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RESUMO

O cancer representa um ecossistema complexo que compreende células
tumorais e um conjunto de células nao cancerosas, incorporadas em uma matriz
extracelular alterada. O microambiente tumoral (MT) inclui diversos tipos de células
imunes, fibroblastos associados ao cancer, células endoteliais, pericitos e varios
tipos adicionais de células residentes em tecidos. Estas células hospedeiras ja
foram consideradas espectadoras da tumorigénese, mas agora sdo conhecidas por
desempenharem papéis criticos na patogénese do cancer. Durante o
remodelamento vascular e a angiogénese, por exemplo, as células endoteliais
aumentam a expressao de varios constituintes de superficie que potencializam a
invasado e a proliferagdo celular, incluindo a integrina av3. A integrina avp3 é um
receptor de vitronectina que reconhece o motivo adesivo RGD, sendo essencial
para a direcionalidade da migragao celular. Nosso grupo estudou previamente essa
integrina utilizando a desintegrina recombinante DisBa-01, derivada do veneno de
Bothrops alternatus, produzida com um peptideo His-tag por meio de expressao
heterdloga e purificagdo. O objetivo do presente estudo é avaliar os possiveis
efeitos da inibicdo farmacoldgica da integrina avf3 na angiogénese e na progressao
tumoral em um modelo experimental singénico de cancer de mama triplo negativo.
Avaliou-se o efeito da inibicdo local e sistémica da integrina avB3 no
desenvolvimento tumoral primario em camundongos fémeas Balb-C utilizando
células 4T1Br4-mCherry. Apds a formagao tumoral, os animais foram divididos em
dois experimentos (Experimento de Metastase Espontanea Nao Cirurgico e com
Cirurgia), compostos por trés grupos (Grupo Controle 1, Grupo DisBa-01 e Grupo
Controle 2) e tratados por um periodo especifico. Apds a eutanasia, foram coletadas
amostras dos 6rgaos dos animais para posterior analise por qPCR real time e
histologia, além da imunofluorescéncia. O estudo foi submetido a CEUA-UFSCar e
aprovado sob o protocolo CEUA n° 9550180823. Os resultados demonstraram que
a inibicado farmacolégica da integrina avp3 pela DisBa-01 modulou o microambiente
tumoral com efeitos pré e antitumorais em ambos os experimentos. Observou-se
aumento da deposi¢ao de colageno nos tumores no experimento 1 e maior potencial
de recidiva tumoral no grupo tratado com a desintegrina no experimento 2, além de
reducao da metastase pulmonar, confirmada por gPCR em ambos os experimentos.
Comparativamente, os animais ndao submetidos a cirurgia apresentaram melhor
resposta ao tratamento, enquanto o experimento com cirurgia evidenciou maior
disseminagdo metastatica e menor sobrevida. Assim, a inibicao isolada da integrina
avB3 nao foi suficiente para conter a progressao tumoral in vivo, destacando a
necessidade de estudos adicionais sobre sua relagcdo com o microambiente tumoral.

Palavras-chave: desintegrina; antitumoral; av33; metastase; DisBa-01.
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ABSTRACT

Cancer represents a complex ecosystem composed of tumor cells and a
diverse population of non-malignant cells embedded within an altered extracellular
matrix. The tumor microenvironment (TME) comprises various immune cell types,
cancer-associated fibroblasts, endothelial cells, pericytes, and several additional
tissue-resident cell populations. These host cells were once regarded as mere
bystanders in tumorigenesis but are now recognized as playing critical roles in
cancer pathogenesis. During vascular remodeling and angiogenesis, for example,
endothelial cells upregulate the expression of several cell-surface molecules that
promote tumor cell invasion and proliferation, including integrin avB3. Integrin avB3 is
a vitronectin receptor that recognizes the adhesive motif RGD and plays an essential
role in directing cell migration. Our group has previously investigated this integrin
using the recombinant disintegrin DisBa-01, derived from Bothrops alternatus venom
and produced as a His-tag recombinant protein through heterologous expression
and purification. The aim of the present study was to evaluate the potential effects of
the pharmacological inhibition of integrin avB3 on angiogenesis and tumor
progression in a syngeneic experimental model of triple-negative breast cancer. The
effects of local and systemic inhibition of integrin avB3 on primary tumor
development were evaluated in female BALB/c mice inoculated with
4T1Br4-mCherry cells. Following tumor establishment, the animals were allocated
into two experimental models (Non-surgical Spontaneous Metastasis and Surgical
Spontaneous Metastasis), each comprising three groups (Control Group 1, DisBa-01
Group, and Control Group 2), and were treated for a defined period. After
euthanasia, tissue samples from multiple organs were collected for subsequent
real-time quantitative PCR, histological, and immunofluorescence analyses. The
study was approved by the Animal Ethics Committee of the Federal University of
Sao Carlos under protocol number 9550180823. The results demonstrated that
pharmacological inhibition of integrin avf3 by DisBa-01 modulated the tumor
microenvironment, producing both pro-tumorigenic and antitumor effects in both
experimental models. Increased collagen deposition was observed in tumors from
Experiment 1, whereas a greater potential for tumor recurrence was detected in the
DisBa-01-treated group in Experiment 2. In addition, reduced pulmonary metastasis
was confirmed by qPCR in both experiments. Comparatively, animals that did not
undergo surgery exhibited a better therapeutic response, whereas the surgical model
showed greater metastatic dissemination and reduced survival. Collectively, these
findings indicate that inhibition of integrin av@3 alone was insufficient to restrain
tumor progression in vivo, highlighting the need for further studies to elucidate its
relationship with the tumor microenvironment.

Keywords: disintegrin; antitumoral; av33; metastasis; DisBa-01.
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1. INTRODUCAO

A compreensao da ciéncia sobre o cancer evoluiu fundamentalmente ao
longo das ultimas décadas. Atualmente, considera-se que o cancer nao se trata
simplesmente de uma doenga genética ou epigenética, mas sim um ecossistema
complexo, que envolve uma ampla gama de células ndo cancerosas e suas
inumeras interagdes dentro do tumor. O microambiente tumoral € um ecossistema
altamente estruturado contendo células cancerigenas cercadas por diversos tipos
de células ndo malignas, coletivamente incorporados em uma matriz extracelular
alterada e vascularizada. Entende-se que as células cancerigenas orquestram um
ambiente de suporte ao tumor, recrutando e reprogramando células hospedeiras
nao cancerosas e remodelando a vasculatura e a matriz extracelular (MEC). Esse
processo dinamico depende de interacdes heterotipicas entre células cancerigenas
e células residentes ndo cancerosas recrutadas do MT (JOYCE, 2023).

De acordo com o Ministério da Saude, o cancer de mama € uma doencga
resultante da multiplicagdo de células anormais da mama, que formam um tumor
com potencial de invadir outros 6rgaos (INCA, 2023). No Brasil, em 2023 houve
mais de 20 mil mortes relacionadas a doenca, e em 2025 houve 73.610 novos casos
estimados, tornando-o o tipo mais comum de cancer, depois do cancer de pele, e
também o que causa mais mortes por cancer em mulheres (INCA, 2025). A historia
natural do cancer de mama indica que o curso clinico da doenca e a sobrevida
variam de paciente para paciente (SOUZA et al., 2008). Esta variagdo é
determinada por uma série complexa de fatores, tais como a diferenca na
velocidade de duplicacao tumoral, o potencial de metastatizacdo do tumor e outros
mecanismos, ainda nao completamente compreendidos, relacionados com a
condig&o imunoldgica, hormonal e nutricional do paciente (SOUZA et al., 2008).

No cancer de mama o maior desafio clinico ainda é a prevencdo e o
tratamento de metastases, a principal causa de morte de pacientes com a doenca.
Infelizmente, para esta condicao, existem poucas opgdes terapéuticas. Inicialmente,
acreditava-se que a metastase se desenvolvia a partir de tumores avancados; no
entanto, estudos recentes mostraram que as células tumorais podem se disseminar
na corrente sanguinea mesmo antes dos tumores serem detectaveis pelos métodos
diagnodsticos atuais (DASGUPTA et al, 2017, GRZELAK e GHAJAR, 2017,
HOSSEINI et al., 2016). Desta forma, compreender os mecanismos moleculares
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que envolvem todas as fases da cascata metastatica podera contribuir de forma
importante para o desenvolvimento de terapias mais eficientes.

Hanahan (2026) aponta que existem marcas registradas (“hallmarks”) do
cancer, ou seja, caracteristicas especificas encontradas em todas as células
cancerigenas. Em seu estudo, o mesmo demonstrou que existem 9 caracteristicas
préprias encontradas nas células tumorais: 1) Manutengdo da sinalizagao
proliferativa; 2) Resisténcia a morte celular programada; 3) Indugéo ou acesso a
vasculatura; 4) Aquisicao de plasticidade fenotipica; 5) Ativacdo da invasao e da
metastase; 6) Evasao da destruicdo imunoldégica; 7) Desregulagdo do metabolismo
celular; 8) Estabelecimento da imortalidade replicativa; e 9) Inativacdo dos
supressores do crescimento. No que tange ao desenvolvimento metastatico, em
estudos anteriores (WELCH & HURST, 2019), demonstrou-se que existem marcos
especificos caracteristicos de tal processo, sendo estes: 1) Motilidade e invasao; 2)
Modulacdo do microambiente tumoral; 3) Plasticidade celular e 4) Invasao.

A metastase depende da capacidade das células tumorais de adquirir um
fendtipo invasivo, permitindo sua migracdo, invasao dos tecidos adjacentes,
intravasacao, sobrevivéncia na circulagcdo, extravasagao e colonizagao de érgaos
distantes (HANAHAN, 2022). Essas mudangas envolvem uma reprogramacao das
interagbes célula-célula e célula-matriz extracelular, ou seja, alteracbes nos
mecanismos de adesdo celular, frequentemente associadas a transicéo
epitélio-mesenquimal (TEM) e a plasticidade fenotipica. Além disso, ressalta-se
como a plasticidade fenotipica permite que células cancerosas alternem entre
estados mais aderentes e mais migratorios, favorecendo a disseminagao
metastatica (WELCH & HURST, 2019).

A cascata metastatica (Fig. 1) compreende diversas fases que podem ser
resumidas nos seguintes passos principais: i) a dissociagdo de células tumorais ou
de vesiculas extracelulares (EVs) do tumor primario, ii) entrada e saida da corrente
sanguinea ou linfatica, e iii) subsequente adeséo e crescimento em um novo local,
geralmente distante do sitio primario (COMINETTI et al., 2019). A primeira fase
envolve a perda de adesao célula-célula e célula-matriz e aquisicdo de um fenétipo
migratorio invasivo denominado de transigdo epitélio-mesenquimal, auxiliado pela
secregao e ativagao de proteases que degradam a MEC (LABELLE e HYNES, 2012;
YEUNG e YANG, 2017). As células tumorais alteram o microambiente em que se

encontram, por meio da secregao de fatores de crescimento e outras moléculas,
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modificando o comportamento de células estromais residentes tais como
fibroblastos e adipdcitos, criando um ambiente pré-inflamatério (RANKIN et al.,
2016). Este ambiente tumoral, associado a hipdxia causada pelo crescimento da
massa tumoral, resulta em ativacao de células endoteliais para a produgéo de novos
vasos que possam alimentar o tumor. A angiogénese tumoral, por sua vez, facilita o
intravasamento de células cancerosas e de suas EVs na corrente circulatoria,

auxiliando na propagac¢ao da sinalizagao tumoral (JAIN, 2001; FERRARA, 2010).

Fig. 1: A Cascata Metastatica. (A) Demonstracao das for¢cas para desaderéncia da célula do
sitio primario pela perda de adesao célula-célula e seu (B) intravasamento para os vasos

adjacentes para posterior extravasamento e colonizagdo de novo sitio.
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Fonte: adaptado de AGRAWAL et al., 2025.

Na circulagdo sanguinea ou linfatica, as células tumorais circulantes precisam
sobreviver a multiplos estressores tais como o estresse do cisalhamento e o ataque
do sistema imune, antes que consigam extravasar e chegar a um novo sitio
(MASSAGUE e OBENAUF, 2016). Para se protegerem dos estressores vasculares
durante o transito na corrente sanguinea, as células tumorais circulantes podem se
associar a plaquetas e depositos de fibrina (LABELLE et al., 2011). Além de escapar
da vigilancia do sistema imune, a associagdo com plaquetas e fibrina favorece a
formagdo de adesdes fortes e a transmigracédo através do endotélio (LABELLE e
HYNES, 2012; GAY e FELDING-HABERMANN, 2011). Por outro lado, estes
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agregados podem se comportar como microémbolos e obstruir capilares resultando
em focos metastaticos (ACETO et al., 2014; CHO et al., 2012). Estudos em modelos
de injecao intravascular de células tumorais mostraram que estas séo retidas pela
rede de capilares poucos minutos apos a administragdo. As células aderem ao
endotélio sofrendo a agédo dos estressores por periodos que podem variar de horas
a poucos dias (LABELLE e HYNES, 2012). Diversos estudos comprovaram que
menos de 1% de células tumorais circulantes vao ter sucesso na colonizacao
secundaria. Além disso, nem todas as células que extravasam resultarao
imediatamente em metastases, podendo permanecer dormentes por meses ou
mesmo anos antes de iniciarem a proliferacdo e se tornarem metastases
clinicamente detectaveis (MACK e MARSHALL, 2010). E conhecido pela ciéncia a
subdivisdo dos diferentes tipos de tumores de mama pela classificagdo molecular
dos mesmos, definida pela presenca ou nao de receptores hormonais: 1) Luminal A
(possuem receptores de estrogénio e progesterona e ndo apresentam HER-2), 2)
Luminal B (possuem receptores de estrogénio e/ou progesterona e ndo apresentam
HER-2), 3) HER-2 (ndo expressam receptores hormonais, mas expressam HER-2) e
4) Triplo Negativo (ndo expressam receptores hormonais e nem HER-2) (FEMAMA,
2019).

O céncer de mama triplo-negativo (TNBC) envolve a auséncia ou a
expressao patologicamente deficiente dos receptores de progesterona, de
estrogénio, e do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2). O
TNBC representa cerca de 15-20% dos casos recém-diagnosticados e suas
caracteristicas incluem um cenario molecular complexo, proliferagado agressival/alta,
levando a um mau progndstico e heterogeneidade comportamental (BIANCHINI et
al., 2016), nao possuindo tratamento alvo até o momento atual. Além disso, o rapido
desenvolvimento do TNBC também pode levar ao desenvolvimento de hipdxia
interna e subsequente nucleo necrotico, onde tumores triplo-negativos desenvolvem
a resisténcia a multiplas drogas (MDR - multidrug resistent) com pior prognostico (LI
et al., 2021).

A angiogénese, processo de desenvolvimento de novos vasos sanguineos a
partir de vasos pré-existentes, € essencial para a tumorigénese. Quando um tumor
cresce além de 1-2 mm, ele deve estabelecer seu proprio suprimento vascular de
oxigénio e nutrientes. Os vasos tumorais sao constantemente expostos a sinais

pré-angiogénicos derivados principalmente das células tumorais, levando a uma
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vasculatura desorganizada, tortuosa e com brechas devido a cobertura defeituosa
de pericitos e revestimento descontinuo por células endoteliais. Isso afeta a
oxigenagao dos tumores, altera a dindmica das células imunoldgicas e pode reduzir
ou aumentar a penetracdo do medicamento nos tumores. E importante ressaltar que
as interagdes entre a vasculatura e as células do sistema imunolégico sao
reciprocas. Ha evidéncias crescentes de que a angiogénese induzida por tumor
contribui para a imunossupressao e a evaséo imunoldgica. (JOYCE, 2023).

As integrinas sdo uma familia de macromoléculas mediadoras da
migracao e adesao celular e reguladoras da angiogénese e da homeostasia
vasculares. E conhecido que elas fornecem interagdo fisica com a matriz
extracelular necessaria para a adesao, migragcao e posicionamento celulares e a
inducdo de eventos sinalizadores essenciais para a sobrevivéncia, proliferacao e
diferenciagao celular (SILVA et al., 2007). Durante o remodelamento vascular e a
angiogénese, as ceélulas endoteliais aumentam a expressao de varios constituintes
da sua superficie que potencializam a invasao e proliferacao celular, dentre eles a
integrina avB3 (NERI e BICKNELL, 2005).

A integrina avf3 é um receptor de vitronectina que reconhece o motivo
adesivo RGD. Esta integrina € essencial para manutengdo de adesdes estaveis e
pela direcionalidade da migracdo celular (MONTENEGRO et al., 2017). Estudos
recentes demonstraram que a integrina av3 possui papel relevante na progressao
do tumor e na resisténcia a quimioterapia. A integrina avf3 também esta
diretamente envolvida no processo de transigdo epitélio mesenquimal (TEM). Este
processo envolve a conversdo de células epiteliais em um fendtipo mesenquimal,
estimulado por um conjunto bastante grande de fatores de transcrigdo tais como
fatores de crescimento (FGF, EGF, HGF, PDGF, VEGF) e outras moléculas
sinalizadoras (Wnt, TGFB, BMP, estrogeno) (VLAHAKIS e DEBNATH, 2017). Ao
sofrerem o processo de TEM, as células epiteliais adquirem caracteristicas tais
como motilidade aumentada e capacidade de invaséao, resisténcia a apoptose e a
quimioterapicos.

Proteinas exdgenas possuindo o motivo RGD, tais como as desintegrinas,
também podem ligar-se a integrinas e bloquear as suas fungdes. As desintegrinas
sdo pequenas proteinas isoladas do veneno de serpente, geralmente derivadas da
protedlise de precursores com atividade metaloprotease. Estudos anteriores do

nosso grupo de pesquisa sobre a funcdo da integrina av@3 foram realizados
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utilizando a desintegrina recombinante denominada DisBa-01 (desintegrina de
Bothrops alternatus), produzida em fusdo N-terminal com um peptideo His-tag, com
a seguinte sequéncia de aminoacidos em sua COMpOsigao:
[NELLEAGEECDCGTPGNPCCDAATCKLRPGAQCAEGLCCDQCRFMKEGTVCRIA
RGDDMDDYCNGISAGCPRNPFHA] (RAMOS et al., 2008) (Fig. 2). Por meio de
ressonancia plasménica de superficie, foi demonstrado que essa desintegrina
liga-se a integrina avB3 com elevada afinidade (Kp 1.6 x 107 M), cerca de 100 vezes
maior que a sua afinidade para a integrina a5B1 (K, 7.62 x 10° M), receptor de
fibronectina que também reconhece o motivo de ligagdo RGD (MONTENEGRO et
al., 2017). Desta forma, esta proteina tem sido utilizada como ferramenta no estudo
do papel da integrina avp33 na metastase.

Fig. 2: Aspecto geral da cadeia aV3 e da DisBa-01
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Fonte: Ramos et al., 2008.

Ramos (2008) descreve a imagem acima da seguinte forma:

“O aspecto geral da cadeia aV (cinza), da cadeia B3 (amarela)
e da DisBa-01 (azul) no complexo predito aVB3—-DisBa-01 é
representado como superficie molecular colorida de acordo

com as cadeias. Os residuos C177-C184 (sequéncia
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CYDMKTTC), que fazem parte do epitopo do anticorpo LM609
na subunidade 3, estdo destacados em vermelho-escuro. (b)
Ampliacdo da regido de interface entre a DisBa-01
(representada por bastbes azuis), a integrina aV (cinza) e a
cadeia B3 (amarela), representadas por suas superficies
moleculares. Os principais residuos de contato da DisBa-01
séo indicados pelo codigo de uma letra seguido do nimero do
residuo. Os atomos de calcio sdo representados por esferas e
estdo coloridos em verde. O célcio 1 corresponde ao ion
metalico coordenado no sitio MIDAS, e o caélcio 2 corresponde

ao ion metalico coordenado no sitio ADMIDAS.”

Resumidamente, estudos anteriores contribuiram para o conhecimento do
papel biolégico deste receptor nos seguintes aspectos: i) a inibicdo da integrina
avB3 bloqueia concomitantemente a ativagdo de MMP-2 na superficie celular, e com
isso a migracao é prejudicada (MONTENEGRO et al, 2012); ii) células com
bloqueio de integrina avB3 perdem a direcionalidade do movimento celular, por meio
da formacdo de adesdes mais estaveis (MONTENEGRO et al., 2017). As células
nao desaderem completamente da matriz e nem morrem por perda de adesao; ao
contrario, ativam o programa de autofagia (LINO et al., 2019); iii) a integrina av33
controla, de forma negativa, a sinalizagao intracelular induzida pela ativagéo do eixo
VEGF/VEGFR?2, inibindo a proliferacdo e migracéo de células endoteliais, impedindo
a angiogénese (MONTENEGRO et al, 2012; DANILUCCI et al., 2019); iv). A
inibicdo da integrina avp3 reduz a comunicagdo da célula tumoral de mama
(MDA-MB-231) com a célula ndo maligna de epitélio mamario (MCF10 A), levando a
uma visivel reducdo de EVs presentes no meio extracelular. v) A inibicdo da
integrina avB3 de vesiculas extracelulares pequenas (SEVs, exossomos) inibe a via
endossomal de sintese de exossomos (ALTEI et al., 2020).

A linhagem 4T1 celular murina é altamente tumorigénica do tipo TNBC,
pouco imunogénica com caracteristicas de crescimento e metastase de células
tumorais semelhantes as da glandula mamaria humana em estagio IV.
Morfologicamente, o carcinoma mamario 4T1 apresenta crescimento epitelial
maligno em arranjo soélido, caracterizado pela proliferagdo de células pleomorficas e
alto indice mitdtico. Em modelos experimentais, o carcinoma mamario murino 4T1 é

amplamente utilizado para o estudo de eventos celulares e moleculares durante a
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progressao neoplasica (TAN et al., 2025; SATO et al., 2015). Ademais, entende-se
gue os modelos tumorais que se utilizam da inoculagao de células 4T1 representam
um sistema altamente agressivo de cancer de mama (KAUR et al., 2012), com
formagao de uma consideravel populagao celular formada ao redor dos acinos e
ductos (GATTER, 2005). No entanto, deve-se destacar que as células malignas
enfrentam diversos desafios para formar um tumor com sucesso, muitos dos quais
envolvem a subversao dos mecanismos de regulagao tecidual e a apropriacéo de
processos no microambiente, que passam a sustentar o desenvolvimento do tumor.
(JOYCE, 2023).

Dado o exposto, o presente estudo visa demonstrar os resultados de um
tratamento farmacoldgico com uma proteina recombinante (DisBa-01) em um
modelo experimental de tumor de mama triplo negativo (clone 4T1Br4-mCherry) em
camundongos através da inibicdo da integrina av33 por dois modelos de tratamento
com injecdo local (Experimento 1) e sistémica (Experimento 2) e relaciona-los ao
impacto na progressao do tumor, no sentido de contribuir para o desenvolvimento de
novas terapias dirigidas a alvos. Destaca-se ainda a importancia do modelo
experimental com ocorréncia de metastase espontanea, visto que, no cancer, o que
engendra o Obito do paciente € o processo metastatico, em sua maioria, € ndo o

cancer, propriamente.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os possiveis efeitos da inibicado farmacoldgica da integrina av33 com
uso da desintegrina DisBa-01 na angiogénese e progressdo tumoral em modelo

experimental singénico de cancer de mama triplo negativo.

2.2 Objetivos Especificos
| - Verificar, por meio do Experimento de Metastase Espontédnea Nao Cirurgico, o
efeito da injegao local do inibidor da integrina avp3 sobre a angiogénese tumoral, o
crescimento do tumor primario e a disseminagao metastatica;
Il - Verificar se, apés a cirurgia de retirada do tumor, realizada por meio do
Experimento de Metastase Espontanea com Cirurgia, a inibigdo da integrina av33
pela desintegrina DisBa-01 por inje¢do ip promove a diminuigdo do numero de

metastases em diferentes tecidos.



UFB‘TOZQH 27

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Produgdo Recombinante de DisBa-01

A produgdo da desintreina foi feita adaptando-se a metodologia padronizada
(Ramos et al., 2008). Esta proteina foi utilizada como controle de inibicdo da
integrina avp3.

Para o processo de crescimento bacteriano, uma cultura de Escherichia coli
BL21(DE3) pDisBa-01 (pET-28a com o cDNA da desintegrina), selecionada do
estoque mantido a -80°C através de uma al¢ca flambada em bico de Bunsen e
inoculada em falcon estéril de 50ml, contendo meio LB seletivo com adicdo do
antibiético da familia dos aminoglicosideos, Kanamicina (30 pg/mL). Apés o periodo
de crescimento no agitador, mantido a 250 RPu, 37°C, por 18h, o pré-indculo do
falcon é transferido para erlenmeyers com meio Broth e Kanamicina (30 yg/mL) e
colocado novamente no agitador com regulagem para 250 RPu e 37°C, por 2h.
Terminado o periodo, uma aliquota de 1ml do conteudo de um dos erlenmeyers é
utilizada para aferir a absorbancia do meio, esperando-se que atinja uma fase
logaritmica identificada por uma D.0.660nm = 0.4 - 0.6. Concretizado o resultado,
uma aliquota de 50uL é retirada e denominada “T0”, concomitantemente, IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) é adicionar aos frascos € mantido novamente
no agitador por 3h na configuracdo de 250 RPU e 37°C.Passado o periodo de
agitacdo, uma nova aliquota de 50uL é retirada e denominada “T3”, entdo o
conteudo é transferido para uma centrifuga por 7 minutos, a 4°C e 5000rpm. O
liquido sobrenadante é autoclavado e descartado enquanto o pellet formado é
ressuspenso e lisado por sondas ultrassénicas. Apds o periodo de lise celular, o
conteudo é encaminhado para um novo processo de centrifugacdo por 15 minutos a
4°C e 13000 rpm. Em seguida, retira-se a aliquota “S1” de 50uL, descarta-se o
sobrenadante e ressuspende-se o novo pellet (mantido no falcon em gelo) e
mantém-se a ressuspensao em incubacado por 1h a 4°C. Ao final do periodo,
centrifugou-se uma ultima vez o conteudo por 15 minutos a 4°C e 13000 rpm. Entéo,
filtra-se o sobrenadante e retira-se a aliquota “S2” de 50uL, descartando-se o pellet
formado. O conteudo filtrado foi mantido no freezer a -20°C. Ap6s o periodo de
crescimento bacteriano, expressdo da DisBa-01 e lise celular, as aliquotas “T0”,
“T3”, “S17, “S2” s&o testadas em SDS-PAGE 15% (Sodium Dodecyl Sulfate
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Poliacrylamide Gel Electrophoresis) para analise da presencga de DisBa-01 por meio
de uma banda correspondente a altura de, aproximadamente, 12kDa.

Apds o periodo de expressao da proteina, o conteudo foi submetido a uma
purificacdo sob condi¢cdes desnaturantes por meio de cromatografia de afinidade em
resina de Niquel, HIS-Selec™ Nickel Affinity Gel (Sigma Aldrich). Ao passar pela
purificacdo na coluna de Niquel, tubos de ensaio sdo coletados e armazenados,
sendo retirada sempre uma aliquota de 10uL de cada um a fim de que se corra um
novo gel em SDS-PAGE 15% para identificacdo de qual fragdo extraida da
purificacdo possui a presenca da DisBa-01. As fracbes com maior presenca da
proteina de interesse foram usadas para continuidade no processo de purificacao,
enquanto as outras foram descartadas. As amostras selecionadas foram
encaminhadas para dialise em tampao especifico para cada processo, sendo que o
1° e 0 2° lote foram dialisados em Tampao para SUPERDEX 75 (1 hora de dialise
em 1L Ureia 3M, 1 hora em 1L de Tris 20 mM e 2 horas em 1L de Tris 20 mM),
enquanto o 3° lote foi dialisado em Tampao para cromatografia em MONO Q (1 hora
de dialise em 1L de Ureia 3M e 3 horas em 2L de Tris 20 mM). Passadas 4 horas de
diadlise, o conteudo foi armazenado em um falcon estéril de 50 mL e levado para
concentrar o conteudo para 1 mL.

Ao final da concentracdo, o volume concentrado € submetido ao processo de
cromatografia no AKTA PURE®. Analisando-se o perfil cromatografico, obtém-se
quais intervalos de amostras apresentaram alguma presenca de proteina. Apds
analise do perfil cromatografico, as amostras selecionadas sao submetidas a corrida
de novos géis de SDS-PAGE que demonstraram a presenga da proteina e seu grau
de pureza. Posteriormente, as amostras de interesse foram reunidas e submetidas a
dialise em agua ultrapura por 4 horas. Apds esse processo, realizou-se novamente
a concentragcdo do volume resultante da purificagdo para 1 mL em centrifuga Speed
Vac©. Em seguida, o conteudo proteico foi quantificado utilizando o kit de detec¢ao
colorimétrica pelo método do acido bicinconinico (BCA) (BCA™ Protein Assay Kit,
Pierce).

Por fim, o teste da atividade da proteina recombinante foi realizado mediante
ensaio de migragao Transwell, com utilizagao das células HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells ou Células Endoteliais de Veia Umbilical Humana). as células
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells ou Células Endoteliais de Veia

Umbilical Humana) foram tripsinizadas e ressuspensas em DMEM sem FBS,
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incubadas ou ndo com DisBa-01 na concentracdo de 1000 nM e plaqueadas (1x10°
células) sobre insertos para cultura celular com poros de 8um em placas de 24
pocos (Falcon ® Becton Dickison); enquanto meio contendo 10% de FBS foi
adicionado ao compartimento inferior do inserto, tendo fungdo de quimioatraente.
Apds 6 horas de incubagdo em estufa a 37°C, o meio de cultura foi aspirado, e as
células nos insertos foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos. As
células da face superior foram retiradas com hastes flexiveis com algodéo e as
células que migraram (face inferior do inserto) foram coradas com DAPI
(4',6'-diamino-2-fenil-indol) por 10 minutos. As membranas foram retiradas dos
insertos para a montagem de laminas. Para a retirada do excesso de corante foram
mergulhados em PBS e foram secos com cotonete. Quando a membrana secou, foi
recortada com um estilete e com o auxilio de uma pinga retirada do inserto, foi
coberta por 6leo de imersdao em uma lamina e recoberta com uma laminula. As
células foram contadas a partir do editor de imagens ImageJ — Image Processing
and Analysis in Java. Confirmada a atividade da desintegrina pelo teste, realizou-se
Western Blotting para confirmacédo da banda da desintegrina, com a utilizagdo do
revelador NBT-BCPI, gentiimente doado pela Prof? Dr? Dulce Helena Ferreira de
souza, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos-
UFSCar.

3.2 Cultivo Celular:

A linhagem celular escolhida para cultivo foi a 4T1Br4-mCherry, uma
linhagem de células epiteliais derivadas da glandula mamaria de camundongos,
sendo um clone da linhagem celular 4T1. As células foram mantidas em meio
a-MEM (Alpha Minimum Essential Medium) utilizando o meio comercial Embriolife
da Vitrocell (Brasil), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
penicilina e estreptomicina. O meio também continha bicarbonato de sdédio,
L-glutamina e cloreto de sdédio, conforme a formulagdo do fabricante. As células
foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO..
Para os procedimentos de subcultivo e preparo para inoculacido, as células foram
destacadas com solugdo de tripsina-EDTA a 0,1%, seguida de neutralizagdo com
meio suplementado e centrifugagdo a 1200 rpm por 5 minutos. A contagem celular
foi realizada em um contador automatico TC20™ Automated Cell Counter, da

Bio-Rad, e a viabilidade foi determinada pelo método de exclusdo com trypan blue.
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Apenas suspensdes celulares com viabilidade adequada foram utilizadas nos

experimentos in vivo.

3.3 Modelo Murino Experimental:

O estudo in vivo, aprovado pela CEUA n° 9550180823, foi realizado com
camundongos fémeas isogénicos da linhagem Balb/c, distribuidos em trés grupos
experimentais, com n = 10 em cada grupo: Controle, DisBa-01 e Peptideo Scramble
ndao RGD. Apds os animais passarem pelo periodo de aclimatacdo em local
adequado, com iluminagao de ciclo claro (20h as 8h) e escuro (8h as 20h), os
animais chegaram a uma média de peso entre 22~25g e as células 4T1Br4-mCherry
foram inoculadas (1 x 10° células/20 uyL/animal) na quarta mama direita dos animais,
utilizando a técnica de IMFP (intramammary fat pad) (MARTIN, 2015), técnica
gentilmente ensinada com auxilio da Prof? Dr? Ana Carolina Baptista Moreno Martin,
do Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular, do Hospital de Cancer de Barretos,
com sedacao temporaria realizada com Isofluorano (1 mL/mL, inalavel, anestésico,
Cristalia, Brasil). A partir da inoculagédo, com a formagao de massa tumoral palpavel,
iniciou-se a divisdo dos experimentos: Experimento de Metastase Espontanea Nao
Cirurgico (Exp. 1) e Experimento de Metastase Espontédnea com Cirurgia (Exp. 2),

descritos nos itens abaixo.

3.3.1 Delineamento Experimental - Experimento 1

Por volta de 3 semanas apds a inoculagdo das células, os animais
apresentavam, em sua maioria, massa tumoral palpavel, e, dessa forma, iniciou-se
o protocolo terapéutico correspondente aos grupos experimentais. O grupo Controle
recebeu injegdes locais de solugéo salina 0,9% (SF 0,9%); os grupos DisBa-01 e
Peptideo Scramble ndo RGD (BbKi, gentiimente cedido pela Prof? Dr? Maria Luiza
Vilela Oliva, do Departamento de Bioquimica da UNIFESP e transportado por sua
Mestranda, Mariana Daiani Costa Silva) receberam as proteinas que os nomeiam na

dose de 2 mg/kg. Todos os grupos receberam 5 doses de tratamento (Fig. 3).
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Fig. 3: Esquema representativo do modelo experimental ndo cirurgico. Com representagao
da aclimatacéo, inoculagao celular, desenvolvimento de massa tumoral palpavel, tratamento

local e eutanasia, detalhando os dias de vida dos animais (em semanas).
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tratamento em todos

Ao término do periodo experimental, os animais foram submetidos a
eutanasia, por meio do método de sobredose anestésica intraperitoneal (cetamina
100 mg/kg, Dopalen®, Ceva, Brasil; associada a xilazina 10 mg/kg, Xilazin®,
Syntec, Brasil) (FLECKNELL, 1996; CARPENTER, 2010; NRC, 2011), para a coleta

das amostras biolégicas, conforme previsto no projeto (Fig. 4).

Fig. 4: Representacdo das amostras bioldgicas coletadas na eutanasia, sendo elas: baco,
cérebro, tumor, figado, fémur e pulmdes, seguida de posterior analises, sendo elas: gPCR

real time, analises histoldgicas e imunofluorescéncia.

Analises

@)
|

Amostras bioldgicas Andlises posteriores realizadas com as amostras
retiradas apds eutanasia coletadas: gPCR, histologia e imunofluorescéncia

Assim que coletados, os materiais foram armazenados de acordo com o tipo

de analise a ser realizada, descrito na Tabela 1.
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Tabela 1: Representacdo da alocagdo dos 6rgédos apds a eutanasia. O fémur ndo foi
alocado para os criotubos tendo em vista que nao foi realizado gPCR no mesmo, sendo

descalcificado para posterior tamponamento em formalina, como os demais 6rgaos.

Formalina 10% | Y2 Tumor | 1 hemisfério | Fémur Va 1ladodo | %2 Baco
(Temp. amb.) cerebral inteiro* | Figado Pulmao

Criotubo (-80°C) | "2 Tumor | 1 hemisfério X V2 1ladodo |2 Bago
cerebral Figado Pulméo

3.3.2 Delineamento Experimental - Experimento 2

Por volta de 4 semanas apoés a inoculagéo das células, ja com massa tumoral
palpavel, os animais foram submetidos a tumorectomia sob anestesia geral,
conforme protocolo previamente padronizado pela veterinaria responsavel pela
cirurgia, Heloisa Maximo Ribeiro (CRMV-SP 56837), e descrito em guia especifico
para excisdo de tumor mamario em camundongos fémeas (TAl et al., 2014,
MARTIN, 2015), descrito no item 3.3.3.

Os animais que sobreviveram aos procedimentos foram submetidos ao
protocolo terapéutico correspondente aos seus grupos experimentais. O grupo
Controle recebeu injegdes intraperitoneais de solugédo salina 0,9% (SF 0,9%); os
grupos DisBa-01 e Peptideo Scramble ndo RGD receberam as proteinas que os
nomeiam na dose de 2 mg/kg. Todos os grupos receberam entre 6 e 8 doses de
tratamento, dependendo da sobrevida do animal. Ao término do periodo
experimental, os animais foram submetidos a eutanasia, por meio do método de
sobredose anestésica intraperitoneal (cetamina 300 mg/kg, Dopalen®, Ceva, Brasil;
associada a xilazina 30 mg/kg, Xilazin®, Syntec, Brasil) (FLECKNELL, 1996;
CARPENTER, 2010; NRC, 2011) (Fig. 5), para a coleta das amostras biolégicas,
conforme previsto no projeto (Fig. 4), as quais foram armazendas como descrito na
Tabela 1.
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Fig. 5: Esquema representativo do modelo experimental Cirdrgico. Com representacao da
aclimatacédo, inoculacao celular, desenvolvimento de massa tumoral palpavel, realizacdo da

tumorectomia, tratamento sistémico e eutanasia.
Experimento de Metéstase Espontdnea com Cirurgia
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 — | — ' | — { | — | —
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24 dias de IMFP 17 dias para inicio da Tumarectomia  Inici do tratamento Eutandsia por
aclimatagéo 1 x 10° células/20 pL/ formagdo tumoral sistémico apas 4 dias de sobredose
animal ~ recuperagdo anestésica apos
pos-operatdria, com 5-8 74 dias de

e o sl o crimere

3.3.3 Tumorectomia

A realizacdo da tumorectomia constituiu-se nos seguintes passos: 1)
Sedacao/Anestesia: o protocolo anestésico consistiu na administragao de cloridrato
de cetamina (100 mg/kg, intraperitoneal, anestésico; Dopalen®, Ceva, Brasil),
associada a xilazina (10 mg/kg, intraperitoneal, relaxante muscular; Xilazin®,
Syntec, Brasil) (FLECKNELL, 1996; CARPENTER, 2010; NRC, 2011); 2) Tricotomia
e antissepsia da regiao: para tricotomia, utilizou-se laminas de bisturi, garantindo a
retirada de todo pelo da regido tumoral, bem como das areas adjacentes a mama,
seguido de antissepsia com Clorexidina 2% Degermante (Chlorclear Antisséptico;
Vic Pharma), com auxilio de haste flexivel com algodao; 3) Retirada do tumor:
apos a confirmagdo e garantia da anestesia dos animais através do teste dos
reflexos, iniciou-se a incisdo medial em relacdo ao tumor e lateral a ele,
divulsionando o tecido aderido ao tumor, removendo o tumor com uso de tesoura
cirargica; 4) Sutura de pele: apés a remogao tumoral, utilizou-se fio agulhado de
nylon 4-0 (TECHNOFIO - Suture company), com realizacdo de sutura simples
interrompida, utilizando-se entre trés e cinco pontos, conforme a extensdo da
incisdo e a necessidade de adequada aproximacgao das bordas da ferida. O numero
de pontos foi definido de modo a promover a coaptacdo dos tecidos, reduzir a
tensdo sobre a incisdo e favorecer o processo de cicatrizacdo; 5) Pés-operatorio:
passados 30 minutos desde a realizagdo da sutura, foi administrada dipirona (80
mg/kg, via subcuténea, analgésico Ibasa, Brasil) e os animais permaneceram sob
monitoramento para avaliagdo da recuperagcdo anestésica e da cicatrizagao da
ferida cirurgica (CARPENTER, 2010; HARKNESS, 1993). No dia seguinte a
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tumorectomia, os animais receberam duas novas doses de dipirona (80 mg/kg), com
intervalo de 8 horas entre elas. Passados dois dias desde o procedimento, os
animais receberam uma ultima dose de dipirona (120 mg/kg), em concentragao
maior a fim de garantir maior analgesia na ultima dose. Ademais, utilizou-se uma
diluigdo (1 mg/mL) de Tylenol (Tylenol® paracetamol 32 mg/mL, formulagao liquida)
na agua dos animais por 4 a 5 dias como complemento ao protocolo analgésico.

Os tumores primarios removidos durante a cirurgia foram pesados e divididos
em duas porgdes: uma destinada a analise histolégica e outra congelada em

criotubos a —80 °C para analises de gPCR.

3.4 Analise Histologica

ApoOs a eutanasia, os 6rgaos coletados (cérebro, figado, bacgo, pulmao e
tumor) foram inicialmente mantidos em solugédo de formalina tamponada a 10% por
24 horas (pH = 6,8) para fixagao tecidual e, posteriormente, armazenados em alcool
70% até o processamento histolégico. Ja o fémur foi mantido em solugao
descalcificante de EDTA em tampao fosfato 0,1 M por aproximadamente 4
semanas, com trocas semanais da solugcdo. Ao final desse periodo, o tecido
também foi transferido para alcool a 70% até o processamento histologico.
(CAPUTO et al., 2010).

3.5 Montagem das Léminas

Para as analises histologicas, sob supervisdo e orientagdo da Prof? Dr?
Cynthia Aparecida de Castro, do Dr. Paulo Henrique Marques de Andrade e da Dr?
Marcela Sene-Fiorese, ambos do Departamento de Morfologia e Patologia da
Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCar, utilizou-se um processador de
tecidos automatizado, no qual os tumores, fracionados e acondicionados em
cassetes histolégicos, foram submetidos a diversas baterias de desidratacdo em
solugdes alcoolicas crescentes (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), seguidas do
clareamento das amostras com xilol e da inclusdo do tecido em parafina liquida.
Apds a etapa, os tecidos foram incluidos em parafina histoldgica fundida (6265 °C),
posicionados adequadamente em moldes metalicos e identificados individualmente.
Os blocos foram mantidos a temperatura ambiente até o inicio da solidificagao e,
posteriormente, resfriados em sistema refrigerado para completa polimerizagao da

parafina. No dia seguinte, os blocos foram resfriados e, entdo, preparados para a
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microtomia, sendo cortados com espessura de 5 micrémetros. Posteriormente, a
parafina contendo o corte do tecido foi levada para banho-maria a 40 °C para
remogao das rugosidades por aproximadamente 30 minutos. Decorrido o tempo, o
corte foi transferido para laminas de vidro previamente identificadas com
nomenclatura referente ao animal. Para cada tecido de cada animal, foram
preparadas laminas em triplicata, totalizando 300 Iaminas ao longo de todos os

experimentos (cirurgico e n&o cirurgico).

3.6 Coloragéao das Laminas

As laminas foram coradas por dois métodos: HE (coloragdo com
Eosina-Hematoxilina) e TM (coloragdo com Tricrémico de Masson). Na coloragao
com HE, com a utilizagdo dos corantes da Sigma-Aldrich® (Eosina Y - amarela -
para microscopia Certistain® e Solugdo Papanicolau 12, solucdo de hematoxilina
segundo Harris para citologia), as laminas foram colocadas inclinadas e transferidas
para estufa, mantidas a 60 °C por, aproximadamente, 30 minutos para que a
parafina pudesse derreter e o corte ficar mais permeavel a absorg¢ao da coloracgao.
Transcorrido o tempo na estufa, iniciou-se o processo de desparafinizacdo e
reidratacdo do tumor. Para a desparafinizagéo, as laminas foram mergulhadas em
um recipiente com Xilol | por 5 minutos e, em seguida, foram transferidas para um
novo recipiente com Xilol Il (da mesma concentragao e composi¢cao que o Xilol |,
porém representando outro “banho” de Xilol) por mais 5 minutos. No processo de
reidratacdo, as laminas foram colocadas em recipientes com distintas
concentracdes de alcool: 100%, 95%, 70% e 50%, com 2 minutos de submersao em
cada recipiente, seguidas de 2 minutos em recipiente com agua corrente. Para
coloracdo, as laminas foram submetidas aos seguintes recipientes com as
respectivas solugdes: 1) solugdo de hematoxilina - 1 minuto; 2) agua corrente -
lavagem rapida; 3) alcool 95% - 2 minutos; 4) solu¢ao de eosina - 1 minuto; 5) alcool
100% - 4 banhos rapidos em recipientes separados; 6) Xilol | e Il - 5 minutos em
cada recipiente. Apds o processo 6, as laminas foram levemente batidas contra um
papel absorvente de xilol e encaminhadas para o suporte de montagem, no qual
foram adicionadas de 1 a 3 gotas de Entellan® para fixagdo da laminula, seguidas
de secagem overnight para analise posterior.

Para a coloragdo com TM, utilizou-se o kit Histokit™ Tricrémico de Masson,

da EasyPath. A etapa inicial de desparafinizagdo com xilol, seguida de reidratagcao
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com os alcoois, foi feita como a realizada na coloragcdo com HE. Passadas tais
etapas, as laminas foram levadas para coloragéo, sendo submetidas aos seguintes
processos: 1) coloragédo com Bouin - 1 hora com as laminas colocadas na estufa a
60°C, 2) lavagem rapida em &agua corrente para desaparecer o amarelo da
coloragao anterior, 3) passagem rapida em agua destilada, 4) coloragdo com
solucdo de Hematoxilina Férrica de Weigert (A e B) - 10 minutos, 5) lavagem em
agua corrente - 10 minutos, 6) passagem rapida em agua destilada, 7) coloragao
com solugdo Escarlate de Biebrich - 5 minutos, 8) passagem rapida por agua
destilada, 9) coloragdo com Acido Fosfotiingstico-Fosfomolibdico - 15 minutos, 10)
passagem rapida por agua destilada, 11) coloragdo com Azul de Anilina - 10
minutos, 12) lavagem rapida em agua destilada, 13) lavagem em agua &cida - 5
minutos, 14) passagem rapida em agua destilada, 15) alcool 100% | - 5 minutos, 16)
alcool 100% Il - 5 minutos, 17) alcool 100% Il - 5 minutos, 18) Xilol | - 10 minutos e,
por fim 19) Xilol Il - 10 minutos. Apos o processo 19, as laminas foram levadas para

montagem com laminula no mesmo modelo das |laminas coradas com HE.

3.7 Leitura das Lédminas

Para leitura das laminas de ambas as coloragbes (HE e TM), utilizou-se o
scanner de laminas Grundium Ocus®40 do laboratério de Biofoténica do Instituto de
Fisica de Sao Carlos/USP, utilizando o sistema Grundium.net para obtencao das
imagens obtidas, as quais foram armazenadas utilizando armazenamento interno do
computador do proprio estudante. Para a analise das imagens, foi utilizado o
programa QuPath-0.5.1, que é compativel com o formato das imagens salvas pelo
scanner de laminas e oferece recursos de ampliacdo para a analise das regides de
cada tumor fotografado. Apdés a digitalizacdo das laminas, as imagens foram
analisadas com o auxilio da Profa. Dra. Lucimar Retto da Silva de Avo,
Histopatologista do Departamento de Medicina da UFSCar, para a avaliagdo dos
tecidos e a selegdo das imagens que representassem alteragdes. As imagens
indicadas com presenca de metastase foram selecionadas para a elaboracéo das

pranchas histologicas.

3.8 Detecgao do Gene mCherry por gPCR
Para a realizagdo da qPCR (Reagao da Cadeia da Polimerase Reversa em

tempo real) dos tecidos coletados na eutanasia, realizaram-se, em suma, duas
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etapas: 1) Extracdo e quantificagdo de DNA gendémico e 2) Realizacdo da gPCR no
QuantStudio™5.

1) Extragdo e quantificagdo de DNA gendmico: os tecidos foram retirados do
freezer a -80 °C e armazenados em caixa de isopor com gelo. Posteriormente, cada
tecido foi cortado em pequenos fragmentos em placas de Petri, com auxilio de
ldminas de bisturi, e higienizado com alcool 70% entre as amostras. Os pedacgos de
cada tecido foram colocados em tubos para fast prep livres de RNAse, com a
presenca de 4 pequenas beads metalicas, com tamp&o de homogeneizagao (50 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl e 100 mM EDTA, com pH ajustado para 7,5 e volume final
completado para 500 mL com agua ultrapura). Os tubos foram encaminhados ao
homogeneizador de amostras FastPrep-24™ da MPbio para a realizagéo de 6 ciclos
de 30 segundos, com intervalos de 1 minuto entre eles, mantendo as amostras em
gelo nesses intervalos. Apdés a homogeneizagcdo, 250 uL do homogeneizado
completar transferidos para um novo tubo com 750 pL de tampao de lise (Solugéao
composta por tampédo de homogeneizagdo suplementado com 1% (m/v) de SDS,
100 pg/mL de Proteinase K e 100 ug/mL de RNase, com pH ajustado para 7,5),
deixando as amostras digerindo em banho seco a 55 °C overnight. No dia seguinte,
500 pL do digerido foram transferidos para um novo tubo com 350 uL de solugao
super-salt (NaCl 5 M), sendo agitado no Agitador Voértex KASVI basic por 20
segundos e incubado em gelo por 30 minutos. Apdés o periodo de incubagao, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4 °C e a 14.000 rpm na Centrifuge
5430 R da Eppendorf. Apds a centrifugacao, os 800 uL do conteudo sobrenadante
foram transferidos para um novo tubo com 800 uL de etanol a 100% para
precipitacdo do DNA, sendo submetidos a agitagao por inversao e a centrifugacao
por 5 min, a 4 °C, a 13.000 rpm. Em seguida, coletou-se o sobrenadante para outro
tubo contendo 500 pL de etanol a 70% em agua ultrapura e centrifugou-se por 5
min, a 4 °C, a 13.000 rpm. Passada a centrifugacdo, o etanol foi retirado
cautelosamente com auxilio de pipeta com filtro e adicionaram-se mais 500 pL de
etanol a 70%, submetendo as amostras a uma nova centrifugagao por 5 min, a 4 °C,
a 13.000 rpm. Ao final da centrifugacao, o etanol foi novamente retirado e os tubos
foram deixados secar em estufa a 37 °C por aproximadamente 10 minutos. Por fim,
ressuspendeu-se o DNAg (DNA gendmico) em 100 uL de tampao TE 0,25X e

realizaram-se as leituras das amostras no espectrofotbmetro de microvolumes
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NanoDrop 200 - Thermo Fisher (Thermo). Os dados foram anotados e utilizados
para determinar a concentracéo final de 20 ng/uL para a realizagao da qPCR.

2) Realizagcdo da qPCR no QuantStudio™5: Para obtencédo das andlises de
gPCR a partir do DNAg obtido pela extragdo, utilizou-se o equipamento
QuantStudio™5 System do Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN) da
UFSCar. Utilizou-se o protocolo elaborado durante os testes deste experimento.
Inicialmente, preparou-se as aliquotas da working solution com a jungdo de
“TagMan™ Fast Universal gPCR Master Mix (2X) (Applied Biosystem #4352042), no
AmpErase™” (Taqg DNA Polimerase, dNTPs, Buffer otimizado, MgCl.,
estabilizadores e aditivos, agentes passivadores e substéncias de referéncia
passiva) com as probes e primers da vimentina - controle endégeno da reagao
(Forward primer: 5-AGCTGCTAACTACCAGGACACTATTG-3' | Reverse primer:
5'-CGAAGGTGACGGACCATCTC-3' | Probe:
VIC-CCTTCATGTTTTGGATCTCATCCTGCAGG-TAMRA ) e da mCherry - gene de
interesse na reagao (Forward primer: 5'-GACCACCTACAAGGCCAAGAAG-3' |
Reverse  primer: 5-AGGTGATGTCCAACTTGATGTTGA-3' | Probe:
GFAM-CAGCTGCCGGGCCCTACA-TAMRA), conforme a tabela 2. Apdés a
realizagcdo das contas e do mapa da placa, realizou-se a pipetagem de 8 yL de
working solution + 2 L de cada amostra de DNAg, por pog¢o, em triplicata. Apds a
montagem da placa, a mesma foi colocada no “Applied Biosystems™
QuantStudio™ 5 Real-Time qPCR System, 96-well’ (Eva-2725211288 -
QuantStudio™ 5 - 96-Well 0.2-mL Block, 96-Well 0.2-mL), sendo configurado para
realizacdo da qPCR com as especificagbes: 1) Experiment type: Comparative Ct
(AACY) | 2) Chemistry: TagMan™ reagents | 3) Run mode: FAST | 4) Hold stage:
10uL | 5) Numero de ciclos: 40 ciclos. Apos a configuracdo das especificagdes, as
amostras foram configuradas na placa do programa e a corrida em tempo real foi
iniciada. Ao final do processo, os dados de ACt foram coletados para calculo de

AACt em planilha do Excel pré-configurada para a realizagdo das contas.

Tabela 2: molde para as contas de aliquotacédo da working solution.

p/ 1 pogo

2X Universal TagMan™ Fast Mix 5uL

1 mM Vimentin F+R 0,5 uL
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1 mM Vimentin Probe (VIC)

(quencher=TAMRA) 0,5 uL

1 mM mCherry F+R 100uM 0,5 uL

1 mM mCherry Probe (FAM)

(quencher=NFQ) 0,5 uL
H20 1L
template (40ng) 2

Total (pL) 10 p/ poco

3.9 Relative Tumor Burden (RTB)

A Carga Relativa de Tumor (RTB - Relative Tumor Burden) de cada animal foi
calculada a partir do Ct mean obtido por qPCR em tempo real multiplex com
Tagman®, conforme descrito no tépico 3.8. Assim, por meio da comparagao dos
valores de Ct da vimentina e da mCherry em cada amostra, o ACt foi calculado
como a diferenga entre os valores de ACt: (Ct para mCherry — Ct para vimentina).
Em seguida, o valor de RTB foi utilizado na seguinte férmula, conforme
demonstrado por Sloan et al. (2006): RTB = 10.000/2*ACt. Usando-se essa formula,
para analise considerou-se os tecidos com valores zero como sem tumor, enquanto
que os tecidos com valor de 10.000 sendo compostos totalmente por tumor. Apés a
realizacdo dos ensaios e dos calculos para analise do RTB dos pulmbes, os
resultados foram utilizados para a construcdo de um grafico em dot plot no
programa GraphPad Prism 8.0.1, a fim de avaliar se havia diferengas estatisticas
entre as amostras e observar a distincdo na expressao génica da mCherry nos
tecidos dos diferentes grupos representados no experimento 2 (tratamento

sistémico).

3.10 Detecgéo da Integrina avB3 por Imunofluorescéncia

Para a realizacdo das analises por imunofluorescéncia, inicialmente as
laminas silanizadas com cortes de tumor foram colocadas em estufa a 60°C por 30
minutos e depois passaram pelo processo de desparafinacdo, sendo incubadas em
solugdes de 1) Xilol | - 5 minutos, 2) Xilol Il - 5 minutos, 3) Xilol Il - 5 minutos, 4)
alcool 100% - 5 minutos, 5) alcool 95% - 5 minutos, 6) alcool 70% - 5 minutos, 7)

agua destilada - 5 minutos. Em seguida, as laminas foram submergidas em tampao
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citrato (2,94 g de citrato trissédico di-hidratado, 0,5 mL de Tween 20 e 1000 mL de
agua destilada - pH 6,0) e a solugdo com as laminas foi colocada sob um suporte no
banho-maria a 98 °C por 30 minutos, seguida de 20 minutos de resfriamento a
temperatura ambiente. Apdés o resfriamento das laminas foram realizadas 3
lavagens em TBS-T (Tampéao TBS (20 mM) contendo 0,1% (v/v) de Tween 20, com
pH ajustado para 7,4), com 5 minutos cada, e 10 minutos em agua destilada.
Passadas as lavagens, as laminas foram submetidas ao bloqueio proteico (BSA 1%)
em camara umida, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, por 60 minutos,
seguido de 3 lavagens em TBS-T, de 5 minutos cada. Em seguida, os cortes
histolégicos foram incubados com o anticorpo primario Anti-Integrin avB3 (Santa
Cruz - diluicdo 1:100) overnight, em geladeira, ao abrigo da luz, em camara umida.
No dia seguinte, realizaram-se 3 novas lavagens com TBS-T (5 minutos cada),
seguidas de incubacdo com o anticorpo secundario Goat anti-mouse IgG - FITC
(Abcam - diluicdo 1:500) por 60 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz,
em camara umida. Apés isso, foram realizadas 3 lavagens com TBST-T (5 minutos
cada) e as laminas foram seladas com 1 a 3 gotas de meio de montagem com
DAPI, sendo armazenadas a 4 °C, ao abrigo da luz, para analise em microscépio de
fluorescéncia.

Para a leitura das Iaminas de imunofluorescéncia, utilizou-se o microscépio
de fluorescéncia EVOS FL Auto da Thermo Fisher, do Laboratério de Biologia do
Envelhecimento (LABEN). As laminas foram submetidas aos canais GFP (coloragao
verde para analise da fluorescéncia), DAPI (coloragdo azul para marcagado dos
nucleos) e Campo Claro (para avaliagdao da morfologia celular). Todas as imagens
obtidas mantiveram o aumento de 4x, proporcionando visibilidade de uma area
maior de cada tumor analisado. Apos a obtengdo das imagens, utilizou-se o
programa ImageJ para analise e quantificagdo da fluorescéncia das imagens,
calculando a porcentagem da area tumoral preenchida pela fluorescéncia,
construindo um grafico de barras com os valores obtidos através do programa
GraphPad Prism 8.0.1.

3.11 Analises Estatisticas
Para analise estatistica dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism
8.0.1. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para

verificar a normalidade de sua distribuicdo. As amostras com distribuicdo nao
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normal (dados nao paramétricos) foram submetidas a analise pelo teste de
Kruskal-Wallis, com post-hoc de Dunn para comparagdes multiplas. As amostras
com distribuicdo normal (dados paramétricos) foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA), utilizando o teste one-way ANOVA, com post-hoc de Tukey para
comparagoes multiplas. O nivel de significancia estatistica adotado foi de P < 0,05.

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao.

4. RESULTADOS

ApOs a realizagdo dos experimentos, dividiu-se os resultados em trés topicos

principais descritos e discutidos abaixo.

4.1 Produgéo da DisBa-01

Para a realizagao do presente estudo, realizou-se 3 producgdes de DisBa-01,
desde a expressao e purificacdo até o teste de atividade da mesma, resultando em
dois lotes de proteina - visto que o 1° e o 2° lote foram unidos para otimizacao da
purificacdo dos mesmos, resultando em dois lotes: “Lote 1+2” e “Lote 3”. Os lotes
foram testados e aprovados quanto a atividade de inibicdo da migracao. O esquema

representativo do processo esta descrito na Fig. 6.

Fig. 6: Esquema do processo de producgdo da desintegrina DisBa-01. Acrescenta-se que o
“Lote 1+2” foi realizado utilizando o método (6) “Purificacdo por coluna de exclusao por
tamanho”; enquanto o “Lote 3” foi realizado utilizando o método (6) “Purificagdo por coluna

de troca ibnica”.
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4.1.1 Crescimento bacteriano, Expressao da DisBa-01 e Lise Celular

Apods o procedimento de crescimento bacteriano, seguido da expressao de
DisBa-01, as E. coli foram submetidas a lise celular e o conteudo lisado foi
aliquotado para realizagdo de um gel. A Fig. 7 mostra um gel que representa o

resultado, contendo a banda relativa a desintegrina em questao.

Fig. 7: Analise da expressao proteica de DisBa-01 por E. coli BL21(DE) ap6és indugéo por
IPTG em gel de SDS-PAGE. Ao lado esquerdo, tem-se uma imagem de identificacdo das
massas moleculares em kDa; no pogo 1, P.P. (Padrdo de Proteina), e as amostras “T0",

“T3”, “S17, “S2”. A seta indica a proteina de interesse “DisBa-01”, de tamanho aproximado

de 12,8 kDa.
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4.1.2 Purificagao, Dialise e Concentragao da Proteina

Apo6s o periodo de produgao da proteina, o conteudo foi submetido a uma
purificagdo sob condi¢cdes desnaturantes por meio de cromatografia de afinidade em
resina de Niquel. Ao passar o extrato celular pela na coluna de Niquel, as fragdes
eluidas foram coletadas em tubos de ensaio e armazenadas, sendo retirada sempre
uma aliquota a fim de que se corra um novo gel. A Figura 8 apresenta a imagem do

gel das aliquotas da purificagdo com Niquel:

Fig. 8: Anadlise por SDS-PAGE das fragdes extraidas da purificacdo da coluna de niquel.
Amostras eluidas com o tampao Binding Buffer 1X com Ureia (1-3), Washing Buffer 1X
Ureia (6-7) e Elute Buffer 1X com Ureia (6-7);

kDa (1) (a) (3) (&) (5) (&) (f\.
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4.1.3 Cromatografia nas Colunas MONO Q e SUPERDEX 75

Ao final da concentracdo, o volume concentrado € submetido ao processo de
cromatografia no AKTA PURE®. Analisando-se o perfil cromatografico, obtém-se
quais intervalos de amostras apresentaram alguma presenga de proteina, como

observa-se abaixo.

Fig. 9: Perfil cromatografico da amostra impura de DisBa-01 (1° e 2° Lotes) em coluna
SUPERDEX 75. Os picos de presenga de proteina nos intervalos “6-10” (linha 1) e “30-62”
(linha 2) foram coletados para analise por SDS-PAGE.

Apos analise do perfil cromatografico, as amostras selecionadas foram
submetidas a corrida de novos géis de SDS-PAGE que demonstraram a presenca

da proteina e seu grau de pureza, como se observa na Fig. 10.

Fig. 10: Andlise da expressao proteica de DisBa-01 (Lote 1+2) com as amostras extraidas
do AKTA PURE® resultantes da purificacdo em coluna de SUPERDEX 75. A seta com

nome “DisBa-01" indica a presencga da proteina de interesse.
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A amostra purificada pelo método de troca iénica, com uso da coluna MONO

Q gerou 4 outros géis, demonstrados na Fig. 11.

Fig. 11: Analise da expressao proteica de DisBa-01 (3° Lote) com as amostras extraidas do
AKTA PUREO® resultantes da purificacdo em coluna MONO Q. A seta com nome “DisBa-01"

indica a presenca da proteina de interesse.
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4.1.4 Quantificagdo da Proteina

Apoés o conteudo proteico ser dialisado e concentrado, realizou-se
quantificacdo utilizando o kit de deteccdo colorimétrica pelo método do acido
bicinconinico (BCA) (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce).

Fig. 12: Quantificagao por BCA da amostra purificada. A concentragao final foi de 3,936mg

em um volume de 1 mL, resultando 2 mg/L de cultura.
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4.1.5 Teste de Atividade em Cultura Celular

Sob orientagdo da Ma. Aline Maria Machado, do Laboratério Multiusuario de
Bioquimica e Biologia Celular da Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar,
realizou-se o teste de migracdo Transmell com utilizagdo das células HUVEC
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells ou Células Endoteliais de Veia Umbilical
Humana), realizando as imagens com representagcédo da porcentagem de inibicdo da
migragao a partir do editor de imagens ImageJ — Image Processing and Analysis in

Java.

Fig. 13: Ensaio de inibicao de migragdo de células endoteliais em camara de Boyden. SFB
(+): controle positivo, com FBS; Lote 1+2: amostra de DisBa-01 (1000 nM) purificada por
SUPERDEX-75; e Lote 3: amostra de DisBa-01 (1000 nM) purificada por troca idnica.

Teste de Atividade DisBa-01

15000

10000+

Cell Count

5000

O ensaio de migragdo mostrou que os dois lotes de DisBa-01 apresentaram
atividade inibitéria da migragao, resultando nas seguintes porcentagens de inibi¢ao:
‘Lote 1 + 2”: 63,34%; “Lote 3”: 70,6%.

4.1.6 Confirmagéao da Identificagdo da DisBa-01 por Western Blotting

A produgdo da DisBa-01 recombinante foi também analisada por western
blotting utilizando anticorpo anti Histag para maior certeza da eficacia do processo.
A fig. 14 apresenta a imagem resultante do processo, com o sinal forte na banda de
tamanho esperado para a DisBa-01, demonstrando a eficacia do processo de

expressao e purificacao da proteina.
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Fig. 14: Western blotting para deteccdo de amostras de DisBa-01 por anticorpo anti-Histag.
A sequéncia dos pogos, do 1 ao 8, consecutivamente é: 1) PP - padrdo de Proteina -, 2)
amostra controle positivo para His-tag (Quitinase recombinante), 3-8), DisBa-01 5ug, 2ug,
14g, 0,5ug, 0,3ug e 0,1ug, consecutivamente. A seta com nome “DisBa-01" indica a
presenca da proteina de interesse.
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4.2 Modelo Murino Experimental
O modelo experimental in vivo possui resultados divididos de acordo com os

experimentos a que estao alocados, como descrito abaixo.

4.2.1 Experimento de Metastase Espontanea N&o cirdrgico

A priori, ressalta-se que ocorreram mortes espontaneas nos grupos antes da
finalizagcdo do experimento, tornando os grupos com um n final diferente do inicial,
ficando a distribuicdo de animais por grupos da seguinte forma:
— Grupo Controle: n=9
— Grupo Tratado com DisBa-01: n =10

— Grupo Tratado com Peptideo Scramble nao RGD: n=7

Como ja citado, o numero de animais de cada grupo foi reduzido ao longo
das realizagbes experimentais, principalmente devido a agressividade das células

tumorais, demonstrado no grafico de Kaplan-Meier abaixo.
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Fig. 15: Grafico de Kaplan-Meier experimento 1. Representacdo do numero de animais

vivos por grupo (Grupos Controle, DisBa-01 e Peptideo Scramble ndao RGD) durante o

periodo do experimento (48 dias).
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Os dois tratamentos, DisBa-01 e Peptideo Scramble ndo RGD, injetados

localmente, inibiram significativamente o comprimento do tumor, obtendo-se uma

maior média de comprimento tumoral, em cm, no grupo controle, em comparacéo

com os tumores dos grupos DisBa-01 e Peptideo Scramble ndo RGD. Além disso, o

peso médio dos tumores também foi significativamente diminuido pelo tratamento

com DisBa-01 e com o Peptideo Scramble ndo RGD em relagdo ao Controle, assim

como o peso do bago nos mesmos grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Representagédo dos valores de média e desvio padrao relativos aos comprimentos

e peso dos tumores e peso dos bacgos coletados entre os diferentes grupos do experimento

1.

Grupo Controle Grupo DisBa-01 Grupo Peptideo
Média tumores (cm) | 1,34 1,07 0,914
Desvio Padrao 0,3086 0,28622 0,3132
tumores (cm)
Média tumores (g) 2,1426 1,2289 0,9903
Desvio Padrao 0,7546 1,5524 0,4848
tumores (g)
Média bacos (g) 0,7091 0,6298 0,4581
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Desvio Padrao 0,2382
bacos (g)

0,2373

0,1967

Como mencionado anteriormente,

0os animais foram mantidos com

alimentagao e hidratagcédo ad libitum. Sendo assim, demonstrou-se que a evolugao

do peso corporal evolui igualmente entre os grupos, nao havendo interferéncia dos

tratamentos no peso dos animais (Fig. 16).

Fig. 16: Evolugcdo do peso corporal dos animais do experimento de metastase espontanea

nao cirurgico (grupos Controle, tratado com DisBa-01 e Peptideo Scramble nao RGD)

durante as 7 semanas de experimento. Observa-se no grafico a continua progressao de

peso em todos os grupos representados.

Peso corporal (g)

Tempo (semanas)

- Controle
- DisBa-01
-4+ Peptideo

Tanto o tratamento local com DisBa-01 como com o Peptideo Scramble nao

RGD inibiram significativamente o comprimento do tumor ao fim do tratamento (Fig.

17A). A média do comprimento dos tumores no grupo controle foi de 1,36 cm, no

grupo DisBa-01, foi de 1,0675 e no grupo Peptideo Scramble nao RGD foi de 0,925.

O peso dos tumores também foi diminuido pelo tratamento com DisBa-01 e com o

Peptideo Scramble nao RGD (Fig. 17B), assim como o peso do bacgo (Fig. 17C),

contudo, sem diferencas estatisticas.
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Fig. 17: Analise comparativa do peso dos érgdos dos grupos tratados e nao tratados do
experimento de metastase espontanea nao cirurgico. Evolugdo do comprimento do tumor
em trés momentos: inicio da formagao tumoral, inicio do tratamento e final do tratamento

(A); Pesos relativos do: tumor (B); bago (C); figado (D); pulmdes (E) e cérebro (F).
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4.2.1.1 Anélise Histolégica

Observou-se, por histologia de tecidos, a presenca de metastase no cérebro
de dois animais do grupo tratado com DisBa-01, bem como nos pulmdes de todos
os grupos do experimento de metastase espontanea nao cirurgico, além de
metastase esplénica em 1 animal do grupo Controle e em 1 animal do grupo
DisBa-01 (Fig. 18).
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Fig. 18: Tecidos acometidos por metastase no experimento de metastase espontanea nao

cirurgico (tratamento local). As imagens (A), (B) e (C) representam metastases pulmonares

dos grupos Controle (n = 9), DisBa-01 (n = 10) e Peptideo Scramble nao RGD (n = 7),

respectivamente. As imagens (D) e (F) representam cortex cerebral saudavel dos grupos

Controle e Peptideo Scramble ndo RGD, respectivamente, enquanto a imagem (E)

representa uma metastase cerebral no grupo DisBa-01. Todas as imagens estdo com

aumento de 25x no programa QuPath-0.5.1.

CONTROLE DISBA-01

EOSINA / HEMATOXILINA

Animal A3 - aumento 25x Animal 13 - aumento 25x
Metastase pulmonar

EOSINA / HEMATOXILINA

Animal AZ - aumento 25x Animal C2 - aumento 25x
Parénquima cerebral sem Metastase cerebral
alteragdes

PEPTIDEO SCRAMBLE

Animal F1 - aumento 25x
Metdstase pulmonar

B Y e

Animal F1- aumento 25x

Parénquima cerebral sem
alteragbes

Para a analise histolégica, os tumores dos grupos foram retirados apds a

eutanasia e tratados como descrito anteriormente. Apds obtencdo das imagens,

foram realizadas as pranchas com uma amostra de cada animal de cada um dos

grupos, com representacao da histologia em duas coloragbes (HE e TM) das

regides distal (Fig. 19) de cada tumor observado.
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Figura 19: Parte distal dos tumores do experimento de metastase espontanea nao cirurgico.
A, B e C: Analise histolégica por HE da parte distal dos tumores do grupo Controle,
DisBa-01 e Peptideo Scramble, respectivamente. D, E, e F: Analise histoldgica dos tumores
do grupo Controle, DisBa-01 e Peptideo Scramble, respectivamente - corados por

Tricrémico de Masson (com aumento 7x no programa QUPath).
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Além da regido distal, observou-se também a regido medial dos mesmos

tumores (Fig. 20).
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Figura 20: Parte central dos tumores do experimento de metastase espontdnea nao
cirargico. As imagens A-C representam a coloragdo de HE, enquanto as imagens D-F

representam as imagens coradas pelo Tricrémico de Masson (aumento 25x no programa

QUPath).
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Além disso, montou-se uma prancha com representagao dos ductos e acinos
mamarios dos animais, com representagcao da mitose aberrante/atipica evidenciada

nos tumores (Fig. 21).
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Figura 21: Representacdo da regido mamaria dos animais do experimento de metastase

espontdnea n&o cirurgico. Andlise histolégica com coloracdo de HE representando os

ductos mamarios mamarios (A, B - seta menor - e C), os acinos mamarios (B - setar maior)

e as mitoses aberrantes/atipicas (D, E e F), caracteristico de tumores (aumento 42x no

programa).

EOSINA / HEMATOXILINA

EOSINA / HEMATOXILINA

Animal A5 - aumento 42x
Mitoses aberrantes/atipicas

CONTROLE

Animal A5 - aumento 42x
Ducto mamadrio sem

alteracdes

DISBA-01

Animal C4 - aumento 42x
Acino mamério sem
alteracoes

Animal C2 - aumento 42x
Mitoses aberrantes/atipicas

Animal E5 - aumento 42x

Ducto mamdrio circundado

Animal F5 - aumento 42x
Mitoses aberrantes/atipicas

Ademais, o numero total de metastases em cada sitio, evidenciados por

histologia e por gPCR, esta expresso na Tabela 4.

Tabela 4: Representacao do numero de metastases por sitio de cada animal do

experimento de metastase espontanea nao cirurgico evidenciado por histologia e qPCR real

time.
BAGO CEREBRO FEMUR FIGADO PULMOES
Exp. Nao cirurgico 1/9 0/9 0/9 0/9 3/9
- grupo controle
Exp. Nao cirurgico 1/10 2/10 0/10 0/10 2/10
- grupo DisBa-01
Exp. Nao cirargico 0/7 07 0/7 07 217
- grupo peptideo
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Scramble nao RGD

Quando submetidas a analise qualitativa, nas laminas com coloragéo de HE
observa-se, primeiramente, os ductos mamarios circundados por um ambiente
caracteristico do cancer (Fig. 21), demonstrando a localizagdo do TNBC na mama
dos animais. Nota-se a similaridade entre a desorganizagao celular no ambiente
tumoral presente nos trés grupos do experimento (Fig. 21D-F), com presenca de
mitoses atipicas/aberrantes, despropor¢cdo entre nucleos e citoplasma, aumento
evidente dos nucleos, perda da arquitetura normal do tecido e polimorfismo celular,
com sinal de anaplasia - perda da diferenciacéo celular, analisados seguindo os
padrdes histologicos dos estudos de Donovan et al. (2020).

Entretanto, observa-se pela coloracdo do tricrbmico de masson que 0s
grupos tratados com DisBa-01 (Fig. 19E) e o Peptideo Scramble ndo RGD (Fig.
19F) possuem maior deposi¢do de colageno nas bordas do tumor, com certa
deposicdo nas regides centrais também. O Peptideo Scramble nao RGD
aparentemente causou uma maior deposi¢do de colageno também no interior do
tumor (Fig. 20F).

4.2.1.2 Detecgdo do Gene mCherry por gPCR

A Figura 22 apresenta uma imagem representativa das curvas de
amplificagdo dos genes mCherry e vimentina. Apos a realizagdo dos ensaios e dos
calculos para analise do RTB dos pulmdes, os resultados foram usados para
construcdo de um grafico em dot plot (Fig. 22) através do programa GraphPad
Prism 8, a fim de se avaliar se haviam diferengas estatisticas entre as amostras e
observar a distingdo entre a expressdo génica da mCherry nos pulmdes dos

diferentes grupos representados.
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Fig. 22: Grafico em dot plot com o RTB dos pulmdes do experimento de metastase
espontdnea né&o cirurgico. Os valores foram submetidos a analise de varidncia ANOVA,
utilizando o teste One Way, com post-hoc de Tukey para comparag¢des multiplas, com P <
0,05 e resultados apresentados como média *+ desvio padrao, sem apresentar diferencas
estatisticas.

Pulmao

Relative Tumor Burden (RTB)

Observa-se com o experimento que a maior parte dos tumores que
amplificaram sinal para mCherry encontram-se no grupo controle, com 37,5% do
grupo apresentando amplificagdo para o gene de interesse, sendo que houve
amplificagdo em 22,22% dos animais do grupo DisBa-01 e 28,57% no grupo
Peptideo Scramble nao RGD. Além disso, destaca-se que, dentre os que
amplificaram para mCherry, os que possuem os menores CT mean foram os
animais do grupo Controle (33,174, 38,774 e 39,459). Os animais do grupo Peptideo
Scramble ndo RGD (34,856 e 39,341) e o grupo DisBa-01 (39,374 e 39,787) tiveram
um CT mean mais perto de 40, o que demonstra que a quantidade de mCherry
amplificada nos grupos tratados, mesmo que tenha atingido o limiar da reagao
(threshold: 0.040), foi baixa, demonstrando menor presenga do gene de interesse
nas amostras, denotando, portanto, menor presenca de células tumorais,
comparado ao grupo Controle. Acrescenta-se que foram adicionados na analise os
animais que obtiveram o valor para o calculo do RTB para que fosse possivel a
realizacdo da analise estatistica, a qual, como mencionado, ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos. Ademais, observa-se que as demais imagens
de graficos gerados apos o qPCR dos demais 6rgaos estdo apresentados no Anexo

| ao final do presente estudo.
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4.2.1.3 Detecgao da Integrina avB3 por Imunofluorescéncia

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, foi utilizado o anticorpo Anti-Integrin
avB3 para visualizagdo das integrinas avB3, muito presentes nos vasos, para
verificagcdo de marcadores de angiogénese nos distintos grupos. Foi notavel que a
marcacao de fluorescéncia nos grupos tratados com a desintegrina foi

consideravelmente menor do que a dos demais grupos (Fig. 23).

Fig. 23: Imunodetecgdo da integrina avB3 do experimento de metastase espontanea nao
cirargico. As coloragdes representam: azul: nucleos celulares; verde: marcagao da integrina
avB3; fundo branco: morfologia celular. (A) Tumor do grupo controle com intensa
fluorescéncia; (B) Tumor do grupo tratado com DisBa-01, com marcagdo discreta de
fluorescéncia; (C) Tumor do grupo tratado com Peptideo Scramble ndo RGD, com

marcacao visivel de fluorescéncia;

CONTROLE DISBA-01 PEPTIDEO SCRAMBLE
650pm

Tumor mamdrio marcado com Tumor mamario marcado com Tumor mamario marcado com
marcagao da integrina avp3 marcagio da integrina avp3 marcacdo da integrina avp3
Aumento 4x Aumento 4x Aumento 4x

O grafico em dot plot (Fig. 24) com os valores das areas de fluorescéncia de
todos os animais de cada grupo do experimento de metastase espontanea nao
cirurgico demonstrou uma consideravel diminuicdo da fluorescéncia no grupo
tratado com DisBa-01. Este resultado sugere que houve interagdo entre a integrina

avB3 e a desintegrina, provavelmente resultando na internalizagao do receptor.
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Fig 24: Representacdo da porcentagem da area dos tumores do experimento de metastase

espontanea nao cirargico em que ha fluorescéncia.
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4.2.2 Experimento de Metastase Espontanea com Cirurgia

Assim como no Exp. 1, no Exp. 2 também ocorreram mortes espontaneas
nos grupos antes da finalizagdo do experimento, tornando os grupos com um n final
diferente do inicial, ficando a distribuicdo de animais por grupos da seguinte forma:
— Grupo Controle: n =6
— Grupo Tratado com DisBa-01: n =6

— Grupo Tratado com Peptideo Scramble nao RGD: n =6

O numero de animais de cada grupo foi reduzido ao longo das realizagdes
experimentais, principalmente devido a agressividade das células tumorais, bem

como a tumorectomia, demonstrado no grafico de Kaplan-Meier abaixo.
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Fig. 25: Grafico de Kaplan-Meier experimento de metastase espontdnea com cirurgia. O

grafico representa o numero de animais vivos de cada grupo, separados por tratamento, ao

longo do periodo experimental, totalizando 74 dias desde a aclimatacao até a eutanasia.
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O acompanhamento do desenvolvimento do peso dos animais ao longo do

experimento também foi registrado por meio de graficos de linha (Fig. 26).

Fig. 26: Desenvolvimento de peso corporal dos grupos tratados com tratamento sistémico

ao longo do tempo de experimento.
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Além disso, o0 peso de cada 6rgdo no momento da eutanasia foi registrado

em formato de graficos de dot plots (Fig. 27).



I.IFF-“IOZ@_H 59

Fig. 27: Pesos relativos de cada 6rgao coletado dos animais apods a realizagdo da eutanasia
no experimento de metastase espontdnea com cirurgia. Os graficos representam: (1)
recidiva do tumor primario na mama da tumorectomia, (2) bago, (3) cérebro, (4) fémur, (5)

pulméao e (6) figado.
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As imagens indicam que o ganho de peso dos animais ndo apresentou
diferenca, demonstrando que todos os grupos tiveram bom ganho de peso, tendo
em vista que todos tiveram comida ad libitum (Fig. 26). Além disso, observa-se
maior recidiva tumoral nos grupos tratados com DisBa-01 e com o Peptideo
Scramble nao RGD, bem como maior peso desses tumores em relagdo ao grupo
Controle. Acrescenta-se ainda o aumento do peso dos bagos dos animais tratados
com DisBa-01, quando comparados aos demais grupos, fato observado na prépria
eutanasia, em que os bagos se apresentavam hiperplasiados. Para os demais

orgaos, nao se observou diferenga entre os grupos.

4.2.2.1 Analise Histologica

Apos a obtencdo das imagens, foram elaboradas as pranchas com as
imagens de interesse, com a representagdo das alteragcbes observadas.
Observou-se através da histologia dos tecidos a presenga de metastase hepatica
em 1 animal do grupo Controle (Fig. 28D-F), bem como nos pulmdes de todos os

grupos do experimento de metastase espontanea nao cirurgico (Fig. 28A-C).
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Acrescenta-se ainda o fato de que a analise gerada pela histopatologista sobre o
experimento de metastase espontédnea com cirurgia revelou um padrdo tumoral
mais invasivo nos animais tratados com DisBa-01 (Fig. 28H) e o Peptideo Scramble
ndao RGD (Fig. 28l), comparados ao grupo Controle, que possuiam bordas

relativamente mais delimitadas (Fig. 28G), majoritariamente.

Fig. 28: Prancha representativa dos tecidos afetados nos animais do experimento de
metastase espontanea com cirurgia (tratamento sistémico). As imagens (A), (B) e (C)
representam metastases pulmonares dos grupos Controle, DisBa-01 e Peptideo Scramble
nao RGD, respectivamente. As imagens (D), (E) e (F) representam metastase hepatica em
um animal do grupo Controle. As imagens (G), (H) e () representam bordas tumorais com
infiltracdo nos tecidos adjacentes de animais dos grupos Controle, DisBa-01 e Peptideo
Scramble ndo RGD. Todas as imagens estdo no aumento de 25x no programa

QuPath-0.5.1, com excegao da imagem (D), que esta no aumento de 7x no programa.
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———
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Metastase pulmonar Metastase pulmonar Metastase pulmonar

EOSINA / HEMATOXILINA

Animal H3 - aumento 7x Animal H3 - aumento 25x Animal H3 - aumento 25x
Metéastase hepética

o K,

EOSINA / HEMATOXILINA

foia }

Animal G1 - aumento 25x Animal I3 - aumento 25x Animal J1 - aumento 25x
Tumor bem delimitado Tumor com infiltracdo Tumor com infiltracdo
em epitelio adjacente em epitelio adjacente
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Além disso, realizou-se uma prancha histolégica que contém exemplos de

orgaos com seus parénquimas nao afetados pela invasao metastatica (Fig. 29).

Fig. 29: Prancha representativa dos demais tecidos saudaveis dos animais do experimento
de metastase espontdnea com cirurgia. (A) Cerebelo - animal grupo Controle; (B) Cortex -
Cerebral animal grupo DisBa-01; (C) Parénquima esplénico - animal grupo Controle; (D)
Epifise 6ssea - animal grupo Controle; (E) Lobo hepatico - animal grupo DisBa-01; (F)
Parénquima pulmonar - animal grupo Peptideo Scramble ndo RGD. O aumento relativo de

cada imagem esta escrito na mesma.
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4.2.2.2 Detecgdo do Gene mCherry por gPCR

Os graficos do Ampilification Plot (Fig. 30A/30C) demonstram que o threshold
foi delimitado em 0.040 e as amostras que apresentaram amplificacdo acima do
limiar foram demarcadas como positivas para o gene de interesse (mCherry -
marcagao vermelha) ou para a referéncia (Vimentina - marcagdo azul). Com os
graficos dos calculos de RTB e de 2"AACt, entende-se que todos os grupos
apresentaram expressdo de mCherry nos pulmbes e no cérebro, demonstrando
metastase em todos os tratamentos. Contudo, é notdria a diminuicao da expressao

do gene de interesse nos pulmdes dos grupos tratados com DisBa-01 e o Peptideo
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também observa-se diminuigdo da expressao de tal gene nos cérebros nos grupos
DisBa-01 e Controle em relagdo ao grupo Peptideo Scramble nao RGD (Fig. 30B),
mesmo que houve maior numero de metastase pulmonar no grupo DisBa-01, os

valores de “Ct mean” do grupo eram mais altos, demonstrando menor carga
tumoral.

Fig. 30: Quantificacdo da expressao dos genes de interesse (mCherry - em vermelho) e do
gene de referéncia (Vimentina - em azul). As imagens (A) e (C) representam o grafico
Ampilification Plot gerado pelo programa de gPCR real-time, referentes aos pulmbes e
cérebros, respectivamente. As imagens (B) e (D) representam graficos de barras que

mostram os calculos de RTB e 2*AACt dos pulmdes e do cérebro, respectivamente.
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Ressalta-se que o numero total de metastase em cada sitio, evidenciados por

histologia e qPCR, esta expresso na Tabela 5.

Tabela 5: Representagdo do numero de metastases por sitio em cada grupo do experimento

de metastase espontanea com cirurgia evidenciado por histologia e qPCR real time.

BACO CEREBRO FEMUR FIGADO |PULMOES

Exp. Cirurgico - 1/6 1/6 0/6 1/6 2/6
grupo Controle

Exp. Cirurgico - 1/6 2/6 0/6 0/6 5/6
grupo DisBa-01

Exp. Cirurgico - 0/6 2/6 0/6 0/6 3/6
grupo peptideo

Scramble h RGD
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Ademais, observa-se que as demais imagens de graficos gerados apds o
gPCR dos demais o6rgdos estdo apresentados no Anexo | ao final do presente

estudo.

4.2.2.3 Detecgéo da Integrina avB3 por Imunoflurescéncia

Para a realizagao da imunofluorescéncia, foi utilizado o anticorpo Anti-Integrin
avB3 para visualizacdo das integrinas avB3, muito presentes nos vasos, para
verificagdo de marcadores de angiogénese nos distintos grupos. Assim como
observado no experimento de metastase esponténea né&o cirurgico, a marcagao de
fluorescéncia nos grupos tratados com a desintegrina foi consideravelmente menor

do que a dos demais grupos (Fig. 31).

Fig. 31: Imunodeteccdo da integrina avB3 no experimento de metastase espontidnea com
cirurgia. Imagens de fluorescéncia dos tumores de recidiva no sitio primario. As coloragdes
representam: azul (DAPI): nucleos celulares; verde (FITC): marcagdo da integrina avp3;
fundo branco: morfologia celular. (A) Tumor do grupo controle com intensa fluorescéncia; (B)
Tumor do grupo tratado com DisBa-01, com marcagéao discreta de fluorescéncia; (C) Tumor

do grupo tratado com Peptideo Scramble ndo RGD, com marcacgao visivel de fluorescéncia;

CONTROLE DISBA-01 PEPTIDEO SCRAMBLE

650pm : 650pum

Tumor mamério marcado com Tumor mamario marcado com Tumor mamario marcado com
marcacio da integrina avp3 marcagdo da integrina avp3 marcagdo da integrina avp3
Aumento 4x Aumento 4x Aumento 4x

O grafico em dot plot (Fig. 32) com os valores das areas de fluorescéncia de
todos os animais de cada grupo do experimento de metastase espontanea com
cirurgia demonstrou uma consideravel diminuigao da fluorescéncia no grupo tratado
com DisBa-01, demonstrando, novamente, a possivel internalizagdo do receptor da
integrina através do tratamento. Essa é uma observagcdo muito interessante, uma

vez que o tratamento foi sistémico, por via ip.
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Fig. 32: Representagdo da porcentagem da area do tumor com fluorescéncia.
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4.3 Comparacgéo Entre os Experimentos

No que tange a comparacgao entre os experimentos 1 e 2, considerando as
diferengcas de delineamento experimental entre ambos, foi possivel observar
algumas diferencas nos resultados obtidos. A priori, destaca-se a menor sobrevida
dos animais ao experimento de metastase espontdnea com cirurgia quando
comparado ao nao cirurgico, sendo que a tumorectomia representa maior risco a
disseminagdo tumoral, tendo em vista a invasividade do procedimento e a
impossibilidade de garantia de que toda a regiao do tumor primario fosse removida -
tomando por fator limitante o tamanho dos animais para incisbes maiores, as quais
poderiam garantir a extragcdo de uma maior area tomada pelas células do tumor
primario. Ademais, observou-se um numero maior de metastases no experimento de
metastase espontanea com cirurgia, bem como mais sitios afetados (baco, cérebro,
figado e pulmdes - Tabela 5) pela ocorréncia metastatica em comparagdo ao

experimento nao cirurgico (bago, cérebro e pulmao - Tabela 4).

5. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar se a inibicdo da integrina avp3 pela
desintegrina recombinante DisBa-01 poderia reduzir o numero de metastases em
um modelo experimental de cancer de mama triplo negativo. O modelo utilizado foi o
de injecao de células 4T1Br4-mCherry no tecido adiposo da glandula mamaria de
camundongos fémeas, seguindo-se 2 protocolos diferentes. No primeiro protocolo,
os tratamentos foram realizados diretamente no local do tumor, sem cirurgia de
ressecgao. No segundo protocolo, os tumores, assim que palpaveis, eram retirados

cirurgicamente e os tratamentos eram realizados por via ip. Como controles foram
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utilizados 2 grupos, um sem tratamento, e um segundo grupo tratado com um

peptideo sem a sequéncia RGD.

5.1 Experimento de Metastase Espontédnea Néo Cirurgico

De forma enfatica, observou-se que a inibicdo da integrina, em resposta ao
tratamento local, foi realizada, demonstrando, através da quantificagdo da area
ocupada pela fluorescéncia, que os tumores tratados com a desintegrina tiveram a
internalizacdo do receptor, fato observado pela atuagdo da DisBa-01 in vitro, e,
agora, demonstrado in vivo (Fig. 23). Tal inibicdo relaciona-se a menor carga
tumoral nos pulmdes tratados (Fig. 22), bem como na discreta diminuicdo do
numero de metastases do grupo DisBa-01 em relagédo ao grupo Controle (Tabela 4).

A analise macroscopica do peso dos 6rgéos e dos tumores (Tabela 3; Fig. 17)
demonstrou que o tratamento com a desintegrina conseguiu diminuir
significativamente o tamanho dos tumores em comparagdo ao grupo controle.
Estudos anteriores (MARTIN, 2015; LIMAM et al., 2023), realizados com linhagens
celulares tumorais altamente metastaticas, com posterior tratamento que inibisse a
progressao tumoral. Com énfase nos estudos de Limam et al. (2023), observou-se
que o tratamento com Leb-C, um peptideo que mimetiza desintegrinas com motivo
RGD, com mesmo alvo especifico que a DisBa-01, in vivo, com tratamento realizado
em regido proxima ao tumor, também apresentou diminuicdo das dimensdes
tumorais através da inibicdo das integrinas alvo, corroborando com os resultados
apresentados no presente estudo.

No que diz respeito a histologia, observa-se que a metastase pulmonar
esteve presente em todos os grupos - com sutil atenuacdo nos grupos DisBa-01 e
Peptideo Scramble ndo RGD. A ocorréncia de metastase esplénica e cerebral foi
observada apenas através do qPCR, sem observagao de massa tumoral a analise
histolégica, demonstrando possivel invasdo de células tumorais préxima a
eutanasia, impedindo formagao de um aglomerado visivel a histologia.

De acordo com Zhou et al. (2018), um componente importante do estroma
tumoral TNBC sao os fibroblastos associados ao cancer (CAFs). Os CAFs
expressam uma seérie de citocinas, quimiocinas e proteinas da matriz extracelular
(MEC) essenciais para arquitetura tumoral, crescimento, invasdo e metastase
(KARAGIANNIS et al, 2012). Em modelos in vivo de céancer de mama, foi

demonstrado que os CAFs promovem desenvolvimento e progressdao de
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metastases. Portanto, pesquisas nos CAFs tornou-se um ponto critico nos ultimos
anos (LOUAULT et al., 2019).

Joyce (2023) aponta que os CAFs podem ser ativados para secretar
proteinas da MEC e fatores angiogénicos, incluindo VEGF-A, contribuindo ainda
mais para o complexo MT primario entrelagado. Além disso, a origem dos CAFs nos
tumores permanece controversa e pode variar dependendo do estagio do tumor e
do tipo de cancer. A expansdo de fibroblastos residentes em tecidos locais pode
representar uma fonte de CAFs em tumores em estagio inicial. Ha evidéncias
crescentes mostrando que os CAFs permitem a invasdo coletiva de células
cancerigenas, gerando fisicamente trilhas na MEC por meio de suas propriedades
de remodelacéo e exercendo forcas fisicas de tragao.

Os CAFs sao ativados por varios mecanismos no MT, incluindo exposi¢cao a
mediadores inflamatodrios, alteracdes na rigidez e composi¢cdo da MEC e metabdlitos
alterados. Acrescenta-se ainda que sao os principais responsaveis pela deposi¢ao e
remodelagdo da MEC dentro do MT. Por exemplo, a fibrose no MT causa rigidez
tecidual, o que esta significativamente associado a baixa sobrevida de pacientes
com cancer de pancreas e cancer de mama. Ademais, neste contexto,
acrescenta-se que os tumores fibréticos tém um fendtipo inflamado e a inflamacgao
promove maior fibrose (JOYCE, 2023). Sendo assim, com base no exposto na
literatura, entende-se que a formacdo de fibrose ndo se apresenta como fator
contribuinte para as a¢des antitumorais, sendo necessario, assim, maiores estudos

sobre a relagdo entre a DisBa-01 e a deposi¢ao de colageno nos tumores tratados.

5.2 Experimento de Metastase Espontanea com Cirurgia

Com relacdo ao Experimento de Metastase Espontdnea com Cirurgia,
observou-se uma grande mortalidade, tanto devido a agressividade das células
4T1Br4-mCherry, como também do procedimento de ressec¢do do tumor, o que
diminuiu sensivelmente o numero de animais, prejudicando as analises estatisticas.
Tai e colaboradores (2014) demonstraram que o trauma cirurgico libera fatores
inflamatoérios que podem potencializar a disseminagao tumoral, fato observado no
experimento, em que a tumorectomia operou como fator potencializador da
diminuigao da expectativa de vida dos animais, reduzindo o n amostral dos grupos.

Além disso, foi possivel observar recidiva tumoral em alguns animais na

glandula mamaria (Tabela 5), com énfase no grupo DisBa-01, o qual apresentou
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maior numero de recidivas quando comparado aos outros grupos. Uma das vias de
analise para o ocorrido pode ser atribuido ao fendmeno da upregulation
compensatoéria de outras integrinas, tendo em vista que a inibigdo da integrina av33
pode gerar aumento da expressdo de outras integrinas que também promovem
invasao e contribuem para continuidade tumoral, como a integrina a531 (CASWELL
et al., 2008).

Através da realizagcdo do RTB, observa-se uma tendéncia de diminui¢gao no
grupo tratado com DisBa-01, fato explicado pelos maiores valores de Ct mean em
tal grupo, demonstrando que a expressao da fluorescéncia do gene de interesse
(mCherry) se deu nos ciclos finais do qPCR real-time, tendo, assim, menor carga
tumoral quando comparada aos outros grupos, demonstrando diminuicdo da
metastase para os cérebros e pulmdes (Fig. 30).

As imagens da imunofluorescéncia (Fig. 31) demonstram que a injecao de
doses sistémicas da DisBa-01 levaram a desintegrina a se ligar a integrina av33, e
provavelmente provocou a sua internalizagdo, como demonstrado pela diminui¢gao
da fluorescéncia visivel pelas imagens e explanada pelos dados da area das
imagens expressa no grafico em dot plot (Fig. 32). Tal fato representa um importante
achado, pois, diferente do experimento de metastase espontanea nao cirurgico, em
que o tratamento era inoculado no préprio tumor in situ, no experimento de
metastase espontédnea com cirurgia, o tratamento sistémico levou a desintegrina a
se ligar ao receptor alvo, mesmo sem ser inoculada no tumor.

No que tange a analise do peso dos bagos, indicadores de carga tumoral
geral (MARTIN, 2015), pode-se notar maior média de peso no grupo tratado com
DisBa-01 (Fig. 27.2). Sabendo que o bago € um o6rgao linféide secundario, a
esplenomegalia pode refletir infiltracdo tumoral direta ou resposta imunoldgica
sistémica. Entretanto, a literatura aponta correlagdo entre esplenomegalia e maior
RTB (WIEMERS et al., 2025), fato observado de forma inversa no presente estudo,
em que o RTB dos animais tratados com DisBa-01 ndo se apresentaram maior que
o dos outros grupos, mesmo acompanhado do aumento do peso dos bagos.

Ademais, Hanahan (2026) aponta que a inibigado farmacolégica em pacientes
com cancer, combinada com alteragées farmacoldgicas e genéticas em modelos
murinos, tém validado e esclarecido ainda mais os papéis e a importancia dos
oncogenes promotores de proliferagdo na tumorigénese e na progressao tumoral

subsequente. Assim, ressalta-se a continuidade dos estudos para uma melhor
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compreensao da relacdo entre a inibicdo das integrinas e o impacto sobre a

continuidade tumoral.

6. FATORES LIMITANTES

Durante a realizagdo dos experimentos, observou-se uma série de fatores
que limitaram os resultados esperados: 1) O uso das células tumorais da linhagem
4T1Br4-mCherry apresentou-se extremamente agressiva aos animais, gerando alta
mortalidade e, possivelmente, mascarando os efeitos terapéuticos mais sutis; 2) O
tamanho amostral reduzido apés as mortes dos animais tornou-se fator limitante
pela dificuldade de tragar estatistica com um n reduzido; 3) A auséncia de um grupo
controle sem o desenvolvimento de tumor, sem tratamento e com cirurgia, para
observacao mais concreta dos efeitos da cirurgia sob os animais; e 4) A auséncia de
diferenca estatistica significante no ensaio da zimografia, fato que manteve o
questionamento sobre a deposicdo de colageno observada pela histologia dos

tumores tratados.

7. CONCLUSOES

Com o estudo, pode-se observar a influéncia da interagdo da integrina av33
no microambiente tumoral, tendo em vista que sua inibigdo farmacoldgica, por meio
da DisBa-01, promoveu mecanismos que se apresentaram de forma pro-tumoral e
antitumoral. Os resultados do experimento de metastase espontanea nao cirurgico
demonstraram diminuicdo do peso e do comprimento dos tumores tratados, além da
diminuicdo de metastase pulmonar no grupo DisBa-01, evidenciado pela PCR com
maiores valores de RTB neste grupo, além da maior deposi¢ao de colageno nos
tumores dos grupos tratados com a DisBa-01 e o Peptideo Scramble ndo RGD. Ja o
experimento de metastase espontanea com cirurgia trouxe como resultado a
diminuicdo da metastase pulmonar para o grupo tratado com DisBa-01 em relagao
ao grupo controle, mas um maior numero de recidiva tumoral em tal grupo, bem
como a presenga de esplenomegalia sob o tratamento da desintegrina
recombinante. A realizagdo dos experimentos mostrou que houve discreta melhora
na resposta ao tratamento no experimento 1, em que os animais nado foram
submetidos a cirurgia, sendo que o experimento 2 evidenciou maior resposta
metastatica, aumento do numero de sitios de disseminag¢ao tumoral e diminuicdo da

sobrevida dos animais. Remata-se, entdo, que, no presente estudo, a inibicao
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farmacolégica da integrina avp3, in vivo, como fator unico, néo foi suficiente para
inibir os demais mecanismos do microambiente tumoral envolvidos na progressao
do tumor, sendo necessario maior aprofundamento dos estudos sobre a relacéo

entre a inibicdo da integrina avp3 e a continuidade tumoral.
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ANEXO |

Apos a realizacdo das analises por qPCR real time, as imagens foram
geradas com a utilizagdo do valores de Ct mean obtidos com o procedimento.
Segue abaixo as demais imagens ndo expostas ao longo da monografia por nao
apresentarem diferenca estatistica e/ou ndo apresentaram Ct mean de expressao
do gene de interesse (mCherry).

1) Imagens graficos do Experimento de Metastase Espontianeo Nao
Cirurgico:
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2) Imagens dos Graficos de PCR do Experimento de Metastase
Espontinea com Cirurgia:
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