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RESUMO
A metéstase depende de uma série de processos celulares tais como adesdo celular, a
migracdo transendotelial e proliferagdo em um novo sitio. Esses eventos sdo mediados
principalmente por integrinas, que sdo receptores de adesdo presentes na superficie
celular, responsaveis pela ligagdo entre a célula e a matriz extracelular. Desintegrinas
sd80 pequenas proteinas provenientes de venenos de serpentes, conhecidas por inibir a
acdo de integrinas e, consequentemente, inibem eventos inerentes a cascata metastatica
como a migracdo transendotelial. A DisBa-01 é uma desintegrina recombinante com
motivo adesivo RGD, proveniente do veneno de Rhinocerophis alternatus, que possui
afinidade pela integrina o3 € atividade anti-metastatica in vivo. Assim, este trabalho
teve como objetivos estudar o efeito da integrina o3 na migragéo transendotelial e na
adesdo de células tumorais da linhagem MDA-MB-231 em células endoteliais (HMEC-
1), sob condicg&o de fluxo pela utilizagdo da DisBa-01 como antagonista deste receptor.
Foram realizados ensaios de silenciamento génico com 5nM de siRNA/ITGB3 e
lipofectamina 2000 (Invitrogen) como agente transfectante. Também foram realizados
ensaios de adesdo celular sob condigdo de fluxo, migracdo transendotelial e interagédo
através de time lapse com células tumorais da linhagem MDA-MB-231 (silenciadas ou
ndo) tratadas com DisBa-01 nas concentracfes de 10, 100, 500 e 1000nM. O
silenciamento da integrina B3, assim o tratamento com DisBa-01 nas concentragdes de
500 e 1000nM, inibiu a adeséo das células MDA-MB-231 as HMEC-1, sob condicéo de
fluxo e a migracdo transendotelial. A interacdo entre a DisBa-01 e as células tumorais
foi visualizada somente com celulas ndo silenciadas e tratadas com 1000nM de
desintegrina. Assim, é importante a utilizagdo da DisBa-01 em diferentes linhagens
celulares e modelos in vivo para melhor elucidagdo dos seus efeitos como possivel

droga anti-metastatica.



ABSTRACT

Metastasis depends on several physiological processes such as cell adhesion,
transendothelial cell migration and proliferation. These events are mediated mostly by
integrins, which are adhesion receptors present on cell surface and responsible for cell-
extracellular matrix (ECM) binding. Disintegrins are small proteins from snake venoms,
known to inhibit integrin action and therefore metastatic events such as transendothelial
cell migration. DisBa-01 is a recombinant RGD disintegrin from Rhinoceraphis
alternatus venom gland, with high affinity to the oyfB3 integrin and anti-metastatic
activity in vivo. Thereby, the aim of this work was to investigate the effect of of3
integrin in cell transendothelial migration and cell adhesion under flow of MDA-MB-
231 tumor cell line using DisBa-01 as o3 integrin antagonist. The B3 subunit was
knockdown by 1uL siRNA/ITGB3 and lipofectamine 2000 (Invitrogen) was used as
transfection agent. Additionally cell adhesion under flow, transendothelial migration
and time lapse assays were performed using MDA-MB-231 cell line (silenced or not)
incubated with 10, 100, 500 and 1000nM of DisBa-01. The B3 integrin knockdown and
treatments with DisBa-01 at 500 and 1000nM significantly inhibited cell adhesion as
well as the transendothelial migration. The interaction between DisBa-01 and tumor
cells was visualized only with 1000nM of disintegrin and not silenced cells. Therefore,
it is important using DisBa-01 in different cell lines and in vivo to elucidate more

aspects of its effects as anti-metastatic drug.
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1. INTRODUCAO

1.1.Céancer

O céncer é uma doenca multifatorial caracterizada pelo acimulo de altera¢des genéticas e
epigenéticas, afetando vérias vias de sinalizacdo celulares (CHIA et al., 2010). Trata-se de uma
das principais causas de mortes, apesar dos grandes esfor¢cos mundiais para desvendar o0s
mecanismos celulares e moleculares que envolvem a tumorigénese (PAVELIC et al., 2011).
Pesquisas da Organizacdao Mundial da Saude (OMS) revelam um aumento do nimero de mortes
causadas pelo cancer, com uma estimativa de 13,1 milhdes de casos em 2030. Além disso,
aproximadamente 70% dos casos, ocorrem nos paises caracterizados como de baixa e média
rendas (www.who.int — acesso em 17 de setembro de 2012).

O céancer se forma a partir de uma Unica célula, que sofre transformacgdes em um processo
com multiplas etapas. Tipicamente ocorre uma progressdo de uma lesdo pré-cancerosa para um
tumor maligno e estas mudancas sao resultantes da interacdo de fatores genéticos e ambientais.
Estes Gltimos consistem em trés principais agentes: i) fisicos, como a luz ultravioleta e a radiacdo
ionizante; ii) quimicos, como asbesto, componentes da fumaca do tabaco e arsénico; e iii)
bioldgicos, como infecgdes por certos virus, bactérias ou parasitas. Um outro fator importante
para o desenvolvimento do cancer é a maior expressao de oncogenes, uma vez que, além de
aumentarem 0s riscos para aquisicdo de certos tumores, ha uma tendéncia de diminuicdo da
eficacia do reparo celular durante as suas divisdes (ALBERTS, et al., 2008).

A progressdao do cancer € um processo complexo e com muitas etapas, que inclui o
crescimento tumoral, a migracdo, invasdo, angiogénese e metastase. A angiogénese, processo de
formacdo de novos vasos sanguineos, € essencial permitindo o crescimento do tumor e

viabilizando a metastase. Além disso, ocorrem estimulagdes reciprocas para a multiplicacéo de
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celulas tumorais e endoteliais, mediadas pela secrecdo de fatores de crescimento (CAO, 2001).
Em contrapartida, quando a formag&o de novos vasos é inibida, o volume tumoral fica restrito a
um estado dormente com cerca de 2 mm® (HOLMGREN et al., 1996; ELLIS & FIDLER, 1996).
J& a formacgdo de um novo sitio tumoral envolve um processo metastatico, o qual consiste em
uma série de processos bioldgicos discretos, em que células tumorais se deslocam do tumor
primario para outro tecido ndo-adjacente, onde se desenvolve um novo microambiente tumoral
(LE et al., 2010).

A presenca de uma lesdo metastatica indica um disturbio sistémico mais amplo e verifica-
se que mais de 90% das mortes por cancer é resultado da disseminacdo metastatica. Esta é
tratada com a extracdo do foco principal do céancer, seguida de radioterapia e quimioterapia,
métodos de tratamentos que frequentemente ndo sdo suficientes para a cura do paciente
(PAVELIC et al., 2011). Entretanto, apesar dos numeros referentes aos tratamentos e mortes por
cancer, ndo existe ainda uma droga efetiva contra a disseminagdo metastatica no mercado, e
poucas estdo em fase de desenvolvimento experimental (clinicaltrials.gov — data de acesso 21 de
setembro de 2012).

Essa dificuldade na elaboracdo de medicamentos que atuem inviabilizando a
disseminacdo metastatica esta relacionada ao fato de que h&4 um conhecimento limitado sobre os
mecanismos moleculares envolvidos nas diversas etapas do processo metastatico. Com isso,
inimeros estudos ainda estdo em andamento para que sejam identificados alvos de acdo e
estabelecidas as bases para o desenvolvimento de drogas que consigam atuar no bloqueio dessas
cascatas de eventos da disseminagdo metastatica.

Durante este processo de disseminacdo metastatica, pelo menos cinco etapas essenciais

estdo bem definidas: 1) descolamento das células do tumor primario, provocada pela perda de
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moléculas de adesdo, e invasdo tumoral; 2) intravasamento; 3) sobrevivéncia na circulacéo
sanguinea e/ou linfatica, geralmente na forma de microagregados associados a plaquetas (a
formacdo destes agregados protegem as células tumorais do ataque de células NK — natural
killers — e aumentam a resisténcia ao estresse de cisalhamento); 4) adesdo ao endotélio seguida
de extravasamento; e 5) migracéo, adesdo e colonizagdo em novo sitio (PERRET & CREPIN,
2008; ALPHONSO & ALAHARI, 2009; LAUBLI & BORSIG, 2010; LE et al., 2010). Os
processos migratérios sdo dependentes da acdo de proteases capazes de degradar a matriz
extracelular. Estas proteases sdo expressas pelas células tumorais e permitem a migracdo e
invasdo de um novo microambiente alvo. Dessa forma, as células tumorais apresentam um
fendtipo diferenciado que as capacitam a interferir em seu habitat, modificando as interacOes

célula-célula e célula-matriz extracelular, assim, viabilizando o processo metastatico.

Tumor primario

Metastase

Figura 1 — A cascata metastatica. 0) Nicho pré-metastatico, 1) Células no sitio primario
sob transicdo epitélio-mesenquimal e com propriedades invasivas, 2) Degradacdo da membrana
basal e matriz extracelular (MEC), 3) Invasé@o celular individuais (3a) ou em grupo (3b), 4)
Intravazamento de células tumorais nos vasos proximos ao tumor, 5) Células tumorais séo
transportadas na circulagdo e aderem nos capilares (6). 7) As células extravazam e proliferam no
novo habitat (8). 9)Neste novo sitio, ha o requerimento de angiogénese e remodelamento da
MEC. Extraido e adaptado PEEPER, D. S. & GEIGER, T. R., 2009.
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Este processo depende também da receptividade do sitio secundario, no qual as células
tumorais se depositardo e formardo um novo foco tumoral. Este sitio secundario é denominado
por alguns pesquisadores como nicho pré-metastatico, pois fatores secretados pelas células
tumorais do sitio primario como SDF-1, TNF-a, TGF-B, VEGF-A, influenciam no recrutamento
de tipos celulares com elevada expressdo de moléculas como fibronectina, MMP-2, MMP-9,
S100A8, S100A9 e LOX. Estas por sua vez promovem o recrutamento de determinadas células
tronco, as quais contribuem para a formacao de um ambiente favoravel para a chegada de células

tumorais (PEINADO et al., 2011).

1.2. Microambiente tumoral

As células tumorais interagem ndo apenas com componentes da matriz extracelular
(MEC), mas igualmente com outros elementos celulares, como fibroblastos, células do sistema
imune, plaquetas e células endoteliais (ALPHONSO & ALAHARI, 2009). Dessa forma, foi
desenvolvido o conceito de que os tumores sdo ambientes nos quais células sadias e ndo sadias
residem e interagem ou sdo locais para onde essas células sdo recrutadas. Além disso, moléculas
secretadas por ambos o0s tipos celulares também sdo constituintes importantes nos
microambientes tumorais (MOHLA & WITZ, 2010). Esses componentes, somado aos materiais
solidos ndo celulares, como laminina, fibronectina, colagenos, dentre outras fibras da MEC, e
células estromais, formam um amaélgama que -caracterizam o0 microambiente tumoral
(ALPHONSO & ALAHARI, 2009).

Estudos recentes tém mostrado que o microambiente tumoral € também caracterizado
pela presenca de substancias soldveis (citocinas e quimiocinas), células tronco da medula dssea,

células tronco tumorais e microvesiculas e/ou exossomas celulares, cujo contetdo consiste de
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proteinas, RNAs mensageiros (MRNA) e microRNAs (miRNA). Este contetdo atua na
sinalizacdo, mediacdo imunoldgica, recrutamento celular e transferéncia horizontal de material
genético, 0 que torna 0s exossomas um importante fator na progressdo tumoral e metéstase.
Além disso, a acdo dos exossomas nas células tronco da medula promove uma alteracdo no
comportamento celular de tal forma que ocorre remodelamento do microambiente tumoral, além

de alteracgdes nas respostas do sistema imune (PEINADO et al., 2011).

9 g brony % Mastocitos £ @) Monbcitos com Células (0 Catutas epiteiais
da madula 6ss=a EAL/ expressio de TIE2 Endotsliais ‘\O/ normais
34842 Macrofazos @célms misloides @ Linfécitos ﬁ’j&//@ Pericito . _.f'b;j: Células tumorais
~ 2./ invastvas

:} Neutréfilos Iy o om0 e Fibroblastos _/\/\ Naaca . Contegotitis
7 J—mesenquimais sanguineos = jnfiticns

Figura 2 - Microambiente tumoral. Células tumorais, no sitio primario, cercadas por um
complexo microambiente, o qual contém células endoteliais, fibroblastos e uma variedade de
células tronco da medula 6ssea. Extraido e adaptado de JOYCE & POLLARD, 2009.

Desse modo, a disseminacdo metastatica € um processo que envolve a comunicagao

celular e interagdes adesivas entre as células e o microambiente tumoral. Neste sentido, 0s
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receptores de adesdo, principalmente as integrinas sdo moléculas que exercem papeis

fundamentais neste processo.

1.3. Integrinas

As integrinas sdo moléculas que, evolutivamente, sdo consideradas antigas, mas o estudo
delas é relativamente recente (BARCZYK et al, 2009). O nome integrina é proveniente da
importancia dessas moléculas na integridade da ligagdo do citoesqueleto com a MEC (HYNES,
2004). Constituem-se em receptores glicoprotéicos heterodiméricos provenientes da combinacéao
entre subunidades o (120 a 180kDa) e B (90 a 110kDa) através de ligacdo ndo covalente e que
necessitam de cations para a manifestacdo de suas atividades adesivas (PARISE et al., 2000;
HYNES, 2002). Cada subunidade apresenta 3 regides: regido extracelular, de glicosilacdo (700-
900 aminoacidos); regido transmembrana hidrofébica (20-60 aminoacidos) e uma regido
citoplasmatica envolvida em sinalizacdo intracelular e comunicacdo com o citoesqueleto

(HYNES, 2002)

~—  Regido Extracelular

Membrana 88 3

Ra Regido Transmembrana
Plasmatica

Regido Citoplasmatica

Figura 3 — Representacéo estrutural das subunidades de integrinas. Extraido e adaptado de
ALBERTS, et al., 2008.

21



As subunidades o e B ndo sdo homdlogas entre si, entretanto as subunidades o
apresentam similaridades, assim como as subunidades B também mostram regiGes conservadas
em suas cadeias de peptideos. As subunidades o s&o constituidas de um dominio de insercdo ou
interacdo, descrito como dominio-1 (com aproximadamente 200 residuos de aminoacidos),
localizado entre os dominios Il e I11. Nesta sequéncia foi encontrado um motivo MIDAS (sitio de
adesdo dependente de ion metalico), que esta relacionado com a interacdo das integrinas aos seus
respectivos ligantes (BARCZYK et al, 2009). Assim, a ativacdo das integrinas depende da
ligacdo de cations divalentes, como Ca®* ou Mg*".

A subunidade B contém quatro dominios: dominio PSI (plexin-sempahrin-integrin), um
dominio hibrido, um dominio-l like e uma regido de quatro repeticGes ricas em cisteinas
semelhantes ao fator de crescimento epidermal (EGF). O dominio-I like da subunidade 3 contém

um fon Mg?®* que é coordenado com o dominio MIDAS da subunidade o.

Membrana
Domimio I Subunidade o
Dominio I - like Subunidade
T | |
Dominio PSI Dominio !
Hibndo .-
Repetichesnicas
em clsteina

Figura 4 — Representacdo esquematica dos dominios das subunidades o € B de integrinas.
Extraido e modificado de BARCZYK et al, 2009.
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Em humanos sdo conhecidas 18 subunidades o e 8 subunidades f que se combinam para
formar mais de 24 dimeros de integrinas que se expressam diferencialmente em cada tipo celular
(SHIMAOKA & SPRINGER, 2003; DESGROSELLIER & CHERESH, 2010). Esses 24
heterodimeros podem ser agrupados de acordo com as propriedades de seus ligantes ou uma

composicao de subunidades, como mostrado na figura 5 (BARCZYK et al, 2009).

Receptores de
coligenos

Receptores RGD

EUTRNATIEETY

soapaadsa sardanay)

)

Receptores de lunining

Figura 5 — Dimeros de integrinas e seus receptores. Extraido e adaptado de BRACZYK,
CARRACEDO & GULLBERG, 2010.

A funcdo das integrinas € de receptor de tracdo que pode tanto transmitir como detectar
mudancas na forca mecanica que age na matriz extracelular (TAKADA et al., 2007). Também
atuam na adesdo célula-célula através da interacdo com ICAM-1, 2 e 3, VCAM-1 e caderina E
(PETRUZELLI et al., 1999). Dessa forma, as integrinas proporcionam a conectividade das
células e a integridade do tecido com um todo.

Essas moléculas transmembranas apresentam estados ativo ou inativo. Em sua forma
inativa, as integrinas se apresentam com as caudas das subunidades o e  associadas, formando

um entrelacamento entre elas (MOSER et al., 2009). Nesta situacdo elas estdo dobradas, com o
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sitio ativo blogueado, como na figura 6A. Em seu estado ativo (ou de alta afinidade), entretanto,
as integrinas encontram-se em uma posi¢do estendida e com o sitio de ligacdo exposto (Figura

6B).

A Inativa ou B

. ; s Ativa ou
Estado de baixa afinidade

Estado de alta afinidade

Porgao
extracelular

Porcio
extracelular

Transmembrana
‘r [ 3N

a B Citoplasmatica

Figura 6 — Conformac@es inativa e ativa de integrinas. A) Integrina em estado inativo. As
caudas citoplasmaticas das subunidades a e b permanecem entrelacadas e a cabeca da molécula
se dobra. B) Integrina em estado de alta afinidade (ou em estado ativo). As caudas
citoplasmaticas se separam e a molécula adquire uma conformacdo estirada, com o sitio de
ligacdo exposto. Extraido e adaptado de MOSER et al, 20009.

A ativacdo pode ser realizada extra ou intracelularmente, sendo neste ultimo caso, por
sinais de receptores acoplados a proteina G que permitem a fosforilagdo do dominio
citoplasmatico da subunidade . A proteina talina, uma proteina intracelular, parece apresentar
um papel regulador da afinidade das integrinas. A talina, quando ativada através da sua ligacdo
ao fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP,), torna-se estendida com seu sitio de ligacdo exposto, o
qual se liga & porgdo terminal da cauda da subunidade [, promovendo uma mudanca
conformacional, e desfaz o entrelacamento das porcbes citoplasmaticas das subunidades

(MOSER et al., 2009) Essa alteracdo acarreta o estiramento da porcao extracelular, que aumenta

a afinidade da integrina pelos seus ligantes na MEC (GINSBERG et al., 2005).
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Figura 7 — Ativacdo de integrinas atraves da proteina talina. Extraido e adaptado de MOSER, et
al, 2009

Entretanto a simples ativacdo da integrina ndo é suficiente, pois tais moléculas nédo
apresentam funcdo enzimatica. As integrinas realizam a transducdo de sinais através de sua
associacdo com proteinas, que as conectam com o citoesqueleto, as quinases citoplasmaticas e
aos receptores transmembrana de fatores de crescimento (GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999).
Essa associacdo resulta na determinacdo das respostas celulares, como sobrevivéncia, adesao,
proliferacdo, migracédo, invasao, e proporcionam um contexto para responder a outros estimulos,
incluindo os transmitidos pelos fatores de crescimento ou pelos receptores acoplados a proteina

G (HARBURGER & CALDERWOOD, 2009; HOLLY et al., 2000) .

1.3.1. Integrinas e sinalizacéo celular

Uma das funcdes basicas das integrinas, assim como de outros receptores de adesao, é
promover uma conexdo mecanica entre o citoesqueleto e a matriz extracelular, permitindo, dessa
forma, a criacdo de uma tracdo durante a migracdo celular. Entretanto, para que as integrinas
desempenhem suas fungdes, € essencial que ocorra uma série de eventos sinalizadores.

A sinalizacdo das integrinas é bidirecional, isto €, pode ocorrer do meio extracelular para

0 intracelular (outside-in) e vice-versa (inside-out). Assim, ligagdes com componentes
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extracelulares disparam cascatas de sinais intracelulares, ao passo que modificacdes
intracelulares modulam a afinidades desses receptores por seus ligantes (COPPOLINO &
DEDHAR, 2000). Apesar disso, a sinalizacdo através de integrinas requer uma dinamica
temporal e espacial muito bem estabelecida e regulada para a montagem e desmontagem do
arcaboucgo proteico que envolve o processo de ativagdo destes receptores (HARBURGER &

CALDERWOOD, 2009).

1.3.1.1.Sinalizacéo Inside-out

A sinalizacdo inside-out € assim denominada, pois faz referéncia a processos celulares em
gque mecanismos no interior da célula promovem alteracdes na afinidade das integrinas pelos
seus ligantes. Além disso, este tipo de sinalizacdo também é definido como uma série de eventos
que resultam na mudanca conformacional das integrinas e o agrupamento destes receptores de
membrana.

As integrinas, apds ativadas, desencadeiam cascatas de sinalizacdo, iniciadas por
estimulacBes locais intracelulares. Assim, esses receptores de membrana promovem uma
transducdo de sinais, através da associagdo com proteinas conectoras do citoesqueleto, quinases
citoplasmaticas e outros receptores transmembrana de fatores de crescimento. Diferentes
proteinas do lado citoplasmatico da membrana, como a talina, vinculina e ERM (ezrina,
radixinina, moesina), proteinas que se ligam a actina, agem como um conector do dominio
citoplasmatico da integrina com o citoesqueleto, resultando em interacbes complexas (HYNES,
2002). Dentre estas interacdes pode-se citar a modulacdo da afinidade e avidez das integrinas. De
acordo com Hood & Cheresh (2002), os mecanismos que regulam a afinidade e avidez das

integrinas variam para os diferentes heterodimeros, mas pequenas proteinas ligantes de GTP
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parecem estar envolvidas. A ativacdo dessas pequenas proteinas ligantes de GTP (RRAS) pode
aumentar a afinidade das integrinas pela MEC, enquanto que a ativacdo das HRAS, uma outra
série de proteinas ligantes de GTP, pode causar uma diminuicdo dessa afinidade, ocasionando a
ndo ligagdo das integrinas &8 MEC. De maneira semelhante, a ativagdo da RAC e CDC42, somado
a proteina quinase C (PKC) pode resultar no agrupamento de integrinas e, consequentemente, no

aumento da avidez das integrinas (HOOD & CHERESH, 2002).
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Figura 8 — Regulagdo da funcéo de integrinas por sinais intracelulares. Extraido e
adaptado de HOOD & CHERESH, 2002.
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1.3.1.2.Sinalizacao Outside-in

A ligacdo extracelular das integrinas alavanca uma variada escala de sinais transducionais
que modula o comportamento celular como a adesdo, proliferacdo, sobrevivéncia ou apoptose,
morfologia, polaridade, mobilidade, expressdo génica e diferenciacdo. A maioria desses efeitos
acontece no citoesqueleto (TAKADA et al., 2007).

A ligacdo com a MEC desencadeia um agrupamento das integrinas da superficie celular e
recrutam proteinas adaptadoras, formando estruturas denominadas adesdes focais. Esses
complexos incluem proteinas estruturais e de sinalizagdo, como integrinas, proteinas do
citoesqueleto e quinases, dentre as quais estdo: a FAK (focal adhesion kinase), Src, ILK, Talina,

Paxilina Parvins, p130Cas e GTPases da familia Rho (BERRIER & YAMADA, 2007,
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HEHLGANS et al., 2007). Dependendo da composi¢cdo da MEC, as integrinas ativam uma ou
varias vias de sinalizacdo, as quais envolvem tipicamente a fosforilagdo da FAK, recrutamento
de proteinas adaptadoras, ativacdo de GTPases e, subsequentemente, ativacdo downstream de
moléculas efetoras. Esses sinais, coordenados com a sinalizacdo proveniente dos fatores de
crescimento, regulam o comportamento celular no microambiente tecidual (HOOD &

CHERESH, 2002)

Mutriz extracelular
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Figura 9 — Cluster de integrinas e respostas celulares resultantes de cascatas de
sinalizacdo. Extraido e adaptado de BERRIER & YAMADA, 2007.

A FAK é uma das principais moléculas a participar da sinalizacdo mediada por integrinas
e pode ser ativada pelo dominio citoplasmatico da subunidade B da integrina ou por interacdes de
proteinas do citoesqueleto associadas as integrinas. A regulacdo desta quinase ndo esta
completamente entendida. De maneira geral, com o agrupamento de integrinas, a FAK é
autofosforilada e recruta quinases da familia Src para as adesfes focais, atuando na motilidade

celular. A ligagéo da Src promove uma alteragdo conformacional na Src que a ativa e, combinada
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com a FAK, ha a formagdo de um complexo FAK-Src. Este complexo facilita a ligacdo da
pl30Cas e da proteina adaptadora GRB2. Esta ligacdo desencadeia a ativacdo da Ras e das
cascatas de sinalizagcdo da ERK e MAPK (mitogen activated protein kinase). Por estas vias, a
FAK atua na proliferagéo e migragéo celular (MITRA et al., 2005).

Uma das mais importantes vias de sinalizacdo através da ativacdo da FAK é a via da
MAPK. Estas proteinas sdo importantes componentes de sinalizacdo que atuam na conversao de
estimulos extracelulares para uma ampla gama de respostas celulares. A ativacdo desta quinase
requer a fosforilacdo do motivo TXY (Thr-X-Tyr) de sua cadeia de aminoacidos. Apoés ativada, a
MAPK atua na fosforilagdo dos residuos de serina e treonina dos seus substratos-alvos
(NEBREDA & WAGNER, 2009) e, assim, os membros dessa familia integram sinais que afetam
diversos processos celulares, tais como adeséo, proliferacéo, sobrevivéncia e migracéo.

Normalmente, os processos adesivos celulares inibem a apoptose, enquanto que o
descolamento celular a induz. Falhas no mecanismo apopt6tico concomitantes a desadesao
celular, séo frequentemente correlacionadas com processos de malignizacdo tumoral (PARISE et
al., 2000). Se por um lado sugere-se que a disfuncdo da sinalizacdo por integrinas pode estar
relacionada com a malignizacdo celular, por outro, essas moléculas precisam manter suas

funcBes adesivas para a invasdo de um novo tecido durante a metéstase.

1.4. Integrina o3

Algumas subclasses de integrinas tém recebido especial atencdo pelo seu importante
envolvimento na historia natural de tumores de grande prevaléncia, como, por exemplo, 0s
processos de migracdo celular e angiogénese. As integrinas a,f; € owfs mediam a migracao

celular de forma constitutiva e dependente de fatores de crescimento, respectivamente (ZHOU et
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al., 2000). A integrina o,f; atua também no processo de formacdo de novos vasos, sendo
fracamente expressa em vasos quiescentes, mas altamente expressa em vasos angiogénicos
(BROOKS et al., 1994b).

Diversas integrinas, como ozf1, oupPs, osPi, owPi, owPs, owPs, owPs, reconhecem a
seqiéncia de aminodcidos RGD presente em diferentes proteinas que compdem a MEC,
enquanto outras integrinas reconhecem seqliéncias alternativas, como EILDV (ouf1, ouf7),
REDV (ouP1), IDG (agP1, aoPi), entre outras (MIZEJEWSKI, 1999). Em mamiferos, algumas
integrinas sdo limitadas para certos tipos celulares ou tecidos: o33 para plaquetas, agP4 para
queratinocitos; auf; para leucdcitos; ouP7 para parte das células T de memdria; e integrinas 3,
para leucdcitos.

A integrina a,f3, também conhecida como receptor de vitronectina, é amplamente
expressa em ceélulas endoteliais de proliferacdo vascular, diversas células tumorais e certas
populacdes de leucocitos. Entretanto ndo esta presente em células endoteliais quiescentes e na
maioria dos tecidos normais, o que a torna apropriada como alvo para terapia anti-tumoral.
(ZHANG et al., 2010).

Mahabeleshwar e colaboradores (2007) demonstraram uma intima interacdo entre a
integrina o,B3 € 0 receptor-2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2), de forma
que a awf3 ativa o receptor-2, disparando um sinal de sobrevivéncia para a proliferacdo de
celulas vasculares. Adicionalmente, a integrina oyfBs parece ser essencial na etapa de
vacuolizagdo e formacédo de limen.

Outro aspecto que tem sido descrito € que a integrina o3 esta sob controle fino do
VEGF. Ela ndo é expressa em vasos quiescentes, mas 0 VEGF induz a expressao desta integrina
in vitro e, de maneira interessante, o fator de crescimento endotelial e a expressdo da integrina
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em questdo também estdo intimamente correlacionados in vivo. Estes dados reforcam a
concepcdo de que a ayP3 pode ser considerada um marcador de células tumorais e endoteliais
ativas, de forma a apresentar um alvo terapéutico importante (SANTULLI et al., 2011).

Alguns estudos mostram que no ambiente cerebral a integrina o3 ativada sustenta o
crescimento tumoral baseada na superexpressdo do fator de crescimento endotelial vascular,
resultando em uma acdo conjunta angiogénese/metéstase, sob condi¢fes de normdxia e, assim,
permitindo a disseminacdo de celulas tumorais pela circulacdo. Essa disseminagdo acontece
através da expressdo de VEGF pelas células tumorais, 0 que acarreta alteracdo nas VE-caderinas
das células endoteliais cerebrais e, consequentemente, a integridade da barreira
hematoencefalica. A perda da integridade desta barreira permite a adesdo das células tumorais e
facilita o extravasamento para o tecido cerebral (ARSHAD, F. et al., 2011).

Diferentemente, o processo de formacao de vasos e metéstases ocorre de forma distinta
em outros tecidos, como por exemplo nos depositos de gordura mamaria (mammary fat pad -
MFP). Neste local, a a3 ndo apresenta efeito crescimento de lesdes, as quais sdo pobremente
vascularizadas, hipdxicas e relacionadas a necrose e apoptose. Dessa forma, a habilidade
especifica da integrina o,f3; ativada de aumentar a angiogénese claramente depende do
microambiente tecidual (LORGER et al., 2009).

Em concordancia com estes estudos, Liu e colaboradores (2009) mostraram que plaquetas
podem se ligar a células tumorais via integrina ayf3 através de pontes de fibronectina,
fibrinogénio ou fator de von Willebrand. Nestes estudos, hipotetiza-se que as plaquetas formem
uma capa na superficie celular, o que pode levar a reducdo ou evitar a exposic¢do destas células
ao estresse de cisalhamento. Por outro lado, esta agregacdo plaquetaria forma microtrombos

locais que resultam em aumento da viscosidade sanguinea local, provocando maior chance de
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adesdo das células tumorais ao endotélio e, consequentemente, facilitando o extravasamento e

invasdo de um novo tecido (LIU, Y. et al., 2009).

1.5. Desintegrinas

A busca de novos medicamentos, cada vez mais especificos, e com menores efeitos
colaterais vem se intensificando no Brasil, principalmente devido ao avango da tecnologia
disponivel. Melhores alvos farmacéuticos podem ser determinados pela resolugdo das estruturas
cristalogréaficas de novas proteinas, permitindo o desenho racional de inibidores que possam
atuar com a especificidade desejada. Assim as toxinas de serpentes representam uma vasta
biblioteca para o descobrimento de novos farmacos devido sua forte atuacdo em sistemas vivos,
muitas vezes exibindo seus efeitos em quantidades baixissimas e com alta especificidade. A
retrospectiva da utilizacdo de toxinas de serpente nos revela varios casos bem sucedidos no
desenvolvimento de farmacos, como por exemplo os inibidores da enzima conversora de
angiotensina, além de servirem muitas vezes como ferramentas na investigacdo de processos
bioldgicos.

Dentre as serpentes peconhentas, a familia Viperidae compreende um grupo com 180
espécies (GONZALES-RIVERA et al., 2009). O subgrupo com grande importancia no Brasil
dentro esta familia € o género Bothrops e, segundo dados de analise morfoldgica e de material
genético mitocondrial, foi reclassificado. De acordo com essa reclassificacdo, o género Bothrops
ficou restrito a espécie Bothrops atrox; e foi criado um novo género, o Bothriopis para as
espécies Bothrops newiedi e Bothrops jararaca; e o género Rhinocerophis para os demais

representantes do grupo (Tese de Doutorado Pontes, C.L.S — dados ndo publicados). Um

32



representante em particular, a espécie Bothrops alternatus, passou a ser denominado
Rhinocerophis alternatus (FENWICK et al., 2009).

Essa espécie é caracteristica de alguns paises da América do Sul, como regido central da
Argentina, regido meridional do Uruguai e sudeste, sul e centro-oeste do Brasil. Além disso,

essas serpentes preferem ambientes tmidos (ROCHA & FURTADO, 2005).

- : L ‘“3 ‘.,. \ ..7 . . A g FR
Figura 10 — Foto de uma serpente Rhinocerophis alternatus. Extraida de BORGES-MARTINS et
al, 2007.

Um estudo do perfil protebmico do veneno de Bothrops alternatus revelou uma elevada
porcentagem de metaloproteases (acima de 50%) (CARDOSO, K.C., et al., 2010). Além disso, 0
veneno também € composto por serinoproteases, fosfolipases, aminoécidos, ions inorganicos e
inibidores de trombina (OHLER et al., 2010).

As metaloproteases do veneno de serpentes, denominadas SVMPs (Snake Venom
Metalloproteases) sdo proteases dependentes de zinco. Essas SVMPs foram classificadas em 4
categorias, de acordo com as estruturas dessas proteinas e adi¢cfes de dominios protéicos ao

dominio catalitico. S&o elas: P-I, P-1la-b, P-1lla-b e P-1V. A P-I constitui em SVMPs com apenas
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um dominio catalitico; a P-1I tem um dominio desintegrina com motivo de ligacdo K/RGD
adicional ao motivo metaloprotase; a classe P-111 s&o as SVMPs com dominio rico em cisteina
localizado na regido C-terminal do dominio tipo desintegrina, com motivo adesivo D/ECD; e a
classe P-1V apresenta um dominio tipo lectina adicional a regido C-terminal rico em cisteina
(FOX & SERRANO, 2008). Entretanto, em estudos de transcriptoma e protedmica dos venenos
de serpentes foi observado que as SVMPs da classe P-1V séo derivadas de uma modifica¢do pds-
transcricional do transcrito das SVMPs da classe P-I11. Assim, 0s autores sugeriram uma nova

classificagdo, como mostrado na figura 11.
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Figura 11 — Classificacdo de SVMPs. Extraido e adaptado de FOX & SERRANO (2008)

Neste contexto, encontram-se as desintegrinas, moléculas que sdo derivadas de venenos
de serpentes, ricas em cisteina, sem atividade enzimatica e que apresentam homologia no arranjo
de cisteinas na estrutura priméria (GOULD et al., 1990). As desintegrinas foram descritas pela

primeira vez em 1990 (GOULD et al., 1990) para designar um grupo de polipeptidios ricos em
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cisteinas e que possuem um padrdo de pontes de dissulfeto bastante conservado. Elas podem
existir nas formas monoméricas e diméricas e sdo divididas de acordo com o seu tamanho e
namero de ligacGes dissulfeto (tabela 1). Além disso, esses polipeptideos apresentam também
uma regido estrutural em formato de al¢a (loop), a qual é mantida por pontes de dissulfeto e que,

quando rompidas, eliminam a atividade de ligac&o a integrinas (McLANE et al., 1998).

Tabela | — Classificacdo de desintegrinas por tamanho e nimero de liga¢@es dissulfeto. Extraido
de CALVETE et al., 2005.

Comprimento NUmero de a.a Numero de ligac@es dissulfeto
Pequenas 41-51 4
Médias ~70 6
Longas ~84 7
Diméricas ~67 (por cadeia) 10 (4 intra e 2 intercadeia)

As desintegrinas, especialmente, representam uma classe de moléculas muito
interessantes e potencialmente usadas para tratamentos que envolvam processos mediados por
integrinas, como as metastases e angiogénese. Drogas, tendo como alvo as integrinas, tém sido
desenvolvidas baseadas nas seqiiéncias de reconhecimento desses receptores e na estrutura de
desintegrinas. Recentemente foram desenvolvidos farmacos contra a trombose e outras doencas
cardiovasculares associadas, utilizando como prot6tipo polipeptidios de baixa massa molecular
(49-84aa; 5-9kDa) presentes em venenos crotalicos e viperidicos, as desintegrinas. Pode-se citar
como exemplo o Eptifibatide (Integrilin®), um heptapeptideo ciclico derivado do veneno
Sistrurus miliarius barbouri, que atua como inibidor da glicoproteina Ilb/llla e tem acéo
antitrombética (FISCHELL et al., 2009; BINDRA & SIKKA, 2010; PUDDU et al., 2010).

Outra caracteristica esta relacionada ao motivo R/KGD (Arg/Lys-Gly-Asp), comumente

encontrado no &pice da alca, e a regido C-terminal destas moléculas. Tratam-se de duas regides
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que estdo diretamente relacionadas as interacfes com as integrinas (MARCINKIEWICZ et al,
1997) e, por isso, a manutencdo dos aminoacidos, das sequéncias adjacentes e da conformacéao
das pontes de dissulfeto sdo fundamentais para a atividade da desintegrina. A perda dessa
estrutura acarreta na reducdo da poténcia da molécula, bem como sua perda de atividade e
interrupcéo da ligagdo as integrinas (GOULD et al., 1990; McLANE et al., 1998). Dessa forma,
peptideos que mimetizam o motivo RGD estdo sendo testados para o tratamento do cancer
através da inibicdo da angiogénese e metéstase tumoral (FILARDO et al, 1995; SHEU et al.,
1997; BROOKS et al, 1994a).

A ligacdo com integrinas geralmente é bastante forte, sendo necessérias concentragdes
nanomolares de desintegrina para a visualizacdo dos efeitos bioldgicos (SELISTRE-DE-
ARAUJO et al., 2010). Como exemplos, pode-se citar as desintegrinas equistatina e insularina,
as quais apresentaram atividade inibitdria da agregacao plaquetaria com 1Csp de 30 nM e 1.2 uM,
respectivamente (GAN et al., 1988; SANCHEZ, et al., 2009; DELLA-CASA et al., 2011).

Algumas desintegrinas foram descritas como potentes inibidores da angiogénese através
da ligacdo com a integrina o3 € acdo apoptdtica, além de processos relacionados a proliferacao
celular. Exemplos de desintegrinas com estes efeitos sdo a acutina (Agkistrodon acutus; YEH et
al., 1998), inibidora da angiogénese, e a salmosina e jararastina, que foram capazes de inibir a
proliferacdo de células B16F10 (KANG et al., 2000 ; OLIVA et al., 2007), sendo que a
salmosina, em outro estudo, mostrou ser capaz de levar a apoptose células de BCE (Bovine
Capillary Endothelial) por anoikis (HONG et al., 2003).

Dentre a gama de desintegrinas, encontra-se DisBa-01. Essa molécula recebe este nome
pelo fato de se tratar de uma desintegrina (Dis) e por ser derivada do veneno da antiga Bothrops

alternatus (DisBa-01). Ela é uma proteina recombinante, derivada do veneno da serpente
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Rhinocerophis alternatus e obtida por expressdo heterdloga em Escherichia coli, que possui

motivo RGD em sua sequéncia de aminoécidos (RAMOS et al, 2008)
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Figura 12 — Desintegrina de Bothrops alternatus (DisBa-01). Potencial eletrostatico da
proteina. Em azul, regido de aminoacidos carregados positivamente. Em vermelho, regido de
aminodcidos carregados negativamente. Em cinza, aminoacidos neutros. Extraido e adaptado de
RAMOS et al. (2008).

Esta desintegrina possui elevada afinidade (1C5,=225nM) com o receptor de membrana
ovBs (RAMOS et al., 2008). Kauskot e colaboradores (2008) descreveram a interferéncia da
DisBa-01 na atividade da proteina quinase de adesédo focal (FAK), de forma a inativar a enzima e
desencadear alteracGes na cascata de sinalizacdo intracelular. Além disso, estudos realizados em
nosso laboratério mostraram que a desintegrina também inibe a adesdo de células tumorais de
mama da linhagem MDA-MB-231 ao colageno tipo | sob condi¢bes de fluxo e presenca de
sangue e plaquetas. Esses resultados sinalizam que a inibi¢do da adesdo de células ao colageno
tipo |, através da integrina of3, pode indicar um novo caminho para a inibicdo da angiogénese,
uma vez que a ligagédo da integrina a,,f3 ao colageno desencadeia a sintese deste ultimo, o qual

atua no inicio do processo angiogénico.
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Os trabalhos realizados em nosso laboratério também reportaram que a desintegrina
DisBa-01 inibiu a expressdo de VEGF e de seus receptores em celulas endoteliais, mas ndo em
fibroblastos e células de cancer de mama, sugerindo diferentes vias de sinalizagdo para a sintese
de VEGF. Além disso, a DisBa-01 foi capaz de inibir a migracdo de fibroblastos e MDA-MB-
231, processo que esta relacionado a expressdo de metaloproteases de matriz (MMPS).

Outros estudos também mostraram que fibroblastos tratados com DisBa-01 apresentaram
reducdo na expressao de MMP-2, o que contribuiu para a reducdo na atividade migratoria destas
células. Adicionado a estes resultados, experimentos de interacdo entre células MDA-MB-231 e
DisBa-01 mostraram que a desintegrina é capaz de internalizar nas células, o que sugere a

ligacdo entre essas duas moléculas e internalizacdo da DisBa-01 mediada por integrina.

1.6. Fluxo sanguineo e cisalhamento

O processo metastatico requer células tumorais vivas circulantes no meio sanguineo. As
células tumorais circulantes representam uma fase intermediéria no processo metastatico e, como
tal, estdo sujeitas as diversas interferéncias do meio no qual estdo inseridas, tais como forgas
mecanicas de cisalhamento, proteinas do plasma e mesmo a células do préprio local onde se
encontram (GOMES, N. et al., 2004; BARNES, J.M. et al., 2012).

Pesquisas relacionadas a disseminacdo das células tumorais reportam que o evento mais
critico do processo metastatico consiste na sobrevivéncia das células tumorais na corrente
sanguinea. Isso se deve ao fato de que celulas tumorais circulantes séo rapidamente destruidas
por forcas mecanicas de cisalhamento e/ou decorrente da acdo do sistema imune. Assim, do
montante celular no qual o tumor primario € constituido, somente 0,01% completa o processo de

metéastase (PERRET & CREPIN, 2008; PONTIER & MULLER, 2008)
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Alguns estudos mostram que células metastaticas humanas e animais apresentam
habilidades de agregacdo plaquetaria, uma caracteristica que esta correlacionada ao seu potencial
metastatico. Além disso, interacBes entre células tumorais e plaquetas tem sido consideradas
como facilitadoras do agrupamento de células tumorais e permanéncia na microvasculatura
(TSURUO, T. & FUGITA, N., 2008). Essas observacdes sdo compartilhadas com Liu e
colaboradores (2009) em estudos de interagcdo entre a integrina aupPs3, presente na superficie de
plaquetas, e a integrina o3, de células tumorais.

De acordo com Jain e colaboradores (2010), as plaquetas apresentam um papel de auxilio
no que diz respeito a protecdo das células tumorais dentro dos vasos sanguineos. Essa protecdo
envolve trés tipos de cooperagéo: (i) as plaquetas, juntamente com fatores de coagulagéo que
interagem com as células tumorais, formam agregados e, assim, auxiliam no extravasamento
para o0 nicho metastatico, através da reducdo da forca de cisalhamento sobre as células tumorais,
permitindo uma melhor adesdo das células tumorais as endoteliais; (ii) formando mantos de
plaquetas ao redor das células tumorais, protegendo-as contra atividade citotoxica das células
NK do sistema imune e (iii) armazenando diversos fatores de crescimento, proteases e moléculas
que auxiliem no crescimento tumoral, invaséo e angiogénese.

Estudos com a desintegrina DisBa-01 e células tumorais de mama da linhagem MDA-
MB-231 mostraram a inibicdo da adesdo, sob condicdo de fluxo, das células tumorais ao
colageno tipo | quando as células foram tratadas com concentragcbes de 100 e 1000nM de
desintegrina (MONTENEGRO, C. F. et al., 2012), sugerindo a acdo anti-metastatica desta
proteina.

Desta forma, o conhecimento crescente sobre os mecanismos moleculares envolvidos no

processo angiogénico e metastatico € muito til na descoberta de novos alvos moleculares, bem
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como no desenvolvimento racional de novos farmacos mais eficientes e seguros para a terapia
anti-metastatica. Neste sentido, o estudo da integrina o3 N0 processo metastatico se torna
importante, uma vez que este receptor de membrana esta intimamente vinculado a migragédo
celular e a utilizacdo de uma molécula antagonista a este receptor pode auxiliar na pesquisa e

desenvolvimento de farmacos baseados em proteinas de venenos de serpentes.
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2. OBJETIVOS
Geral:
» Contribuir para o conhecimento do papel da integrina alfa,betas (of3) no
microambiente tumoral,

» Ampliar o conhecimento dos efeitos inibitérios da DisBa-01 sobre o receptor o f3

Especificos:
> Inibir a integrina o, através da geragdo de clones knockdown (sem a expressao) da
subunidade B3 de integrinas, utilizando a técnica de silenciamento de RNA para a
verificacdo do efeito da integrina alfa,betas (ow,f33) na capacidade invasiva de células
tumorais;

> Verificar a especificidade da DisBa-01 através da técnica de time lapse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens celulares e condicdes de cultivo

Foram utilizadas células de tumor humano de mama (MDA-MB-231) transfectadas e nao
transfectadas com GFP, e células endoteliais humanas de microvasculatura de derme (HMEC —
Human Microvascular Endothelial Cells). As células MDA-MB-231 foram gentilmente cedidas
pelo Dra. Clara Nahmias. A Profa. Dra. Ver6nica Morandi (UERJ) cedeu gentilmente as células
da linhagem HMEC. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbelcco’s
Modified Eagle Medium - Gibco), contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), L-glutamina
(2mM), penicilina (100U/mL), estreptomicina (100ug/mL) e anfotericina B (250UG/mL)
(Gibco), respectivamente. A cultura celular foi mantida em estufa com 5% de CO, a 37°C.
Células HMEC foram cultivadas em meio MCBD 131 (Sigma), contendo 10% de soro fetal
bovino (FBS), L-glutamina (2mM), penicilina (100U/mL), estreptomicina (100ug/mL),
anfotericina B (1000UG/mL) (Gibco), EGF (Epidermal Growth Factor — 10ng/mL), bicarbonato
de sédio (2,36mg/mL) e hidrocortisona (1ug/mL). As culturas celulares foram mantidas em

estufa com 5% CO, a 37°C.

3.2. Obtencéo da desintegrina DisBa-01

O antagonista da integrina o33, a desintegrina DisBa-01, derivada do veneno da serpente
Rhinocerophis alternatus, foi obtida atraveés de processo de expressdo heteréloga e purificacao ja
estabelecido em nosso laboratorio, seguindo a metodologia de Ramos et al (2008). Brevemente,
culturas de E. coli BL21(DE3) pDisBa-01 (pET-28a com o cDNA da desintegrina) foram

crescidas em meio LB seletivo cotendo canamicina (30 pg/mL). Apos este periodo, o pré-inoculo
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foi diluido em LB seletivo contendo canamicina (30 pg/mL) e a cultura foi incubada a 37°C sob
agitacdo, até atingir a fase logaritmica de crescimento, identificada por uma D.O.g50nm = 0.4 - 0.6.
A cultura em fase log teve a expressdo da DisBa-01 induzida pela adi¢do de IPTG (isopropil-p-
D-tiogalactopiranosideo) em uma concentracdo final de 0,5mM, a 37°C e 250 rpm. Apos trés
horas de incubacéo, a cultura foi centrifugada, ressuspensa e lisada por ondas ultrasonicas. Para a
retirada da proteina dos corpos de inclusdo, houve uma nova ressuspensao em tampdo contendo
uréia (6M), seguida de sonicacdo. O lisado foi submetido a uma purifiacdo sob condigdes
desnaturantes por meio de cromatografia de afinidade em resina de Niquel-NTA Sepharose
(Qiagen). A proteina, eluida em gradiente de imidazol, foi dialisada contra uréia e &gua e
submetida a uma segunda etapa de purificagdo em coluna Mono Q 5/50 (GE Healthcare) em
gradiente de NaCl. Todas as etapas e fracdes foram analisadas com SDS-PAGE e armazenadas a

4°C.

3.3. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Poliacrylamide Gel Electrophoresis)

A expressdo da desintegrina DisBa-01, assim como as fragBes eluidas provenientes dos
processos cromatograficos, foram acompanhados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida em condigdes desnaturantes (LAEMMLI, 1970), utilizando o sistema Mini-
PROTEAN Tetra System (BioRad). O gel de empilhamento foi preparado em uma concentracéo
de 5% de poliacrilamida, enquanto para o gel de separacdo foi utilizada a concentragéo de 15%.

Para a aplicacdo das amostras (20ug) no gel, foi usado um tampéo constituido de Tris-
HCI 0,125M, pH 6,8, dodecil sulfato de sodio (4% m/v), azul de bromofenol (0,025% m/v) e
glicerol (20% v/v). Para a analise das amostras sob codigdes desnaturantes, foi adicionado ao

tampdo de amostra 0 agente redutor B-mercaptoetanol (concentracdo final de 0,1M), em uma
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proporcao de 1 parte de tampédo de amostra para 2 partes de amostra. Antes da aplicacdo no gel,
as amostras foram fervidas durante 5 minutos a 100°C. Apdés essa preparagdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em uma corrente elétrica de 25mA e 80V no gel de empilhamento e
130V no gel de separagéo.

As bandas protéicas foram reveladas incubando o gel de poliacrilamida em solugédo
corante contendo: 0,25% (v/v) de Comassie Blue R-250 (Sigma, USA) dissolvido em 50% (v/v)
de isopropanol e 10% (v/v) de &cido acético, durante 30 minutos, seguido de incubacdo em
solucdo descorante de 10% (v/v) de acido acético e 10% (v/v) de metanol. Os padrdes de massas
moleculares utilizados foram produzidos em nosso laboratério a partir de proteinas purificadas
obtidas da SIGMA. As bandas protéicas foram detectadas por coloragdo com Comassie Brilliant

Blue R-250 (Sigma Aldrich).

3.4. Quantificacdo de proteina

A determinacdo da concentracdo protéica das amostras foi realizada utilizando o kit de
deteccdo colorimétrica BCA (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce) conforme informacdes do
fabricante utilizando-se BSA para a constru¢do da curva padrdo. A leitura foi realizada em um

leitor de placa (Dynex Revelation 4.02 - software) em comprimento de onda de 540nm.

3.5. Marcacéo de proteina com fluoroforo Alexa Fluor 555

A desintegrina DisBa-01 foi marcada com o fluroroforo Alexa Fluor 555 (Invitrogen). De
acordo com esta metodologia, o fluoréforo foi solubilizado em 72uL. DMSO, seguindo instrucdes
do fabricante. Em seguida a 4ug proteina foi incubada com 18uL dessa solugédo por 15 minutos

em temperatura ambiente e protegido da luz. Posteriormente, a proteina conjugada ao fluoréforo
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foi submetida a uma dialise em membrana com poros de 3,5 kDa, contra PBS 1X durante 12h, a

4°C e protegido da luz. Apds este periodo, a proteina marcada foi mantida a -20°C.

3.6. Silenciamento de RNA (siRNA)

Foi realizado o silenciamento de RNA da subunidade B; da integrina o,f3, com o Kit
(Silencer® siRNA Starter Kit - Ambion). Células MDA-MB-231 (2x10°) células foram cultivadas
em placas de Petri de 6cm de diametro em 5mL de meio de cultura DMEM por placa,
suplementado com 10% de FBS, mas sem antibiotico e sem fungizona. Apds 24 horas, as células
foram lavadas com PBS 1X e houve acréscimo do agente de transfeccdo (Lipofectamina 2000,
Invitrogen) e oligonucleotideo de silenciamento do RNA da seguinte forma: A) em dois
microtubos foram colocados 10ul de lipofectamina misturada gentilmente com 490ul de
OPTIMEM (Invitrogen), em cada microtubo, e incubados por 5 minutos em temperatura
ambiente. B) Em um terceiro microtubo, foi colocado 1ul (5nM) do oligonucleotideo de
silenciamento de RNA (siRNA ID 112581 — Ambion — Applied Biosystems — Life Technologies,
sequéncia: senso 5- GCUAAUUCUUUGACCUGUUtt - 37, antisenso 5'-
AACAGGUCAAAGAAUUAGCtt — 37), juntamente com 499ul do meio OPTIMEM. Nesta
etapa, o conteldo de um dos dois microtubos da etapa A foi misturado ao contetdo do
microtubo da etapa B, completando um volume final de ImL. No tubo restante da etapa A, foi
adicionado 500ul de meio OPTIMEM, completando 1mL de mistura final. Estes microtubos
foram incubados por 20 minutos em temperatura ambiente. Transcorrido o tempo de incubacéo,
os contetdos foram adicionados as placas de Petri devidamente identificadas (com as células

cultivadas), completando para um volume final de 5mL.
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Dessa forma, foram obtidos os seguintes grupos de experimento: (i) células controle, sem
tratamento com agente de transfeccdo e sem primer de silenciamento (SIRNA/ITGB3), com
apenas 1mL de meio OPTIMEM + 4mL de meio de cultura ; (ii) células tratadas somente com
agente de transfeccdo (Lipofectamina 2000, Invitrogen) + 4mL de meio de cultura; (iii) células
silenciadas, tratadas com agente de transfecdo e o primer de silenciamento do RNA
(siRNA/B;)(Silencer® siRNA Starter Kit — Ambion) + 4mL de meio de cultura.

Cada tratamento foi realizado em quadruplicata. Vinte e quatro horas apés a transfeccéo,
0 meio de cultura foi removido e foram adicionados 5mL de novo meio de cultura DMEM,
contendo 10% de soro fetal bovino, antibidtico e fungizona. Apés 72h do procedimento, 0 meio
de cultura foi novamente removido, as células lavadas com PBS 1X e removidas das placas de
Petri com o reagente Trizol (Invitrogen) para extracdo de RNA total, de acordo com as instrucdes

do fabricante.

3.6.1. Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total das células MDA-MB-231, foram utilizadas placas de Petri
com 6 cm de diametro e trés tipos de tratamentos citados acima (Silenciamento de RNA
(RNAI)). Apos os tratamentos e incubacgdes, 0 meio de cultura foi removido, as células foram
lavadas com PBS1X (2mL/placa de Petri) e em seguida foram lisadas com a utilizacdo do
reagente TRizol (Invitrogen).

Para a homogeneizagdo das amostras, ImL de TRizol foi adicionado as placas contendo
as celulas. A solucdo de lise foi passada repetidas vezes sobre a superficie da placa, com auxilio
de pipeta, para completa homogeneizacdo e lise das células. Posteriormente, foi realizada a

centrifugagdo das amostras a 12000 x g por 10 minutos (4°C), transferéncia do sobrenadante para
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um novo microtubo e tratamento com cloroférmio para separacdo das diferentes fracfes (DNA,
RNA e proteinas). A fase aquosa contendo o RNA foi transferido para um novo microtubo e
tratado com isopropanol para precipitagdo do RNA total, que foi centrifugado e lavado com
etanol 75%. Apds secagem do etanol, o RNA total foi ressuspendido em agua livre de RNAse e
as amostras armazenadas a -80°C.

As amostras de RNA total foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose-

formaldeido 1%, para verificacdo da qualidade do RNA extraido.

3.6.2. Gel de Agarose-formaldeido 1%

O gel de agarose-formaldeido foi preparado com os seguintes reagentes: agarose 3%
(Sigma), tampdo MOPS 10X (MOPS 0,2M, acetato de sédio 0,05M e EDTA 0,01M), seguido de
resfriamento a, aproximadamente, 50°C. Apds o resfriamento, foram adicionados 1,62mL de
formaldeido 37% (concentracdo final de 2%) a solucdo, a qual foi levada a cuba de eletroforese
de RNA (Gibco), também tratada previamente com RNAse. O tampao de corrida utilizado, foi o
MOPS 1X. Previamente a aplicacdo das amostras no gel, elas foram diluidas em tampdo de
amostra (formamida 48%, tampdo MOPS 10X, formaldeido 4%, glicerol 5%, azul de bromofenol
saturado 5%, brometo de etideo 1,5mg/mL e agua) e, entdo, submetidas a eletroforese a uma
voltagem de, aproximadamente, 80-90V, por, aproximadamente, 1 hora e em temperatura de
4°C. O RNA total foi quantificado por espectrometria em comprimento de onda de 260nm e
280nm. Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com agua livre de RNAse tratada com
0,01% de DEPC, assim como os materiais plasticos e vidrarias, 0s quais receberam tratamento

com peroxido de hidrogénio 0,1%, seguido de agua livre de RNAse.
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3.6.3. Primers para gPCR

Os oligonucleotideos utilizados para anélise de expressdo génica da subunidade B3 de
integrinas, através da técnica de PCR quantitativa, foram desenhados com auxilio do software
GeneRunner 3.01. Os primers para amplificacdo da subunidade 3 foram desenhados abrangendo
a juncdo de diferentes éxons, com a finalidade de restringir a amplificacdo a partir de moldes de
cDNA, inviabilizando a amplificagdo a partir de DNA gendmico contaminante. Os primers
utilizados foram desenhados em uma regido conservada, para obtencdo de um amplicon com

tamanho de aproximadamente 114 pares de bases:

ITGB3 Foward: GATGCGAAAGCTCACCAGTA

ITGB3 Reverse: GCAAGCAGGTGGTCTTCATA

Figura 13 — Sequéncia de nucleotideos dos primers para o gene da Integrina B3 (sequéncia com
numero de referéncia NM_000212.2 no banco de dados do NCBI)
Neste trabalho foram usados 0s seguintes genes constitutivos, em testes que apresentaram
98% de eficiéncia com ambos genes constitutivos:

e Gene da Gliceraldeido 3 Fosfato Desidrogenase (GAPDH), com a sequéncia e tamanho
do amplicon de 197 pares de bases
Foward: GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG
Reverse: GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA

e Gene da Hipoxantina Guanina Fosforibosiltransferase 1 (HPRT1), com a sequéncia e
tamanho do amplicon de aproximadamente 94 pares de bases.
Foward: TGACACTGGCAAAACAATGCA

Reverse: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
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Esses testes foram importantes para a verificagdo da expressdo desses genes, que se

tornaram referéncias para a anélise da expressdo do gene da integrina 3.

3.6.4. Producdo de cDNA e PCR (reacdo em cadeia da polimerase) quantitativo

O RNA total extraido das células MDA-MB-231 foi submetido a uma reacdo com a
utilizacdo da transcriptase reversa Moloney Monkey Leukemia virus reverse transcriptase (M-
MLV - Promega). Todas as amostras foram tratadas com DNAse | (Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade — Invitrogen) para evitar a contaminacdo com DNA genémico. Este
tratamento foi realizado com a adicdo de 1uL de tampdo (10X DNAse | Reaction Buffer), 1uL da
enzima DNAse |, 1ug de RNA total e quantidades variaveis de agua tratada com DEPC para
atingir um volume final de 10uL. Essa mistura foi incubada por 15 minutos em temperatura
ambiente, seguido da adi¢cdo de 1uL de EDTA e incubacdo a 65°C por 10 minutos.

Para a producdo do cDNA, 0,1ug de RNA foi tratado com 0,5uL de primer Oligo-DT
(0,5ug/uL. - Promega) e agua livre de nucleases, em um volume final de 8uL. Nesta etapa, as
amostras foram incubadas a 70°C por 5 minutos, seguido de resfriamento em gelo e adi¢do dos
demais itens da reacdo, respectivamente: 0,5uL de M-MLV 5X (200U/uL, concentracéo final de
1X), 2,5uL de tampdo M-MLV 5X (concentracdo final 1X - Promega), 2,5uL de dNTPs
(concentracdo inicial de 10nM) e agua para completar o volume de 25uL. Apo6s a adicdo desses
componentes, as amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora.

O cDNA foi utilizado para realizagdo de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real,
com adicédo de SYBR® Green PCR Master Mix (Fermentas). O processo foi feito em duplicata,
com auxilio do software Rotor Gene — 6, no equipamento Rotor Gene RG 3000 (Corbett

Research). As amostras submetidas a este processo foram compostas pelos seguintes itens:
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Tabela Il — Composicdo da mistura preparada para a reacéo de gPCR
cDNA = 0,002ug

Primer ITGB3 ou HPRT senso (5uM) = 1,25uL
Primer ITGB3 ou HPRT antisenso (5uM) = 1,25uL
SYBR Green (Fermentas) = 12,5uL

Agua livre de RNAse = 9,5uL

Essas concentracbes de cDNA e primers foram determinadas por meio de uma
padronizacdo realizada com dilui¢cbes crescentes de cDNA e primers, as quais foram analizadas
através de PCR quantitativo.

O programa utilizado no termociclador consistiu nos seguintes parametros:

Tabela 111 — Parametros utilizados no termociclador para a reacdo de RT-PCR
1 ciclo de 95°C por 10 minutos (“hold”)

40 ciclos de = 95°C por 15 segundos
= 53°C por 30 segundos

= 72°C por 30 segundos

Os dados provenientes do software, de acordo com os tratamentos realizados nas
amostras, foram normalizados para construcdo das unidades arbitrarias, seguindo os célculos a
sequir:

e Unidade arbitraria = 2 22

, em que:
o AACt = ACt amostra - ACt controle

o Ct: threshold cycle
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Os dados foram analisados usando a equacdo de Livak e Schmittgen, onde a variagdo na
expressdo de cada gene é igual a 2 **. O ciclo limiar (Ct) indica 0 niimero dos ciclos onde a
quantidade de gene amplificado atinge o limiar fixado. ACt € 0 Ctgene aivo - Cleontrole € 0 AACt € 0

ACt — Média ACtgrupo controle (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

3.6.5. Cinética do silenciamento do gene codificante para a subunidade B3

O silenciamento de células MDA-MB-231 com siRNA para a subunidade da integrina 3
é realizado de forma transitdria, como descrito no item 1.5.4. Desta forma para saber o tempo em
que a célula permanece silenciada, foi preciso realizar uma cinética do silenciamento antes de
iniciar os ensaios com as células tratadas com o siRNA. Com estes dados, foi possivel verificar o
tempo durante o qual a célula permanece com a expressdo da integrina 3 reduzida.

Para isso, foi realizado 0 mesmo procedimento descrito no item 2.6. Aleatoriamente, uma
placa foi retirada em cada dia (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 dias ap0s a transfeccao das células
com siRNA) para andlise do silenciamento génico. Destas placas, foi extraido o0 RNA total das
células e esse material foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1%. Em

seguida, foram sintetizados os cDNAs e analisados por PCR em tempo real.

3.6.6. Extracdo de proteinas totais

As células da linhagem MDA-MB-231 foram cultivadas em estufa water-jacketed, na
temperatura de 37° C e presenca de 5% de CO,, até atingirem a confluéncia de 80% nas garrafas
médias. Em seguida, 2 x 10° células foram plaqueadas em placas de Petri de 6 cm e diametro,
contendo 5 mL de meio de cultura. No dia do procedimento de extracdo de proteinas totais, o

meio de cultura foi retirado das placas e as células lavadas com PBS 1X. Posteriormente, foram
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adicionados 500 uL de tampdo de lise, cuja composicdo é: NaCl 150mM, Hepes 50mM, MgCl,
1,5mM, Triton X-100 (1%), SDS (0,01%) e coquetel inibidor de protease (Sigma Aldrich), com
pH 7,5. Todas as manipulacGes foram realizadas em gelo para evitar a degradacdo das proteinas.
Em seguida, houve a determinacdo da concentracdo proteica e 20ug de cada amostra foram

aplicados em gel de poliacrilamida 10%.

3.7. Western blotting

Para os ensaios de western blotting, as amostras de proteinas celulares foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, seguida de transferéncia para membranas de
nitrocelulose (BioRad) em sistema de transferéncia da Bio-Rad, para posterior incubacdo com
anticorpos. Apos a transferéncia, as membranas foram mantidas em solugdo de bloqueio (leite
Molico® em p6 desnatado 2,5% em tamp&o TBST) até o dia seguinte. Em seguida as membranas
foram lavadas com tampédo de TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) e incubadas durante 2
horas, com os anticorpos primarios: anti-pB3 (1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, INC) e anti-
actina (1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, INC). Posteriormente, as membranas foram lavadas
novamente com tampdo TBST e incubadas por 2 horas com o0s anticorpos secundarios
conjugados com HRP (horseradish peroxidase) (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, INC). Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas com TBST e preparadas para a revelacdo da
ligacdo dos anticorpos as proteinas presentes na membrana. Esta etapa de revelacdo ocorreu pela
técnica de colorimetria, com o kit Amplified Opti-4CN Substrate Kit (BioRad). Apos as lavagens,
as membranas foram incubadas por 10 minutos, com uma solucdo de amplificacdo (BioRad
Amplification Reagent), conforme instruces do fabricante. Em seguida, as membranas foram

lavadas com DMSO 20% em TBST e posteriormente com TBST. As membranas foram, entéo,
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incubadas com uma solugéo de estreptavidina-HRP 1% (5mL PBST 1X; 0,059 (1%) BSA; 5uL
Strep-HRP), por 30 minutos e em seguida, lavadas com TBST. Apds, as membranas foram
incubadas com uma solucdo de revelacdo (Opti 4CN - BioRad), conforme instrugdes do

fabricante.

3.8. Ensaio de Adesao celular sob condicao de fluxo

O efeito do siRNA/ITGB3 e da proteina recombinante DisBa-01 sobre a adesdo das
células tumorais foi analisado sobre as células endoteliais (HMEC-1) previamente plaqueadas
em placas de Petri (3 cm). Quarenta e oito horas antes do ensaio de adesdo sob fluxo
propriamente dito, as células HMEC-1 (6x10°) foram plaqueadas sobre laminulas, previamente
recoberta com gelatina 2% e fibronectina (20 pg/mL) e colocadas em placas de Petri (3 cm),
cada placa contendo 2 mL de meio de cultura MCDB 131 (Sigma).

No dia do ensaio de adesdo sob fluxo as células MDA-MB-231 (controle ou
SIRNA/ITGB3) foram previamente incubadas por 30 minutos com a DisBa-01 (100 e 1000 nM)
e entdo misturadas a 4 mL de meio DMEM completo. As células controles foram incubadas
somente com PBS (1X). As células misturadas ao meio de cultura DMEM foram perfundidas
com o auxilio de uma bomba peristaltica sob condi¢des de fluxo com uma taxa de cisalhamento
de 5 dynes/cm? em uma camara de perfusdo durante 5 minutos. Para visualizar as interacdes
entre células MDA-MB-231 e as células HMEC-1, as células tumorais foram previamente
marcadas com Cell Tracker Red (Sigma) seguindo as instru¢des do fabricante. Apds a perfusao,
as células tumorais aderidas as celulas endoteliais foram lavadas com meio de cultura DMEM
sem soro e fixadas com formaldeido 3,7%. Foram montadas laminas, para visualizagdo em

microscopio. Campos aleatoriamente escolhidos nas laminas foram fotografados e contados com
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auxilio do programa Image J, apds captura de imagens no microscopio de fluorescéncia Olympus

BX50.

Figura 14 — Sistema de adesdo sob fluxo padronizado e em uso. Fotos de
Kelli Cristina Micocci.

3.9. Ensaio de Transmigracao celular

Neste trabalho foi verificado o efeito do SiRNA/ITGB3 e da proteina recombinante
DisBa-01 sobre a transmigracdo das células de cancer de mama (MDA-MB-231) sobre as células
endoteliais (HMEC-1). As células HMEC-1 (1x10° células/inserto) foram semeadas em insertos
com poros de 8 um (12 pogos/placa) (BD Biosciences), previamente recobertos com gelatina 2%
e fibronectina (20ug/mL), quarenta e oito horas antes ao ensaio de transmigracdo endotelial
propriamente dito, para formacdo da monocamada de células endoteliais. Os insertos foram
mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO,, com meio de cultivo com 10% de FBS na fase

superior e na porcao inferior, foi adicionado meio de cultura sem FBS.
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Figura 15 — Representacao esquematica de um pogo e inserto utilizados para o ensaio de
transmigracao

No dia do ensaio as células MDA-MB-231 (controles ou siRNA/ITGB3) foram
primeiramente marcadas com Cell Tracker Red (Sigma) seguindo as instrucdes do fabricante.
Apds a marcacdo, as células foram contadas e previamente incubadas na presenca ou auséncia da
DisBa-01 (10, 100, 500 e 1000 nM) por 30 minutos. Na face superior foram semeadas 8x10*
células tumorais em meio DMEM sem FBS (500 pL) e na face inferior foi adicionado meio
DMEM com FBS (1000 pL — quimioatraente). Apds 16 horas, as celulas tumorais que
permaneceram na face superior da cdmera foram retiradas com o auxilio de um cotonete e, as
células que transmigraram para face inferior foram lavadas com meio de cultura DMEM sem
soro e fixadas com formaldeido 3,7%. Em seguida, as células que migraram para a por¢ao
inferior da membrana, foram marcadas com DAPI (2ng/mL — Sigma Aldrich). Em seguida, o
inserto foi retirado e a membrana recortada para montagem de laminas e visualizacdo em
microscopio de fluorescéncia. Essa montagem foi realizada com a adi¢do de 1 gota de 6leo
mineral a lamina de microscopia, seguida da membrana do inserto e adicdo de mais 1 gota de

6leo mineral, de acordo com o esquema abaixo:
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Figura 16 — Representacdo esquematica da montagem de laminas para visualizacdo em
microscopio das membranas dos insertos
Dez campos distintos de cada inserto foram fotografados com o auxilio de uma camera
Olympus DP72 intgrada ao microscopio Olympus BX50 e usando o software (DP2-BSW). As
células que transmigraram foram contadas com o auxilio do programa Image J e as médias dos
dez campos fotografados foram calculadas, sendo que cada tipo de tratamento (controle,
lipofectamina, sSiRNA, DisBa-01) foi feito em triplicata. Os dados das imagens foram analisados

estatisticamente de acordo com o item 3.11.

3.10. Ensaio de ligacao celular por Time lapse

O ensaio de ligacdo celular por time lapse foi realizado com a colaboracdo do Professor
Dr. Hernandes F. Carvalho do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotonica Aplicada a
Biologia (INCT-INFABIC) da Universidade de Campinas (Unicamp). Sinteticamente, 9x10*
celulas (silenciadas e ndo-silenciadas) foram plaqueadas em placas lab-Tek de 2 pogos com meio
de cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino e armazenadas overnight em estufa a 37°C e
5% de CO, para adesdo das células ao plastico da placa. Em seguida, o meio de cultura foi

removido e adicionado 2mL de PBS1X. As células foram, entdo, incubadas com DisBa-01 (10,
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100 e 1000nM) e as placas foram examinadas por 30 minutos, usando microscépio confocal
LSM 780-NLO Zeiss no microscépio Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, Alemanha). As

imagens adquiridas foram documentadas no software ZEN 2009 Light Edition.

3.11. Anélise estatistica dos dados

Os dados provenientes dos experimentos foram comparados e analisados usando anélise
de variancia (ANOVA), com auxilio do programa de estatistica GraphPad Prism, verséo 5.0.
Cada experimento foi realizado trés vezes em triplicata e todos os valores apresentaram
distribuicdo normal. Em funcdo disso, foi utilizado a analise de variancia (ANOVA) one-way € 0
teste de Dunnett foi aplicado para maltiplas comparac6es. Em todos os calculos, foi utilizado o

valor critico de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao da desintegrina DisBa-01

A obtencdo da proteina DisBa-01 foi realizada como descrito no item 3.2 desta
dissertacdo. Para analise e acompanhamento das etapas de expressao, foram retiradas aliquotas
antes da adicdo de IPTG (TO), apos a inducdo de 3 horas (T3), apds a primeira etapa de
sonicacao (S1) e apos a segunda etapa de sonicagédo (S2).

Durante as fases de purificacdo em resina de NI-NTA Sepharose e coluna MonoQ 5/50
GL, também foram retiradas aliquotas para acompanhamento do processo. Essas aliquotas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. Nota-se que somente a purificacdo da
proteina em resina de niquel (Ni — NTA Sepharose) ndo é suficiente para tornar a proteina livre

de impurezas, 0 que torna o processo de cromatografia em coluna MonoQ necessario (Fig. 17).

p A Ni- NTA Sepharose B MoooQ5/50GL

225kDa R — g
100 kDa " 2

75kDa 88 |8 s

S0kDa §

’ o~

35kDa g s_

25 kDa

SkD DizBa-01
1SkDa =

10kDa B "

Figura 17 — Anélise da purificacdo da DisBa-01 por SDS-PAGE. P: padrdo de massa molecular.
O gel A mostra as fracdes eluidas do processo de cromatografia em resina de niquel (Ni — NTA
Sepharose) e 0 gel B mostra as fracdes eluidas da cromatografia em coluna MonoQ. A seta
indica a banda da proteina de interesse.

As amostras provenientes da purificacdo em coluna MonoQ foram dialisadas contra agua,

concentradas para um volume final de aproximadamente 1 mL e submetidas a teste de agregacéo
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plaquetéria para confirmagdo da manutencdo da atividade. Em seguida, foram armazenadas a -

20° C para posterior utilizagdo em ensaios celulares.

4.2. Silenciamento de RNA (RNAI)

Para determinar o efeito do silenciamento do gene que codifica para a subunidade 3 de
integrinas em ensaios biologicos (transmigracdo em células endoteliais humanas e adesdo em
células endoteliais humanas sob condicéo de fluxo), as células MDA-MB-231 foram silenciadas
com SiRNA/ITGB3 com diferentes concentracbes de primer de silenciamento e, em seguida,

testadas. Os resultados provenientes desta técnica estdo representados na tabela IV e figura 19.

4.2.1. Extracdo de RNA total

A eficiéncia da técnica de extracdo de RNA total foi verificada em gel de agarose-
formaldeido 1%, o qual mostrou a integridade do RNA pelo aparecimento das bandas
correspondentes ao RNA ribossdmico 28S, 18S e 5S. Na figura 18, é mostrado também um

arraste, caracteristico de demais RNAs com tamanhos variados, presentes em todas as células.

Cl C2C3 L1 L2 L3 R1 R2R3 R4 R5 R6

28S

188

58

Figura 18 — Amostras de RNA total extraido de células da linhagem MDA-MB-231. C: células
Controle; L: Células tratadas com Lipofectamina; R: celulas silenciadas para 3.
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4.2.2. PCR quantitativo (RT-gPCR)

Apos as extracGes dos RNA e tratamento destes com DNAse, para excluir qualquer DNA
gendmico, foi realizada a transcrigdo reversa, para producdo de cDNA, como descrito no item
3.6.4. Com estes cDNAs foi realizado gPCR, para analise da expressdo de mRNA da subunidade
B3. Esta técnica foi feita com primers especificos para o gene da subunidade B3 de integrinas e
para o gene controle (HPRT).

Assim, foram obtidos valores de Ct em duplicata de cada amostra e calculadas suas
médias. Da mesma forma, foram obtidos valores de Ct para o gene normalizador HPRT, como
mostrado na tabela 4. Nesta tabela também sdo mostrados valores de ACt e suas médias (S),
AACt, unidades arbitrarias e suas medias. Esses valores sdo calculados da seguinte maneira:

e ACt = Ctcontrole — Ct amostra

e Média de cada tipo de tratamento (S) =ACt 1 + ACt2+ ACt3+n
NUmero de ACts

e AACt grupo controle = ACt — Média(S) ACt grupo controle
AACt grupo lipo = ACt — Média(S) ACt grupo controle
AACt grupo siRNA = ACt — Média(S) ACt grupo lipo

e Unidades arbitrarias (UA) = 2 A

e Meédias das unidades arbitrarias = 2 24Ct 1+ 2 24Ct 9 4 pAACtL 3 4
NUmero de UAs
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Tabela IV — Célculo da expressdo de mRNA da subunidade B3 obtido pela PCR em tempo real.

HPRT
ITGB3 Média Media Média
Grupo Média Cys Cis ACq S AAC; UA UA
Controle 1 23,51 | 16,67 6,84 6,99 -0,15 1,10 1,09
Controle 2 23,04 16,24 6,8 -0,19 1,14
Controle 3 23,13 | 16,22 6,91 -0,08 1,05
Lipo 1 23,38 | 16,07 7,31 7,10 0,32 0,80 0,8
Lipo 3 23,76 | 16,55 7,21 0,22 0,85
Lipo 4 23,71 | 16,33 7,38 0,39 0,76
siRNA5nM 27,43 16 | 11,43 4,33 0,04 0,05
SIRNA5SNM 27,09 15,97 11,12 4,02 0,06
siRNA10nM 26,25 | 16,25 10 2,90 0,13 0,11
siRNA10nM 2596 | 1565| 10,31 3,21 0,10
siRNA20nM 26,5| 16,52 9,98 2,88 0,13 0,11
siRNA20nM 26,83 | 16,46 | 10,37 3,27 0,10
siRNA30nM 26,57 | 16,95 9,62 2,52 0,17 0,21
siRNA30nM 26,17 | 17,16 9,01 1,91 0,26
siRNA40nM 27,19 | 16,25| 10,94 3,84 0,06 0,05
siRNA40nM 27,97 | 16,41 | 11,56 4,46 0,04

Expressiao Génica da integrina beta3 em
Unidades Arbitrarias (UA)

1.5+

Expressao génica relativa da Integrina beta3 em UA

(SIRNA/ITGB3)(nM)

Figura 19 — Representacdo grafica dos valores de expressdo do mRNA da subunidade B3 em

unidades arbitrarias. A andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA one-way seguido do teste
de Tukey, sendo p<0,05 e ***p<0,0001.
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Observa-se na figura 19 que a expressao do mRNA da subunidade [; apresentou uma
reducdo significativa quando células MDA-MB-231 foram tratadas com quaisquer das
concentragdes de RNA de interferéncia. Isso indica que o tratamento com primer de
silenciamento foi eficaz e reprimiu a expressdo da proteina. Alem disso, nota-se também que o
tratamento com o agente de transfeccdo — lipofectamina - ndo interferiu na expressdo da
subunidade B3, indicando que somente o primer especifico foi o responsavel pela inibicdo da
expressdo. Dessa forma, foi escolhida a concentracdo de 5nM para os ensaios bioldgicos
subsequentes.

Posteriormente a PCR em tempo real, os produtos desta reacdo foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose 2% e os resultados apresentados abaixo. A figura 20A mostra foto
de gel de agarose 2% com os produtos de qPCR, a partir de células da linhagem MDA-MB-231,
de todos os tratamentos (controle, lipofectamina e SIRNA/ITGB3) e primers para a amplificagdo
de uma regido especifica da subunidade PBs;. J& a figura 20B mostra os produtos de gPCR,
também de todos os tratamentos, mas com primers para amplificacdo de uma regido especifica
para 0 HPRT. Todas as amostras foram tratadas com DNAse para manutencdo da qualidade e

excluir a possibilidade de interferéncia de material genémico estranho ao material utilizado.
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Figura 20 — Fotos representativas dos produtos de RT-PCR da subunidade B3 (A) e HPRT (B) de
células da linhagem MDA-MB-231. P: padrdo de massa molecular; C: Controle ndo silenciadas;
L:células com lipofectamina; R: células silenciadas.

4.2.3. Cinética do sileciamento do gene codificante para a subunidade B3

Apbs a identificacdo da concentracdo Otima de primer de silenciamento, bem como dos
produtos de RT-PCR, foi necessario fazer a cinética do silenciamento, ou seja, foi preciso saber o
tempo durante o qual as células da linhagem MDA-MB-231 permanecem com a expressdo da
subunidade B3 reduzida. Dessa forma, o procedimento para o silenciamento, descrito no item 3.6
foi repetido, seguido da extracdo de RNA total (item 3.6.1) de uma placa retirada aleatoriamente
apos 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 e 12 dias apds a transfeccdo das células com siRNA. Duas placas
de Petri contendo células MDA-MB-231 foram mantidas como controle (ndo transfectadas).
Posteriormente a extracdo de RNA total, o material foi submetido a eletroforese em gel de
agarose-formaldeido 1% para verificacdo da integridade do RNA. Em seguida, houve a producéo
do cDNA e gPCR de todas as amostras. A figura 21 representa o grafico da cinética do

silenciamento do gene codificante para a subunidade f33.
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Cinética de Silenciamento
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Figura 21 — Cinética do silenciamento do gene que codifica para a subunidade 33 de intgrinas em
células MDA-MB-231. O procedimento para silenciamento foi realizado como descrito no item
2.6. Apo6s 3 dias do silenciamento, as placas foram retiradas, uma a uma, aleatoriamente, em
cada dia, para extracdo do RNA total e analise por gPCR.

Com este grafico é possivel observar que as células permanecem silenciadas para o gene
alvo durante os dois primeiros dias apds o tratamento com o primer de silenciamento (3° ao 5°
dia) e apds este periodo, a expressdo da subunidade B3 vai sendo retomada (a partir do 6° dia) e,
no 8° dia ha um aumento exponencial da expressdo do mRNA da subunidade B3, atingindo niveis

muito proximos aqueles referentes as células do grupo controle néo silenciadas.

4.3. Western blotting

O silenciamento da subunidade B3 foi também confirmado por western blotting. Para isso,
as células silenciadas foram lisadas conforme descrito no item 3.7. para obtencdo das proteinas
totais. Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%,
transferidas para membrana de nitrocelulose e incubagfes com anticorpos, de acordo com o
procedimento descrito no item 3.8. Na figura 22 estdo representadas as membranas indicando as
expressoes protéicas da subunidade 3 e da actina, utilizada como controle interno.
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Figura 22 — Expressédo da subunidade B3 de integrinas e da actina extraidas de células MDA-MB-
231. Amostras resolvidas em gel e poliacrilamida 10% e transferidas para membrana de
nitrocelulose. C: células sem nenhum tipo de tratamento; L: células tratadas com lipofectamina;
siRNA: células silenciadas com siRNA/ITGB3.

Na figura 22 (porcéo superior), observa-se auséncia de reacdo com o anticorpo anti 33 nas
células silenciadas, confirmando o silenciamento tanto de mMRNA como o de proteina. Essa
analise é possivel em func¢éo da utilizacdo do controle interno, o qual permite a inferéncia de que

a expressao das demais proteinas permanece elevada, mesmo nas células que sofreram processo

de silenciamento.

4.4. Ensaio de Adesao celular sob condicéo de fluxo

Ha alguns anos foi demonstrada a acdo inibitoria da DisBa-01 com relacdo a adesédo
estatica de células de melanoma murino ao substrato vitronectina (RAMOS et al., 2008). Dando
continuidade aos estudos, foram realizados experimentos com o mesmo tipo de células, mas em
uma condicdo de fluxo, mimetizando o fluxo sanguineo. Nestes novos experimentos, foi
demonstrado que a DisBa-01 foi capaz de inibir a adesdo das células MDA-MB-231 ao substrato
colageno tipo | (MONTENEGRO et al., 2012).

Neste presente estudo, foram realizados ensaios com células da linhagem MDA-MB-231,
também sob condicédo de fluxo, mas com um substrato composto de células endoteliais humanas,

da linhagem HMEC-1. Alem disso, as células tumorais foram divididas em dois grupos: (i)
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silenciadas e (ii) ndo silenciadas e tratadas com diferentes concentragdes da desintegrina DisBa-
01.

Os resultados demonstram que as células silenciadas apresentaram uma queda na adesdo
as células endoteliais (48,14 + 1,50%), o que indica uma tendéncia na inibicdo da adesao

conforme ocorre a perda de integrinas na superficie das células (figura 23).

Adeséo de células MDA-MB-231 silenciadas em HMEC-1
sob condicédo de fluxo

150+

1004

k%

50+

% de adesdo celular

0-
Controle Lipofectamina siRNA}ITGBS

Figura 23 — Inibicdo da adesdo de células MDA-MB-231 silenciadas a células endoteliais
humanas (HMEC-1). A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA one-way seguido do teste
de Dunnett, sendo p<0,05 e ***p<0,0001

66



Figura 24 — Fotos representativas da inibicdo da adesdo de células MDA-MB-231 em células
endoteliais humanas (HMEC-1). A: células do grupo controle negativo; B: células tratadas com
lipofectamina; C: células silenciadas. Aumento de 40X em microscopio Optico de fluorescéncia.
Marcacao dos nucleos celulares com DAPI (azul) e do citoplasma celular com Cell Tracker Red
(vermelho). Barra equivalente a 20nm

Com relacdo as células tratadas com diferentes concentragdes de DisBa-01 (10, 100, 500
e 1000nM), quando tratadas com DisBa-01 na concentragdo de 10nM, as células tumorais s&o
estimuladas a aderirem nas células endoteliais (25,30 + 2,97%). Entretando, quando tratadas com
a desintegrina nas concentracdes de 500nM e 1000nM, ocorre uma reducdo na adesdo das células

MDA-MB-231 as endoteliais (51,48 + 2,07% e 54,64 + 3,35%, respectivamente), conforme

apresentado na figura 25.
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Adeséo de células MDA-MB-231 em HMEC-1
sob condicédo de fluxo
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Figura 25 — Inibicdo da adesdo de células MDA-MB-231 em células endoteliais humanas
(HMEC-1). A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA one-way seguido do teste de
Dunnett, sendo p<0,05 e ***p<0,0001.
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Figura 26 — Imagens representativas da inibicdo da adesdo de células MDA-MB-231 a células
endoteliais humanas (HMEC-1) pela DisBa-01 nas concentracgdes: 0 (A), 10nM (B), 100nM (C),
500nM (D) e 1000nM (E). Aumento de 40X em microscépio optico de fluorescéncia. Marcacgédo
dos ndcleos celulares com DAPI (azul) e do citoplasma celular com Cell Tracker Red
(vermelho). Barra equivalente a 20nm.
4.5. Ensaio de Transmigragao celular

Neste experimento, foram utilizadas células MDA-MB-231 silenciadas e ndo silenciadas
e tratadas com diferentes concentragdes de DisBa-01. Os resultados observados na figura 27
indicam que o silenciamento do gene codificante para a subunidade B3 de integrinas inibiu

significativamente a migracao das células MDA-MB-231 através das células endoteliais HMEC-

1 (70,97 + 0,57%), ou seja, houve migragdo de 29,03% . O tratamento das células com

69



lipofectamina ndo provocou diferencas estatisticas significativas nas caracteristicas das células

em relagéo ao controle.

Transmigracdo de células MDA-MB-231 silenciadas
em HMEC-1
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Figura 27 — Efeito do silenciamento do gene codificante da subunidade 3 de integrinas sobre a
transmigracéo de células MDA-MB-231 em células endoteliais humanas (HMEC-1). Os valores
com significancia estatistica foram atribuidos (p<0,05 e ***p<0,0001; ANOVA/Dunnett).

Figura 28 — Fotos representativas do efeito do silenciamento do gene codificante da subunidade
b3 de integrinas sobre a transmigracdo de células MDA-MB-231 em células endoteliais humanas
(HMEC-1). A: Células do grupo controle negativo; B: Células tratadas com lipofectamina; C:
Células silenciadas. Aumento de 40X em microscopio de fluorescéncia. Marcacdo dos nucleos
celulares com DAPI (azul) e do citoplasma celular com Cell Tracker Red (vermelho). Barra
equivalente a 20nm.
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Com relacédo as células MDA-MB-231 tratadas com a desintegrina DisBa-01, a figura 29
mostra que a proteina apresentou efeito estimulante quando utilizada a concentracdo de 10nM
(28,50 + 10,08%) e inibitério quando as células foram incubadas com as duas concentracdes
mais elevadas (500 e 1000nM), sendo uma diferenca de 24,95 + 1,33% para a concentragao de

500nM e 56,95 + 2,35% para a concentragdo de 1000nM.

Transmigracéao de células MDA-MB-231
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Figura 29 — Efeito da desintegrina DisBa-01 sobre a transmigracao de células MDA-MB-231 em
células endoteliais humanas (HMEC-1). Os valores com significancia estatistica foram atribuidos
(p<0,05 e ***p<0,0001; ANOVA/Dunnett).
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Figura 30 — Fotos representativas da inibicdo da transmigracdo de células MDA-MB-231 em
células endoteliais humanas (HMEC-1) pela DisBa-01 nas concenragdes: 0 (A), 10nM (B),
100nM (C), 500nM (D) e 1000nM (E). Aumento de 40X em microscopio Optico de
fluorescéncia. Marcacdo dos nucleos celulares com DAPI (azul) e do citoplasma celular com
Cell Tracker Red (vermelho). Barra equivalente a 20nm.

4.6. Ensaio de ligagéo celular por Time lapse

A atividade de ligacdo da desintegrina DisBa-01 as celulas da linhagem MDA-MB-231
foi investigada por time lapse, ou seja, as células foram escaneadas em intervalos de tempo (30
segundos) e, posteriormente foi possivel a visualizacdo em formato de video, da interacéo entre a
desintegrina, em diferentes concentragdes, e as celulas. As desintegrinas foram previamente
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marcadas com o fluor6foro Alexa Fluor 555, como descrito no item 3.5. A figura 31 representa o
momento em que a DisBa-01, em diferentes concentracdes, interage com as células tumorais néo
silenciadas e transfectadas com GFP . Com estas imagens pode-se observar uma maior interacéo
da proteina DisBa-01 com as células MDA-MB-231, na concentracdo de 1000nM, ndo sendo
possivel a visualizagdo de nenhuma interacdo quando as células sdo incubadas com
concentragdes diferentes desta (1000nM) de proteina. Apesar dessas observagdes, nao € possivel
afirmar que essa interacdo ocorra somente quando a proteina encontra-se na maior concentracao,
uma vez que, em diferentes ensaios bioldgicos houveram respostas celulares diante de
administracdo de concetracOes diferentes de DisBa-01, como mostrado por Montenegro e
colaboradores (2012). Além disso, as imagens mostram também alteracbes na morfologia

celular, a qual pode ser resultante da interferéncia do laser emitido pelo microscopio multiféton.

Figura 31 — Fotos representativas da interacdo entre a desintegrina DisBa-01 com células MDA-
MB-231 ndo silenciadas e transfectadas com GFP. Imagens no tempo de 2 minutos ap06s adi¢do
da desintegrina marcada com Alexa Fluor 555 nas seguintes concentracdes: 0 (A); 10nM (B),
100nM (C) e 1000nM (D). Aumento de 40X.
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A figura 32 mostra uma comparagdo entre as interagdes da DisBa-01, em diferentes
concentragdes (10, 100 e 1000nM) com células nao-silenciadas e células silenciadas, ambas sem
GFP. Pode-se observar que na concentracdo de 1000nM (figura 32 E e F), a DisBa-01, embora
apresente interacdo com as células MDA-MB-231, a proteina ndo interage com as células da

mesma linhagem que sofreu processo de silenciamento da subunidade B3 de integrinas, o que

pode indicar uma possivel ligacdo mais especifica da DisBa-01 com a integrina o fs.

MDA-MB-231 nido MDA-MB-231
silenciadas silenciadas

DisBa-01 [10nM]

DisBa-01 [100nM]

DisBa-01 [1000nM]

Figura 32 — Fotos representativas da interagdo entre desintegrina DisBa-01 com células MDA-
MB-231. Imagens no tempo de 2 minutos apos adicdo da desintegrina. A seta indica as vesiculas
intracelulares contendo a DisBa-01 Aumento de 40X.
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5. DISCUSSAO

A integrina a,f; tem sido amplamente estudada e diversas pesquisas mostram seu
envolvimento nos processos de invasao e metastase (ALPHONSO & ALAHARI, 2009; LIU, H.
et al., 2012). Trata-se de um receptor de membrana celular que é requerido para a manutencao e
estabelecimento das células tumorais, uma vez que a integrina estd intimanente relacionada ao
VEGF (MAHABELESHWAR, et al., 2007). De maneira semelhante, pesquisadores tem
demonstrado que a utilizacdo de proteinas do veneno de serpentes sdo fontes de biomoléculas
capazes de apresentar efeitos sobre as células tumorais, o que lhes confere caracteristicas de
potenciais fontes de moléculas bioativas na terapia anti-metastatica. Dentre tais moléculas, a
DisBa-01 tem apresentado resultados significativos no que diz respeito ao seus efeitos inibitérios
nas etapas de disseminacdo metastatica (MONTENEGRO, et al., 2012; RAMOS et al., 2008;
RIBEIRO, J.U. dados nédo publicados).

A tecnologia do RNAI, uma descoberta relativamente recente (BARBOSA & LIN, 2004,
SOUZA et al., 2007; SHREY et al., 2009), fornece um novo leque de op¢des que amplia a visao
e 0 estudo funcional de proteinas. Assim, neste trabalho foi realizado o silenciamento da
subunidade B3 de integrinas nas células de cancer de mama, o que permitiu o estudo do efeito
que a integrina a3 apresenta no processo de adesdo das celulas tumorais (MDA-MB-231) as
células endoteliais para a invasdo de um novo sitio metastatico, assim como seu efeito na etapa
de migracdo das células tumorais através das células endoteliais. Além disso, para avaliar a
interacdo da integrina o,B3 com a DisBa-01, a proteina foi produzida em nosso laboratorio e
obtida com pureza e quantidades satisfatorias para a realizacao de ensaios biologicos.

Referente ao silenciamento, foram testadas diferentes concentracbes de oligos de
silenciamento para identificagdo da melhor concentragdo para que os ensaios biologicos fossem
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realizados. A confirmacdo da técnica de RNAI foi realizada por qPCR e, posteriormente,
validada por western blotting. Todas as concentragdes de SiRNA testadas promoveram o
silenciamento do mRNA para a subunidade B3 em células MDA-MB-231, quando comparadas
com as celulas controle e célula tratadas com lipofectamina, descartando a hipotese do agente
transfectante causar alteracbes na expressio do mRNA em questdo. Apesar de todas as
concentragdes terem sido eficazes no silenciamento, foi selecionada a concentracéo de 5nM para
otimizacdo do material e continuidade dos ensaios bioldgicos. Parametros semelhantes a estes,
ou seja, silenciamento eficiente e com concentracdes baixas de siRNA, foram realizados por
TUCCI e colaboradores (2009), que também utilizaram a lipofectamina como agente
transfectante, porém utilizaram células de mieloma. CHEN, e colaboradores (2009) também
realizaram experimentos com parametros parecidos com os obtidos neste trabalho, porém com
celulas de cancer de ovério.

Para confirmar a reducdo da expressdo desta subunidade, foi realizado também o western
blotting com anticorpos contra a subunidade B3 e contra a proteina actina, como proteina
constitutiva. A técnica de silenciamento transiente foi eficaz para a subunidade B3, pois a célula
apresentou reducdo nos niveis desta proteina, quando comparado aos niveis de actina, da mesma
celula.

No ensaio em que foi simulada a condicdo encontrada no interior de vasos sanguineos (5
dynes/cm? — circulacéo venosa; BARNES, J.M. et al., 2012) com bomba peristaltica e células
tumorais humanas, foi verificada a inibicdo da adeséo das células MDA-MB-231 & monocamada
de células endoteliais, quando tratadas com concentra¢fes de 500 e 1000nM de DisBa-01. Este
fato sugere o bloqueio da integrina ayf3 pela desintegrina, o que poderia interferir na ligacéo

destas integrinas aquelas presentes nas células endoteliais, assim como na interacdo com
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plaquetas, gerando uma barreira aos receptores de membrana e dificultando a adesdo das células
tumorais as endoteliais. Estudos realizados por Ramos e colaboradores (2008) mostram que
celulas de melanoma murino, quando incubadas com DisBa-01, apresentam uma reducdo na
interacdo com plaquetas, com uma menor formacdo de conjugados célula-plaquetas-fator de von
Willebrand/fibrinogénio, corroborando a sugestdo do bloqueio a integrina pela DisBa-01.
Cominetti e colaboradores (2009), utilizando este mesmo sistema de fluxo e mesmo tipo celular,
porém com a proteina ADAMOID, observaram a inibi¢do da adesdo destas células ao coladgeno
tipo I. De acordo com os pesquisadores, a ADAMID apresenta efeito inibitorio sobre a adeséo
de plaquetas sobre o colageno, mas ndo inibe a agregacao plaquetéria induzida por colageno tipo
I, 0 que sugere o blogueio da integrina a3 das células tumorais pela ADAM9D.

Em adicdo a estes achados, o silenciamento da integrina 3 também inibiu a adesdo destas
células as HMEC-1. Esse resultado pode indicar a ligagdo da DisBa-01 a ops,
predominantemente, j& que, apesar da presenca de demais integrinas na superficie celular
(Ribeiro 2009, dados ndo publicados), a inibicdo da adesdo as células endoteliais ocorreu de
forma significativa. Estudos prévios de Ramos e colaboradores (2008) mostraram que a
desintegrina deste presente trabalho interage com a integrina o, 3. Estes resultados sugerem que
a integrina em questdo seja uma das moléculas fundamentais para a etapa de extravasamento das
células tumorais, além de interferir também nas etapas de adesdo, migracdo, invasdo e
proliferagdo (MOROZEVICH, G.E. et al., 2004; TUCCI, M. et al., 2009; CHEN, J. et al., 2009;
GRASHOFF, C. et al., 2010).

Em contraposicao, a concentracdo de 10nM de DisBa-01 utilizada nas células MDA-MB-
231, favoreceu a adesdo destas células as endoteliais. Provavelmente, devido a baixa

concentragéo de desintegrina, ndo houve o blogueio da interacdo entre a a3 € as integrinas das
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celulas endoteliais. Além disso, a baixa concentracdo pode ter estimulado as células de tal forma
que o tipo de integrinas presentes na superficie celular precisou ser alterado diante do novo
ambiente no qual as células se encontravam (ALPHONSO & ALAHARI, 2009).

Além da adesdo as células endoteliais, 0s processos de extravasamento e metastase,
apresentam também uma etapa de migracdo transendotelial, na qual as células tumorais migram
através da monocamada de células do vaso sanguineo. Esta migracao transendotelial faz com que
as células endoteliais tenham uma alteracdo dos receptores de membrana e, assim, ha a
colonizacgdo do nicho metastatico (MIERKE et al., 2008). Neste trabalho observou-se a reducéo
da transmigracdo de células da linhagem MDA-MB-231 quando estas foram previamente
incubadas com 500nM e 1000nM de DisBa-01. Este resultado sugere, novamente, um bloqueio
da integrina a,B3, 0 que dificulta a migragdo das células tumorais através das células endoteliais
(MA, D. et al., 2011). Além disso, esta integrina também esta relacionada ao receptor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR-2) e, em um estudo de Lee e colaboradores (2002), foi
observado que o VEGF gera uma retracdo das células endoteliais cerebrais, ocasionando, assim,
uma maior permeabilidade, facilitando a migracdo transendotelial de células tumorais. Neste
sentido, o blogqueio da integrina ocasiona uma perda da ativacdo do receptor de VEGFR-2 e,
consequentemente, na perda de sinalizacdo através do VEGF, resultando em uma diminuicao da
permeabilidade celular (MAHABELESHWAR, et al., 2007; LEE, et al., 2002; MONTENEGRO
etal., 2012).

Este mesmo raciocinio pode ser aplicado ao resultado observado com o silenciamento da
subunidade Bs; de integrinas. Com este experimento nota-se a redugdo da migracdo
transendotelial pelas células tumorais de mama indicando que a auséncia da integrina o3

acarreta em uma série de eventos que culminam, dentre outros, na inibicdo da migracdo de
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celulas tumorais através das células dos vasos sanguineos e, consequentemente, na reducdo da
colonizagdo de um novo sitio metastatico (FELDING-HABERMANN, B. et al., 2003; BAUER,
K. etal., 2007; DESGROSELIER, J. S. et al., 2009).

Outro fator que corrobora essas observacgdes esté relacionado ao estudo realizado por Liu
e colaboradores (2012), no qual foi investigada a acdo do proto-oncogene MYC no processo
metastatico. De acordo com os pesquisadores, o gene acima referido age, além de outras vias de
sinalizacdo, através da integrina a,f3, de forma que a auséncia deste heterodimero acarreta na
reducdo da metéstase in vivo. Além disso, este mesmo estudo observou que ambos
silenciamentos independentes, ou seja, somente o silenciamento da subunidades o, ou somente o
da B3 resulta na diminuicdo dos niveis do heterodimero completo e esta diminuigdo esta
diretamente relacionada a reducdo de metastases em camundongos.

Em adicdo aos experimentos desenvolvidos para estudar os efeitos da desintegrina e do
silenciamento génico, foi realizado também ensaio de ligacdo com visualizacdo pela técnica de
time lapse (DEWAN, M.A., SWAMY, M.N. & AHMAD, M.O., 2011). Diversos sdo o0s estudos
que envolvem diagndsticos através de imagens, entretanto aqueles que se utilizam da técnica de
time lapse estdo mais relacionados a investigacdo dos processos de migracgdo e invasao celular, in
vitro e in vivo (FIOLKA, R. et al., 2012; ISHIDO, M. & KASUGA, N., 2012; FORSLUND, E.
etal., 2012).

Neste experimento, células tumorais foram incubadas com a desintegrina marcada com
fluor6foro e imagens sequenciais foram capturadas para o entendimento da dindmica da
interacdo entre a desintegrina e as células MDA-MB-231. Os resultados destes ensaios mostram
que houve maior sinal da ligacdo entre as células tumorais com as desintegrinas quando esta se

apresentava mais concentrada (1000nM), diferentemente das outras concentragOes, as quais ndo
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mostraram sinal visivel de interacdo com as células MDA-MB-231 transfectadas com GFP.
Além disso, a desintegrina pode ser visualizada no interior de vesiculas no citoplasma das
células. Em estudos anteriores, com a utilizagdo de outra desintegrina proveniente do veneno
bruto de Rhinocerophis alternatus, a alternagina-C, foi possivel visualizar a interacdo com
celulas de cancer de mama, porém tal desintegrina permaneceu na superficie celular (dados néo
publicados) e, por apresentar motivo adesivo ECD, a sua interacdo com as células se faz,
prioritariamente, com as integrinas o.f; (SELISTRE-DE-ARAUJO, H. S. et al., 2005).

Com relacdo a interacdo da desintegrina com as células MDA-MB-231 silenciadas, a
mostra a comparacao desta interacdo com células silenciadas e ndo silenciadas. Nota-se que o
grupo de celulas que ndo passou pelo tratamento de RNAI apresenta interacdo com a
desintegrina, quando a proteina estd mais concentrada enquanto que as células, cuja integrina
o3 esta ausente na superficie, ndo mostra interagdo com a desintegrina . Essas observagdes sao
sustentadas por Ramos e colaboradores (2008), no que diz respeito a ligacdo entre a DisBa-01 e a
subunidade B3, predominantemente. Neste estudo, os pesquisadores observaram, através de
analise de ressonancia complete, uma maior interacdo entre a desintegrina e o receptor de
membrana em detrimento das demais integrinas presentes na superficie celular.

Dessa forma, os efeitos da DisBa-01 observados em células da linhagem MDA-MB-231
permitem a utilizacdo desta molécula em modelos in vivo, mais especificamente no estudo de
tumores de mama, para uma avaliacdo mais aprofundada no que diz respeito a utilizacdo desta
molécula como um composto bloqueador da integrina a,f3. Além disso, os dados observados
com o silenciamento da integrina em questdo sdo corroborados por estudos que envolvem a
supressdo de vias moleculares que tem participacdo do disparo de cascatas que resultam em

metéstase (Liu, H. et al., 2012). Entretanto, investigacbes mais aprofundadas com relacdo aos
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seus efeitos sobre outras linhagens celulares sdo necesarias, ja que a desintegrina ndo apresenta
interacdo exclusiva com a a,B3 € esta integrina ndo estd presente somente em células da

linhagem MDA-MB-231.
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6. CONCLUSOES

Com os dados obtidos neste trabalhos, podemos concluir que:

- A integrina o,fB3 estad envolvida na adesdo das células MDA-MB-231 a células
endoteliais, sob condicéo de fluxo;

- A integrina ayf3 € essencial para a migracdo transendotelial de células MDA-MB-
231;

- A DisBa-01 mostra-se eficaz na inibicdo da transmigracdo celular tumoral.
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