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Resumo

O céncer de mama é a principal doenca a acometer mulheres, especialmente o fenotipo triplo
negativo, o qual apresenta o pior prognostico por seu elevado potencial metastatico. A
metéstase ainda consiste na principal causa de mortes de pacientes com cancer e seu
desenvolvimento envolve varias etapas e personagens que desempenham papéis
importantes, como o microambiente tumoral e a matriz extracelular (MEC). As integrinas,
receptores de superficie celular que conectam as células a MEC, também contribuem para
as metastases, destacando-se a integrina avp3 cuja superexpressao esta associada a diversas
etapas da progressdo tumoral. Dentre as moléculas que interagem com integrinas, tem-se as
desintegrinas que sdo pequenas proteinas derivadas de metaloproteases de peconhas de
serpentes. A DisBa-01 (Disintegrin of Bothrops alternatus-01) é uma proteina recombinante
derivada da peconha da serpente Bothrops alternatus (urutu-cruzeiro), que possui uma alta
afinidade a integrina avp3. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do
silenciamento da subunidade B3 em células tumorais da linhagem celular de adenocarcinoma
triplo negativo de mama (MDA-MB-231). Portanto, os métodos adotados envolveram o
cultivo de linhagens de células embrionarias de rim humano (293FT) e de adenocarcinoma
triplo negativo de mama (MDA-MB-231) selvagem e modificadas; producédo de lentivirus
shRNA ITGB3 bem como a transducdo da célula alvo e a validacdo do silenciamento por
RTQPCR e imunofluorescéncia. Também verificamos possiveis alteragdes na expressao de
outras subunidades de integrinas; ensaios funcionais (inibicdo da adesdo, migracdo por
wound healing e transwell), e a identificacdo de metaloproteases de matriz (MMP) (MMP-
2 e MMP-9). Confrontamos as respostas celulares da linhagem silenciada com a agéo de
DisBa-01 (1000 nM). O silenciamento levou a reducéo de 69% do mMRNA ITGB3 e 49% da
proteina em FN, com aumento das subunidades 1, al e a5; aumento da adeséo a FN (58%)
e COL I (83%); diminuicdo da migracdo transwell (69% de inibi¢cdo) e da MMP-9, respostas
essas, diferentes daquelas obtidas com a DisBa-01. A geracdo dessa nova linhagem celular
abre perspectivas de seu uso como ferramenta em estudos futuros da biologia basica do

cancer de mama.

Palavras-chave: Céancer — Metéastase - Integrinas — Integrina 3 - DisBa-01



Abstract

Breast cancer is the major disease that affects women, especially the triple negative
phenotype, which has the worst prognosis and metastatic potential. Included, metastasis is
still the main cause of death in cancer patients and its development involves several stages
and characters that play important roles, such as the tumor microenvironment and the
extracellular matrix (ECM). Integrins also contribute to metastasis, especially the avp3
integrin whose overexpression is associated with every step in tumor progression. Among
the molecules that interact with integrins, there are disintegrins, which are small proteins
derived from snake venom metalloproteases. DisBa-01 (Disintegrin of Bothrops alternatus-
01) is a recombinant protein derived from the Bothrops alternatus venom (urutu-cruzeiro)
snake, which has a high affinity for this integrin. Thus, this work aimed to study the effects
of silencing the B3 subunit in tumor cells of the triple negative breast adenocarcinoma cell
line (MDA-MB-231). Therefore, the methods adopted involved the cell culture of human
kidney embryonic (293FT) and wild and modified triple negative breast adenocarcinoma
(MDA-MB-231) cell lines; production of ITGB3 shRNA lentivirus as well as target cell
transduction and the validation of silencing by RTgPCR and immunofluorescence. We also
verified possible alterations in the expression of other integrin subunits; functional assays
(inhibition of adhesion, migration by wound healing and transwell), and the identification
of metalloproteases (MMP) (MMP-2 and MMP-9). We compared the cellular responses of
the silenced lineage with the action of DisBa-01 (1000 nM). The silencing took to a 69%
reduction in ITGB3 mRNA and a 49% reduction in FN rich microenvironment, with an
increase in B1, al and a5 subunits; increased adherence to FN (58%) and COL 1 (83%)
proteins; decreased transwell migration (69% inhibition) and MMP-9, responses different
from those obtained with DisBa-01. The generation of this new cell line opens perspectives

for its use as a tool in future studies of the basic biology of breast cancer.

Keywords: Cancer — Metastasis - Integrins — B3 Integrin — DisBa-01
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer ¢ uma doenca complexa cuja principal caracteristica consiste no
crescimento descontrolado de células no organismo (SEYFRIED; SHELTON, 2010, INCA,
2022). Hanahan e Weinberg (2000, 2011, 2022) propuseram um conjunto de capacidades
funcionais adquiridas pelas células tumorais que as tornam aptas a formar tumores (Figura 1).
Essas caracteristicas incluem a manutencdo de sinais proliferativos, resisténcia a supressores de
crescimento e a morte celular programada (apoptose), imortalidade replicativa, angiogénese
sustentada e ativacdo das vias de invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000) bem
como a reprogramacdo do metabolismo energético e o escape do sistema imune (HANAHAN;
WEINBERGN, 2011). Todas essas mudangas, segundo 0s autores, sdo sustentadas pela
instabilidade genémica das células cancerigenas e pelo estado inflamatdrio ocasionado
principalmente pela resposta de células do sistema imune inato. Recentemente, Hanahan (2022)
destaca ainda o papel da plasticidade fenotipica celular e das células senescentes como
emergentes no processo de desenvolvimento de tumores. Assim como outras caracteristicas
facilitadoras, o autor destaca novas dimensdes que levam a tumorigénese, como a
reprogramacao epigenética ndo mutacional (a influéncia do microambiente tumoral na
modulacdo genética das células tumorais e estromais) e a microbiota polimérfica (HANAHAN,
2022).

Figura 1 - Caracteristicas das células cancerigenas. Adaptado de Hanahan, 2022.

Sustentacédo da

o R 2 ; Evaséo de sinais inibidores
sinalizagdo proliferativa

de crescimento

Reprogramagéo

Desbloqueio da . D i
epigenética ndo mutacional

plasticidade fenotipica

f@

Reprogramagéodo

5 Evaséo do sistema
metabolismo celular

imune

\—‘:l‘
R ' ¢
9 ‘ l e Ly
Resisténciaa morte ‘ o '~ ‘2\ ‘C
ul ’ 0 !‘l,t < yi Potencial de replicagédo
celular d ;./c‘ 3: N ilimitado
LR
i N -
2 ‘“4 - ﬁ;

Instabilidade genémicae
mutagéo

Senescéncia celular

Indugdo da angiogénese Invasdo e metastase

17



1.2 Cancer de Mama

Dentre os diferentes tipos de céncer, o de mama é a principal neoplasia
diagnosticada em mulheres em todo o mundo (Figura 2), com cerca de 2,3 milhdes de novos
casos e 685.000 mortes (HOWARD; OLOPADE, 2021; YIN et al., 2020). No Brasil, o Instituto
Nacional de Céancer (2022), estimou 66.280 novos casos de cancer de mama para 0 proximo
biénio, bem como 18.032 mortes, sendo 207 de homens e 17.825 de mulheres (INCA, 2022).

Figura 2 - Distribui¢do mundial do cancer de mama em mulheres, mostrando ser tipo mais comum em em 154
paises em 2020.

Mama (158)
Colo do dtero (23)
Cancer de pele ndo melanoma (2)

Tireoide (1) I Néo aplicavel
Figado (1) Sem dados

Mapa de dispersdo de cancer globalmente, evidenciando paises no qual o cancer de mama (coloracéo rosa) €

predominante. Fonte: UICC.org

Trata-se de uma neoplasia bastante heterogénea que engloba perfis fenotipicos e
morfolégicos distintos, desencadeando diferentes comportamentos clinicos. De maneira geral,
pode-se classifica-lo em trés tipos considerando suas propriedades imuno-histoquimicas:
positivo para receptores hormonais Luminal A, positivo para receptores hormonais Luminal B
e triplo negativo, ou seja, sem a presenca de receptores hormonais (JOHNSON; CONANT,;
SO0, 2021; TANG et al., 2016). Os tumores Luminal A apresentam receptores para 0S
hormdnios progesterona e estrogénio, ndo contendo receptores para o fator epidérmico humano
(HER2-). Ja os tumores do tipo Luminal B podem apresentam receptores para progesterona e
estrogénio, e também para o fator 2 do crescimento epidérmico humano (HER2+). Em ambos

0S casos, O tratamento consiste em terapias com base hormonal, a fim de bloguear tais
18



receptores (TANG et al., 2016). Em contrapartida, o cancer de mama triplo negativo nao
apresenta nenhum dos trés receptores citados anteriormente, sendo que 0 seu tratamento
geralmente € mais agressivo, consistindo em uma combinacdo de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia cujos efeitos colaterais afetam a qualidade de vida dos pacientes (WAKS;
WINER, 2019; WEIGELT; PETERSE; VAN’T VEER, 2005).

O cancer de mama triplo negativo é bastante agressivo, com alto potencial
metastatico, podendo chegar a estagios nédo trataveis (CHEN; SOSNOSKI; MASTRO, 2010;
YIN et al., 2020). Devido a ndo responsividade aos tratamentos convencionais, apresenta o pior
progndstico, resultado de seu comportamento invasivo e a falta de novos alvos moleculares
(FOULKES; SMITH; REIS-FILHO, 2010). Dessa forma, torna-se necessario 0

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para esse tipo de cancer.

1.3 Microambiente tumoral

Uma das caracteristicas elencadas por Hanahan (2022) e diversos autores € a
influéncia do microambiente tumoral na progressao tumoral. O microambiente tumoral engloba
as condicdes dentro e ao redor de uma massa tumoral, sendo composto por componentes
celulares e ndo celulares (Figura 3) que auxiliardo no crescimento do tumor, invasao e posterior
metastase, permitindo também escapar do sistema imune (BAGHBAN et al., 2020; NILAND;
EBLE, 2020; WHITESIDE, 2008).

Dentre os componentes celulares, estdo as células tumorais e estromais como
células endoteliais, fibroblastos (cancer-associated fibroblasts — CAFs), pericitos e células
imunes (granuldcitos, linfocitos e macréfagos) (ARNETH, 2019). Alem disso, a matriz
extracelular, os vasos sanguineos e linfaticos, fatores soltveis (citocinas, hormonios, fatores de
crescimento, entre outros) e outros fatores, como o pH, também afetam o microambiente
tumoral (SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015).
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Figura 3- Componentes do Microambiente Tumoral

CAFs

N\
Matriz Extracelular

Células Tumorais.

Células estaminais
tumorais

O microambiente tumoral propicia a manutencéo e expansao do tumor, sendo formado por diversas células, como
0s macréfagos associados ao tumor (TAMS), infiltrados de células T (células T reguladoras infiltrantes tumorais,
Treg, e linfocitos T, por exemplo), células dendriticas, células mieldides supressoras (MDSCs); fibroblastos
associados ao tumor (CAFs), bem como células endoteliais e pericitos (ndo representado). Além disso, o
componente ndo celular também desempenha papel fundamental nesse ambiente, como a MEC. Adaptado de
BENAVENTE; et. al., 2020.

De maneira geral, a dindmica dentro do microambiente tumoral funciona da
seguinte maneira: as células do estroma secretam fatores de crescimento (fator de crescimento
epidermal - EGF, fator de crescimento angiogénico - VEGF, fator de crescimento transformante
beta - TGF-p e outros fatores pro-angiogénicos como FGF2), quimiocinas (CXCL12, CXCL10,
CCL21, CCL25) e citocinas que promovem a proliferacdo do tumor, a migracao celular e
angiogénese tumoral (JOYCE; POLLARD, 2009). Essas células também produzem enzimas de
degradacdo da matriz, incluindo a MMP- 9 e outras proteases de matriz, como cisteino-
proteases, catepsina e heparanase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A acelerada proliferagéo celular de células tumorais combinada com um aumento
dos vasos sanguineos resulta em regides hipdxicas no interior de tumores sélidos (RUAN;

SONG; OUYANG, 2009). Esse ambiente propicia a indugdo da expressao de fatores induzidos
20



por hipoxia 1 e 2 (HIF1 e HIF2), que adaptam as células as condigdes de hipdxia, promovendo
a transcricdo de genes pro-angiogénicos, como o VEGF, que atuara na estimulacdo da
proliferacdo e migracdo endoteliais, e no aumento da permeabilidade microvascular
(COMINETTI; ALTEI; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2019).

1.4 Metéstase

Principal causa de morte de pacientes com cancer, a metastase € a disseminacéo de
células tumorais para outras regides do corpo, proximas ou nao do tumor primario (WELCH;
HURST, 2019).

A cascata metastatica € um processo complexo que pode ser resumido em
cinco etapas (Figura 4): (1) dissociacdo de células individuais ou grupos de células que se
desprendem do tumor primério infiltrando o estroma circundante; (2) processo de
invasdo no qual as células invadem e migram pela lamina basal até o0s vasos
sanguineos ou linfaticos; (3) intravasamento para o0 interior dos vasos; (4)
extravasamento, etapa em que as células deixam a vasculatura e adentram Orgaos
distantes do tumor primario; (5) colonizacdo dos sitios secundarios de tumor (ALIZADEH,;
SHIRI; FARSINEJAD, 2014; GERASHCHENKO et al., 2019).
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Figura 4 -A cascata metastatica
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A metéstase consiste em um processo de varias etapas, em que células do tumor primério se desprendem, invadem
o tecido circundante até intravasarem em vasos sanguineos ou linfaticos, para colonizarem outras regifes do corpo.
Durante todo esse processo, varios fatores contribuem para o seu desenvolvimento. Adaptado de ANDERSON; et
al., 2019.

Para que a cascata metastatica seja completa, uma intrinseca rede de vias
sinalizadoras e reguladoras agem garantido plasticidade as células tumorais, evitando sua
regulacdo normal e homeostasia (SHENOQY, 2020).

Para a metéstase ser “bem sucedida”, € necessario que células do tumor primario
preparem a formag&o de um ambiente de suporte em um 6rgdo secundario, o que é denominado
de nicho pré-metastatico (LIU; CAO, 2016). Esse ambiente é propiciado por diversos fatores,
como celulares (células progenitoras hematopoiéticas, células-tronco mesenquimais, células do
sistema imune, etc...), moleculares (fatores secretados derivados de tumores, como VEGF,
TNF-o e TGF-B; quimiocinas, citocinas e fatores inflamatdrios) e vesiculas extracelulares
oriundas de células tumorais (LIU; CAO, 2016; WANG et al., 2021).
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No caso das células tumorais de mama, os locais de colonizagao costumam ser areas
muito vascularizadas como a medula vermelha dos ossos longos e vértebras. Pacientes que
apresentam metastases 0sseas possuem como sintomas dor, fraturas, hipercalcemia maligna,
além de resisténcia as terapias locais (cirurgia, radioterapia e ablacdo por radiofrequéncia) e
sistémicas (terapia enddcrina, quimioterapia, terapia baseada em anticorpos monoclonais,
terapia de aprimoramento 6sseo e terapia com radioisétopos) (TAHARA et al., 2019). Acredita-
se que tumores de mama possuam uma sinalizacdo especifica que contribuam para a

colonizacdo de locais especificos, como os 0ssos (BURNETT et al., 2015).

1.5 Matriz Extracelular (MEC)

A matriz extracelular (MEC) é formada por uma complexa rede de proteinas e
outras moléculas secretadas pelas células, sendo responsavel por fornecer suporte estrutural,
manter a integridade mecénica do tecido, disponibilizar fatores de crescimento e citocinas além
de manter a hidratacdo e o pH no local de forma a conservar a homeostase tecidual (DE
PALMA; BIZIATO; PETROVA, 2017; PICKUP; MOUW; WEAVER, 2014). A MEC é
bastante dindmica, sofrendo diversas alteragcdes durante a carcinogénese (Figura 5). Durante a
progressao tumoral, as células sdo capazes de remodelar a MEC quando necessario, para
permitir a sua mobilidade. A degradacdo da MEC ocorre pela acdo de enzimas proteoliticas
(proteases) principalmente aquelas pertencentes a familia das metaloproteases de matriz
(MMPs). Adicionalmente, o aumento na expressdo de genes relacionados ao remodelamento
da MEC tem sido associado a alta taxa de mortalidade em pacientes com cancer de mama,
pulméo e de estbmago (CHUNG et al., 2004).
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Figura 5 - AlteracGes que ocorrem na MEC durante a progressao tumoral
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A MEC ¢ alterada de diversas maneiras durante a progressdo tumoral, incluindo alteragdes bioquimicas e
biofisicas. Adaptado de COX, 2021.

Ademais, alteracGes na MEC podem intensificar os eventos de migracdo e invasao
das células tumorais, propiciando o desenvolvimento de metastases (HAMIDI; IVASKA,
2018). Esse comportamento é resultado do aumento da rigidez da MEC devido a fibrose
tecidual oriunda do descontrole da degradacdo e acimulo de certos componentes da matriz
extracelular como, por exemplo, o colageno reticulado (COX, 2021; FATTET et al., 2020;
LEVENTAL etal., 2009). Este acimulo facilita o recrutamento de integrinas, as quais auxiliam
na ativacdo da quinase de adesdo focal (FAK), proteina responsavel por disparar vias de
sinalizag&o intracelular, propiciando a formacéo de estruturas como lamelipodios, o que resulta
por fim no aumento da migragédo e invasdo celular (PICKUP; MOUW; WEAVER, 2014,
PROVENZANO; KEELY, 2009). Alem de contribuir para a progressdo tumoral, a modulacdo
da MEC também auxilia o processo angiogénico associado ao tumor, promovendo a migracao
de células endoteliais e a liberacdo de VEGF no microambiente circundante, eventos também
assistidos pelas integrinas (PICKUP; MOUW; WEAVER, 2014).
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1.6 Integrinas

As integrinas estdo envolvidas em diversas etapas da progressao do cancer, devido
ao seu papel na adesdo a componentes da MEC, na migracdo, na sinalizacdo e na
mecanotransducéo das células (HAMIDI; IVASKA, 2018).

Integrinas compreendem uma familia de proteinas receptoras transmembrana compostas
por uma subunidade a (18 tipos de subunidades) e uma [ (8 tipos de subunidade ), formando
24 heterodimeros diferentes associados ndo covalentemente, com trés estados conformacionais
(Figura 6-A) (KADRY; CALDERWOOD, 2020; SWITALA-JELEN et al., 2004). Cada
subunidade apresenta um dominio extracelular, o qual se liga a sequéncias especificas de
proteinas da MEC; um Gnico dominio transmembrana; e uma curta cauda citoplasmatica (com
exce¢do da integrina f4) que se conecta ao citoesqueleto de actina. Além disso, cada integrina
apresenta especificidades proprias a componentes da MEC, desencadeando sinalizacGes
distintas nas diferentes células (ALTEI; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2018; HAMIDI; IVASKA,
2018; SWITALA-JELEN et al., 2004) (Figura 6-B).

Figura 6 - A familia das integrinas
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Visdo geral da estrutura das integrinas, que podem adotar trés estados conformacionais, sendo elas A) conformacéo
fechada inativa e com baixa afinidade aos ligantes; B) uma conformagdo intermediaria, sendo fechada estendida,
em que a integrina esté ativa, mas apresenta baixa afinidade; por Gltimo, C) uma conformagéo aberta estendida,
que é ativa e com alta afinidade. D) Diferentes combinages das integrinas formam receptores especializados na
ligacdo a laminina (azul), colageno (verde), leucdcitos (roxo) e a moléculas contendo o motivo RGD (vermelho).
Adaptado de PETERSON; KOVAL, 2021 e LAFOYA, et al., 2018.

Quando ativas, as integrinas sdo capazes de reconhecer o ambiente extracelular,
convertendo sinais mecanicos, advindos da adesdo a componentes da MEC, em sinais
bioquimicos intracelulares (CHASTNEY; CONWAY; IVASKA, 2021) (Figura 7). Com isso,
elas participam de diversos processos como proliferacdo, migracéo, invasdo e manutencao das
funcBes especificas de diferenciacdo celular, sendo consideradas moduladoras do
comportamento das células (VALDEMBRI; SERINI, 2021)(WEIGELT; PETERSE; VAN’T
VEER, 2005). Contudo, o descontrole na adesdo mediada pelas integrinas esta associado a
diversas doencas, como doencas cardiovasculares e o cancer (DESGROSELLIER; CHERESH,
2010; HAMIDI; IVASKA, 2018).

Figura 7 — Sinalizagdo mediada pelas integrinas
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Integrinas sdo moléculas capazes de realizar sinalizacdo bidirecional. Dependendo do contexto ao qual a célula se
encontra (como as propriedades da MEC), havera o engajamento de integrinas e recrutamento de FAK e SRC, por

exemplo, levando a sinaliza¢ao “de fora para dentro”. Além disso, também participam da sinalizagdo de dentro
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para fora, devido a ativacdo da cauda citoplasmética da subunidade B gerando resposta celular, como a migrag&o.
Adaptado de Hamidi; lvaska, 2018.

Estudos mostraram que durante a carcinogénese, o padrdo de expressdo de
integrinas nas células ¢ modificado e a maioria das células tumorais passa a expressar
diferencialmente certos tipos de integrinas. Como exemplo, temos a integrina avp3, cuja
superexpressdo estd associada a progressdo tumoral, estando presente em grande quantidade
em diversas células malignas com fenétipo invasivo (COOPER; GIANCOTTI, 2019;
DESGROSELLIER; CHERESH, 2010; SWITALA-JELEN et al., 2004). No cancer de mama,
sua alta expressao esta associada a formacéao de metastases 6sseas (DANHIER; LE BRETON;
PREAT, 2012). Justamente por sua regulagio positiva em células tumorais, a integrina avf3

vem sendo estudada como alvo terapéutico (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

O sitio RGD presente na integrina avP3 reconhece a sequéncia tripeptidica
arginina-glicina-aspartato (Arg-Gly-Asp; RGD) presente em proteinas da MEC, como a
fibronectina, a vitronectina, a laminina, o colageno, a osteopontina, o fator de von Willebrand,
entre outros (SWITALA-JELEN,; et al., 2004), apresentando estados de baixa e alta afinidade
a esses ligantes por meio de rearranjos conformacionais (NIEBERLER et al., 2017). Com base
nessas caracteristicas de afinidade, diversos estudos tém buscado pequenas moléculas baseadas
em RGD para agir sobre as integrinas, inibindo as respostas fisiopatoldgicas destes receptores
transmembrana (NIEBERLER et al., 2017). A fim de atender tal demanda, projetou-se o
Cilengitide, um pentapeptideo RGD ciclico antiangiogénico que interage com as integrinas
avB3, avps e aspl (MAS-MORUNO; RECHENMACHER; KESSLER, 2011) (figura 8). O
Cilengitide demonstrou eficacia na reducdo do glioblastoma em camundongos e em ensaios
clinicos de fase | e Il, porém ndo apresentou resultados satisfatdrios na sobrevida dos pacientes,
em ensaios de fase 1l (SCODELLER; ASCIUTTO, 2020).
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Figura 8 - Estrutura do Cilengitide

A figura demonstra a estrutra conformacional em3D, em bola e bastdo, do Cilengitide, um peptideo RGD ciclico,
que interage bloqueando as integrinas avp3, avp5 e a5p1. As bolas em vermelho representam moléculas de
oxigénio e em azul as moléculas de nitrogénio. As moléculas de hidrogénio também estdo representadas (em

branco) nas extremidades. Fonte: PubChem.

1.7 Desintegrinas

Desintegrinas sdo pequenas proteinas (40-100 aminoacidos) derivadas de
processamento proteolitico de metaloproteases encontradas nas peconhas de serpentes (SVMPs
- Snake Venom Metalloproteinases) da subclasse P-lla (CALVETE, 2013; SELISTRE-DE-
ARAUJO et al., 2010).

A DisBa-01 (Disintegrin of Bothrops alternatus-01) é uma proteina derivada da
peconha da serpente Bothrops alternatus (urutu-cruzeiro), produzida de maneira recombinante
em sistema procarioto em nosso laboratorio e que apresenta 0 motivo conservado RGD na
regido C-terminal (RAMOS; et al., 2007). Possui afinidade pelas integrinas a5p1 e aVB3, sendo
100 vezes mais especifica para esta Ultima (Kd = 7,62 x 10’5 M), ligando e bloqueando este
receptor. Ela apresenta atividades antiangiogénica, antimetastatica e antitrombdtica em
modelos experimentais em camundongos C57BL6/j (KAUSKOT, 2008; MONTENEGRO et
al., 2017; RAMOS et al., 2008).

Além disso, a DisBa-01 demonstrou afetar diversos comportamentos celulares in
vitro. Ela inibe a proliferacdo de células endoteliais humanas (HMEC) e de células tumorais de
préstata e mama (DU-145 e MDA-MB-231) (SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2010). Também
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diminui a migracdo e a direcionalidade da migracdo celular de células de carcinoma oral
(OSCC) altamente invasivo, em fibronectina (MONTENEGRO et al., 2017). Os achados acerca
do mecanismo de DisBa- 01 para a biologia do cancer, reforcam sua aplicacdo - bem como de
outras proteinas do veneno de serpentes - como agentes de interesse cientifico e terapéutico
(ALMEIDA et al., 2017).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da subunidade B3 de integrinas por meio do silenciamento do
gene ITGB3 em eventos da cascata metastatica na linhagem celular de adenocarcinoma triplo
negativo de mama (MDA-MB-231) in vitro, visto o relevante papel dessa integrina em

comportamentos celulares que promovem a metastase.

2.2 Objetivos Especificos

e Obtencdo da desintegrina recombinante DisBa-01 por meio de técnicas
cromatograficas;

e Producdo de particulas lentivirais contendo shRNA semelhante ao mRNA da
subunidade 3 de integrinas;

e Transducdo do virus nas células alvo - adenocarcinoma triplo negativo de mama humana
(MDA-MB-231);

e Avaliar a expressdo génica da subunidade B3 por meio PCR em tempo real, western
blotting e imunofluorescéncia;

e Verificar alteracdes no perfil de outras integrinas, apos o silenciamento;

e Investigar os efeitos do silenciamento da subunidade B3 em ensaios de adesdo e

migracao celular;

e Auvaliar alteragdes na expresséo de metaloproteases de matriz (MMP-2 e MMP-9).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Expressao e Purificacdo de DisBa-01

O procedimento seguiu 0 método padronizado por nosso laboratério (RAMOS et
al., 2008). Cepas de Escherichia coli BL21(DE3) transformadas com plasmideo pET28a
contendo o gene da DisBa-01 foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) Broth e induzidas
com 10 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo), por 3h em agitacdo (250 rpm, 37
°C). Apos, o meio foi centrifugado a 42009 por 7 minutos a 4°C (Sorvall® RC5C Plus, Kendro
Laboratory Products, rotor GSA) e o pellet de células lisado em condices desnaturantes com
ureia. O conteddo liberado foi purificado em coluna de niquel (HIS-Select® Nickel Affinity
Gel, Sigma-Aldrich®) e posteriormente por coluna de troca idnica (Mono-Q 5/50 GL, GE
Healthcare). Ao final do processo, as proteinas foram quantificadas (Pierce™ BCA Protein

Assay, Thermo Scientific, 23227) e sua atividade bioldgica testada.

3.2 Cultivo Celular

Foram empregadas neste trabalho as seguintes linhagens celulares: i) células
embrionarias de rim humano (293FT); ii) células de adenocarcinoma triplo negativo de mama
(MDA-MB-231); iii) células de adenocarcinoma triplo negativo transduzidas com lentivirus
controle, o qual ndo possui similaridade a qualquer transcrito humano (MDA-MB-231 shRNA
controle); e por fim, iv) células de adenocarcinoma triplo negativo de mama silenciadas
estavelmente para a subunidade B3 da integrina avpf3 (MDA-MB 231 KDf3). Todas as
linhagens foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Vitrocell),
pH 7.4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell), L-glutamina, bicarbonato de
sodio, L- glicose e piruvato (100 mM) sem adicdo de antibidticos, em estufa com 5% de COz a
37°C.

Ao atingirem confluéncia de 70% - 80%, as células foram desaderidas com solucéo
de tripsina/EDTA, seguida de sua inativacdo com meio contendo soro e centrifugadas (1200
rpm, 5 minutos - Centrifuga Excelsa, FANEM). Para avaliagcdo da viabilidade celular, essas
células entdo, eram coradas com solugdo de trypan blue (4%) e contadas em um contador
automatico (TC20; Bio-Rad). Rotineiramente, as células eram checadas para garantir a auséncia
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de contaminacdo por Mycoplasma sp, utilizando microscopia de fluorescéncia a partir da
coloragéo com Hoescht 33258 (0,5 pg/ml).

3.3 Transfeccgdo de células 293 FT e producéo de particulas virais

Células embrionérias de rim humano (293FT) foram plaqueadas em placa de Petri
de 10cm na densidade de 7x10° em 5 ml de DMEM alta glicose suplementado com 10% soro
fetal bovino e geneticina G418 (50 ug/ml). Utilizou-se o sistema de transfeccdo de terceira
geracgdo, cuja caracteristica consiste na utilizacdo de 4 plasmideos (mapa dos plasmideos nos
anexos). Dessa forma, ao atingir confluéncia celular adequada (entre 50% — 70%), uma mistura
de 9 pg de plasmideos contendo 2,77 pg do plasmideo VSV.G (envelope), 4,23 ug do
plasmideo pLP1 (embalagem) e 1,98 pg do pLP2 (embalagem) foi adicionada a uma segunda
mistura formada pelo plasmideo de transfec¢do (MISSION® shRNA, Sigma-Aldrich®, quadro
1) em meio Opti-MEM™ Reduced Serum Medium (Gibco™, 31985070) sem soro, totalizando
um volume de 1,5ml. Em paralelo, uma solucdo de lipofectamina (Lipofectamine® 3000,
L3000001) foi preparada em 1,5ml em Opti-MEM™, sendo em seguida, adicionada a mistura
de plasmideos e incubada a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, a solucéo foi
adicionada as células, previamente incubadas com meio DMEM sem soro e sem antibi6tico,
sendo incubada a 37° C em 5% CO por 4 horas. Apos esse periodo, 0 meio contendo
lipofectamina foi trocado por meio novo completo (DMEM alta glicose, 10% SFB sem
antibidticos). Apos 48 horas, o meio de cultivo foi coletado, centrifugado a 3000 rpm por 5
minutos (Centrifuga Excelsa, FANEM) e armazenado a -80°C (Figura 9). Adicionalmente,
realizamos o alinhamento das sequencias de ShRNA dos plasmideos de transfeccdo ao mMRNA
da subunidade B3 (ITGB3). Para isso utilizamos a ferramenta Blastn (pesquisa em bancos de
dados de nucleotideos usando uma consulta de nucleotideos - query), por meio do programa

“Somewhat similar sequences (blastn)” com os parametros padrdes do programa.

Figura 9 - Esquema simplificado do processo de transfecgéo
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Quadro 1- Lista dos plasmideos de transfeccéo utilizados para producéo de lentivirus (mapas dos genomas

virais em “Anexos”)

Cddigo shRNA Sequéncia* Regido
(mMRNA humano)
TRCNO0000003235
CCGGCCACGTCTACCTTCACCAATAC
TCGAGTATTGGTGAAGGTAGACGTGG CDS
TTTTT
TRCNO0000003236
CCGGCCTTAGCCTTTGTCCCAGAATCT
CGAGATTCTGGGACAAAGGCTAAGGT 3’UTR
TTTT
TRCNO0000003237
CCGGGATGCAGTGAATTGTACCTATC
TCGAGATAGGTACAATTCACTGCATC CDS
TTTTT
TRCN0000003238
CCGGCTCATATAGCATTGGACGGAAC
TCGAGTTCCGTCCAATGCTATATGAG CDS

TTTTT
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TRCNO0000318548
CCGGCCTTAGCCTTTGTCCCAGAATCT 3°’UTR
CGAGATTCTGGGACAAAGGCTAAGGT
TTTTG
SHCO002
pLKO.1-puro CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAA Nenhum transcrito
Non-Mammalian | CTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTG humano ou de
shRNA TTTTT camundongo
Controle

* A sequéncia sublinhada indica o local de loop do shRNA, de acordo com boletim Sigma. Esse loop é clivado
pela enzima Dicer.

3.4 Transducao das células alvo para silenciamento estdivel da integrina 3

Células da linhagem de adenocarcinoma de mama triplo negativo (MDA-MB
231) foram plagueadas em placas de cultivo (6 pogos) na quantidade de 7x10*
celula/pogo em meio DMEM e incubadas a 37°C, 5% CO2, overnight. Ao atingir a
confluéncia ideal (entre 50 — 70%), o meio de cultivo foi substituido por um novo meio
contendo virus, com adi¢do de 8 pg/mL de polibreno (Sequabrene, Sigma, S2667), o qual foi
substituido por meio completo na manha seguinte. Apds 48 h de incubacéo, se iniciou a selecdo
com o antibidtico puromicina (Gibco™, A11138-03) nas concentracdes de 4 ¢ 8 pg/mL. As
células foram selecionadas por um periodo de um més, trocando o meio contendo puromicina

a cada trés dias.

3.5 Verificagao do silenciamento da subunidade 3

3.5.1 Anadlise da expressdo génica da subunidade p3 por RT-qPCR

As células MDA-MB 231 (selvagem, shRNA controle ¢ B3KD) foram cultivadas
em placas de Petri de 6 cm, na densidade de 1x108 célula/placa, incubadas a 37°C, 5% COs..
Para extracdo de RNA total, utilizou-se o reagente TRIZol (Invitrogen, 15596018), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Sua concentragdo foi mensurada por meio do equipamento
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Um (1) ug de RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen
18068-015) e posteriormente realizada a transcri¢do reversa com o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (#4368814) de acordo com orientagdes do fabricante. Para g-PCR, todo
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0 cDNA foi misturado com 400 nM de cada primer (Tabela 1) e 5 uLL de SsoFast™ Evagreen
Supermix (Bio-Rad #172-5201) em um volume final de 10 pL. A programacdo de ciclagem
térmica foi configurada sendo 10 minutos a 95 °C, seguida por 40 ciclos de 15sa 95 °C, 30 s
a 60 °C e 30 sa 72 °C. A expressao relativa dos produtos qRT-PCR foi determinada pelo

método AACt, calculada por meio da equacdo: fold induction = 2744,

Quadro 2 - Lista de primers empregados na RTgPCR

Primer Sequéncia
B3 Forward CTCCGGCCAGATGATTC
Reverse TCCTTCATGGAGTAAGACAG
GAPDH Forward ACAGTTGCCATGTAGACC
Reverse ACAGTTGCCATGTAGACC

3.5.2 Andlise do contetdo proteico por Imunofluorescéncia

Previamente ao plagueamento, coating de fibronectina (2ug/cm2) foi preparado em
uma laminula de vidro e incubada overnight, a 4°C. Ap0s, esse coating foi blogueado com PBS-
BSA 2% por 1h. A essas laminulas, as células (1x10*) das linhagens de MDA-MB-231
selvagem e transduzidas foram semeadas e incubadas por 24 horas, 37°C, 5% CO2. Em seguida,
foram fixadas com paraformaldeido 4%, lavadas com PBS, e permeabilizadas com 0,1% Triton
X-100, por 10 e 5 minutos respectivamente, seguido de bloqueio (BSA 1% por 1 hora) e
incubacdo overnight com anticorpo anti-integrina 3 (ab34409) na diluicdo de 1:500. Apds
incubacdo, as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS, por 5 minutos, seguido de
incubacdo com anticorpo secundario Goat Anti-Mouse (AlexaFluor488, ab150113) na
diluicdo 1:1000, por 1 hora. Os nucleos foram corados com DAPI (ThermoFisher
Scientific, 62248, concentracdo de uso 0,7 ng/mL), para contagem. A imagens foram adquiridas
com microscopio confocal Fluoview v. FV10, Olympus acoplado com o software F10, v.2.1 e
analisadas usando ImageJ Fiji (SCHINDELIN et al., 2012).

3.5.3 Anélise do conteudo proteico por Western Blotting

As células de trabalho foram plagueadas em placa de Petri (6 cm) e incubadas a 37°C,

5% CO2. Apos elas foram removidas das placas de cultura utilizando cell scraper e solugéo
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salina tamponada com fosfato (PBS) gelado e logo em seguida centrifugadas por 10 minutos
(4°C, 71979 - Eppendorf, Centrifuge 5430 R, F-35-6-30). O pellet celular obtido foi
ressuspendido em 100 uL de tampéo de lise (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 nM cloreto de sédio,
1 mM EDTA, 1 mM ortovanadato de sddio, 1 mM fluoreto de sdédio, 1% Tween 20, 0.25%
deoxicolato de sodio, 0.1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 pg/mL aprotinina e 1
ug/mL leupeptina) mantendo incubado por 2h, sendo posteriormente centrifugado (7197g, 4°C,
por 20 minutos - Eppendorf, Centrifuge 5430 R, rotor FA-45-24-11-HS) e o sobrenadante
coletado para determinacdo do conteudo proteico por meio de kit de BCA (BCA Protein Assay
Kit; Thermo Fisher Scientific). As proteinas do lisado (30 pg) misturadas com tampdo Laemmli
foram separadas por eletroforese em SDS-PAGE (10%) e transferidas para membranas de
nitrocelulose de 0,45 pm (Bio-Rad) utilizando sistema de transferéncia umida, as quais foram
bloqueadas com BSA 3% em TBS-T (10 mM Tris-HCI, 150 mM cloreto de sédio, Tween-20 e
agua deionizada) por 1 h e logo incubadas com anticorpos primarios (Anti-integrin B3
ab119992, 1:1000 e anti-GAPDH ab181602, 1:10000) overnight. Em seguida, incubada com
anticorpos secundarios (Goat Anti-Rabbit ab97051, 1:10000). Para revelacdo das membranas
utilizou 0 método quimioluminescente (Clarity ™ Western ECL Substrate; Bio-Rad), atraves
do equipamento ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad). A quantificacdo foi realizada por densitometria
com ImagelJ Fiji.

3.6 Caracterizacao do perfil de expresséo de integrinas por Citometria de Fluxo

A fim de constatar o perfil de expressdo de algumas integrinas nas linhagens
celulares, realizou-se a imunofenotipagem por citometria de fluxo. Cerca de 1x10° células
foram plaqueadas em placa de 6 pogos, sendo mantidas a 37 °C, 5% CO», overnight. Em
sequida, as celulas foram retiradas da placa com auxilio de cell scraper e solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), centrifugadas (150g, a 4°C por 8 minutos - Eppendorf,
Centrifuge 5430 R, rotor FA-45-24-11-HS). Ap6s, foram incubadas com 0s respectivos
anticorpos (quadro 3), por 1 hora, em gelo (0 °C), seguida de lavagem com PBS e incubagéo
com anticorpo secundario (1h a 0°C), sendo novamente lavadas para retirada do excesso do
marcador. A aquisi¢do e analises foram realizados com BD Accuri C6 (BD Biosciences) e 0

software FlowJo (versdo 10.8.1), respectivamente.
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Quadro 3 - Lista de anticorpos utilizados para Citometria de Fluxo

Anticorpo Fabricante Diluicdo/Concentracao
Anti integrina av Santa Cruz (sc53360)
Anti integrina a4 Santa Cruz (sc13543) | 1 pg por 1x10° células
Anti integrina 1 Santa Cruz (13590)
Anti integrina al (FITC) BD Pharmingen
(#559596)
Anti integrina a2 (PE) BD Pharmingen
#555669 5puL
Anti integrina a5 (PE) BD Pharmingen (recomendagdo do
#555617 fabricante)
Anti integrina B3 (FITC) BD Pharmingen
#555753
Anti-Mouse PE 1gG (clone G18-145) BD Pharmingen
(#560951)
Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC) | AbCam (ab6785) 1:1000

3.7 Ensaios Funcionais

3.7.1 Inibicdo da adesao celular

Para esse ensaio, avaliamos a inibicdo da adesdo a diferentes proteinas que
compdem a MEC. Placas pretas com fundo transparente de 96 pocos (Corning®, codigo 3603)
foram revestidas com VN (0,2 pg/cm?), FN (2 pg/cm?), COL 1 (5 pg/cm?), LAM (1 pg/cm?) e
BSA 2% como controle negativo, preparados previamente ao experimento. No dia seguinte, 0s
coatings foram bloqueados com BSA 1% a fim de evitar ligacdes inespecificas ao plastico, por
1h e entdo lavados 2x com meio sem soro. As células (1x10* célula/pogo) foram plaqueadas
aos substratos e incubadas por 1h, 37 °C, 5% CO. para permitir a adesdo. Os pocos foram
lavados 3x com PBS e as células fixadas com 4% de paraformaldeido por 10 minutos. Em
seguida, os nucleos foram corados com DAPI (0,7 ng/pl, Thermo Scientific) por 10 minutos e
contados automaticamente usando os microscopios ImageXpress XLS System (Molecular
Devices) e IN Cell Analyzer 2200 (GE Healthcare), ambos em objetiva 10x.

3.7.2 Migracgéo Celular por Wound Healing

O ensaio seguiu protocolo ja estabelecido em nosso laboratério (CASALI et al.,
2022). As células MDA-MB-231 (selvagem e transduzidas) foram semeadas em placa de 24
pocos, na densidade 1x10° célula/pogco em meio DMEM alta glicose com 10% SFB, a 5% COx,
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37 °C, por 48h. Foi realizada uma risca na monocamada de células, utilizando uma ponteira de
200 pl estéril. Posteriormente, as células foram tratadas com 10pg/ml de Mitomicina-C (Sigma-
Aldrich, M4287) por 4h, seguida de duas lavagens com PBS. Uma parte das células parentais
ja aderidas foram tratadas com DisBa-01 (1000 nM). Imagens das fendas foram adquiridas em
Oh, 16h, 24h e 48h com microscopio Axio Vert.Al Zeiss, em lente 10x, e a area calculada com
ImageJ Fiji (SCHINDELIN et al., 2012). A migracdo celular foi calculada por meio da
porcentagem de abertura da fenda, usando a equacao Ah x 100/T0, em que Ah ¢ a area da risca

em diferentes tempos de incubacdo, e TO a area logo ap0s a realizacdo da ferida.

3.7.3 Migracéao Celular Transwell

Neste ensaio, utilizamos cadmara de Boyden contendo insertos de membrana
translicida com poros de 8 pm (ThinCert™ 12 well translucent PET membrane RoTrac®;
Greiner Bio-one®) (BOYDEN, 1962). Assim, as células (2x10°/poco) foram adicionadas a
parte superior do inserto, em meio sem soro. Uma parte das células MDA-MB 231 wild type
foram tratadas com DisBa-01 (1000 nM). Em seguida, os insertos foram colocados em pocos
de placa de 12 pocos, contendo meio com soro, com excecao do controle negativo, o qual foi
inserido em meio sem soro. A migragdo ocorreu por 16h a 37 °C, 5% CO». As células que
migraram foram fixadas com paraformaldeido (4%, por 10 minutos) e seus nlcleos corados
com DAPI. As membranas foram montadas em laminas histologicas e as imagens foram
adquiridas nos microscopios ImageXpress XLS System (Molecular Devices) e Microscopio
Invertido Zeiss LSM880 Airyscan (Carl Zeiss AG, Germany), ambos em lente 10x, e 0s nlcleos
contados usando ImageJ Fiji.

3.8 Zimografia

Para checar a atividade potencial de metaloproteases de matriz (MMPs), foram
utilizados o meio de cultivo celular dos experimentos de migracao celular por wound healing e
em camera de Boyden, seguindo protocolo ja estabelecido em nosso laboratorio (CASALI et
al., 2022; LINO et al., 2019). Dessa forma, ao final dos ensaios celulares, o meio de cultivo foi
coletado e quantificado com o kit de BCA (Pierce™ BCA Protein Assay, Thermo Scientific).
10 pg de amostra foram misturados em tampao sem B-mercaptoetanol (BromoFenol Blue 0,1%,
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TrisHCI 1,125 M em pH= 6,8, glicerol, agua), e resolvidos em gel poliacrilamida 10% contendo
0,01% gelatina, a 4°C. O gel foi lavado duas vezes com solucdo de Triton X-100 (2,5% em
agua) e incubado em tampéo de incubacdo (Tris 50mM, CaCl, 5mM, ZnClz 1uM) por 20h,
37°C. Apos, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 e descorado com solucdo de 10%
acido acético: 10% metanol: 80% agua. As bandas descoradas/claras foram visualizadas e
adquiridas por meio do ChemiDoc™ XRS, Bio-Rad, e quantificadas por densitometria usando
ImageJ Fiji (SCHINDELIN et al., 2012).

3.9 Analise Estatistica

No minimo trés experimentos independentes (em triplicata ou duplicata técnicas)
foram realizados, sendo todos analisados quanto a sua significancia estatistica pelo
software GraphPad Prism (versdo 8.0.1). Os dados foram submetidos & identificacdo de
outliers, bem como a verificacdo de normalidade. Em caso de lognormalidade, os dados foram
transformados em logl0 e submetidos a analise como dados paramétricos. Em caso de
normalidade, realizou-se o teste paramétrico ANOVA one-way com pds-teste de mdaltiplas
comparacOes de Tukey. Caso os dados fossem ndo paramétricos, seguiu-se o teste estatistico de
Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Para ambos os casos, valores de p < 0,05 foram

considerados com significancia estatistica.

4 RESULTADOS

4.1 Validagdo do silenciamento da subunidade 3

Neste trabalho, geramos cinco tipos de lentivirus contendo o ShRNA ITGB3, cada
um idéntico a uma regido do mRNA da proteina, com 100% de identidade (residuos similares,
ou matchs), verificados por meio da ferramenta de alinhamento Blastn (Figura 10-A) seguindo
0 cbdigo de acesso referenciado do NCBI: NM_000212.3. Assim, trés dos sShRNAs possuem
similaridade com a regido codificante, que se inicia no 36° nucleotideo estendendo-se até o

2.402. Os outros dois encontram-se na porcao nédo codificante do mRNA.
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A fim de verificar os efeitos do silenciamento sobre a expressdo génica da
subunidade B3 nas linhagens de MDA-MB 231 selvagem (WT), controle de transdugdo (ShRNA
control) e na knockdown (B3KD), realizamos RT-gPCR. A expressdo do mRNA da proteina na
linhagem controle (shRNA control) ndo sofreu alteracfes quando comparada a linhagem
selvagem, garantindo assim que a maquinaria de silenciamento ndo interferiu na sintese de 3.
Por outro lado, as linhagens silenciadas apresentaram uma porcentagem diferenciada de
silenciamento: 69% para a B3KD 3235, 24% para a B3KD 3236, 61% para B3KD 3238 e 84%
para B3KD 318548. Somente as linhagens 3235 e 318548 obtiveram reducao com significancia
estatistica (p = 0,0002) da quantidade de RNAm da integrina B3 quando comparadas ao tipo
selvagem e ao controle (Fig. 10-B). Devido a diferencas e manutencdo do silenciamento,
empregamos neste trabalho apenas uma das linhagens produzidas, sendo ela a denominada
3235.
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Figura 10 - Validacdo do silenciamento a nivel transcricional e proteico
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A) Esquema do local de alinhamento dos shRNA’s no mRNA da integrina 3. A regido codificante (CDS) se
inicia no nucleotideo 36 estendendo-se até 0 2.402. B) Expressao relativa do RNAm da integrina 3 em linhagens
de MDA-MB 231. Estatistica aplicada: One-Way ANOVA, post test Tukey, sendo “a” significativamente diferente
a WT e “b” significativamente diferente a sShRNA. Os dados estio representados como média com o desvio padrao
da média. C) Foto da membrana mostrando a presenca da integrina nos lisados das células MDA-MB-231
selvagem e shRNA, e auséncia de bandas nas células silenciadas (B3KD 3235). D) Quantificacdo da intensidade
das bandas de f3 normalizada com a proteina constitutiva GAPDH. Valores de p<0,05 foram considerados com
significancia estatistica e analisados por meio de variancia ANOVA utilizando-se o teste One Way com post-hoc
de Tukey. Os dados estéo representados como média com o desvio padrdo da média. E) Imagens de microscopia
confocal de células MDA-MB-231, linhagem selvagem (esquerda) e silenciada (direita), plaqueadas em coating

de poli-D-lisina (acima) e fibronectina (abaixo). Imunomarcagdo dos nucleos com DAPI (azul) e da integrina 3
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(verde), seguido da imagem combinada dos dois filtros. Barra de escala: 20 um. F) Quantificagdo da integrina 33
em condi¢Bes sem coating (p<0,0001) e G) semeadas em FN (p=0,0044), por imunofluorescéncia. Estatistica
aplicada: Teste ndo paramétrico de Mann Whitney. Os dados estdo representados como mediana com amplitude

interquartil.

Ao analisar a expressdo em nivel de proteina por western blotting, verificamos

reducdo da 3 na linhagem silenciada, de cerca de 83% (Figura 10-C e D).

Além disso, o silenciamento da subunidade de integrina B3 foi validado pela
aquisicdo de imagens de imunofluorescéncia, por microscopia confocal (Figura 10-E). A
linhagem silenciada MDA-MB-231 B3KD apresentou visualmente redugdo de fluorescéncia
referente a integrina B3, em comparagdo ao controle selvagem, em ambas as superficies de
adesdo (poli-D-lisina e fibronectina). Ao quantificarmos as imagens, verificou-se reducédo de
72,2% da fluorescéncia da integrina nas células silenciadas em PDL, e em aproximadamente
49% em FN, confirmando os resultados obtidos anteriormente de reducdo importante da

producdo da integrina 33.

4.2 Citometria de Fluxo

Com o silenciamento da subunidade B3, questionamos se esse procedimento
afetaria a expressao de outras subunidades de integrina. Para tal, foi realizada a

imunofenotipagem das principais subunidades de integrinas por citometria de fluxo.

A figura 11-A sumariza a média das porcentagens das subunidades de integrinas nas
diferentes linhagens de MDA-MB-231, comparando as celulas ndo marcadas (histogramas
vazados) e marcadas (histogramas pintados) para as subunidades 1, al, av, a2 e a5. O
descolamento dos picos dos histogramas para a direita indica a presenga das subunidades
testadas, sendo que a subunidade B1, al e a5 mostraram uma porcentagem maior, indicando
sua predominéncia (Figura 11-B). Com relacdo as trés linhagens da MDA-MB-231 (WT,
shRNA e B3KD), as quantidades das subunidades mostraram-se semelhantes. As trés células
apresentaram expressao da subunidade a1 variando de 37% a 55%; ja a a2 com cerca de 97%.
A expressao da subunidade av nas linhagens foram proximas a 40% e da subunidade a5 ficou
aproximadamente 95% em todas as linhagens. Por fim, a subunidade Pl foi de

aproximadamente 90%.
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J& quando comparamos as populagdes marcadas para as subunidades entre as
diferentes linhagens celulares (B3KD 3235, WT e shRNA) identificamos um aumento nas
subunidades B1 (33,37%), al (15,16%) e o5 (25,84%) indicado pelo deslocamento do gréfico

cinza para a direita do gréfico vermelho na figura 11-B.

Figura 11 - Andlise do perfil da expressdo de algumas integrinas nas linhagens celulares MDA-MB 231
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A) Histogramas das subunidades B3 (verde), B1 (laranja), al (roxo), av (azul), a2 (rosa) e a5 (amarelo) com suas
respectivas porcentagens em cada célula. A curva em vermelho representa o controle ndo marcado, para exclusao
da autofluorescéncia celular. B) Histogramas para compara¢do da expressdo entre as células silenciadas (curva em
cinza) e os controles (selvagem e shRNA control — média representada pela curva vermelha). A média da
porcentagem das diferencas entre as populac@es esta indicada no canto superior direito de cada grafico. Estatistica
aplicada: Overton % Positive (inserida na plataforma Compare Populations do software FlowJo), que calcula a
porcentagem de eventos que sdo considerados como tendo fluorescéncia positiva para o pardmetro selecionado

subtraindo a fluorescéncia dos controles.

4.3 Ensaios Funcionais

4.3.1 Inibicdo da Adesao

Buscando estudar a capacidade de adesdo da linhagem silenciada a diferentes
proteinas que compdem a MEC, células de trés linhagens de MDA-MB-231 (WT, shRNA e
B3KD 3235) foram testadas contra quatro componentes de MEC isolados: fibronectina,
laminina, colageno tipo | e vitronectina. A linhagem MDA-MB-231 KD3 3235 apresentou
maior adesdo a fibronectina e ao colageno do tipo I (Figura 12-A e B), com aumento médio de
58% e 83%, respectivamente. Por outro lado, ndo apresentou diferencas significativas na adesao
a laminina (Figura 12-D). A célula silenciada também ndo apresentou diferencas estatisticas na
adesdo a vitronectina, principal ligante da integrina avp3, sugerindo que a adesdo celular a esse

componente pode estar sendo auxiliada por outros fatores.

Figura 12 - Porcentagem de adeséo celular a diferentes proteinas da MEC
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Gréficos indicando a porcentagem da adesdo das células empregadas a proteinas da MEC, sendo elas (A)
fibronectina e (B) ao colageno do tipo I, (C) vitronectina e (D) laminina. Estatistica aplicada: ANOVA one-way
com pos-teste de Tukey, sendo “a” significativamente diferente a WT, “b” significativamente diferente a ShRNA

e “ns” sendo ndo significativo. Os dados estio representados como média com o desvio padrdo da média.

4.3.2 Migragao Celular

Investigamos o comportamento de motilidade celular por dois métodos distintos, a
fim de averiguar os diferentes mecanismos de migracéo coletiva e de células individualizadas.
A migracéo celular coletiva é um marco da invasdo de células tumorais e metastaticas e foi

avaliada por ensaio de wound healing (GRADA et al., 2017).

Apos 16h, a linhagem silenciada apresentou uma maior porcentagem de migracao
guando comparada ao controle de silenciamento (ShRNA control) e ao tratamento com DisBa-
01, nos tempos subsequentes esta linhagem né&o apresentou diferencas em relagdo ao controle.
As células tratadas com DisBa-01 apresentaram efeito inverso, inibindo a migragéao celular em
16h e 24 h.

Figura 13 - Alteracdes na migragdo celular por Wound Healing, comparando as células silenciadas e células WT
tratadas com o inibidor DisBa-01.
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A) Imagens representativas do fechamento da ferida ap6s Oh, 16h, 24h e 48h. As imagens foram adquiridas por
microscopia de campo claro, na objetiva de 10x. Barra de escala de 200 uM. A migracéo celular foi determinada
pela area da fenda, considerando o momento Oh como 100% e os valores subsequentes como porcentagem da area
inicial do risco. Quantificacdo da area da fenda ap6s B) 16h; C) 24h; e D) 48h. Valores de p < 0.05 foram
considerados estatisticamente significantes quando comparados a linhagem selvagem, WT (a), ao controle de
silenciamento shRNA control (b), a linhagem silenciada (c) e a linhagem selvagem tratada com DisBa-01 na

concentracdo de 1000nM (e). Os dados estdo representados como média + desvio padrao.

Ao avaliar a migracdo por quimiotaxia pelo ensaio transwell observamos uma
reducdo da migracdo na linhagem silenciada, de 35,4% e 64% de inibigdo nas células tratadas
com DisBa-01 (1000 nM) (Figura 14-A e B).
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Figura 14 - Avaliacdo da migracéo celular Transwell.
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A) Imagens representativas de células MDA-MB-231 plaqueadas em camara de Boyden para andlise de migragéo
celular. Como controles, células MDA-MB-231 WT foram plaqueadas em camaras sem quimioatraentes (Ctrl -) e
camara com quimioatraentes (Ctrl +) no compartimento inferior. Células MDA-MB-231 da linhagem shRNA
control ¢ KDPB3 3235 foram comparadas com células da linhagem WT tratada com DisBa-01 (1 pM),
considerando-se o controle positivo como 100%. Barra de escala: 100 um. B) Quantificacdo do indice de migracéo
celular, obtido mediante normalizacdo dos resultados obtidos da contagem global de ndcleos de cada condicao
com os valores obtidos pelo controle positivo. Resultados estatisticamente relevantes (p>0.05) quando comparados
ao (a) controle negativo, (b) controle positivo, (c) shRNA control, (d) KDB3. Dados apresentados nos graficos
como média * desvio padrao.

4.4 Deteccédo da atividade de MMPs por Zimografia

As metaloproteases de matriz medeiam a migracéo e invasdo das células, por meio
da degradacdo e remodelamento da MEC, modificando o microambiente tumoral para a
migracdo (BAUVOIS, 2012; DAS; et al., 2017). Nesse sentido, avaliamos a atividade
proteolitica dos meios condicionados oriundos dos experimentos de migragéo celular (Wound
Healing e migracdo Transwell). Identificamos nos dois ensaios atividade de ambas as
gelatinases de interesse: a gelatinase A, MMP-2, de 65 kDa e a B, MMP-9 de 82 kDa
(BAUVOIS, 2012). A concentracdo de MMP-9 foi significativamente distinta em ambos 0s

experimentos com a linhagem silenciada apresentando uma dréstica reducgdo na atividade desta
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gelatinase (Figura 15 A-B e D-E). Por outro lado, o tratamento de DisBa-01 (1000 nM) em
células MDA-MB 231 WT gerou leve aumento na quantidade de MMP-9 (7%). A atividade de
MMP-2 ndo foi alterada entre os grupos testados em ambas migracgdes.

Figura 15 - Detecgdo das MMPs gelatinases dos ensaios de migrag&o celular
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A) Zimograma representativo identificando atividade das gelatinases MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (72 kDa) do
meio condicionado resultante do ensaio de migracdo celular por Wound Healing, bem como o meio de cultivo
empregado. (B-C) Quantificacdo das bandas degradadas referentes a (B) MMP-9 e (C) MMP-2 no ensaio de wound
healing. Dados apresentados como média + desvio padrdo. D) Zimograma representativo identificando as mesmas
gelatinases (MMP-9 e MMP-2) a partir do meio condicionado do ensaio de migracdo Transwell. (E) Quantificacdo
das bandas degradadas relativos a MMP-9. Estatistica aplicada: Kruskal-Wallis, pos teste de Dunn’s. Os dados
estdo representados como mediana e intervalo interquartil. (F) Gréfico da quantificacdo das bandas degradadas
pertinentes a MMP-2. Estatistica: One Way ANOVA, com teste de mdltiplas comparacdes de Tukey. Dados
representados como média + desvio padrdo. Resultados estatisticamente relevantes (p<0,05) em comparacdo a

linhagem controle (a), ao controle de silenciamento (b), e a linhagem selvagem tratada com DisBa-01 (1000 nM).

5 DISCUSSAO

Integrinas sdo proteinas de adesdo e de sinalizagdo celular, que conectam as células
a MEC, nos chamados integrin adhesion complexes (IACs), os quais estdo envolvidos em

diversos processos fisiologicos como migracdo celular, remodelamento da matriz e
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mecanosensibilidade (SLACK; et al., 2021, MISHRA; MANAVATHI, 2021). A integrina
aVvp3, particularmente, tem uma fun¢do importante na progressao de tumores de mama, atuando
no controle de motilidade e adesdo a componentes de matriz. Visando evidenciar o papel dessa
proteina em comportamentos celulares que promovem a metéstase, no presente trabalho
desenvolvemos com sucesso uma linhagem tumoral de mama triplo-negativa com

silenciamento estavel para a subunidade B3 de integrinas.

Neste trabalho silenciamos a subunidade B3 por meio da técnica de silenciamento
com RNAi (RNA interference) ou silenciamento pos transcricional (HANNON, 2002)
utilizando o sistema de lentivirus como o meio de entrega do transgene. O lentivirus utilizado,
da familia Retroviridae, permite que os SshRNA sejam integrados ao genoma e gerados
endogenamente pela maquinaria de transcricdo da célula hospedeira (MANJUNATH et al.,
2009). Os shRNA estdo sob controle do promotor U6 humano, que dirige a transcri¢do pela
RNA polimerase Ill. Dessa forma, os ShRNA transcritos sdo transportados para o citoplasma
pela proteina exportina-5, e neste compartimento, sdo reconhecidos pela enzima DICER (uma
nuclease que cliva moléculas de RNA dupla fita) que quebra o shRNA transformando-o em
siRNA. Os siRNA (small interfering RNA) sdo reconhecidos pelo complexo de silenciamento
induzido por RNA (Complexo RISC), formado por varias enzimas como a Argonauta (Argo),
que se liga ao siRNA. Por similaridade, o complexo siRNA+Argo reconhece a regido similar
do seu mRNA alvo, levando a sua clivagem e degradagéo via complexo RISC (MANJUNATH
et al., 2009).

A reducdo na expressdo da integrina B3 foi constatada a niveis transcricional e
proteico, por meio de trés técnicas distintas: RTqPCR, western blotting e quantificacdo da
integrina por fluorescéncia. Em paralelo, desenvolvemos um controle negativo de
silenciamento que também desencadeia a ativacdo do complexo RISC, porém ndo degrada
outros mMRNA humano. Dessa forma, atribuimos os resultados obtidos nesse trabalho
exclusivamente a redugdo da expressdo da subunidade B3. Trabalhos prévios em outras
linhagens celulares com estratégias de knockdown distintas demonstraram o silenciamento
efetivo e ndo-citotoxico da integrina B3 (KOVACHEVA etal., 2021; L1 etal., 2016; PARVANI
et al., 2013). A checagem da viabilidade celular anteriormente a cada experimento mostrou que
o0 silenciamento da integrina ndo foi toxico para a linhagem. Um ponto importante a ser

ressaltado € que ndo foi possivel avaliar potenciais efeitos fora do alvo, ou off-targets,
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potencialmente intrinsecos ao procedimento, como fenotipos indesejados (QIU, 2005; SEOK
etal., 2018)

O silenciamento de integrinas interfere diretamente na adesao celular, que consiste
na capacidade de interagdes diretas entre células ou com a MEC, possibilitando a comunicacéo
e regulacéo celular para a manutengéo dos tecidos (KHALILI; AHMAD, 2015). Observamos
que o silenciamento da subunidade B3 levou ao aumento da adesdo ao COL tipo I e FN, sem
alteracdes em VN e LAM. Sugerimos que o aumento da adesd@o da linhagem silenciada a FN e
COL I possa ser resultante da compensacdo de integrinas 1, a5, considerando-se que a ligagao
ao colageno se da pela ligacdo a a21 e a FN por ligacdo a a5p1. Ha estudos que demonstraram
tal comportamento apés silenciamento de alguma subunidade (PAN et al., 2018). Parvani e
colaboradores (2013) demonstraram que o silenciamento da subunidade B1 leva a
superexpressdao de B3 nas células tumorais de mama MDA-MB 231 (humanas e 4T1BM2
(camundongo). Além disso, Sarrazy, et al. (2014) demonstraram compensacao entre as
subunidades B3 e B5, sem alterar niveis de av. Dessa forma, o aumento da adesdo constatado
neste estudo pode estar relacionado a associagdo da subunidade av com outras subunidades 3
diferentes da 3. Suspeitamos particularmente das integrinas que contenham as subunidades 1
e av, como as integrinas avp1, aSp1, a8B1, avP5 e avp6, que sdo receptores de fibronectina; e
as integrinas a2P1 e alfl, receptores de colageno tipo I (BARCZYK; CARRACEDO;
GULLBERG, 2010). Aqui, observamos o aumento das subunidades al, a5 e B1, sugerindo
assim, a compensacdo destas integrinas na linhagem silenciada. Entretanto, estudos mais
aprofundados serdo necessarios para comprovar esta compensacdo e sua influéncia nos

resultados observados nos ensaios funcionais.

Além das integrinas, metaloproteases MMP-9 e MMP-2 sdo encontradas em niveis
elevados no cancer de mama (BAUVOIS, 2012; LI et al., 2017). Particularmente, a expressdo
de MMP-9 é maior nos subtipos basais ou triplo negativo, contribuindo para o seu desfecho
clinico desfavoravel (YOUSEF et al., 2014). Neste estudo, verificamos uma tendéncia ao
aumento de MMP-9 no tratamento com DisBa-01 (1000 nM). Estudos anteriores de nosso grupo
com essa desintegrina também demonstraram aumento de MMP-9 em células tumorais de
mama humano e murino (CASALI et al., 2022; LINO et al., 2019; MONTENEGRO et al.,
2012), corroborando nossos resultados. Além disso, 0s autores demonstraram que DisBa-01
diminui a expressao de MMP-2 nestas linhagens celulares, algo que ndo foi observado nos

NOSSOS ensaios.
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Integrinas e MMPs se correlacionam ao promover a migracéo e invasao celular
(DAS etal., 2017). Rolli e colaboradores (2003) demonstraram a rela¢do da integrina av33 com
a MMP-9 na linhagem tumoral de mama MDA-MB-435 na promocéo da migracao celular. Os
autores verificaram que a integrina ativa libera MMP-9 madura, e as células apresentam uma
alta migragéo em fibrinogénio. Em contrapartida, ao gerarem uma variante de MDA-MB-435
com baixa expressdao da subunidade B3, obtiveram auséncia de produgao da MMP-9 madura,
com baixa capacidade de metastatizar e migrar em direcdo ao fibrinogénio (ROLLI et al., 2003).
Além disso, Carter e colaboradores (2015) também verificaram reducdo de MMP-9 ap6s o
silenciamento de B3 na linhagem tumoral de mama murino 4T1BM2 (CARTER et al., 2015).
Dessa forma, nosso trabalho é corroborado, visto que encontramos baixa atividade de MMP-9
na linhagem silenciada (B3KD).

A migracéo celular ¢ um marco da invasao de celulas tumorais e do surgimento de
metastases, e depende diretamente da interacdo entre integrinas e a MEC (BUI et al., 2019;
GRADA et al., 2017; HAMIDI; IVASKA, 2018). Nesse sentido, buscamos estudar o papel do
silenciamento da B3 em duas formas de migracao celular. No trabalho de Ray e colaboradores
(2014), os autores demonstraram que a migracgao coletiva depende das integrinas a5pB1, avp3 e
avp5, sendo que antagonistas de avp3 e avp5 aumentaram a migragdo na linhagem U87MG.
Em contrapartida, o antagonista de a5p1 reduziu a migragdo dessa linhagem tumoral (RAY et
al., 2014). Neste trabalho, ndo observamos diferencas na reducéo da migracao celular coletiva,
diferentemente de outros estudos (SESE et al., 2017); dessa forma, sugerimos que o
silenciamento da B3 provavelmente ativa outras integrinas, como as supracitadas, promovendo
assim a migracdo. Em comparacdo, ao investigarmos a migracdo de células individualizadas
por método transwell, verificamos reducdo da migracdo da linhagem silenciada, concordando
assim, com trabalhos similares (REUFSTECK et al., 2012). Cada integrina esta envolvida com
certas caracteristicas no processo de migragao celular, sendo que a integrina 3 ¢ descrita estar
relacionada a direcionalidade da migracdo (AYAMA-CANDEN et al., 2022; MONTENEGRO
et al., 2017; MORGAN et al., 2009). Isso justifica a reducdo observada na migracéo transwell

das células B3KD e nao no wound healing, em que ha predominio da ac&o de outras integrinas.

Em alguns ensaios, utilizamos a desintegrina DisBa-01 como ferramenta de

bloqueio da integrina avf3, cujos efeitos no comportamento e sinalizagdo celular j4 sdo bastante
consolidados na literatura (ALTEI et al., 2020; CASALI et al., 2022; DANILUCCI et al., 2019;
LINO et al., 2019; MONTENEGRO et al., 2017). Aqui observamos respostas distintas no
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comportamento celular da integrina B3 quando silenciada e bloqueada por DisBa-01. Uma
possivel explicacdo, é que, cada intervencgéo adotada neste trabalho, levou a célula a adotar uma
reacao diferenciada, gerando os resultados observados. No caso do silenciamento, a auséncia
de B3 levou a célula a compensar com outras subunidades de integrinas, que assumiram o
controle dos comportamentos analisados. Por outro lado, com a inatividade da integrina avp3
devido ao seu bloqueio, vias de sinalizacdo dependentes dela podem ter sofrido alteracdes,
como FAK/SrC/Paxilina, ERK1/2 e PI3K, desencadeando os eventos significativamente
inibitdrios, como ja bem estudado por nosso grupo (AKHTAR et al., 2021; DANILUCCI et al.,
2019; LINO et al., 2019).

Sabe-se que DisBa-01 possui afinidade as integrinas avp3 e a5p1, sendo 100x mais
efetiva para ligagdo a avp3 (MONTENEGRO et al., 2017). Entretanto, essa seletividade pode
ser perdida em altas concentragdes, quando o0 excesso de proteina pode permitir sua interacao
com outros ligantes. Assim, os resultados obtidos com DisBa-01 (1000 nM) provavelmente
devem-se ao bloqueio de outras integrinas que, em conjunto, geram uma resposta celular

bastante significativa.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, pudemos confirmar o sucesso do silenciamento estavel da
subunidade B3 de integrinas em uma linhagem humana triplo-negativa de tumor de mama,
MDA-MB-231. A reducéo desta proteina levou a alteragdes no comportamento celular (Figura
16), dentre eles: aumento da adesdo a componentes especificos da MEC e nos padrBes de
migracao celular. Além disso, levou a uma drastica reducdo da atividade de MMP-9. Essas
respostas verificadas sdo condizentes com o observado na literatura. Dessa forma, a geracéao
dessa nova linhagem celular abre perspectivas de seu uso como ferramenta em estudos futuros

da biologia basica do cancer de mama.

Figura 16 - Efeitos verificados apos silenciamento o gene ITGB3 em MDA-MB-231
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O silenciamento parcial do gene ITGB3, que codifica a subunidade B3 de integrinas afeta os comportamentos
celulares de MDA-MB-231 aumentando a adesdo a FN e COL |, bem como aumento da migracéo celular coletiva.
Entretanto, houve diminuicdo da migracdo por quimioatratente e da atividade da MMP-9, fatores intimamente

relacionados a 3. Além disso, verificamos aumentando da expressdo de algumas subunidades de integrinas (como
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B1, al, a2) que podem estar envolvidas na alteragdo dos comportamentos celulares observados. Autoria prdpria,

criado em BioRender.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1 — Mapa do vetor VSV-G

Figura 17 - Mapa do plasmideo de enveope VSV-G
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Mapa do vetor plasmidial de envelope VSV-G, de 5551 bp, contendo as regides de ligacdo para enzimas de

transcrigdo, genes de resisténcia a ampicilina para propagacdo em bactérias. O plasmideo expressa a proteina G

do virus da estomatite vesicular (VSV-G) cuja regido esta representada em vermelho vinho, estando sob o promotor

CMV (citomegalovirus humano). Fonte: REYA, et al., 2003 e AddGene.
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8.2 Anexo 2 - Mapa do vetor pLP1
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Figura 18 - Mapa do plasmideo pLP1
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Mapa do vetor plasmidial de embalagem, de 8889 bp, contendo as regifes de ligacdo para enzimas de transcrigéo,

genes de resisténcia a ampicilina para propagagdo em bactérias. O vetor possui 0s genes virais de HIV-1 gag

(proteinas essenciais para o capsideo viral) e pol (expressa as enzimas essenciais para 0 virus, como a transcriptase

reversa (RT), integrase e uma protease especifica viral) que ndo estdo demonstradas na imagem. Fonte: AddGene.
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8.3 Mapa do vetor pLP2

Figura 19 - Mapa do plasmideo pLP2
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Mapa do vetor plasmidial de empacotamento, de 4180 bp, contendo as regiGes de ligacdo para enzimas de
transcrigdo, gene de resisténcia a ampicilina para propagacdo em bactérias (regido em vermelho). O plasmideo

expressa gene rev HIV-1 (ndo demonstrado). Fonte: AddGene.
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8.4 Anexo 4 — Mapa dos vetores de transcri¢cdo do Sistema ShRNA MISSION®

Figura 20 - Mapa dos plasmideos de transfeccéo
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Esquema geral dos plasmideos de transfeccdo empregados neste trabalho, cujo esqueleto é do vetor pLKO.1. Na
parte superior, esta representada uma sequéncia qualquer demonstrando o local em que o gene de interesse esta
clonado, downstream ao promotor U6 humano. O plasmideo também possui gene de resisténcia a puromicina
(azul a direita) sob o promotor da fosfoglicerato quinase 1 (hnPGK). Na regido inferior da imagem, é demonstrado
a estrutura de um shRNA gerado pelo plasmideo, com o loop para posterior clivagem, e as fitas sense e antisense

para reconhecimento do mRNA alvo. Fonte: Sigma-Aldrich.

63



64

8.5 Anexo 5 — Mapa do vetor de transfeccdo controle de silenciamento Sistema shRNA
MISSION®

Figura 21 - Mapa do vetor de transfecc¢do do controle de silenciamento
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O vetor de transfeccdo para producdo da linhagem controle de silenciamento (ShRNA control) possui a mesma
estrutura dos outros plasmideos de transfeccdo, com o promotor U6 humano (em roxo na parte superior do

plasmideo), promotor hPGK (verde) e o gene de resisténcia puromicina (azul). Fonte: Sigma-Aldrich.
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