanece associada à membrana da célula, ficando disposta em delicados 

arranjos geométricos; quando a partir de córtices de animais neonatos, a matriz de laminina é 

estabelecida em forma de fibras que se projetam a partir da membrana para o espaço 

extracelular (FREIRE et al., 2004). A atividade neuritogênica dessas matrizes também é 

distinta, de modo que neurônios plaqueados sobre astrócitos embrionários apresentam 

prolongamentos significativamente maiores do que aqueles plaqueados sobre astrócitos de 

animais já nascidos. No mesmo estudo, observou-se que essa diferença está relacionada à 

densidade de cargas negativas presentes na superfície da membrana plasmática dos astrócitos. 

No período embrionário, a presença de resíduos de ácido siálico, na membrana dessas células, 

é significativamente maior em comparação às células do período pós-natal. (FREIRE et al., 

2004). Portanto, a organização estrutural das matrizes de laminina é determinante para o 

desenvolvimento correto do sistema nervoso central. 

 

2.8. PROTEÓLISE DE POLÍMEROS DE LAMININA E RESPOSTAS CELULARES 

 

A clivagem da matriz extracelular por proteólise desmascara locais crípticos e gera novos 

fragmentos com atividade biológica funcionalmente distinta daquelas apresentadas pelas 

moléculas intactas. O fragmento LG 4-5 da laminina tem sido mostrado ser extirpado a partir 
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da cadeia alfa 4 de laminina em vários tecidos. Tal fragmento inibe a adipogênese por 

modulação do efeito de FGF - 2 (YAMASHITA et al., 2008). Estudos recentes mostram que 

em situações de inflamação crônica ou aguda, as metaloproteases produzidas por neutrófilos 

ou macrófagos: elastase de neutrófilos (NE), a catepsinaG, a proteinase - 3, e MMP - 2, -8, -9, 

e -12, geram fragmentos de laminina-332 com atividade quimiotática sobre neutrófilos 

(MYDEL et al., 2008). Outro estudo, desenvolvido por Udayakumar et al. (2008) sugere que 

a fragmentação proteolítica da cadeia β3 de laminina-332 por MMP -14 promove a migração 

de células de carcinoma da próstata (UDAYAKUMAR et al., 2003). Por outro, o 

processamento da cadeia γ2 por MMP-2, após o resíduo Ala-586, na junção do braço de curto 

ao domínio do filamento helicoidal, gera a remoção de todo o braço curto resultando em um 

fragmento de 80 kDa que permanece ligado as subunidades α3 e β3 (GIANNELLI et al., 

1997). Esta clivagem expõe um local críptico na cadeia α3 que é pró-migratório para as 

células epiteliais da mama (GIANNELLI et al., 1997). Além disso, a forma γ2x 80kDa tem 

sido associada com os tecidos submetidos a remodelação, ao passo que de comprimento 

completo γ2 é encontradoa em tecidos quiescentes (GIANNELLI, et al., 1997, KOSHIKAWA 

et al., 2000). Outras MMPs, incluindo MMP- 3, -12, -13, -14, -19 e -20, podem clivar a cadeia 

γ2 , gerando o fragmento γ2x com capacidade de induzir a migração de células epiteliais 

(KOSHIKAWA et al., 2000). Embora a lamina seja uma proteína amplamente estudada no 

contexto da morfogênese do sistema nervoso central por modular o crescimento de neuritos 

(MANTHORPE et al., 1983; ADLER et al.,1985; EDGAR; TIMPL; THORNEN, 1988; 

CHAMAK; PROCHIANTZ, 1989), promover orientação axonal (COHEN et al., 1987; 

MCLOON et al., 1988; HAMMARBACK et al., 1988), induzir diferenciação (COHEN et al., 

1986) e a proliferação de células (DRAGO et al., 1991; FRADE et al., 1996), não existem 

estudos sobre os efeitos dos fragmentos proteolíticos gerados por metaloproteases sobre 

células do SNC. 
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3 HIPÓTESE 

 

Considerando que células tumorais secretam MMPs com atividade proteolítica sobre 

elementos da MEC e que a laminina, sendo um componente da MEC, possui expressão 

aumentada em regiões de crescimento tumoral. Nossa hipótese foi de que a laminina poderia 

sofrer proteólise induzida por MMPs, gerando fragmentos proteicos com atividade biológica 

distinta daquela apresentada pela molécula intacta ou pela molécula em seu formato 

polimérico. Esses fragmentos poderiam desempenhar ação biológica sobre as células originais 

do tecido ou sobre as próprias células tumorais. Objetivamos inicialmente avaliar a ação 

proteolítica do meio condicionado por células C6 (MCC6). Subsequentemente, avaliamos se o 

MCC6 seria capaz de degradar matrizes de laminina adsorvidas em superfície ou solúveis. 

Finalmente avaliamos o padrão de fragmentos gerados pela proteólise. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a ação proteolítica do meio condicionado por células de glioma C6 sobre 

polímeros de laminina. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Caracterizar a presença de gelatinase em meio condicionado por células de gliomas C6 

(MCC6); 

b) Determinar o peso molecular da gelatinase presentes no MCC6; 

c) Caracterizar a atividade proteolítica do MCC6 sobre polímeros de laminina através de 

imunomarcação; 

d) Investigar a produção de laminina por células C6; 

e) Comparar a organização de laminina na superfície de células C6 com a organização  

apresentada na superfície de células astrocíticas; e 

f) Determinar, por eletroforese, o peso molecular dos fragmentos de laminina obtidos por 

incubação dos polímeros com o MCC6; 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS: 

 

5.1. OBTENÇÃO DE MEIO CONDICIONADO POR CÉLULAS DE GLIOMA C6 

 

As células da linhagem C6 derivadas de glioma de rato (BENDA et al,1968) foram 

cultivadas em placa de poliestireno de 100 mm de diâmetro (TTP, trasadingen, Switzerland) 

em meio Eagle Dulbecco (DMEM), acrescido de nutriente F-12 (meio DMEM-F12, Gibco-

Invitrogen, Grand Island, NY) e suplementado com: 10 % de SFB (Soro fetal Bovino), glicose 

(33 mM), glutamina (2mM), bicarbonato de sódio (3 mM), penicilina (20UI/mL) e 

estreptomicina (20g/mL) (GIBCO, EUA). O cultivo foi realizado em uma estufa biológica a 

37 ºC com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico até que as células atingissem 80 % de 

confluência (± 2-3 dias). Após esse período, o tapete celular foi lavado com PBS 0,2% e 

mantido em meio DMEM-F12 isento de SFB, nas mesmas condições de cultivo, durante mais 

24h. O meio condicionado foi coletado, centrifugado (2000 G) e armazenados em freezer -70 

°C até o momento das análises. 

 

5.2. OBTENÇÃO DE MEIO CONDICIONADO POR ASTRÓCITOS 

 

As culturas primárias de células astrocíticas foram obtidas a partir de córtices cerebrais 

de ratos recém-nascidos (P0), de acordo com protocolo descrito por Gomes et al. (1999). 

Após decapitação, as estruturas corticais foram dissecadas e submetidas à remoção cuidadosa 

das meninges. Em seguida, os tecidos foram dissociados em células individuais em meio 

DMEM-F12 (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY) enriquecido com: glicose (33 mM), 

glutamina (2mM) e bicarbonato de sódio (3 mM), penicilina (20UI/mL) e estreptomicina 

(20g/mL) (GIBCO, EUA). As células foram semeadas no meio DMEM/F12 suplementado 

com 10% de soro fetal bovino a uma densidade de 2,0 × 10
6
 células/cm

2
 em placa de 

poliestireno de 100 mm de diâmetro (TTP, trasadingen, Switzerland). As culturas foram 

mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, com trocas regulares de 

meio a cada 24 horas até a obtenção de aproximadamente 80% de sua confluência (10-14 

dias). Após esse período, o tapete celular foi lavado com PBS 0,2% e reencuba do com meio 

DMEM-F12 isento de SFB. As células foram mantidas nas mesmas condições de cultivo 
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durante mais 24h. O meio condicionado por células astrocíticas foi coletado, centrifugado 

(2.000 G) e armazenado em freezer -70 °C até o momento das análises. 

 

5.3. CARACTERIZAÇÃO DA PRESENÇA DE GELATINASE NO MCS 

 

Para os ensaios zimográficos, os meios condicionados (MCs) por células C6 e por 

astrócitos foram concentrados através de um sistema de centrifugação a vaco – SpeedVac  

System™, Thermo Scientific™, até redução de aproximadamente ¼ do volume inicial. 

A concentração protéica final obtida foi de 35 µg de proteínas por 50 µL de amostra. Os 

concentrados foram armazenados em freezer a -20
o
C até o momento da análise. As proteínas 

presentes nesses MCs foram então separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8 %, 

sob condições não redutoras, contendo ou não 1 mg/mL de gelatina (Fisher Chemical Co., 

Fair Lawn, NJ). Após a corrida eletroforética, os géis que não continham gelatina foram 

imediatamente corados com Coomassie Blue. Os géis zimográficos, antes da coloração, foram 

lavados duas vezes, por 30 minutos, com Triton X – 100 (2,5 %) e incubados em tampão 

Tris/HCl 50 mM contendo 5 mM de CaCl2 e 1 µM de ZnCl2 (pH 8,4) durante 18h a 37°C, 

para renaturação das proteases. Nessas condições, as áreas de digestão de gelatina indicam as 

atividades da protease que são reveladas como antimanchas. As imagens foram obtidas por 

um sistema de captura de imagem fotodocumentador ThermoScientific™. 

 

5.4 TRATAMENTO DE MATRIZES DE LAMININA COM MCS 

 

Lamínulas de 13 mm de diâmetro previamente tratadas com hidróxido de sódio, ácido 

nítrico e etanol, respectivamente, para retirada de qualquer impureza foram autoclavadas. Em 

seguida, uma solução de laminina (LMN) de camundongo (Invitrogen) na concentração final 

de 50 µg/mL em tampão Acetato de sódio 20 mM, pH4, contendo 1 mM de CaCl2 foi 

depositada sobre as lamínula. As lamínulas, acondicionadas sobre parafina em uma câmara 

úmida estéril, receberam 100 µL da solução de laminina, com os quais foram incubadas a 

37ºC durante 12 horas. Após este período, as lamínulas foram transferidas para a placa de 24 

poços, lavadas três vezes com uma solução salina tamponada com fosfato PBS (137 mM 

NaCl, 2,68 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 e 1,76 mM KH2PO4, pH 7,4) e subsequentemente 
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incubadas com os meios condicionados por células C6 ou astrócito por 12 horas. Após o 

período de incubação, as lamínulas foram lavadas com PBS 0,2% e o material depositado 

sobre as mesmas foi fixado com paraformaldeído-sacarose 4% e submetido ao protocolo de 

imunomarcação para LMN. 

 

5.5 TRATAMENTO DE POLÍMEROS DE LAMININA COM MCS 

 

A laminina de camundongo (Invitrogen) foi diluída para uma concentração final de 50 

µg/ml em tampão Acetato de sódio 20mM, pH4, contendo 1mM de CaCl2. A solução foi 

submetida à centrifugação a 2000 G durante 10 minutos. Cerca de 90% do volume do 

sobrenadante foi descartado (900 µL). Os polímeros foram incubados com 400 µL de MCC6 

ou por MCAs em temperatura ambiente, sobre agitação, por um período de 12h. 

 

5.6 DIGESTÃO DA LAMININA E CARACTERIZAÇÃO DOS FRAGMENTOS DE 

LAMININA POR ELETROFORESE 

 

Os produtos da digestão dos polímeros de laminina pelo MCC6 e pelo MCAs foram 

separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. A corrida eletroforética foi 

induzida por uma corrente de 150 mV, sob condições redutoras. Após a migração das bandas, 

o gel foi corado com Coomassie Blue durante 2h e descorado com solução descorante 

contendo 30% de metanol e 10% de ácido acético. Foi utilizado o padrão de peso molecular 

Prestained Standards, Borad Range catalogo: # 161-0318 da Bio-Rad para inferência do peso 

molecular dos fragmentos. 

 

5.7 VISUALIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LAMININA POR CÉLULAS DE 

GLIOMA C6 E POR ASTRÓCITOS 

 

As células de glioma C6 e as astrocíticas foram cultivadas em lamínulas de vidro, 

fixadas com paraformaldeído-sacarose 4% por 5 ou 15 minutos, lavadas com PBS 0,2% e 

posteriormente permeabilizadas ou não com solução de PBS-tween a 0,2% durante 10 

minutos e submetidas ao protocolo para imunomarcação. 



36 
 

 

5.8. IMUNOMARCAÇÃO 

 

As matrizes de laminina depositadas sobre lamínulas de vidro tratadas ou não com 

meio condicionado por astrócitos ou células C6 foram fixadas por 15 minutos. As matrizes de 

laminina secretadas por células C6 foram fixadas por apenas 5 minutos. As lamínulas 

contendo neurônios plaqueadas ou células C6 foram fixadas por 15 minutos. Após a fixação 

as lamínulas foram lavadas com uma solução salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4 por 

três vezes, com intervalos de cinco minutos. Logo após, os neurônios ou as células C6 foram 

permeabilizadas com Triton X-100 (0,5%) em PBS, por 15 minutos. As lamínulas foram 

novamente lavadas com PBS, por três vezes, com intervalos de 5 minutos. Em seguida, os 

sítios de ligação não específicos foram bloqueados pela incubação com soro fetal bovino 

(SFB) 5% em PBS (PBS-SFB 5%), por 30 minutos e incubados com o anticorpo primário de 

escolha β Tubulina III (Santa Cruz Biotechnology ®) na diluição 1:200 ou Anti-laminina 

(Invitrogen
TM

) na diluição 1:50 em PBS-SFB 1%. As lamínulas foram incubadas em úmida 

por 12 horas a 4ºC. Após o período de incubação, o material foi submetido à lavagem com 

PBS e procedeu-se a incubação com o anticorpo secundário diluído em PBS-SFB 1%, por 

uma hora, a temperatura ambiente. Ao final do período de incubação, foram realizadas 

lavagens seguidas, incubação com DAPI (intercalante de DNA; cor azul) por 10 minutos, à 

temperatura ambiente, outras 3 lavagens consecutivas com PBS, uma lavagem com água 

destilada e finalmente foi realizada a montagem das lamínulas em n-propilgalato em glicerol 

80% (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO). As lamínulas foram conservadas a -20ºC, 

protegidas da luz. As células foram visualizadas com microscópio de fluorescência e 

fotografadas digitalmente, em microscopia ótica convencional. Pelo menos três campos 

aleatórios de cada poço foram representados. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1.  CARACTERIZAÇÃO DA ATIVIDADE GELATINÁSICA 

 

Inicialmente foi analisado se as células de glioma C6 seriam capazes de produzir 

proteases nas condições de cultivo utilizadas no estudo. A zimografia foi realizada com o 

intuito de verificar a ação gelatinásica dos meios condicionados. Os meios condicionados por 

células de glioma C6 ou por astrócitos cultivados a partir de córtices de ratos recém-nascidos 

foram concentrados e submetidos à corrida em gel zimográfico, enriquecido com gelatina. 

Após a coloração com Comassi Blue, foi observado à ação proteolítica do MCC6 sobre a 

gelatina (Fig. 5 coluna 1). Para determinação do peso molecular da gelatinase foi realizado em 

paralelo as corridas do gel Zimográfico e do gel eletroforético (Fig. 4 colunas 2 e 3). Esse 

procedimento, permitiu a identificação de uma banda com aproximadamente 100 KDa no 

meio condicionado por células de glioma C6. Não foi observada atividade proteolítica no 

meio condicionado por astrócitos nas condições experimentais testadas. Esteve at al. (1998) 

mostraram que as células C6 (MCC6), sem estímulo, e que células astrocíticas, sob estímulo 

inflamatório, produzem uma metaloprotease do tipo 9, MMP-9, com peso molecular 

equivalente ao detectado no MCC6 nas nossas condições experimentais.  

 

Figura 4: Zimografia da atividade de gelatinase por MMP 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Zimografia demonstrando atividade de gelatinásica do MCC6 e 

caracterização por eletroforese do peso molecular da gelatinas 
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6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE PROTEOLÍTICA DO MCC6 SOBRE 

POLÍMERO DE LAMININA. 

 

Polímeros de laminina foram obtidos por diluição da proteína em tampão Acetato de 

sódio 20 mM, contendo 1mM de cloreto de cálcio para uma concentração de 50g/mL. A 

solução obtida foi depositada sobre lamínulas de vidro. Nessas condições os polímeros de 

laminina adsorvem nas lamínulas (FREIRE et al., 2002). O procedimento para 

imunomarcação revelou a manutenção da integridade da organização das matrizes de laminina 

incubadas com o meio controle, não condicionado e com o meio condicionado por astrócitos 

(Fig. 5 A e B). Entretanto, organização polimérica foi intensamente afetada pela incubação 

com o meio condicionado por C6 (Fig.5 C). O dado sugere a possibilidade da ação 

proteolítica da gelatinase presente no MCC6 sobre os polímeros de laminina. 

 

Figura 5: Imunocoloração para matrizes de laminina obtidos 

por diluição da proteína em tampão 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Imunocoloração para matrizes de laminina obtidos por diluição 

da proteína em tampão ácido, lavadas e incubadas em meio controle (A), em meio condicionado por 

astrócitos (B) ou em meio condicionado por células C6 (C). 

 

Para a melhor caracterização da ação proteolítica do MCC6, os polímeros de laminina, 

obtidos por diluição da proteína em TpAcNa, foram submetidos a centrifugação para retirada 

do meio indutor da polimerização. Subsequentemente os polímeros foram ressuspensos e 
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incubados com os seguintes meios: MCT, MCC6, MCAst. O material foi submetido à 

eletroforese em condições redutoras em um gel vertical homogêneo de poliacrilamida a 6%. 

Após coloração do gel com Comassie blue, o tamanho das bandas foi determinado por 

comparação com o padrão de peso molecular conhecido. Foram observadas três bandas com 

pesos moleculares de aproximadamente 30, 45, 70 kDa, sendo a de 30 kDa a mais abundante. 

Este resultado foi observado apenas para o material obtido através da incubação dos 

polímeros de laminina com o MCC6 (Figura 6). 

As cadeias polipeptídicas que constituem a laminina apresentam alto peso molecular, 

não sendo observadas, mesmo em condições redutoras e em gel a 6%. Portanto, as bandas 

observadas na coluna referente ao material incubado com MCC6 mostram que ocorreu, nessa 

condição, a fragmentação proteolítica das cadeias de laminina através da incubação dos 

polímeros com o MCC6. Dessa forma, polímeros de laminina em presença de MCC6 contêm 

elementos proteicos distintos dos encontrados quando os mesmos polímeros são mantidos em 

presença de MCT e de MCAs. 

 

Figura 6: Eletroforese de LMN solúvel polimerizada em tampão ácido após tratamento 

com MCs. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Eletroforese (gel a 6%) de LMN solúvel polimerizada em tampão ácido 

e posteriormente tratadas com meio condicionado por células C6 (MC C6) ou meio condicionado por 

astrócitos (MC AST) ou meio de controle (MC CONT). Padrão de peso molecular (Padrão PM). 
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6.3. AVALIAÇÃO DA AÇÃO PROTEOLÍTICA DAS CÉLULAS C6 SOBRE LMN 

 

Com o intuito de avaliar in situ a ação proteolítica do MCC6, foi realizada a marcação 

extra e intracelular de laminina em monocamadas de células C6. Lamínulas contendo células 

C6, em condição de confluência foram fixadas por tempo longo (15 min.) ou curto (5 min.), 

permeabilizadas ou não e submetidas ao protocolo de imunomarcação para LMN (Figura 7). 

A fixação por tempo curto, associada a não permeabilização, evita a penetração do anticorpo 

através da membrana celular e permite a visualização da laminina extracelular. Por outro lado, 

a fixação por tempo longo, associada à permeabilização, permite a marcação de laminina 

intracelular (FREIRE et al., 2004). A figura 7 mostra que diferentemente da cultura de 

astrócitos, sobre células C6 não se observa o arranjo extracelular de laminina. No entanto, 

observa-se a marcação intracelular da proteína, indicando sua produção por esse tipo celular. 

Esses resultados sugerem que a superfície das células de glioma C6 a apresenta condições 

para o estabelecimento da organização polimérica da laminina ou, mas provavelmente, que a 

laminina possa estar sofrendo a ação proteolítica gerada por proteases secretadas por essas 

células.  

Figura 7: Imunocitoquímica para laminina intra e extracelular 

 

Fonte: Elaborada pela autora através da microscopia de fluorescência. Imunocitoquímica para 

Laminina (Anti-laminina) Os núcleos encontram marcados em azul (DAPI).  
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7 DISCUSSÃO 

 

O potencial invasivo das células tumorais está relacionado à sua capacidade de 

degradar os componentes da MEC, em mecanismos moleculares que envolvem a ação de 

metaloproteases de matriz - MMP (ESTEVE et al., 1998). Apesar da degradação da MEC 

constituir um evento essencial em muitos processos fisiológicos normais como durante o 

desenvolvimento embrionário, crescimento e reparo dos tecidos, sua intensificação é 

evidenciada em condições patológicas como inflamação e crescimento tumoral (ASAHI et al., 

2000). A degradação de macromoléculas da MEC, não só permite que as células de glioma 

invadam os tecidos circundantes, como também pode provocar a perda da regulação do ciclo 

celular, crescimento e diferenciação das próprias células de glioma ou de outras células do 

tecido (ESTEVE et al., 1998). Até o momento, no contexto do SNC, existem poucas 

informações sobre as possíveis atividades biológicas que os fragmentos proteolíticos de 

elementos da MEC gerados em situações patológicas, por ação de MMP, possam exercer 

sobre as células em geral. 

A laminina é encontrada em depósitos, em diferentes regiões do cérebro em 

desenvolvimento e nas MBs que existem em torno dos vasos sanguíneos, apresentando uma 

função relevante no controle da permeabilidade vascular e na morfogênese do SNC, sendo 

especificamente associada ao crescimento de neuritos, incluindo a formação de sinapses 

(LUCKENBILL-EDDS, 1997). Tanto in vivo quando in vitro, a laminina forma estruturas 

poliméricas. In vitro, sua diluição em tampão ácido permite a formação de polímeros com 

aspectos estruturais análogos aos observados in vivo (FREIRE et al., 2012).  

Nesse trabalho, investigamos a ação proteolítica de MCC6 sobre polímeros da proteína 

laminina. Utilizamos a zimografia para detectar a ação gelatinásia do meio condicionado por 

células de glioma C6, cultivadas com meio de cultura pobre de nutrientes e isento de 

estimulantes para MMP. Observamos que essas células são capazes de secretar a uma 

gelatinase com peso molecular de aproximadamente 100KDa. Esteves et al., (1998) relata que 

duas linhagens de células de gliomas distintos (C6 e A172), pré-tratadas com estimulantes de 

MMP, produzem in vitro dois tipos de metaloproteases a MMP-2 e a MMP-9. A MMP-9 

possuem aproximadamente 100KDa. A metaloprotease de matriz (MMP) consiste em pelo 

menos 23 endopeptidases zinco-dependentes. Coletivamente, as MMPs são proteases 

extracelulares que são capazes de modificar quase todos os componentes da matriz 

extracelular (ESTEVE et al., 1998; ASAHI et al., 2001).  
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Outros trabalhos revelam o envolvimento de MMP-9 em patologias do SNC como na 

isquemia cerebral (ASAHI et al., 2001), acidente vascular cerebral (GU et al., 2005), 

esclerose múltipla (YONG et al., 1998) e doença de Alzheimer (HARTUNG; KIESEIER, 

2000) além de estarem envolvidas em câncer desenvolvidos em outros tecidos, a exemplo de 

câncer de mama (YOUSEF et al., 2014; LAULAN; ST-PIERRE, 2015). Embora os nosso 

dados não sejam suficientes para a caracterização de metaloproteases no MCC6, detectamos 

uma gelatinase com peso molecular compatível com o da MMP-9.  

Nesse trabalho observamos que os polímeros de laminina obtidos por diluição da 

proteína em pH ácido e depositados sobre lamínulas de vidro, mantém sua organização 

estrutural quando incubados em MCT ou MCAst. Entretanto, não foi possível a visualização 

da organização polimérica dos polímeros depositados em vidro e incubados com MC por 

células C6. Além disso, quando os polímeros foram mantidos em solução e tratados com o 

MCC6 a corrida eletroforética do material obtido mostrou bandas de peso molecular inferior 

ao das cadeias de laminina, sugerindo um mecanismo de proteólise associado ao MCC6 e não 

detectado para o MCT ou para o MCAst. Estudos anteriores demonstram que a proteólise de 

componentes da matriz, embora possa produzir alterações em nível de permeabilidade 

vascular, é possível que a geração de fragmentos influencie em atividades biológicas de 

células do SNC (ROBERTS et al., 2012 ). Os dados em associação sugerem a possibilidade da 

ação de elementos sintetizados por células C6 com atividade sobre a laminina em sua forma 

polimerizada. 

Os fragmentos proteolíticos decorrentes da ação do MCC6 sobre polímeros de laminia, 

gerou três fragmentos distintos com pesos moleculares de aproximadamente 30, 45 e 70 kD, 

sendo o fragmento com 30 kD o mais abundante (Figura 3). A literatura ilustra a obtenção de 

fragmentos de LMN por tratamento da proteína com proteases distintas (KOSHIKAWA et al., 

2000; FREIRE et al., 2004; MYDEL et al., 2008; YAMASHITA et al., 2008;). Em especial, 

os dados desses trabalhos evidenciam a possibilidade da proteólise da laminina a partir da sua 

forma polimerizada, naturalmente encontrada in vivo. Portanto, embora os fragmentos tenham 

sido produzidos in vitro, foram considerados aspectos críticos evidenciados no crescimento 

tumoral. 

Finalmente, a caracterização dos fragmentos gerados por proteômica e a investigação 

da possível ação desses fragmentos sobre células do SNC ou sobre as células de glioma pode 

consistir em achados relevantes para a compreensão das bases moleculares associados o 

eventos de crescimento tumoral e das respostas teciduais no contexto do SNC. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 Células C6, cultivadas nas condições experimentais utilizadas, secretam gelatinase; 

 Meio condicionado por células C6, contendo gelatinase, é capaz de afetar a 

organização de matrizes de laminina obtidas por diluição da proteína em condição 

ácida e adsorvidas em lamínulas; 

 Células C6 produzem, mas não apresentam laminina organizada sobre sua superfície 

como normalmente se sobre células astrocíticas; e em 

 Meio condicionado por células C6, contendo gelatinase, é capaz de gerar fragmentos 

proteolíticos a partir de polímeros de laminina com 30, 45 e 70 kD. 
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