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Resumo

O céncer de mama € uma das doencas mais preocupantes por causa da sua alta taxa de
morbidade e mortalidade. Ele pode ser causado por diferentes tipos de tumores, 0s quais, em
sua maioria, sdo tratados por terapia hormonal. No entanto, o cancer de mama triplo negativo é
uma excecdo a tal tratamento devido ao fato de ndo possuir receptores para horménios como
estrogeno e progesterona, tornando-se um dos tumores mais agressivos e sem terapia especifica.
A alta taxa de mortalidade esta correlacionada a metéstase, processo no qual as células tumorais
adquirem um fendtipo migratério invasivo, dissociam-se do tumor primario e invadem tecidos
adjacentes ou um local distante do sitio primario. As células tumorais secretam vesiculas
extracelulares (EVs) capazes de alterar o microambiente em que se encontram, tornando-o
adequado ao estabelecimento de um novo tumor. Essas vesiculas interagem com outras células
por meio de integrinas presentes em sua superficie. Integrinas sdo receptores heterodiméricos
de adesdo, e fundamentais no contexto de captacdo das EVs. Dessa forma, EVs reprogramam
células estromais saudaveis para atuarem em funcdo do tumor, secretando fatores de
remodelamento da matriz extracelular. Na presente proposta, pretende-se verificar o papel da
integrina avP3 na transferéncia de EVs de células de tumor de mama triplo-negativo (MDA-
MB-231-GFP-CD63) para células endoteliais (HUVEC) e a subsequente transformacao
fenotipica. Utilizamos a desintegrina DisBa-01 como uma ferramenta de bloqueio da integrina
avP3, visto que trabalhos anteriores do grupo mostraram a importancia deste receptor no uptake
e adesdo da EVs. O diferencial deste trabalho esta na estratégia experimental, que utilizara o
sistema Quasi-vivo de co-cultura celular, o qual permite uma comunicacao intercelular por meio
do fluxo continuo do meio de cultura. Para as analises de troca de Evs e fenotipo celular serd
empregado ensaios morfolégicos de fluorescéncia.

Palavras-chave: cancer de mama, metastase, integrina avp3, desintegrina, microambiente

tumoral, migracdo celular, vesiculas extracelulares, matriz extracelular.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma das doencas humanas mais sérias devido as suas elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, precedida apenas pelas doengas cardiovasculares. O cancer de mama
representa aproximadamente 25% dos casos de cancer em mulheres (Fitzmaurice et al., 2017).
Apesar dos enormes avancos terapéuticos no setor, foram diagnosticados cerca de 2,1 milhdes

de novos casos de cancer de mama em mulheres em 2018 no mundo (Bray et al., 2018).

O céancer de mama pode ser causado por diversos tipos de tumores com elevada
heterogeneidade bioldgica e clinica, resultando em grande diversidade de respostas a agentes
terapéuticos e em progndsticos distintos (Cianfrocca et al., 2009; Stricker et al., 2017). Estes
tumores podem ser classificados por diferentes critérios, mas 0 mais comum baseia-se na
presenca de receptores hormonais, tais como, receptores de estrégeno (ER), receptores de
progesterona (PR) e o oncogene HER2 (Koboldt et al., 2012; Cominneti et al., 2019). A maioria
destes tumores pode ser tratada por terapia hormonal. Ja o cancer de mama triplo negativo (TN)
(ER-/PR-/HER2-) corresponde a 15-20% dos casos e representa um dos tipos mais agressivos
de tumor, e para este tipo ainda ndo existe uma terapia especifica. Pacientes com tumores TN
sdo geralmente tratados com terapia citotoxica, que embora seja eficaz, apresenta efeitos
colaterais indesejaveis, tendo um efeito direto na qualidade de vida dos pacientes (Sharma,
2016).

No entanto, no cancer de mama o maior desafio clinico ainda € a prevencdo e o
tratamento de metastases, a principal causa de morte de pacientes com a doenga. Infelizmente,
para esta condicdo, existem poucas opgdes terapéuticas. Inicialmente acreditava-se que a
metastase se desenvolvia a partir de tumores avancgados, no entanto, estudos mostraram que as
células tumorais podem se disseminar na corrente sanguinea mesmo antes dos tumores serem
detectaveis pelos métodos diagnosticos atuais (Dasgupta et al., 2017; Grzelak e Ghajar, 2017,
Hosseini et al., 2016). Desta forma, compreender os mecanismos moleculares que envolvem
todas as fases da cascata metastatica € uma estratégia importante para o desenvolvimento de

terapias mais eficientes.

A cascata metastatica compreende diversas fases que podem ser resumidas nos seguintes
passos principais: i) a dissociacdo de celulas tumorais do tumor primario, ii) intravasamento e
extravasamento da corrente sanguinea ou linfatica, e iii) subsequente adesédo e crescimento em

um novo local, geralmente distante do sitio primario (Cominetti et al., 2019). A primeira fase



envolve a perda de adesdo célula-célula e célula-matriz e aquisi¢cdo de um fendtipo migratorio
invasivo em um processo denominado de transicdo epitélio-mesenquimal, auxiliado pela
secrec¢do e ativacdo de proteases que degradam a matriz extracelular (MEC) (Labelle e Hynes,
2012; Yeung e Yang, 2017). As células tumorais alteram o microambiente em que se encontram
por meio da secre¢do de fatores de crescimento e de vesiculas extracelulares (EVs), modificando
0 comportamento de células estromais residentes, tais como, fibroblastos e adipdcitos, criando
um ambiente pro-inflamatério (Rankin et al., 2016). Este ambiente tumoral, associado a hipdxia
causada pelo crescimento da massa tumoral, resulta em ativacao de células endoteliais para a
producdo de novos vasos sanguineos que possam alimentar o tumor. A angiogénese tumoral por
sua vez, facilita o intravasamento de células e de suas EVs na corrente circulatoria, auxiliando

na propagacao da sinalizacdo tumoral (Jain, 2001; Ferrara, 2010).

Diversos estudos demonstraram que as células produzem vesiculas extracelulares que
carregam moléculas sinalizadoras capazes de dar suporte a criacdo do nicho pré-metastatico
levando a alteracdo da MEC local, mesmo antes da chegada das células tumorais (Fidler, 2003).
Estas vesiculas também carregam integrinas em sua membrana externa, as quais tém sido

objetos de estudos de inibi¢do farmacoldgica (Hoshino et al., 2015).

Desta forma, a cascata metastatica, apesar de oferecer um conjunto de alvos passiveis
de inibicdo farmacoldgica, envolve um grau de complexidade bastante elevado. Neste contexto,
as integrinas surgiram como alvos interessantes, pois a sua inibicdo blogueia etapas criticas da
progressdo tumoral, como a adesdo e a migracdo celulares. No entanto, este conjunto de
receptores de superficie celular também representa um grau adicional de complexidade. A sua
relativa falta de seletividade aos ligantes, capacidade de expressdo compensatoria e o cross-talk
entre as vias de sinalizacdo de integrinas e de fatores de crescimento sdo desafios a serem

enfrentados no desenvolvimento de farmacos dirigidos a essas moléculas.

As integrinas sdo receptores heterodiméricos, formados pela associacdo de diferentes
tipos de subunidades a e B, € que reconhecem componentes da MEC, tais como o colageno,
fibronectina e laminina (Hynes, 2002). A ativacdo das integrinas pela presenca dos ligantes
promove a sua clusterizacdo e ativacdo de cascatas intracelulares de sinalizagéo, incluindo a
ativacdo de diversas quinases, principalmente FAK (quinase de adeséo focal), MAPK (quinase
ativada por mitdégeno) e ERK (quinase regulada por sinal extracelular) (Provenzano e Keely,
2009). Em células endoteliais, a ativagdo das integrinas estd intimamente associada com a
ativagdo do eixo VEGF/VEGFR2 (fator de crescimento vascular endotelial/receptor do fator de

crescimento endotelial vascular) que modula a angiogénese vascular (Comoglio et al., 2003,



Danilucci et al., 2019). Por outro lado, a correlagdo entre os niveis de expressdo de determinadas
integrinas, o desenvolvimento de metdstases e mau progndstico esta bem documentada
(Longmate e DiPersio, 2017; Ata e Antonescu, 2017). A perda de adesdo celular por blogueio
da interacdo de integrinas com a MEC inicialmente leva a producédo de sinais antiapoptaticos,
um mecanismo de defesa celular contra a morte celular até que a célula encontre um novo sitio
de adesdo (Vlahakis e Debnath, 2017). Para sobreviver neste periodo, muitas células ativam o
processo de autofagia, onde organelas e proteinas sdo degradadas para sustentar a atividade
celular (Kenific et al., 2016; Lino RLB et al., 2019). No entanto, a perda prolongada de adeséo

mediada por integrinas pode resultar em anoikis (morte celular devido a perda de ades&o).

A integrina avP3, receptor de vitronectina que reconhece o motivo adesivo RGD ¢
essencial para manutencdo de adesGes estaveis e pela direcionalidade da migracdo celular
(Montenegro et al., 2017). Os estudos com a integrina avB3 em nosso laboratoério iniciaram-se
em 2008 com a producdo de uma proteina recombinante denominada DisBa-01 (desintegrina
de Bothrops alternatus), produzida em fusdo N-terminal com um peptideo His-tag (Ramos et
al., 2008). Nos demonstramos, por meio de ressonancia plasmoénica de superficie, que essa
desintegrina liga-se a integrina avB3 com elevada afinidade (KD 1.6 x 10”7 M), cerca de 100
vezes maior que a sua afinidade para a integrina aSpl (KD 7.62 x 10° M), receptor de
fibronectina que também reconhece o motivo de ligacdo RGD. Desta forma, temos utilizado

esta proteina como ferramenta no estudo do papel da integrina avp3 na metastase.

Resumidamente, nossos estudos contribuiram para o conhecimento do papel biolégico
deste receptor nos seguintes aspectos: 1) a inibi¢do da integrina avB3 bloqueia
concomitantemente a ativacdo de MMP-2 (enzima, da classe das gelatinases, de processamento
da MEC com alta expressdo na carcinogénese) na superficie celular, e com isso a migracao é
prejudicada (Montenegro et al., 2012); ii) células com bloqueio de integrina avp3 perdem a
direcionalidade do movimento celular, por meio da formacdo de adesGes mais estaveis
(Montenegro et al., 2017). As células ndo desaderem completamente da matriz e nem morrem
por perda de adesdo; ao contrario, ativam o programa de autofagia (Lino et al., 2019); iii) a
integrina avP3 controla, de forma negativa, a sinalizagdo intracelular induzida pela ativacdo do
eixo VEGF/VEGFR2, inibindo a proliferagdo e migracdo de células endoteliais, impedindo a
angiogénese (Montenegro et al., 2012; Danilucci et al., 2019); iv) A inibig¢do da integrina ovf33
reduz a comunicacdo da célula tumoral de mama (MDA- MB-231) com a célula ndo maligna
de epitelio mamario (MCF10 A), levando a uma visivel reducdo de EVs presentes no meio



extracelular; v) A inibigdo da integrina avp3 de vesiculas extracelulares pequenas (SEVs,

exossomos) inibe a via endossomal de sintese de exossomos (Altei et al., 2020).

As vesiculas extracelulares (EVs) sdo estruturas membranosas constituidas de uma
bicamada lipidica. Elas permitem uma comunicacdo intercelular, ja que sdo capazes de carregar
biomoléculas e permitir que as células de outros compartimentos troquem material genético,
lipidios e proteinas (Van Niel, D’Angelo, Raposo, 2018). Essa interacao das EVs com as células
acontece por meio de integrinas vesiculares presentes na superficie para fazer a adesao (Xu et
al., 2018).

As EVs sdo um grupo heterogéneo (Van Niel, D’Angelo, Raposo, 2018) que pode se
originar a partir do brotamento da membrana plasmatica [large-EVs (IEVs)] ou do sistema
endossdmico [small-EVs (SEVS)]. As IEVs e sEVs também se diferenciam entre si pela
densidade, composi¢do bioquimica, tamanho e tipo de biossintese (Théry et al., 2019).

Essas estruturas abrangem varios processos fisioldgicos e patologicos, estdo presentes
em todos os fluidos bioldgicos e encontram-se em maior abundancia em certas doencas, sendo
0 cancer um exemplo (Van Niel, D’ Angelo, Raposo, 2018; Shimoda, 2018; Théry et al., 2019;
Xu et al., 2018). Diante disso, as EVs desempenham papel importante na tumorigénese, pois
sdo capazes de alterar o microambiente em que se encontram, tornando-o adequado ao
estabelecimento de um novo tumor. Elas reprogramam células estromais saudaveis para
atuarem em funcéo do tumor, secretando fatores de remodelamento da matriz extracelular e

desenvolvendo um ambiente pré-metastatico (Shimoda, 2018; Xu et al., 2018).

A proposta deste projeto foi de trabalhar com um modelo de co-cultura em condicdes de
fluxo, denominado Quasi-vivo. Esse modelo permite o estabelecimento de uma co-cultura
interconectada por um sistema de fluxo, no qual as células ficam em camaras separadas e com
perfusdo continua do meio de cultura. Desta forma, avaliou-se os efeitos de vesiculas
extracelulares liberadas de células tumorais, em células endoteliais. Como temos dados de
trabalhos anteriores sobre a importancia da integrina avf3 no uptake das EVs, avaliamos
também o efeito da desintegrina DisBa-01 em um sistema mais proximo do que ocorre no
organismo, envolvendo mais de uma linhagem celular. Com isso, espero contribuir para o

conhecimento sobre a comunicagdo intercelular através de EVs.



2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e progressao tumoral € um processo complexo, que exige uma
atuacdo orquestrada de diversos componentes celulares e do microambiente tumoral. Neste
contexto, destaca-se a importante contribuicdo da matriz extracelular (MEC), funcionando
como um arcabouco que ird sustentar o tumor e as vesiculas extracelulares (EVs) liberadas pelas
células tumorais, relacionadas aos processos tanto de modificacdo da MEC em prol do

desenvolvimento do tumor, até a comunicacdo intercelular.

Nosso grupo vem desenvolvendo estudos sobre EVs derivadas de células de cancer de
mama triplo negativo ha 5 anos. Nos avaliamos a importancia do receptor de adesdo avfp3 em
EVs isoladas, e verificamos uma importante contribuicdo deste receptor em processos de
adesdo, uptake e biogénese das EVs (Processo Fapesp 2014/18747-8, artigo “Inhibition of avf3
integrin impairs adhesion and uptake of tumor-derived small extracelular vesicles” Altei et al.,
2020). Além disso, trabalhos em andamento no nosso laboratrio mostraram que a inibicao
desta integrina afeta a adesdo de EVs na matriz extracelular. Além dos projetos acima citados,
também estamos desenvolvendo estudos das EVs na invasdo celular (2019/05149-9;
2021/01983-4).

Com este estudo, pretende-se compreender melhor o papel da integrina avp3 presente
em EVs na progressdo metastatica utilizando um modelo in vitro de co-cultura de células
endoteliais e tumorais. Os modelos de testes pré-clinicos e clinicos baseiam-se principalmente
na inibicdo das integrinas tumorais, no entanto, integrinas endoteliais, plaquetarias, estromais e
de EVs sdo fatores importantes de interferéncia na acdo dos inibidores. A utilizacdo de modelos
inovadores de comunicacao intercelular pode auxiliar para uma melhor compreensdo de como
as celulas tumorais podem afetar as células normais por meio da liberacdo e distribuicdo de
vesiculas extracelulares, e como este processo pode ser afetado mediante a inibicdo dos

receptores de adesdo presentes nas EVs.

3 OBJETIVOS



O objetivo deste trabalho foi de estudar a transferéncia de EVs de células de tumor de
mama triplo negativo para células endoteliais e a sua possivel transformacao fenotipica para

uma melhor compreenséo dos efeitos das células tumorais sobre o endotélio.

4 METODOS

4.1 Cultivo celular

As células utilizadas no trabalho foram as endoteliais de corddo umbilical humano
(HUVEC) e as células de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231-GFP-CD63 (Altei et al.,
2020), disponiveis no laboratério. Essas células foram cultivadas em DMEM (alta glicose)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), piruvato (100 mM) e
penicilina/estreptomicina 1%, sendo mantidas em incubadora a 37 °C e 5% CO> (Modelo 3110
Spectrum Series 11 Water Jacket CO> Incubator, Thermo Scientific). Para prosseguimento dos
experimentos e subcultivo, utilizou-se solucédo de 0,1% tripsina/EDTA para clivar as ligacdes
formadas entre as células e a placa de cultivo, mantidas com essa solugdo por aproximadamente
3 minutos na incubadora. Em seguida, utilizou-se o meio de cultivo DMEM suplementado com
SFB para inativar a acdo da tripsina e imediatamente as células foram centrifugadas a 1200 rpm
por 5 minutos (Centrifuga Excelsa, FANEM). A contagem das células, bem como a sua
viabilidade, foi verificada em contador automatico (TC10 Automated Cell Counter, BioRad)
utilizando solugéo de Trypan Blue 0,4%.

4.2 Ensaio de co-cultura sob fluxo - Coating das laminulas

Uma placa de Petri de 10 cm foi forrada com papel toalha umedecido com &agua
deionizada coberta por parafilme, para abrigar as laminulas durante incubacéo. Estas foram
recobertas com solugéo de fibronectina (FN) diluida em PBS (1 mg/ml, 5,65 pg/laminula). O
coating foi deixado overnight em 4 °C. No dia seguinte, esterilizou-se as laminulas tratadas em
placas de 24 pogos, primeiramente colocando 600 ul de etanol 70% estéril em cada pogo e em
seguida, colocando as laminulas nos po¢os, com a superficie submetida ao tratamento com FN
para cima. A lavagem com etanol durou cerca de 10 minutos, o etanol foi retirado e foi realizada
a lavagem com PBS (1 ml por pogo) por trés vezes consecutivas com duracdo de 10 minutos

cada lavagem.



Em uma nova placa de 24 pogos, colocou-se 1 ml de meio DMEM em cada pogo e em
seguida as laminulas. Foi padronizado 3x10* células por pogco de HUVEC e 5x10* de MDA-
MB- 231-CD63-GFP por pogo, para aderéncia nas laminulas.

4.3 Sistema Quasi-vivo (QV500)

O equipamento Quasi-vivo®QV500 (Kirkstall) € um sistema de perfusdo que devido a
presenca de uma bomba peristaltica, permite o fluxo de meio liquido entre as diferentes cAmaras
e um reservatorio conectados entre si. Primeiramente, o sistema foi montado dentro do fluxo
laminar e utilizou-se 15 ml de etanol 70% para a primeira lavagem na poténcia maxima do fluxo
durante 20 minutos. Em seguida, o etanol foi substituido por 15 ml de PBS estéril no
reservatorio do sistema para a lavagem com duracdo de 20 minutos e para calibrar o fluxo para
100 pl/minuto. Feito isso, colocou-se 15 ml de meio de cultivo no reservatério e 1 ml de meio
em cada cAmara. Inserimos uma laminula tratada contendo células MDA-MB-231-CD63-GFP
em uma camara e outra laminula tratada contendo HUVEC em outra cAmara, sendo essas
conectadas entre si, fazendo com que um fluxo de meio de cultivo (DMEM alta glicose) fluisse
primeiramente pela camara contendo células MDA-MB-231-CD63-GFP e posteriormente para
a que continha HUVEC, permitindo assim, a verificacdo de transferéncia de vesiculas. Outro
sistema foi montado em paralelo contendo apenas o reservatdrio de meio juntamente com uma
camara contendo HUVEC controle. O sistema QV foi mantido em incubadora a 37 °C e 5%
CO2 durante 24 h.

4.4 Sistema estatico para controle experimental

As mesmas linhagens de MDA-MB-231-CD63-GFP e HUVEC foram cultivadas em
laminulas separadamente em pocos numa placa de 24 pocos contendo 1 ml de meio de cultivo
DMEM, sem que houvesse um fluxo perpassando entre elas, sendo denominado como
experimento controle estatico. Foi realizado paralelamente com o experimento do sistema QV,
e mantido a 37 °C e 5% CO> durante 24 h.

4.5 Marcacéo nuclear com DAPI



As laminulas foram retiradas do sistema QV e transferidas para placa de 24 pocos, sendo
submetidas a trés lavagens com PBS (1 ml por vez), fixadas com 2 ml de paraformaldeido 4%
em cada poco durante 10 minutos, seguido por trés lavagens com PBS (1 ml/lavagem). A
solucédo de DAPI 0,7 ng/ul contendo 1 pl de DAPI para cada 7 ml de PBS foi adicionada (2 ml)
em cada poco por 10 minutos. A solucdo de DAPI foi descartada e os pocos foram lavados mais
uma vez com PBS para retirar o excesso da solugcdo. A montagem da lamina foi realizada com
meio de montagem para fixacdo das laminulas e as imagens foram obtidas no sistema

ImageEXxpress.

4.6 Marcacdo com faloidina e DAPI para andlise de morfologia celular

Apds a incubacdo das células no sistema Quasi-vivo, retirou-se as laminulas do
equipamento e elas foram colocadas em uma placa de 24 pocos. O meio de cultivo foi retirado
e ocorreu a lavagem dos pocos com PBS duas vezes. Depois, as células foram fixadas por 10
minutos com 500 pl de paraformaldeido 4% por poco, lavou-se duas vezes com PBS 1x e,
depois de retirado, adicionou-se 500 pl de Triton X-100 (0,3%) por po¢o por 5 minutos, seguido
de outra lavagem. Apos isso, foi feita a marcacdo com DAPI 0,7 ng/ul e faloidina 2,5% (500
pl/pogo) por 10 minutos, usando a diluicdo do DAPI de 2 pl de DAPI em 13 ml de PBS e a da
faloidina 2,5 pl de faloidina a cada 100 ul de DAPI. Ap6s duas lavagens com PBS, foi feita a

montagem de laminas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Padronizagéo do plagueamento das células

A primeira etapa do trabalho foi a padronizagdo do nimero de células conveniente para
0 experimento de co-cultivo. Considerando-se o tamanho da laminula (13 mm), iniciamos a
padronizagdo com 1,0 x 10° células plaqueadas para as duas linhagens (MDA-MB-231-GFP-
CD63 e HUVEC). Contudo, apds uma analise visual por microscopio optico, percebeu-se uma
quantidade muito grande de celulas, em uma condicdo quase confluente. Esta condi¢do néo é

adequada para experimentos de analise de morfologia por fluorescéncia, visto que dificulta a



visualizacéo de células isoladas. Diante disso, a quantidade de células foi reduzida para 5 x 10*
células da MDA-MB-231-GFP-CD63 e 3x10* células da HUVEC, e esta quantidade mostrou-
se satisfatdria no que diz respeito a analise de células individuais.

Outro aspecto analisado inicialmente foi a funcionalizacdo das laminulas. A adeséo
celular das duas linhagens deste estudo foi baixa na laminula de vidro. Foi feita uma
funcionalizacdo com acido cloridrico e posterior coating com fibronectina, porém o acido
provocou uma sensibilizacdo das laminulas, nos levando a deciséo de utilizar somente coating

de fibronectina para os experimentos.

5.2 Padronizagéo do fluxo do sistema Quasi-vivo

Outra dificuldade encontrada foi a velocidade de fluxo do meio de cultura do sistema
Quasi-vivo. A empresa e alguns artigos sugeriam 200 pl/minuto, no entanto, nessa velocidade
0 estresse de cisalhamento levou a desadesdo das células, principalmente da linhagem MDA-
MB-231-GFP-CD63, ndo sendo possivel realizar o imageamento destas células com estas
condigdes. Para resolver tal problema, diminuiu-se o fluxo para a metade (100 pl/minuto),
assim, as células MDA-MB-231- GFP-CD63 permaneceram nas laminulas, o que é a condicéo
ideal para a analise. A Figura 1 representa o efeito da forca de cisalhamento nas células HUVEC.
Pode-se observar que o fluxo de 200 pl/min provocou estresse nas células, como pode ser
observado pela sua morfologia e também pela baixa densidade de celulas (Figura 1 A). A
reducdo do fluxo pela metade permitiu a visualizacdo de células endoteliais com morfologia
normal, além de provocar menos desadesdo celular, tanto nas HUVECSs co-cultivadas quanto

nos controles (Figura 1 B).



Fluxo 200 pL/ min Fluxo 100 pL/ min

>

HUVEC CO-CULTIVO

HUVEC CONTROLE

Figura 1. Efeito da forca de cisalhamento sobre as células em fluxo continuo. A) Células HUVEC submetidas a
fluxo de 200 pl/min. B) Células HUVEC submetidas a fluxo de 100 pl/min. HUVEC-CO-CULTIVO: HUVECs
cultivadas em co-cultura com células MDA-MB-231-GFP-CD63 | HUVEC Controle: HUVECs cultivadas

sozinhas, em sistema Quasi-vivo mas em meio de cultura sem contato com células MDA-MB-231. Escala: 20 um.

Também foi padronizado a esterelizacdo e a limpeza ap6s o uso do equipamento.

5.3. Analise da transferéncia de vesiculas extracelulares de células tumorais para HUVECs

e efeitos na morfologia.

Como ferramenta para a analise de troca de vesiculas extracelulares, utilizamos a
linhagem celular MDA-MB-231-GFP-CD63. Esta linhagem, obtida pela Dra. Wanessa
Fernanda Altei originalmente no Weaver Laboratory (Vanderbilt University, USA), produz a
tetraspanina CD63 fusionada com a proteina fluorescente GFP. O CD63 é uma proteina
especifica de vesiculas extracelulares, estando associada as vesiculas extracelulares pequenas
(antes chamadas de exossomos). Desta forma, conseguimos rastrear a liberacao e distribuicéo

das vesiculas em outras linhagens celulares.



Uma dificuldade encontrada foi a autofluorescéncia verde das HUVECs, causando uma
interferéncia direta na imagem também verde das vesiculas ligadas & GFP. Apesar deste
problema, a aparéncia das HUVECs co-cultivadas com as células tumorais parece diferenciada.
E possivel observar estruturas muito semelhantes a endossomos, com intensa fluorescéncia
verde, 0 que sugere a internalizacdo de vesiculas extracelulares, com posterior direcionamento
para a via endossomal. Ja nas HUVECS cultivadas em meio de cultura sem contato com a MDA-
MB-231-GFP-CD63, ndo se observa estas estruturas de forma tdo clara, mas sim uma
fluorescéncia mais distribuida, aparentando estar mais relacionada a estrutura do citoesqueleto
do que internalizada em vias endossomais.

Para contornar o problema da autofluorescéncia das HUVECs, foi produzido no
laboratério outra linhagem de células MDA-MB-231 expressando o marcador de vesiculas
mCherry-CD63 (MDA-MB-231-mCherry-CD63), para producéo de vesiculas extracelulares na
cor vermelha. No entanto, nosso equipamento ndo detectou a expressdo do mCherry pelas
celulas e diante disso, decidimos, entdo, trocar a linhagem celular HUVEC pela linhagem
HMEC (células endoteliais humanas). Apesar de resultados iniciais promissores, devido as

dificuldades de cultivo da HMEC, optamos por retomar os experimentos com a HUVEC.
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Figura 2. Transferéncia de vesiculas para células endoteliais. A) Célula tumoral e célula endotelial cultivadas

separadamente em condicOes estaticas (placa de 24 pogos). B) Superior: HUVECs co-cultivadas com células



MDA-MB-231-GFP-CD63 em camaras separadas, com indicacdo da possivel internalizacdo de vesiculas
extracelulares provenientes das células tumorais; inferior: células tumorais co-cultivadas com HUVECs, com
énfase para a expressao de GFP-CD63, indicando a liberagdo de vesiculas fluorescentes para 0 meio de cultura. C)
HUVECs cultivadas em sistema Quasi-vivo, sem contato com células tumorais, com indicacdo da auto-

fluorescéncia proveniente destas células. Escala: 20 um.

Uma outra observacdo possivel foi a alteracdo de morfologia apresentada pelas
HUVECs co-cultivadas com a MDA-MB-231-GFP-CD63. Na Figura 3, representamos uma
comparacao da morfologia das HUVECs submetidas ao sistema Quasi-vivo. As células controle
apresentam morfologia semelhante a células endoteliais, um formato mais achatado, com um
citoesqueleto mais amplo. J& as HUVECs submetidas a co-cultivo com as células tumorais
apresentaram nitida alteracdo morfoldgica, assumindo um formato mais alongado, que se
assemelha ao formato alongado das células MDA-MB-231-GFP-CD63, também demonstradas
na Figura. Estes resultados sdo promissores, porém preliminares, e serd necessaria a

imunomarcacao do citoesqueleto celular com faloidina para comprovar nossa hipotese.

HUVEC CONTROLE HUVEC CO-CULTIVO MDA-MB-231-GFP-CD63

Figura 3. Efeito da comunicacdo celular na morfologia das HUVECs. As HUVECSs controle apresentaram
morfologia convencional deste tipo de célula. Ja as HUVECs em co-cultivo mostraram um citoesqueleto mais

alongado e delgado, que se assemelhou bastante ao formato das células MDA-MB-231-GFP-CD63.

Para uma melhor compreensao se de fato é possivel localizar e quantificar vesiculas nas
células endoteliais, as amostras de experimento de co-cultura foram analisadas em microscopio
confocal, que nos permitiu adquirir imagens em trés dimensdes, avaliando se havia ou ndo a
presenca de vesiculas no interior das células. Apos analise das imagens da HUVEC controle
(HUVEC CTRL, cultivada separadamente no sistema QV) e HUVEC co-cultivada com a
linhagem tumoral, observamos que embora ha uma fluorescéncia que indique a presenca de
vesiculas, a fluorescéncia intrinseca da célula impossibilitou uma concluséo de que as vesiculas

foram transferidas e compartilhadas.



A) HUVEC CTRL B) HUVEC Co-cultivo

C) MDA-MB-231-GFP Co-cultivo

Figura 4. Projecdo ortogonal das células cultivadas em sistema Quasi-vivo. A) HUVEC cultivada isoladamente
em sistema QV. B) HUVEC co-cultivada com MDA-MB-231-GFP-CD63 em sistema QV. C) MDA-MB-231-
GFP-CD63 co-cultivada com HUVEC.

5.4 Andlise do tratamento com DisBa-01 e morfologia celular.

Para testar o efeito do bloqueio da integrina avB3 na comunicagdo celular entre a
linhagem tumoral e endotelial pelas vesiculas extracelulares, utilizamos a desintegrina
recombinante DisBa-01, seguindo metodologia de expressdo e purificagdo padronizada em
nosso laboratorio (RAMOS et al., 2007).



A desintegrina foi inserida no sistema Quasi-vivo de 12 em 12 horas, na concentragéo
de 1000 nM, durante um periodo total de 24 horas. Ela possuia marca¢édo com Alexa-Fluor 546
e foi adicionada no meio circulante que exerceria o fluxo no sentido da célula MDA-MB-231-
GFP-CD63 para a HUVEC.

A DisBa-01 liga-se com alta afinidade a integrina avp3 (Kd =7,62 x 10-5 M), inibindo
a sua sinalizacdo para o meio intracelular e levando a modificacGes fenotipicas. Diante disso, a
hipdtese era de que a transferéncia de meio de cultura entre as duas células, contendo as
vesiculas, pudesse ser de alguma forma afetada pelo bloqueio com a desintegrina, podendo por
exemplo alterar a morfologia das células endoteliais.

No entanto, ao analisar as imagens de forma qualitativa ndo observamos diferencas entre
a morfologia da HUVEC controle e co-cultivada (Figura 5A). A quantificacdo da morfologia
foi feita por meio de medida da area da célula, circularidade e perimetro, o que confirmou a
morfologia similar das duas células (Figura 5 B-D). Além da morfologia da célula endotelial,
também avaliamos se a desintegrina seria distribuida para as duas linhagens celulares no sistema
QV, tendo em vista que esta foi adicionada ao meio de cultura, compartilhado entre as duas
linhagens diferentes por 24 h. A DisBa-01 ligou-se nas duas linhagens, MDA-MB-231 e
HUVEC (Figura 5A), comprovando que de fato este sistema permite uma comunicacao entre
celulas cultivadas em compartimentos diferentes. Adicionalmente, a quantidade de DisBa-01 na
HUVEC e na MDA-MB-231 foi medida por meio de quantificacdo de fluorescéncia. Esta
quantificacdo mostrou que a desintegrina se liga preferencialmente a linhagem endotelial, o que

é explicado pela maior quantidade de integrina avp3 expressa nessa linhagem.
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Figura 5. Sistema Quasi-vivo com adi¢do de DisBa-01-Alexa Fluor 546. A) Painel de imagens mostrando a
linhagem HUVEC controle, e co-cultivada com a linhagem tumoral (stack superior e meio), e linhagem MDA-
MB-231-GFP-CD63, ambas contendo a desintegrina marcada. B-D) Analise da area celular, circularidade e
perimetro das HUVECs controle e co-cultivadas. E) Quantificacdo de DisBa-01 nas linhagens HUVEC e MDA-
MB-231-GF-CD63.



6 CONCLUSAO

Embora os experimentos tenham sido realizados, os resultados obtidos mostram que
experimentos adicionais devem ser feitos. O sistema envolveu uma gama extensa de
padronizacGes e uma demanda elevada de experiéncia com cultivo celular. Alguns obstaculos
encontrados como por exemplo a autofluorescéncia da linhagem endotelial interferiram na
visualizacao de troca de vesiculas. Somado a isso, 0 tempo total para a realizacdo da pesquisa
foi bem reduzido devido a pandemia do COVID-19. O que resultou em paralisagdo de algumas
atividades e restricdo de horério para uso do laboratério. Essas paralisagdes geraram atrasos no
cronograma experimental impossibilitando a execucdo de um niumero maior de experimentos e
otimizacdo dos que ndo sairam como o esperado pela complexidade e longo tempo que eles

exigiam.

Apesar das condi¢cdes adversas expostas acima, 0s resultados contribuirdo muito para
estudos futuros, ja que toda a padronizacdo do equipamento ja foi feita e podera aprimorar os
métodos e modificar possiveis erros nos experimentos e ser concertados. Assim, o projeto em
questdo foi fundamental e promissor no que diz respeito a possibilidade de mimetizar um

microambiente tumoral com diferentes linhagens celulares.
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