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RESUMO

No céncer de mama, as integrinas av33 estdo envolvidas na progressao tumoral e
desenvolvimento de metastases, além de atuarem na aquisicao de resisténcia a
terapias antineoplasicas. Propomos avaliar os efeitos do tratamento combinado de
doxorrubicina e DisBa-01, uma desintegrina recombinante obtida de Bothrops
alternatus, na capacidade migratéria, invasiva e na transigao epitelial-mesenquimal de
células tumorais de mama. Supomos que a o tratamento combinado pudesse
potencializar os efeitos do quimioterapico mediante modulagdes nas interagdes célula-
matriz. Foi realizada a expressdo e purificacdo de DisBa-01, acompanhadas da
avaliacdo de expressao das integrinas av e 3 nos subtipos celulares ER*PR" e
TNBC. O ICs0de doxorrubicina foi determinado, seguido pela avaliagao da viabilidade
celular mediante tratamento combinado. A analise da migragcdo celular coletiva e
individualizada foi conduzida juntamente com a avaliagdo da transicdo epitelial-
mesenquimal, considerando a atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs) e a
invasdo em matriz de gelatina fluorescente. Para comparar os modelos 2D e 3D de
cultivo, foram executados ensaios de internalizagdo de DisBa-01, analises de
morfologia e viabilidade celular. Os resultados demonstraram que as células MCF-7
(ER*PR*) e MDA-MB-231 (TNBC) exibiram perfis distintos de expressdo de integrinas
av e B3 e respostas diferenciadas a doxorrubicina. Em células MCF-7, o tratamento
combinado promoveu redugao na invasao celular, viabilidade celular e circularidade
em modelos bidimensionais. Nos modelos tridimensionais, o mesmo tratamento
resultou em esferoides mais coesos para essa mesma linhagem. Em relagcdo as
células MDA-MB-231, observou-se reducdo da invasdo, viabilidade celular e
circularidade em modelo 2D, além de diminuigdo da migragao celular, tanto individual,
como coletiva. Em conclusao, propéem-se que o tratamento combinado de DisBa-01
e doxorrubicina apresente efeito aditivo, possibilitando a reducdo da dosagem do
quimioterapico quando em combinagdo com a desintegrina, o que pode diminuir os

efeitos citotdxicos em estudos futuros.

Palavras-chave: cancer de mama; integrinas; transigao epitelial-mesenquimal.



ABSTRACT

In breast cancer, avp3 integrins are involved in tumor progression and the development
of metastases, as well as acting in the acquisition of resistance to antineoplastic
therapies. We propose to evaluate the effects of the combined treatment of doxorubicin
and DisBa-01, a recombinant disintegrin obtained from Bothrops alternatus, on the
migratory and invasive capacity and epithelial-mesenchymal transition of breast tumor
cells. We hypothesized that the combined treatment could potentiate the effects of
chemotherapy by modulating cell-matrix interactions. The expression and purification
of DisBa-01 was carried out, along with the evaluation of the expression of integrins av
and B3 in ER*PR* and TNBC cell subtypes. The ICso of doxorubicin was determined,
followed by assessment of cell viability by combined treatment. The analysis of
collective and individualized cell migration was conducted along with the evaluation of
epithelial-mesenchymal transition, considering the activity of matrix metalloproteinases
(MMPs) and invasion into fluorescent gelatin matrix. To compare the 2D and 3D culture
models, DisBa-01 internalization assays, morphology and cell viability analyses were
carried out. The results showed that MCF-7 (ER*PR*) and MDA-MB-231 (TNBC) cells
exhibited distinct av and B3 integrin expression profiles and differentiated responses
to doxorubicin. In MCF-7 cells, the combined treatment promoted a reduction in cell
invasion, cell viability and circularity in two-dimensional models. In three-dimensional
models, the same treatment resulted in more cohesive spheroids for this same lineage.
With regard to MDA-MB-231 cells, there was a reduction in invasion, cell viability and
circularity in 2D models, as well as a reduction in cell migration, both individually and
collectively. In conclusion, it is proposed that the combined treatment of DisBa-01 and
doxorubicin has an additive effect, making it possible to reduce the dosage of
chemotherapy when combined with disintegrin, which may reduce cytotoxic effects in

future studies.

Keywords: breast cancer; integrins; epithelial-mesenchymal transition.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer: compreendendo a doenga

Cancer € o nome dado a um vasto grupo de doencas caracterizadas pela
proliferagdo exacerbada de células modificadas, as quais estdo sujeitas a evolugao
por selegao natural, segundo definicdo proposta por Brown e colaboradores em 2023.
As células do organismo podem sofrer mutacdes e perder o controle sobre a divisdo
celular, acarretando crescimento descoordenado denominado ‘neoplasia’ (do grego
neo = novo, plasia= crescimento). Essa proliferagdo aberrante origina uma massa de
células que também pode ser designada como tumor, que pode ser classificado como
benigno ou maligno, dependendo de suas caracteristicas. Quando maligno, o tumor
pode ser definido como cancer in situ ou cancer invasivo (INCA, 2022).

No cancer in situ ou cancer nao invasivo, as células anormais estéo restritas a
camada de tecido de origem a partir da qual se desenvolveu, sem que tenham migrado
para outras camadas ou estruturas adjacentes. Durante o estagio em que as células
tumorais ainda estdo confinadas no local de origem, recebendo a classificagcao de
tumor primario, ha a possibilidade de cura se o tratamento ou intervengéo cirurgica
forem realizados antes da progressé&o para o estagio de cancer invasivo (INCA, 2022).

O céancer invasivo, por sua vez, € caracterizado pela proliferagao celular
aumentada, possibilidade de desprendimento das células e disseminag¢ao para outros
orgaos e tecidos. Isso ocorre por meio da invasao de tecidos subjacentes e infiltragdo
em vasos sanguineos e linfaticos. A capacidade invasiva do tumor metastatico torna
dificil sua erradicagao cirurgica, conferindo maior malignidade e baixas taxas de
sobrevida (Massagué; Obenauf, 2016; Fares et al., 2020).

As células cancerosas sao resultado da instabilidade genémica, mutacional e
reprogramacgao metabdlica; suas caracteristicas podem ser favoraveis para sua
sobrevivéncia e proliferacédo, o que prevalece de acordo com os principios da selecao
natural (Hanahan; Weinberg, 2011). Em 2000, Hanahan e Weinberg propuseram que
essas vantagens adaptativas resultam em habilidades consideradas como as marcas
registradas do cancer, do inglés hallmarks of cancer (Figura 1). Dentre estes

marcadores, destacam-se a capacidade de evasao de sinais inibidores de
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crescimento, manutencdo de sinalizagdes proliferativas e potencial replicativo
ilimitado, conjunto de caracteristicas que contribuem para a progressao tumoral. As
células tumorais sdo capazes de resistir a morte celular programada (apoptose) e
induzirem a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes
(neoangiogénese), garantindo a captagao de nutrientes e propiciando um estado
invasivo e metastatico. Além disso, s&o descritas a capacidade de evasao do sistema
imunoldgico e a promogao da inflamagao do tumor, sugerindo a ocorréncia de pressao
seletiva mediada por um microambiente tumoral imunossupressor (Muenst et al.,
2016).

Figura 1 — Marcas registradas do cancer.

Manutencéo da Evasao de Supressores
Sinalizacao Proliferativa de Crescimento
Desbloqueio da Reprogr?magéo Epigenética
Plasticidade Fenotipica Néao Mutacional
Desregulagéo do W L4 Evaséo do Sistema Imune

-

Metabolismo Celular @

>

Imortalidade Replicativa
Resisténcia a Morte Celular

Instabilidade Genémica Promogéo da Inflamacao

e Mutagéo

‘

) Q ﬂ Microbiomas Polimorficos

Células Senescentes

Angiogénese Ativacéo da Invasao e Metastase

Marcas registradas ou caracteristicas de células cancerosas. Fonte: adaptado de Hanahan, 2022.

Recentemente, as marcas registradas do cancer foram redefinidas com a
inclusdo de novas habilidades de destaque das células tumorais, como o desbloqueio
da plasticidade fenotipica, que ocasiona mudangas na diferenciacdo celular,
permitindo o escape do estado de diferenciagao terminal e a influéncia do estado de
senescéncia celular na modulacéo de células tumorais (Hanahan, 2022). Ademais, é
inegavel que a progressao tumoral sofra influéncia de efeitos modulatérios do

microbioma intestinal polimérfico e da regulagcao da expressdo génica por fatores
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epigenéticos. Estes fatores induzem a reprogramacao epigenética ndo mutacional, a
qual confere capacidades funcionais as células transformadas (Helmink et al., 2019;
Lu et al., 2020).

Segundo levantamento concluido em 2022 pela Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer, do inglés International Agency for Research on Cancer (IARC),
uma em cada cinco pessoas estdo sujeitas a desenvolver algum tipo de cancer
durante a vida, sendo que 11,1% dos casos que acometem homens e 8,3% dos que
acometem mulheres resultam em 6bito. O tipo de cancer com maior incidéncia nos
185 paises analisados nesse estudo foi o cancer de pulmao (12,4%), seguido pelo
cancer de mama em mulheres (11,6%). Estimam-se novos 35 milhdes de casos de
cancer em 2050 a nivel global, com base em predigbes que avaliam o crescimento

populacional paralelamente ao avanco da expectativa de vida (Bray et al., 2024).

1.2 Cancer de mama

O cancer de mama possui elevada incidéncia global, sendo considerado o tipo
de cancer mais recorrente e com a maior taxa de mortalidade entre mulheres no
mundo, segundo dados acurados em 2022. Em escala mundial, representa o segundo
tipo de cancer mais frequente, contando com 23 milhdes de casos (11,6%), sendo a
quarta maior causa de morte em decorréncia de cancer, considerando individuos de

ambos os sexos (Bray et al., 2024).
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Figura 2 - Estatistica global da mortalidade feminina decorrente de cancer.
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Mapa evidencia a taxa de mortalidade feminina decorrente de cancer por pais. Os paises em coloragao
rosa demonstram locais em que mortalidade por cancer de mama € mais acentuada. Fonte: adaptado
de Bray et al., 2024.

A forma metastatica da doenga é a principal causa de morte por cancer em
mulheres e o impacto da taxa de mortalidade acentuada que atinge o género feminino
se reflete além da saude publica, impactando em questdes sociais. Em ambito global,
houve aumento de orfaos registrados em 2020, em que as causas das mortes
maternais foram principalmente resultantes de cancer de mama e cancer cervical
(Guida et al., 2022). As taxas de incidéncia de cancer de mama, em geral, demonstram
aumento de registros em paises de médio e baixo desenvolvimento, devido as
mudangas no comportamento e estilo de vida dos habitantes, aumento populacional
e longevidade, assim como pelo diagndstico precoce promovido pelos programas
governamentais (Bray et al., 2024; Duggan et al., 2021) (Figura 2).

No Brasil, o cAncer de mama feminino é o tipo de cancer mais recorrente em
todas as regides, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma. A maior taxa de
incidéncia se concentra na regiao Sudeste do pais (Figura 3). Estima-se a ocorréncia
de cerca de 74 mil novos casos de cancer de mama na populagao feminina brasileira
no triénio de 2023 a 2025 (INCA, 2022).
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Figura 3 — Taxa de incidéncia do cancer de mama no Brasil.

Cancer de Mama no Brasil

Taxa de incidéncia estimada para 2023 ajustada para cada 100 mil mulheres
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Mapa do Brasil representando as taxas de incidéncia de cancer de mama por estado. Fonte: adaptado
de Estimativa 2023: incidéncia de cancer no Brasil (INCA, 2022).

O céncer de mama é uma doenga heterogénea, sendo categorizada em
subtipos moleculares, que se diferem conforme a expressao génica, taxa de incidéncia
e responsividade aos tratamentos aplicados (Feng et al., 2018). Dentre os subtipos
moleculares, classificados com base em técnicas de imunohistoquimica, tem-se o
luminal A e luminal B, o fator de crescimento epidermal humano (do inglés, human
epidermal growth factor receptor 2 - HER2) positivo ou enriquecido (HER2+ ou Erb-
B2) e o triplo-negativo (TNBC, do inglés triple negative breast cancer).

A distingao desses subtipos é realizada com base na expressao de receptores
hormonais (Figura 4), tais como receptores de estrogénio (ER), receptores de
progesterona (PR) e receptores de fator de crescimento epidermal humano (HER2).
Os subtipos também podem ser categorizados devido a presencga de citoqueratinas
(CK5/6, CK14, C19), indice de proliferagao (Ki-67), niveis de claudinas 3/4/7 e grau
histologico (Hsu & Hung, 2016; Waks & Winer, 2019; Tsang & Tse, 2020; Beriacka et
al., 2022).



22

Figura 4 - Caracterizagao imunohistoquimica dos subtipos de cancer de mama.
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Principais caracteristicas imunohistoquimicas que diferem os subtipos moleculares de cancer de mama.

Fonte: proépria, inspirado em dados de (Johnson; Conant; Soo, 2021).

O subtipo luminal A é caracterizado pela presenca de receptores ER e/ou PR e
auséncia de HER2. Apresentam baixa taxa de expressédo de Ki-67, marcador de
proliferagcao celular. Sua manifestacgao clinica € conhecida por apresentar crescimento
lento da massa tumoral e melhor prognéstico (Orrantia-Borunda et al., 2022). E o
subtipo molecular mais comum, representa entre 30% e 45% dos casos de cancer de
mama e possui maior incidéncia em regides internas dos ductos mamarios (Zerdes et
al., 2023). A recidiva desse subtipo de tumor € mais comum a nivel dsseo, mas
usualmente, é considerado como um subtipo de cancer com altas chances de
remissao completa (Matro et al., 2015). O tratamento inicial utilizado para esse subtipo
€ baseado em terapia enddcrina, entretanto, € possivel o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento hormonal, sendo necessaria a transigao para um tratamento
baseado em quimioterapicos (Waks; Winer, 2019).

Em contrapartida, o subtipo luminal B € menos comum que o luminal A,
representando cerca de 10 a 20% de todos os subtipos luminais, sendo reconhecido
por apresentar piores prognésticos e graus histolégicos de intermediario a alto (Inic et
al., 2014). O luminal B pode ser dividido em dois subgrupos. O primeiro deles é
caracterizado pela expressao de receptores ER, alta expressao de Ki-67, expressao
de genes relacionados a proliferagéo e ciclo celular e, além disso, podem ser PR

negativos. O segundo pode apresentar, além dos componentes citados, o receptor
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HER2 (Cheang et al., 2009). A terapia hormonal e quimioterapia sdo as mais indicadas
nesse subtipo de cancer de mama (Sarhangi et al., 2022).

O subtipo HERZ2 positivo representa cerca de 10 a 15% dos canceres de mama
e é 0 mais agressivo em comparagao com os subtipos luminais. Pode ser distinguido
em dois grupos. O primeiro deles, o luminal HER2, é positivo para ER e PR e
apresenta cerca de 15-30% Ki-67. O outro grupo é HER2 enriquecido, o qual é
negativo para os receptores ER e PR e apresenta Ki-67 > 30% (Krishnamurti;
Silverman, 2014). E considerado altamente invasivo e recidivo, porém o
desenvolvimento de terapias direcionadas, como inibidores de tirosina quinases e
imunoterapicos, foram fundamentais para a melhora no prognéstico. Cabe ressaltar a
possibilidade de realizacéo de cirurgias e quimioterapia de precisao para este subtipo
molecular (Wang; Xu, 2019).

O subtipo triplo-negativo, por sua vez, apresenta piores prognosticos em
comparagao com os subtipos anteriores e menos opg¢des de tratamentos, visto que
nao ha expressao de ER, PR e HER2. O TNBC pode ser dividido em subcategorias
heterogéneas entre si, como o tipo basal 1 (BL1), tipo basal 2 (BL2), receptor de
androgeno luminal (LAR), imunomodulatério (IM), mesenquimal (M), tipo tronco-
mesenquimal (MSL) e instavel (UNS) (Kumar; Aggarwal, 2016).

Os subtipos basal-like sdao os mais comuns, caracterizados pela presenca de
mutacdo dos genes BRCA1 e BRCAZ2, ocorréncia de instabilidade genémica e alto
indice de proliferagdo (Deepak et al., 2020). A média de sobrevida de pacientes com
TNBC metastaticos ao diagndstico € de aproximadamente um ano, enquanto para os
outros subtipos e para o TNBC inicial a sobrevida é de cerca de cinco anos, a
depender da avaliagdo (Waks; Winer, 2019).

A falta de um tratamento dirigido a um alvo especifico limita o tratamento de
TNBC a quimioterapia citotdxica, visando a inibicao da replicagdo ou danos no acido
desoxirribonucleico (DNA) e, consequente, o impedimento da multiplicagdo das
células malignas. O TNBC metastatico em estagio inicial € associado a instabilidade
genbmica e cromossOmica, o que resulta em mal progndstico, evasao do sistema

imune e resisténcia a quimioterapia (Wein; Loi, 2017).
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1.3 Tratamentos para o cancer de mama

O tratamento contra o cancer de mama, de maneira geral, pode ser dividido em
tratamento local ou sistémico. O tratamento local diz respeito a realizagéo de cirurgia
e radioterapia para controle da doenga no tecido mamario, linfonodos e tecidos
circundantes, incluindo também a reconstrugdo mamaria. O tratamento sistémico, por
sua vez, inclui terapias endocrinas ou hormonais, quimioterapia, imunoterapia, terapia
génica e terapia dirigida a um alvo (Mutebi et al., 2020). O tratamento aplicado
depende das caracteristicas do tumor, avaliagdo da presenga de marcadores
moleculares e do estagio da doenga, também denominado como estadiamento.

Nos estadios | e Il, em que os tumores sao localizados no tecido de origem e
sdo geralmente pequenos, realiza-se a retirada apenas da massa tumoral ou, em caso
de mastectomia, a retirada da mama seguida pela reconstrugdo mamaria (INCA,
2022). O uso de radioterapia pode ser indicado em algumas situagdes apds o
procedimento cirurgico, visando a destruicdo de células cancerosas remanescentes
(Wang; Wu, 2023). O tratamento sistémico € determinado com base no risco de
recorréncia do tumor e em caracteristicas tumorais, como a mensuragdo de
receptores hormonais. Quando presentes, esses receptores orientam a escolha de
terapias enddcrinas ou terapias bioldgicas (Pondé; Zardavas; Piccart, 2019).

No estadio lll, tem-se tumores maiores e espalhamento para linfonodos
préximos. A abordagem terapéutica inicial, € baseada no tratamento sistémico com
aplicacao de quimioterapicos e continuidade do tratamento local (Gradishar et al.,
2024).

No estadio |V, o paciente apresenta quadro mais grave devido a forma invasiva
da doenga, caracterizada pela sua extensao para 6rgaos distantes do organismo e a
modalidade terapéutica nesse caso € direcionada e, sobretudo, sistémica. A escolha
da abordagem terapéutica visa conciliar a resposta antitumoral com o prolongamento
da sobrevida do enfermo (O’Sullivan; Loprinzi; Haddad, 2018). Dentre os
quimioterapicos utilizados, e principalmente aplicados no tratamento contra TNBC
metastatico, tém-se cisplatina, palitaxel, tamoxifen e antraciclinas (Bianchini et al.,
2022).

A doxorrubicina € um farmaco da classe das antraciclinas que tem atuacéao

intercalante no acido desoxirribonucleico e é capaz de inibir a enzima Topoisomerase
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I, impedindo a replicagdo do material genético, induzindo a formacéao de radicais livres
e a morte celular (Tacar; Sriamornsak; Dass, 2013). Esta antraciclina € um dos
agentes quimioterapicos utilizados como neoadjuvante ou adjuvante para
complementagao dos tratamentos principais contra o cancer de mama, assim como
também ¢é aplicada em tratamentos contra TNBC (Ge et al., 2021). Apesar de seus
efeitos colaterais, como a cardiotoxicidade, a doxorrubicina €& utilizada na terapia
contra o cancer, sendo apresentada em novas formulagdes e administrada em
tratamentos combinados, visando redugcao de efeitos adversos.

A quimioterapia € capaz de induzir a morte de células tumorais e a redugao da
massa tumoral, mas a quimiorresisténcia € um obstaculo a eficacia do tratamento,
resultando em remissdo e Obito de pacientes. As células tumorais podem ser
intrinsecamente resistentes antes da aplicacdo do quimioterapico ou podem ser
previamente sensiveis e desenvolverem resisténcia no decorrer do tratamento (Indra
et al., 2021). Os mecanismos pelos quais a resisténcia se desenvolve sdao complexos
e envolvem diversos fatores que afetam a sensibilidade as drogas, como o
metabolismo, alteragdes em moléculas-alvo, metilacdo e reparo de DNA, eliminacao
do farmaco por transportadores e enzimas especificas, além da prevencédo da
apoptose e inducao da transicao epitélio-mesenquimal (TEM) (Prihantono; Faruk,
2021).

Ainda que a resisténcia adquirida pelas células tumorais limite a acdo de
doxorrubicina, é possivel sua combinacdo com demais quimioterapicos e
imunoterapicos (Hernandez-Aya; Gonzalez-Angulo, 2013). Estudos demonstram que
as interacdes entre as células tumorais e a matriz extracelular (MEC) podem modular
a atuacao de drogas antitumorais, tais como a doxorrubicina, através da mediagao
dos niveis de proteinas pro-sobrevivéncia. Assim, confirma-se a importancia da
combinacao de abordagens que possam bloquear tais interacbes somada a atuacao
do quimioterapico, para que assim, a resisténcia a terapia também possa ser
modulada (Lovitt; Shelper; Avery, 2018)

1.4 Metastase

Metastase € o processo pelo qual as células se desprendem do tumor primario
e migram através dos vasos (sanguineo e linfaticos) para 6rgaos secundarios,
caracterizando o cancer metastatico ou cancer em estadio IV. A cascata metastatica

€ complexa e envolve uma série de etapas, tendo inicio com o desprendimento celular



26

a partir do tumor primario e invasao da lamina basal (Figura 5) (Gerstberger; Jiang;
Ganesh, 2023). Nessa etapa, muitas vias de sinalizagdo séo ativadas, ha ocorréncia
de alteragbes genéticas e metabolicas e as células podem sofrer alteragdes
fenotipicas, como é o caso da transic&do epitelial-mesenquimal (TEM) (Yang et al.,
2020). Durante essa transdiferenciacdo, as células perdem suas caracteristicas
epiteliais e o perfil de expressao de proteinas € alterado, ocorrendo a diminui¢ao da
expressao de E-caderina, relacionada com a promoc¢ao de contato célula-célula, e
aumento da expressdao de N-caderina e vimentina, ambas relacionadas a
caracteristicas mesenquimais. Estas células adquirem uma morfologia fusiforme,
tornando-as mais habeis a disseminagao, invasao e migragao por meio da matriz
extracelular, caracteristicas essenciais para a progressdo tumoral e metastase
(Pastushenko; Blanpain, 2019).

Figura 5 - Cascata metastatica.
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Principais etapas da cascata metastatica. Fonte: adaptado de He et al., 2023.

A etapa seguinte da cascata metastatica consiste na dispersao e invasao das células
tumorais na membrana basal adjacente aos vasos sanguineos e linfaticos, seguida do

intravasamento, em que ha a penetracdo das células no lumen dos vasos
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(Vanharanta; Massagué, 2013). Estas células tumorais circulantes (CTCs)
desenvolvem mecanismos de sobrevivéncia na corrente sanguinea ou linfatica até se
estabelecerem em um sitio de colonizagdo. Nesse momento do processo, as células
estdo sujeitas a morte celular por anoikis, devido a altera¢gdes na hidrodinamica e
ataque de leucdcitos. Anoikis € o nome dado a uma forma de morte programada que
pode ocorrer com células que desancoram da MEC (Raeisi et al., 2022). Além disso,
CTCs podem aderir ao endotélio e iniciar seu crescimento no ambiente intraluminal, e
assim, formar trombos que sao capazes de romper a parede vascular, dando inicio ao
processo de extravasamento.

O extravasamento é caracterizado pela saida das células da vasculatura
sanguinea e adentramento ao parénquima de um 6rgao secundario, onde irdo formar
um nicho pré-metastatico. Nessa etapa, ocorrem diversos mecanismos
(imunossupressao, ativagdo de fatores de transcrigdo, remodelamento da MEC,
instauracdo de rede vascular) para a preparacdo de um ambiente favoravel ao
crescimento de células tumorais e constituicdo de uma micrometastase, propiciando
o inicio da colonizacdo e estabelecimento do tumor secundario (Welch; Hurst, 2019).
No cancer de mama, a forma metastatica da doencga ¢é a principal causa de morte em
pacientes e os principais 6rgaos acometidos pela colonizagdo das células s&o o

pulmao, figado, cérebro e ossos (Park et al., 2022).

1.5 Microambiente tumoral

Apesar de apresentarem grande heterogeneidade genética e fenotipica, as
células tumorais sdo capazes de se organizar e responder de forma coletiva aos
estimulos de seu microambiente tumoral (TME do inglés: tumor microenvironment). O
TME consiste em um ambiente dinAmico composto por um sistema fisico-quimico
complexo que contém componentes celulares e nao celulares (Carmona-Fontaine et
al., 2017). Dentre os componentes celulares, além das células cancerosas, fazem-se
presentes as células estromais, como as células endoteliais, fibroblastos ou CAFs (do
inglés: cancer-associated fibroblasts) e células do sistema imunoldgico,
principalmente linfécitos e macréfagos. A matriz extracelular, o pH acido e moléculas

sinalizadoras, tais como citocinas, fatores de crescimento e hormonios, sdo elementos
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nao celulares do TME, assim como 0s vasos sanguineos e vasos linfaticos
circundantes (Figura 6) (Li et al., 2020).

Figura 6 - Microambiente tumoral.
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Representacado dos constituintes do microambiente tumoral. Fonte: adaptado de Langsten et al., 2019.

As interagdes que ocorrem no microambiente tumoral propiciam a ativagao de
fatores de transcrigao, resultando na expressao de genes envolvidos na proliferagao
e migracao celular, garantindo a sobrevivéncia das células cancerosas. Além disso,
ha a produgédo de um conjunto de moléculas sinalizadoras responsaveis por criarem
um ambiente pré-inflamatério e favoravel a progressao tumoral (Benboubker et al.,
2022). Dentre essas moléculas, pode-se citar os fatores de crescimento secretados
por células do estroma, como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformante beta
(TGF-B), além de citocinas, quimiocinas e proteases, como as metaloproteinases de
matriz (Wang et al., 2021).
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A proliferacdo acelerada das células malignas resulta em supressdao de
nutrientes, pH acido e regides com niveis de O2 reduzidas, ocasionando um ambiente
hipéxico. Este ambiente é capaz de modular a expressao génica e o metabolismo
celular, o que promove heterogeneidade no microambiente tumoral e direcionamento
a um comportamento mais agressivo (Luo et al., 2022).

Assim, as células periféricas possuem maior disponibilidade de gas oxigénio,
nutrientes e fatores de crescimento, enquanto as células localizadas internamente séo
desprovidas das mesmas concentracbes desses componentes, culminando em
quiescéncia ou necrose (Forster et al., 2017). Ainda assim, as células tumorais séo
capazes de se adaptarem ao ambiente hipdéxico, promovendo a expressao de fatores
induzidos por hipdxia 1 (HIF1-a) e 2 (HIF2-B), os quais induzem a transcricdo de
genes, tais como o gene de VEGF. Esses fatores estimulam a migragcéo de células
endoteliais para regides com deficiéncia de O2 e promovem a instauragdo da

neoangiogénese (De Palma; Biziato; Petrova, 2017).

1.6 Matriz extracelular

A matriz extracelular, componente acelular do TME, € uma complexa rede
formada por macromoléculas que confere suporte estrutural e bioquimico para as
células e tecidos (Figura 7). A MEC é composta essencialmente por agua, minerais,
proteoglicanos, glicoproteinas e proteinas fibrosas, tais como colageno, fibronectina,
laminina e entactina. Além disso, € considerada um reservatério de fatores de
crescimento, citocinas e demais moléculas sinalizadoras (Lepucki et al., 2022).

Esta rede complexa apresenta grande dinamismo, sendo constantemente
remodelada, depositada ou degradada durante o desenvolvimento tecidual, como
forma de responder a estimulos fisiolégicos ou patoldgicos, visando manter a
homeostase do organismo (Cox, 2021). Para que ocorra esse dinamismo e sejam
mantidas a composi¢cao e organizagao, a matriz extracelular é altamente regulada.
Ademais, desempenha fungdes cruciais nos processos de adesao celular, migracéo,
proliferagdo, além de permitir a interagao célula-célula e célula-matriz (Huang et al.,
2021). Desordens estruturais ou funcionais na MEC perturbam sua dindmica e podem
ocasionar o desenvolvimento de doencgas, incluindo o cancer (Walker; Mojares; del
Rio Hernandez, 2018).
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O remodelamento da matriz ocasiona novas propriedades mecanicas,
funcionais e topoldgicas. Em contextos patolégicos, pode promover o cross-linking
exacerbado, ou seja, maior formacdo de ligagbes covalentes entre moléculas
estruturais. O aumento dessas ligagdes covalentes resulta em maior rigidez da matriz
extracelular em microambientes tumorais em comparagdo com regides saudaveis,
aléem de alteragbes em vias de sinalizagdo mediadas por integrinas, proteinas

transmembranares de adeséo (Ricard-Blum, 2011) .

Figura 7 - Composicao da Matriz Extracelular.
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Representagdo da composigcao da matriz extracelular e suas interagdes. Fonte: adaptado de Poole;
Mostago-Guidolin, 2021.

No cancer de mama, ha a perda da polaridade entre células epiteliais
mamarias, ocasionando alteragdes nas interacdes ceélula-célula e célula-matriz. Esta
ultima propicia o remodelamento do citoesqueleto, que por sua vez, resulta em
alteracao na conformacéao de integrinas (Jayadev; Sherwood, 2017). Estas proteinas
de adesao sofrem alteragbes no reconhecimento de ligantes da matriz, e o aumento
na sinalizacao e clusterizagao desses receptores pode ocorrer devido um aumento na
deposigao de colageno e densidade mamaria, caracteristicas relacionadas a um pior
progndéstico. As células transformadas também podem ativar vias de sinalizagao

levando a migragéo e invasao celular aberrantes, assim como ao aumento da sintese
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de enzimas que degradam componentes de matriz, tais como elastases e
metaloproteinases de matriz (MMPs), as quais sdo abundantes em tecidos tumorais e
se destacam por favorecerem a cascata metastatica (Naba, 2024).

As MMPs s&o grupos de endopeptidases que clivam ligagdes peptidicas ndo
terminais e necessitam de ions zinco (Zn?*) para desempenhar sua atividade
enzimatica, sendo capazes de degradar moléculas constituintes da membrana basal
e da matriz extracelular (Gonzalez-Avila et al., 2019). As MMP-2 e MMP-9 séo
exemplos de metaloproteinases do tipo gelatinases e estdo associadas a capacidade
de degradar gelatina e, principalmente, colageno tipo IV. Devido a essas
caracteristicas, elas estdo relacionadas a proliferagcao celular e favorecimento da
metastase, devido seus niveis de expressdo serem aumentados durante a transicao
epitelial-mesenquimal (Das; Amin; Jha, 2021). Ainda, essas gelatinases sdo capazes
de degradar outras proteinas depositadas na MEC, como colageno tipo V, tipo VIII,
tipo X, tipo Xl e tipo XIV; e liberar fatores de crescimento que promovem a

angiogénese tumoral (Laronha; Caldeira, 2020).

1.7 Cultivo celular 2D e 3D

Ao buscar compreender os mecanismos do desenvolvimento do cancer in vitro,
utilizam-se modelos de estudo em monocamada ou bidimensionais (2D) e
tridimensionais (3D) (Figura 8), os quais sao aplicados em diferentes abordagens para
avaliar a interagao célula-célula e célula-matriz, apresentando suas respectivas
vantagens e limitagdes (Salinas-Vera et al., 2022).

O cultivo de células em modelo bidimensional (2D) é baseado na adeséo celular
em superficies rigidas e planas, sendo elas normalmente confeccionadas com
polietileno ou materiais vitreos (Baker; Chen, 2012). Neste modelo, a disposi¢cao das
células permite que todas recebam os nutrientes presentes no meio cultivo de maneira
uniforme, favorecendo o crescimento e proliferagdo homogénea. Dessa forma, as
células sao capazes de estabelecer maior contato com o substrato e meio nutritivo,
resultando em polarizagdo, fazendo com que a propagacado ocorra em plano
horizontal, o que nao é observado em condigdes fisiologicas. Além disso, as células
em monocamada exibem mudangas em sua morfologia devido a disposicao em que

estao, e esse fator pode ocasionar modulagdes em seu comportamento. Dentre essas
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mudancgas, pode-se destacar as alteragdes na estrutura da cromatina, que por sua
vez, possibilitam mudancgas na expressao génica (Vergani; Grattarola; Nicolini, 2004;
Fontoura et al., 2020).

Ainda assim, o cultivo celular bidimensional € um modelo bem estabelecido,
sendo aplicado em estudos desde os anos 1900 e que permite relativa agilidade na
execucgao de experimentos e alta reprodutibilidade (Ferreira; Gaspar; Mano, 2018).
Ademais, trata-se de uma abordagem de baixo custo quando comparada com outros
modelos, sendo amplamente utilizada para investigar aspectos relacionados a biologia
celular, morfologia, citologia e diferenciagcdo celular, bem como modificagdes
comportamentais em nivel celular frente as condigbes experimentais impostas
(Abuwatfa; Pitt; Husseini, 2024).

Figura 8 - Cultivo celular 2D e 3D.
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O cultivo tridimencional (3D), por sua vez, € um modelo in vitro mais complexo
que no estudo do cancer, mimetiza com maior precisao o microambiente tumoral. Sua
composi¢cao mais realista - devido a incorporagéo de elementos da matriz extracelular,

interagdes entre células e células-matriz, distribuicdo de O2 e de nutrientes - busca
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reproduzir o que € observado em tumores solidos. Entretanto, a aplicagdo desse
meétodo requer maior investimento de recursos, apresenta menos reprodutibilidade e
maior limitacdo no escalonamento de ensaios. Além disso, ndo ha uma plataforma
padronizada ou universal, o que permite diversas abordagens para a formacéo de
esferoides, que se dividem em duas grandes categorias, sendo baseadas ou néo
baseadas em suportes ou scaffolds. Ainda assim, os estudos em modelo 3D sao
eficientes para a avaliagao do perfil de difusdo de drogas, comportamento tumoral e
resposta a terapias (Lovitt; Shelper; Avery, 2014;Verjans et al., 2018).

Os modelos de estudo disponiveis atualmente ainda possuem restricdes e esse
fato ndo se limita apenas aos modelos in vitro. Os experimentos in vivo também
requerem altos custos e o metabolismo de animais geralmente homogéneos
(originados de cruzamentos parentais) podem nao representar fidedignamente a
fisiologia e heterogeneidade descrita em Homo sapiens (Poornima et al., 2022).
Assim, cabe ao pesquisador avaliar qual abordagem é mais adequada para responder

as hipoteses formuladas, levando em consideragao o tempo e recursos disponiveis.

1.8 Integrinas

A interacao célula-matriz, e a consequente ativagcao de vias de sinalizagao
resultantes dessa interacdo, € mediada por receptores celulares de adesao
denominados integrinas. As integrinas se configuram como heterodimeros
transmembranares, formados por subunidades a e [, das quais existem 18 e 8
variantes, respectivamente, resultando em 24 subunidades conhecidas, as quais se
combinam entre si (Figura 9)(Li et al., 2021). Esses receptores sdo capazes de
reconhecer uma ampla gama de ligantes constituintes da MEC por meio de seu
dominio extracelular, e sdo classificados com base nessa afinidade. Pode-se citar as
integrinas que possuem afinidade pelo motivo RGD (Arginina, Glicina, Acido
Aspartico), receptores de colageno, fibronectina, laminina, vitronectina, dentre outros
ligantes, como constituintes de venenos de serpentes e patégenos (Nieberler et al.,
2017).
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Figura 9 - Familia de integrinas.
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O reconhecimento e interagado com moléculas presentes na matriz extracelular
permite que as integrinas convertam sinais mecanicos em sinais bioquimicos, que se
desdobram em seu dominio citoplasmatico, interagindo com proteinas constituintes
do citoesqueleto. Essas interacdes evidenciam que esses receptores realizam uma
transducao bidirecional de sinais através da membrana plasmatica (Figura 10) (Kadry
etal., 2020). Ao se ligarem aos componentes da MEC, as integrinas recrutam diversas
quinases intracelulares, principalmente a quinase de adesao focal (FAK), o proto-
oncogene tirosina quinase (Src), proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), cujas vias de sinalizagdo se cruzam com aquelas
disparadas pela ativagao de receptores tirosina quinase de fatores de crescimento,
como o receptor de fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) e o receptor do
fator de crescimento 1 semelhante a insulina (IGF-1R) (Cruz da Silva et al., 2019).

As integrinas constituem uma maquinaria complexa e dinamica que regula
aspectos cruciais moduladores do comportamento celular, como a migragéao,
diferenciagao, sobrevivéncia e polaridade. Entretando, a desregulagdo no processo
de adesao ou sinalizagcbes aberrantes mediadas por essas proteinas, ocasionam

desordens como o cancer.
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A superexpressao dessas moléculas se relaciona com a progressao tumoral,
por serem facilitadoras dos processos de intravasamento e extravasamento na
cascata metastatica, além de garantirem a sobrevivéncia das células tumorais no
sistema circulatorio. A plasticidade e crosstalk entre integrinas, ou seja, a interagao de
vias de sinalizac&o, também é relacionada ao aumento da migragao celular, protusdes

e resisténcia a drogas em tumores solidos (Hamidi; lvaska, 2018).

Figura 10 - Conformacgdes e sinalizacao bidirecionais de integrinas.
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A integrina avB3, que reconhece proteinas com motivo RGD, tais como
vitronectina e fibronectina, propiciam o aumento da migracdo e invasao celular,
resultando em menores taxas de sobrevida de pacientes com cancer de mama,
melanoma e carcinoma de célon (Li et al., 2021). A superexpressdo desse
heterodimero também esta relacionada a ativacédo de Src, relacionada a resisténcia a
anoikis, fenétipo indiferenciado e promog¢ao da metastase no cancer de mama e
cancer de pulméao.

O gene ITGBS3, responsavel por codificar a subunidade B3, tem sua expressao

e ativacao facilitada em ambientes hipoxicos e acidos, que séo caracteristicos dos
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tecidos tumorais. Ademais, durante a transi¢cao epitelial-mesenquimal induzida pelo
fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-B), o gene ITGB3 é regulado de
maneira positiva, aprimorando a invasao e migragao (Zhu et al., 2021).

A integracdo das vias de sinalizagéo de integrinas e de fatores de crescimento
tipo tirosina quinase desempenha um papel fundamental na progressao tumoral, bem
como na resisténcia as quimioterapias, radioterapias e terapias dirigidas a um alvo
(Cruz Da Silva et al., 2019). Os receptores tirosina quinase sdo os alvos de uma classe
de inibidores, os RTKis, os quais apresentam excelentes resultados em termos de
aumento de sobrevida e controle da progressao de cancer de mama HER2 positivo
(Pottier et al., 2020). Nos ultimos cinco anos, estudos tém destacado o papel das
integrinas na resisténcia as terapias com inibidores de tirosina quinases (RTKis),
evidenciando que a resisténcia adquirida a esses inibidores esta diretamente
relacionada com o aumento da expressao da integrina avBf3 (Nagpal et al., 2023).
Tem-se também verificado que a inativagdo do eixo integrina avB3/FAK/PI3K/AKT
pode reverter a TEM bem como a resisténcia a cisplatina em células de tumor de
mama (Luo et al., 2018), demonstrando como sua atuagao é importante na aquisigao
de resisténcia. Além disso, estudos demonstram que a integrina avp3 regula a
expressao de MMP-2 e MMP-9 e que ambas metaloproteinases de matriz estao
envolvidas na quimiorresisténcia induzida por TEM (Casali et al., 2022; Tune et al.,
2022).

1.9 Desintegrina DisBa-01

As desintegrinas sdo pequenas proteinas encontradas em veneno de serpentes
pertencentes a familia Viperidae e sao liberadas apds processamento proteolitico por
metaloproteinases (SVMPs, do inglés Snake Venom Metalloproteinases). Estudos
recentes também postulam sua presenga em organismos hematéfagos, como
carrapatos, sanguessugas e vermes (Kolvekar et al., 2023).

Nosso grupo de pesquisa, o Laboratério Multiusuario de Bioquimica e Biologia
Molecular (LMBBM), estuda um inibidor da integrina avf33 denominado DisBa-01, uma
desintegrina recombinante obtida de Bothrops alternatus, espécie popularmente
conhecida como urutu ou urutu cruzeiro. DisBa-01 é derivada por processamento

proteolitico de um precursor membro da classe P-lla, caracterizada por possuir
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dominio metaloproteinase e desintegrina. Além disso, possui o motivo RGD, o qual
garante sua alta afinidade a integrina avB3 (Kd = 7,62 x 10> M), como confirmado por
meio de ensaios de ressonancia plasménica (Selistre-de-Araujo et al., 2010;
(Montenegro et al., 2017). No trabalho de Ramos e colaboradores em 2008,
bibliotecas de cDNA foram obtidas da glandula venenifera da serpente e o produto de
PCR obtido foi clonado e inserido em plasmideo. O vetor produzido foi utilizado na
transformacao de uma cepa bacteriana, viabilizando a purificagado dos primeiros lotes

da proteina recombinante (Figura 11).

Figura 11 - Desintegrina recombinante DisBa-01.
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Em ensaios in vivo, a desintegrina demonstrou propriedades
antineoangiogénicas, antimetastaticas e antitrombdticas. Em experimentos in vitro,
mostrou-se capaz de inibir a migragcao de diversas linhagens celulares em modelos
controlados em normoxia e hipdxia, ou seja, em niveis normais de oxigénio e
diminuigéo do aporte desse gas, respectivamente (Ramos et al., 2008; Casali et al.,
2022).

Estudos anteriores do nosso grupo contribuiram para o conhecimento do papel
bioldgico da integrina avp3, demonstrando que a inibigdo desse receptor bloqueia a
ativagdo de MMP-2 na superficie celular, e com isso a migracao é prejudicada e as
células com bloqueio da integrina avB3 perdem a direcionalidade do movimento
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celular, por meio da formacgédo de adesdes mais estaveis (Montenegro et al., 2012;
Montenegro et al., 2017). Estas células ndo desaderem completamente da matriz e
nem morrem por perda de adesdo, ao contrario, ativam o programa de autofagia
quando tratadas com DisBa-01 (Lino et al., 2019).

Verificou-se que a integrina avB3 controla, de forma negativa, a sinalizagao
intracelular induzida pela ativagéo do eixo VEGF/VEGFR2, inibindo a proliferagao e
migragéo de células endoteliais, impedindo a angiogénese (Montenegro et al. 2012;
Danilucci et al., 2019). Constatou-se que a inibicdo da integrina avB3 reduz a
comunicagao de células tumorais de mama TNBC (linhagem MDA-MB-231) com
células ndo malignas de epitélio mamario (linhagem MCF10A) in vitro, levando a uma
visivel redugédo de vesiculas extracelulares (EVs, do inglés extracellular vesicles)
presentes no meio extracelular, além da inibicdo da via endossomal de sintese de
exossomos (Altei et al., 2020).

Estudos recentes demonstraram que o bloqueio da integrina av33 foi capaz de
restaurar a morte celular por ferroptose em células de tumor de mama HER2*
resistentes ao tratamento induzido por RTKis (Nagpal et al., 2023). De forma similar,
Lovitt e colaboradores em 2018 demonstraram que o bloqueio da integrina 1 resultou
em aumento da eficacia do tratamento com doxorrubicina em células MDA-MB-231.

Tendo em vista que o bloqueio de interagdes célula-matriz por meio de
integrinas é capaz de mediar a efetividade de tratamentos sistémicos, pretende-se
neste trabalho avaliar os efeitos da combinacdo de DisBa-01 e doxorrubicina em
células de tumorais de mama. Busca-se avaliar os efeitos do tratamento combinado
frente a fendtipos celulares distintos, utilizando as linhagens MCF-7 (Luminal A) e
MDA-MB-231 (TNBC), e analisar os efeitos em modelos de cultivo 2D e 3D, os quais
diferem na exposi¢ao diferencial de drogas e na interagcdo célula-matriz, processos
que envolvem atuagao de receptores de adesao, especialmente as integrinas. Nossa
hipétese se baseia na premissa de que o bloqueio de vias de sinalizagdo que
envolvem a integrina avB3 possa influenciar a resposta celular ao quimioterapico,
aumentando sua eficacia. Supde-se que os efeitos de doxorrubicina, ao nivel do
material genético, somado aos de DisBa-01, que atuam na migracao, invasao e
transicdo epitelial-mesenquimal, possam exercer uma agdo complementar e mais

potente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento combinado de doxorrubicina e DisBa-01, um
inibidor da integrina avB3, na capacidade migratéria e na transigao epitelial-
mesenquimal de células tumorais de mama dos subtipos ER*PR* e TNBC em modelos
2D e 3D.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar os niveis de expressao das integrinas av e 3 nas células MCF-7
e MDA-MB-231 por citometria de fluxo.

2. Estabelecer a concentragao inibitéria média (ICso0) de doxorrubicina por meio
do ensaio de proliferacdo celular por resazurina, na presenca e auséncia de
DisBa-01.

3. Verificar a migracao celular pelos métodos transwell e wound healing nos
cultivos 2D apds tratamento com DisBa-01 combinada com doxorrubicina.

4. Analisar a atividade de metaloproteinases de matriz MMP-9 e MMP-2 por meio
de ensaios de zimografia, apds bloqueio da integrina avf3 por DisBa-01
combinada ao tratamento com doxorrubicina.

5. Avaliar a capacidade invasiva e alteragdes morfoldgicas das células mediante
o tratamento combinado em ensaio de degradagao em gelatina fluorescente.

6. Avaliar a viabilidade celular e morfologia do cultivo celular tridimensional (3D)
mediante tratamento com a desintegrina e doxorrubicina.

7. Examinar a internalizacdo de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546 em

modelos de cultivo 2D e 3D mediante adi¢do ou ndo do quimioterapico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Producao recombinante de DisBa-01

3.1.1 Transformacgéo e crescimento bacteriano

Os métodos empregados para a expressao e purificagdo de DisBa-01 foram
descritos por Ramos e colaboradores em 2008. Neste trabalho, iniciou-se com a
transformacado da cepa Escherichia coli BL21 (DE3) fazendo uso de plasmideo
pET28a contendo sequéncia codificadora de DisBa-01. As primeiras etapas
consistiram na preparacao das células competentes, em que o pré-indculo de uma
coldnia isolada foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C e o pellet resultante
foi ressuspendido em solugao gelada de CaClz 100 mM. A mistura foi incubada a 4°C
por 20 minutos, seguida de nova centrifugacao a 3000 rpm por 5 minutos a 4°C e o
pellet resultante foi ressuspendido em mesma solucéo de cloreto de calcio. Na etapa
de transformacdo, misturou-se as células competentes com o plasmideo pET28a,
anteriormente isolado com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), durante 30 minutos a 4°C. Realizou-se choque térmico, com incubacéao a
42°C por 2 minutos, seguido pela incubagado a 4°C por 2 minutos. Em seguida,
adicionou-se 4:1 do volume de células competentes em meio de cultivo Luria Bertani
Broth (LB Broth) (L3397, Sigma-Aldrich) para agitagdo em shaker (TE-422, TECNAL)
a 250 RPu por 1h a 37°C, visando o crescimento celular. As células transformadas
foram inoculadas em placas de Petri com auxilio de algca de Drigalski em meio sélido
LB Agar (L3272, Sigma-Aldrich) contendo o antibidtico seletivo kanamicina (30 mg/mL)
e mantidas em 37°C para crescimento bacteriano overnight.

Visando confirmar se a transformagao havia sido efetiva, uma aliquota das
células bacterianas foi submetida a miniprep para extragao do DNA plasmidial, sendo
diluidas em meio LB Broth seletivo. As amostras foram homogeneizadas com tampéo
de amostra (5:1) e aplicadas em gel de agarose (0,3 g agarose, 30 mL Tampéao TBE
1x, 1uL Brometo de Etidio) submetido a corrente de 100 V por 20 minutos. O gel foi
fotodocumentado utilizando o equipamento ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad) e o filtro
Ethidium Bromide.
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Apods confirmada a transformacéao, prosseguiu-se com o isolamento para uma
nova placa de Petri pelo método de estriamento. No dia seguinte, escolheu-se a maior
colénia e mais isolada para a preparacao de pré-indculo em meio liquido LB Broth, o
qual foi mantido a 250 RPu, 37°C durante 16h-18h. A partir do pré-inoculo, foi realizada
a expansao bacteriana para 2 L de meio de cultivo, e o crescimento das células foi
acompanhado mediante leitura em 660 nm no espectrofotdmetro, almejando o alcance

de densidade 6ptica (DO) entre 0,4 e 0,6, indicativo da fase log de crescimento.

3.1.2 Indugéo da expresséo de DisBa-01

A expressao de DisBa-01 foi induzida por mediante uso de IPTG 0,5 nM
(Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) durante 3h, seguida por centrifugacédo a 5000
rom por 7 minutos a 4°C (Sorvall® RC5C Plus, Kendro Laboratory 9 Products, rotor
GSA) e o pellet gerado foi homogeneizado em tampao de ligagao (Imidazol 5 mM,
NaCl 0,5 M, Tris 40 mM, pH 7,9). Para a lise bacteriana e extragdo do conteudo
citoplasmatico, a amostra foi submetida a 8 pulsos sénicos (Vibra cell, Sonics and
Materials) com intervalos de 1 minuto, seguidos pela centrifugacéo por 15 minutos,
13000 rpm a 4°C (Sorvall® RC5C Plus, Kendro Laboratory Products, rotor SS-34). A
amostra foi ressuspendida em tampao de ligacdo acrescido de Ureia (Tris 40 mM,
NaCl 0,5 M, Ureia 6 M, Imidazol 5 mM, pH 7,9) e mantida em agitacdo a 4°C durante
1h. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C
(Sorvall® RC5C Plus, Kendro Laboratory Products, rotor SS-34) e o sobrenadante

resultante, contendo a proteina de interesse, foi filtrado para tubos cénicos estéreis.

3.1.3 Purificag&o por coluna de afinidade e cromatografia liquida

O lisado bacteriano foi purificado por cromatografia em coluna de afinidade
(HIS-Select® Nickel Affinity Gel, Sigma Aldrich®), a qual foi equiliborada com tampao
de ligagao acrescido de Ureia. Apds a aplicagdo da proteina na coluna, o tampéao de
eluicao (Tris 40 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 250 mM, pH 7,9) foi aplicado, permitindo a
eluicdo de DisBa-01 devido a competi¢cao pela resina com o componente Imidazol. A
amostra foi dialisada em membrana de nitrocelulose (Spectra/Por® Membrane MW:

6-8,000; Spectrum Labs, Repligen) em Ureia 3 M e em Tris 20 mM, respectivamente.
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O conteudo proteico foi concentrado para 1 mL (Eppendorf, Concentrator Plus) e entao
submetido a segunda etapa de purificagdo em cromatografia de troca aniénica (Mono-
Q 5/50 GL, GE Healthcare Life Sciences) em um sistema de alta performance (AKTA®
Pure, GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com tamp&o A (Tris 20 mM, pH 8,6) e
para a competicao entre cargas e eluicao da proteina de interesse, procedeu-se com
a eluicado por gradiente pela adicdo do tampao B (Tris 20 mM, NaCl 1 M, pH 8,6). A
liberagcdo da proteina pdéde ser acompanhada mediante cromatograma gerado. A
expressao de DisBa-01 foi acompanhada apds cada etapa da purificacdo, por meio
da confeccgdo de géis SDS-PAGE 15%, os quais foram corados com Coomassie
Brilliant Blue (0,25% brilliant blue, 50% isopropanol, 10% acido acético) e lavados com
solugéo descorante (10% acido acético, 10% metanol) para visualizagdo das bandas
e registro por meio do filtro Comassie Blue no fotodocumentador ChemiDocTM XRS+
(Bio-Rad).

O conteudo eluido, contendo a proteina purificada, foi dialisado em agua
ultrapura e concentrado para 1 mL. A concentragao proteica final foi determinada por
deteccdo colorimétrica pelo ensaio do acido bicinconinico (BCA) (kit Pierce™ BCA

Protein Assay, Thermo Scientific, catalog Number: 23225).

3.1.4 Teste de atividade de DisBa-01

Para a avaliacdo da atividade da proteina recém purificada, utilizou-se células
da linhagem HUVEC (do inglés: Human Umbilical Vein Endothelial Cells) em ensaio
de migracao celular transwell considerando o tempo de migracao de 6h. Considerou-
se as condi¢gdes em que néo foi aplicado soro fetal bovino (FSB, do inglés fetal bovine
serum) como quimioatraente nos pogos (controle negativo), a aplicagéo de FBS 10%
como quiomioatraente (controle positivo) e o tratamento com DisBa-01 (1 uM). A
metodologia detalhada do ensaio de migracao transwell pode ser verificada no item
3.7.2. A concentragdo de DisBa-01 utilizada nos experimentos seguintes foi 1 uM,
seguindo a metodologia padronizada por nosso grupo de pesquisa em estudos
anteriores (Lino et al., 2019; Danilucci et al., 2019; Altei et al., 2020).
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3.1.5 Marcagéo de DisBa-01 com Alexa Fluor™ 546

Inicialmente, foi preparada a solugédo estoque de Alexa Fluor™ 546 (A20002,
Invitrogen), que consistiu em sua diluigdo em 100 yL de Dimetilformamida (DMF) livre
de ions para uma concentragao inicial de 10 mg/mL. Uma aliquota de DisBa-01
purificada foi submetida a microdialise em solugao de bicarbonato de sédio (0,1 M; pH
8,4) em membrana de nitrocelulose (Spectra/Por® Membrane MW: 6-8,000; Spectrum
Labs, Repligen) durante 30 minutos. Posteriormente, o conteudo proteico foi
quantificado por meio da detecgao colorimétrica utilizando o método BCA (kit Pierce™
BCA Protein Assay, Thermo Scientific, catalog Number: 23225) para obtencédo da
concentragdo a ser utilizada, resultando na razao de 10 uL de Alexa Fluor™ 546 para
cada 1 mg de DisBa-01. A mistura dos componentes se sucedeu no escuro, em
agitacdo por 1h e o excesso de fluoroforo foi removido por cromatografia de gel
filtracdo em coluna Sephadex G-25 (S5772, Sigma-Aldrich).

O equilibrio da resina foi realizado com 10 volumes de PBS antes da aplicagao
da proteina, a qual foi concentrada para 1 mL apds a coleta. Para a quantificagdo da
amostra marcada, os calculos seguiram conforme constam nas especificagdes do
fabricante, iniciando com a determinagcdo da D.O.2s0nm, por meio do equipamento
SpectraMa (Molecular Devices) por meio do software SoftMax®Pro 6, corrigindo a
absorbancia obtida pela absorbancia maxima do corante (CF), resultando na
absorbancia da proteina (Aproteina). A seguir, a concentragédo proteica final (C) foi

1ﬁxAproteina

calculada com a aplicacdo da formula ¢ = -2 . A marcacao de DisBa-01 foi

1,4
testada em células MDA-MB-231 e as imagens foram obtidas por meio de microscopia
confocal. Para isso, aplicou-se coating de PDL (0,1 mg/mL) em camaras acopladas as
laminas (u-Slide 8 WellHigh glass bottom, IBidi, #80807), as quais foram mantidas a
37°C, 5% CO2 durante 16h. No dia posterior, adicionou-se 3 x 10* células/camara,
seguida pela incubagdo com DisBa-01 marcada com o fluoréforo (1 pM) por 30
minutos. As células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos, seguida
por duas lavagens com PBS. Prosseguiu-se com a permeabilizagdo das membranas
com Triton-X 100 0,1% por 5 minutos, duas lavagens com PBS e marcacado dos
nucleos celulares e citoplasma com DAPI (0,7 ng/uL) e Phalloidin-488 2,5% (A12379,
Invitrogen), respectivamente, por 20 minutos. Findada a incubagéo, os pogos foram

lavados com PBS duas vezes.
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3.2 Cultivo celular

As linhagens celulares MCF-7 (ATCC HTB-22) e MDA-MB-231 (ATCC HTB-26)
foram cultivadas em meio DMEM Regular (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Nutricell) e Leibovitz's L-15 Medium (Gibco), respectivamente, suplementados com
10% soro fetal bovino (FBS) e com 1% antibiético (Penicilina/Streptomicina - Vitrocell).
As células foram mantidas em incubadora a 37 °C, 5% CO2 (Model 3110 Spectrum
Series Il water Jacket COz2 incubator, Thermo Scientific) e a contagem e aferimento da
viabilidade celular foram realizados utilizando trypan blue 0,4% em contador
automatico (TC20™ Automated Cell Counter, BioRad).

3.3 Imunofenotipagem celular por citometria de fluxo

As células MCF-7 e MDA-MB-231 (1 x 108 células/pogo) foram plaqueadas em
placas de 6 pogos (703001, Nest) e no dia posterior foram coletadas em PBS (NaCl
136 mM, KCI 2,6 mM, Na2HPO4 7,74 mM, KH2PO4 1,47 mM) gelado por raspagem
mecanica com a utilizacdo de cell scraper (K26-0025, KASVI). As células suspensas
foram submetidas a centrifugagdo a 1200 rpm por 8 minutos a 4 °C (Eppendorf,
Centrifuge 5430 R, rotor FA45-24-11-HS) e o pellet resultante foi homogeneizado em
PBS. Prosseguiu-se com a marcagao utilizando anticorpos especificos (Tabela 1),
seguida pela incubacédo a 4 °C durante 1h. As amostras foram lavadas com a adi¢ao
de PBS para retirada do excesso dos anticorpos e centrifugadas a 1200 rpm por 10
minutos a 4 °C (Eppendorf, Centrifuge 5430 R, rotor FA-45-24-11- HS). O pellet
resultante foi solubilizado em PBS e o conteudo homogeinizado foi repousado em gelo
por 30 minutos antes da analise em citdbmetro de fluxo (BD Accuri™ C6). Foram
adquiridos 20000 eventos no software BD Accuri C6 (BD Biosciences) para posterior
analise comparativa dos dados no software FlowJo™ v10.8.1. Utilizou-se a estratégia
de gating e o parametro SE Dymax (%), que determina a porcentagem de eventos

considerados como tendo fluorescéncia positiva em relagao ao controle ndo marcado.
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Tabela 1 — Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de fluxo e suas especificagoes.

Alvo Diluicao/Concentragcdao Fabricante

Integrina av (FITC) 1 ug para 1x10° células Santa Cruz (sc53360)
Integrina B3 (FITC) 20 yL para 1x10° células BD Pharmingen #555753
Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC) 1:500 Abcam (ab6785)

Fonte: propria.

3.4 Determinacao da Concentragao Inibitéria Média (ICs0) de doxorrubicina por

ensaio de viabilidade celular

Células MDA-MB-231 e MCF-7 (5 x 103 células/pogo) foram plaqueadas em
placas de 96 pogos (K12-096, KASVI) e submetidas ao crescimento durante 24h a
37°C e 5% CO2. Apods incubagédo, as células foram tratadas com diferentes
concentragcdes de doxorrubicina (0,2 a 12 uM). A viabilidade celular foi avaliada 24h,
48h e 72h apods o tratamento, em que o sobrenadante do cultivo celular foi coletado e
substituido por meio de cultivo contendo 10% resazurina (alamarBlue™, Thermo
Fisher Scientific). As células com resazurina foram incubadas a 37°C, em 5% CO:2 por
4h e apos esse periodo, 200 pL do sobrenadante foi transferido para uma nova placa
para leitura por fluorescéncia (Excitagdo: 560 nm, Emissdo: 590 nm) no leitor
SpectraMax i3 (Molecular Devices) por meio do software SoftMax®Pro 6. A solugéo de
uso foi utilizada como controle negativo e o controle positivo 100% reduzido foi
preparado mediante autoclavagem dessa solugdo. Em contato com células vivas, a
rezasurina, de coloragdo azul, é internalizada e metabolicamente reduzida em
resofurina, que apresenta coloracio rosa escuro. Por meio da mudanca colorimétrica
foi possivel predizer a proliferagao celular e o valor do 1Cso foi determinado utilizando
regressao nao-linear no software GraphPad Prism (v. 8.0), com a transformagao dos
valores da concentracédo de doxorrubicina em escala log. A concentracao inibitoria

média de doxorrubicina obtida neste ensaio foi utilizada nos experimentos seguintes.

3.5 Avaliacao da viabilidade celular mediante tratamento combinado de
doxorrubicina e DisBa-01

Ambas as linhagens celulares (5 x 103 células/pogo) foram aplicadas em placas
de 96 pocos (K12-096, KASVI) e submetidas a crescimento durante 24h a 37°C e 5%
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CO2. Apds incubagao, as células foram tratadas com doxorrubicina (0,8 uM para MCF-
7 e 5,1 uM para MDA-MB-231) e diferentes concentra¢des de DisBa-01 (0,01, 0,05,
0,1, 0,5 e 1 uM) foram aplicadas. A proliferagéo celular foi avaliada apés 24h, 48h e
72h da aplicagdo dos tratamentos e mensurada conforme metodologia apresentada

no item 3.3.

3.6 Ensaios de migragao celular

3.6.1. Migragé&o celular por wound healing

As células MCF-7 e MDA-MB-231 (1 x 10° células/pogo) foram semeadas em
placa de 24 pogos (K012-24, KASVI) com seus respectivos meios de cultivo. Apds
48h, realizou-se uma risca na monocamada de células, fazendo uso de uma ponteira
estéril de 200 yL. Em seguida, aplicou-se Mitomicina C (M4287, Sigma Aldrich®) pelo
periodo de 4h, visando inibir a proliferagao celular e tornando possivel apenas a
analise migratoria. As células foram submetidas a lavagens com PBS e os tratamentos
foram aplicados. O registro das imagens das fendas foi adquirido considerando os
tempos 0Oh, 24h e 48h apds a aplicacado dos tratamentos fazendo uso do microscopio
Axio Vert.A1 Zeiss, em lente de 10x. A analise quanto a area da fenda foi realizada
usando o software FlJI-lmaged e a migracdo celular foi calculada por meio da
porcentagem de abertura da fenda, usando a equacdo Ah x 100/TO, em que Ah é a
area da risca em diferentes tempos de incubacéao, e TO a area logo ap6s a ferida ser

efetuada.

3.6.2 Migragao celular transwell

As células MCF-7 (5 x 10%) e MDA-MB-231 (1 x 10°) foram homogeneizadas
em 250 pL de meio de cultivo sem FBS e aplicadas na parte superior dos insertos de
membrana com poros de 8,0 um (Greiner bio-one ® ThinCert™). Imediatamente apds
o plagueamento, os insertos foram realocados em placa de 24 pogos (662160,
CELLSTAR®, Greiner bio-one®) contendo meio de cultivo com FBS, com excegdo
para o controle negativo, o qual foi usado para medir a migracao basal. A placa foi

mantida em incubacgao por 24h para as células MCF-7 e 16h para as células MDA-
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MB-231, a 37 °C e 5% COz2. As células que migraram através dos insertos foram
fixadas com paraformaldeido 4% (pH=7) por 10 minutos e, findada a fixagdo, os
insertos foram lavados com PBS por imerséo trés vezes consecutivas, seguido pela
marcagao dos nucleos celulares com DAPI (4',6-diamino-2- fenil-indol) por 20 minutos.
Os insertos foram lavados com PBS para retirar o excesso de corante e as membranas
presentes na parte inferior foram destacadas para a montagem das laminas. O
numero de células migrantes foi determinado pela analise multiwavelenght cell scoring

e as imagens foram adquiridas por meio do microscopio ImageXpress® Micro.

3.7 Deteccao da atividade de metaloproteinases de matriz por ensaio de

zimografia

Para a identificagdo do nivel de atividade gelatinase das metaloproteinases
MMP-2 e MMP-9, os sobrenadantes oriundos dos ensaios de migragao (15 ug) foram
combinados com tampao de amostra ndo desnaturante (glicerol 2%; EDTA 0,1M; Tris
1M, bromophenol blue 0,03 mM, pH 6,8) numa proporc¢ao de 1:3. As aliquotas foram
aplicadas em gel SDS-PAGE 10% contendo gelatina (100 mg/mL) e submetidas a
corrente de 85 V por aproximadamente 3h a 4 °C. Utilizando Triton X-100 2,5%,
realizou-se a lavagem dos géis por 40 minutos em temperatura ambiente e em
constante agitagdo para a retirada do excesso de SDS. Em seguida, o conteudo
proteico presente nos géis foi renaturado com tampao de incubagdo (Tris 50 mM,
CaCl2 5 mM, NaNs 0,02%, ZnCl2 10 mM, pH 8,0) por 20h a 37 °C e os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue (brilliant blue 0,25%, isopropanol 50%, acido
acético 10%) durante 16h. Os géis foram lavados em solu¢do descorante (acido
acético 10%, metanol 10%) e o registro da atividade proteolitica, caracterizada pela
presencga de bandas incolores nos géis, foi efetivado com o uso do fotodocumentador
ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad) e a quantificagdo em relagéo a densidade das bandas
foi feita por meio do software FlJI-lmagelLab. A normalizagado dos dados foi realizada

mediante divisao dos valores pela média das bandas contendo somente FBS.

3.8 Ensaio de morfologia celular
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Plaqueou-se as células (5 x 10%) em placa de 96 pogos (CLS3603, Corning®),
a qual foi mantida a 37°C e 5% COz2. No dia seguinte, as células foram tratadas com
doxorrubicina e DisBa-01, sendo mantidas em incubagao por 24h. As células foram
fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos, seguida por duas lavagens com
PBS. Prosseguiu-se com a permeabilizagcdo das membranas com Triton-X 100 0,1%
por 5 minutos, duas lavagens com PBS e marcacdao dos nucleos celulares e
citoplasma com DAPI (0,7 ng/uL) e Phalloidin-488 2,5% (A12379, Invitrogen),
respectivamente, por 20 minutos. Findada a incubagao, os poc¢os foram lavados com
PBS duas vezes. As imagens de epifluorescéncia foram adquiridas em lentes de
aumento de 10x no microscopio ImageXpress® Micro para posterior analise no

software FlJI-ImageJ.

3.9 Ensaio de invasao celular em coating de gelatina fluorescente

Placas de 96 pogos (CLS3603, Corning®) foram forradas com uma camada de
gelatina conjugada com fluoresceina (0,2 mg/mL) (G13187, Molecular Probes) e
incubadas por 30 minutos a 37 °C 5% CO2. O excesso de solugao de gelatina nos
pocos foi drenado e o coating foi condicionado com meio de cultivo por 30 minutos.
Apés tripisinizagdo, as células MCF-7 (1 x 10*) e MDA-MB-231 (5 x 103) foram
plaqueadas sobre o coating de gelatina concomitantemente a aplicagédo dos
tratamentos com doxorrubicina e DisBa-01. Apds 24h, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 10 minutos em temperatura ambiente e em seguida lavadas
duas vezes com PBS. As membranas foram permeabilizadas com Triton X-100 0,1%
por 5 minutos e apos duas lavagens de PBS, adicionou-se DAPI (0,7 ng/uL) e
Phalloidin-647 (ab176759, abcam) para marcagao dos nucleos celulares e citoplasma,
respectivamente, por 20 minutos. As imagens de epifluorescéncia foram adquiridas
em lentes de aumento de 10x utilizando o equipamento ImageXpress® Micro e

analisadas no software FlJI-ImageJ.

3.10 Ensaio de internalizagdo com DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546

Inicialmente, realizou-se o coating com poli-D-lisina (PDL) 0,1 mg/mL em

chambers slides (u-Slide 8 Well high 80806, ibidi ®), as quais foram incubadas por no
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minimo 30 minutos a 37 °C, 5% COz2. As células (1 x 10*) foram aplicadas no
arcabouco e mantidas 37 °C, 5% COz2 para aderéncia ao coating e, no dia posterior, o
meio de cultivo foi drenado, seguido por lavagem com PBS. Adicionou-se o0 meio de
cultivo previamente preparado com 1 uM de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546
pelos tempos de incubagao de 1, 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, visando avaliar a
dependéncia do tempo na absorcao da desintegrina. Em adi¢cao, também se avaliou
o uptake de DisBa-01 quando em combinagcdo com doxorrubicina pelos tempos de 5
e 30 minutos. As células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos e,
apo6s lavagem com PBS, foram sensibilizadas a permeabilizacdo com Triton-X 100
0,1% por 5 minutos. Apds nova lavagem com PBS, as células foram marcadas durante
20 minutos com DAPI, Phalloidin-647 (ab176759, abcam) e Lysotracker (L7526,
Invitrogen), sendo este ultimo um marcador de lisossomos. O arcabouc¢o alocado em
cima da lamina foi retirado e se prosseguiu com a adicdo de meio de montagem
Prolong Diamond Antifade Moutant (P36461, Invitrogen) e coberta com laminula,
seguida de selagem. As imagens foram adquiridas em microscopio Confocal Upright
LSM780 NLO (Carl Zeiss AG, Germany) por meio do software Zen Black.

3.11 Verificagao da viabilidade celular mediante ensaio live/dead

As células (5 x 103%) foram plaqueadas em placa de 96 pogos (CLS3603,
Corning®), a qual foi mantida a 37 °C e 5% CO2. No dia seguinte, as células foram
tratadas com doxorrubicina e DisBa-01, sendo mantidas em incubagao por 24h.
Posteriormente ao tratamento, substituiu-se o meio de cultivo por novo meio contendo
calceina (1 g/mL) e lodeto de Propideo (PI) (6 M), seguido pela incubagao por 1h a
37°C e 5% COa2. Esperou-se que nesse experimento, as células vivas fossem
permeabilizadas e coradas com calceina (FITC) e as células mortas fossem coradas
com PI, que devido as membranas celulares estarem danificadas, pode se intercalar
ao DNA. Assim, apds a incubagdo, as imagens de epifluorescéncia foram
imediatamente adquiridas no equipamento ImageXpress® Micro e a anélise dos dados

foi efetuada no software FlJI-ImageJ.

3.12 Cultivo celular 3D
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3.12.1 Formacgéo dos esferoides de células MCF-7 em moldes de agarose

Para a formagdo de cultura 3D, foram utilizados moldes de silicone
(MicroTissue 3D Petri Dish micro-mold spheroids - Sigma Z764019) preenchidos com
agarose salina estéril (2% agarose ultrapura (Invitrogen, 16500100), 0,9% NaCl).
Anteriormente, os moldes foram lavados com 0,01% Extran e esterilizados por
autoclavagem, assim como a agarose ultrapura. Apds solidificado, o molde de agarose
foi transferido para placa de 12 pogos (K12-012, KASVI) e os espacgos laterais, entre
o0 molde e as paredes dos pocgos, foram preenchidos com fina camada de agarose
para fixagao.

Os moldes foram equilibrados com a adicdo de PBS e submetidos a incubagao
por 15 minutos a 37 °C e 5% CO:2. Esse procedimento foi realizado duas vezes e, em
seguida, adicionou-se meio de cultivo base para esferoides (Tabela 2) para
condicionamento dos moldes, os quais foram mantidos durante 15 minutos em

incubagéo na estufa seguindo as mesmas as condigdes anteriormente descritas.

Tabela 2 - Composigcado do meio de cultivo base para esferoides.

Componente Concentragcao Caédigo e Marca

Dulbecco’s Modified Eagle
DMEM 5 mlL Medium, Nutricell
Penicilina/Streptomicina 1% Vitrocell
Acido L-ascérbico 50 ug/mL Sigma, A4403
Albumina Humana 1,25 pg/mL BLAUBIMAX® 20%
ITSA(I_nsuIma, Transferrina, 1% LONZA 178382
Selénio)

Fonte: prépria.

As células foram tripisinizadas e adicionadas aos moldes (5 x 10°
células/molde) e a formacéao dos esferoides acompanhada durante 7 dias, com adigao
de 80 yL de meio de cultivo a cada 2 dias. A captura de imagens e medida dos
didmetros dos esferoides foram efetuadas por uma camera fotografica (AxioCam MRc
Zeiss) acoplada ao microscopio (Axio Vert.A1 Zeiss, Zeiss), em lente de aumento de
4 e 10x.

Para remocgao da cultura 3D dos moldes de agarose, preparou-se uma nova
placa de 12 pocgos (K12-012, KASVI) contendo 1 mL de meio de cultivo. Os moldes

foram transferidos e realocados de forma invertida, visando que os esferoides se
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desprendessem da agarose. A placa foi centrifugada a 500 rpm por 5 minutos,
conforme especificagado do fabricante. O molde de agarose foi retirado do pogo com
auxilio de uma espatula e uma pinga, e os esferoides foram realocados para placas

de 96 pocgos para a realizacdo dos experimentos posteriores.

3.12.2 Formacgéo dos esferoides de células MDA-MB-231 pelo método embedded

Segundo metodologia proposta por Lee et al. em 2007, revestiu-se os pogos de
uma placa de 96 pogos (CLS3603, Corning®) com 6 uL de colageno tipo | (354236,
BD Pharmigen), mantendo-a em incubadora umida a 37 °C a 5% CO2 por 20 minutos.
Ap0s tripisinizagdo, as células MDA-MB-231 (5 x 10* ) foram homogeneizadas em
colageno tipo | e plaqueadas sobre o coating previamente preparado. Apdés 15
minutos, 60 UL de meio de cultivo foi adicionado cuidadosamente ao pogo. A cultura
foi mantida durante quatro dias, sendo o meio de cultivo trocado a cada dois dias.
Verificada a formagao das estruturas tridimensionais, os ensaios de viabilidade,

morfologia e uptake foram executados conforme indicado nos topicos abaixo.

3.12.3 Avaliagdo morfolégica dos esferoides

No dia posterior aos tratamentos com doxorrubicina e DisBa-01, as placas
contendo os esferoides foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos e 0 meio de
cultura drenado para a substituicao por paraformaldeido 4%. Apés 10 minutos, foram
efetuadas duas lavagens com PBS, seguidas pela adigao de Triton-X 100 0,1% por 5
minutos. Apos lavagens com PBS, foi adicionada a mistura DAPI + Phalloidin-488
2,5% (A12379, Invitrogen) para marcagéo de componentes celulares. As imagens de
epifluorescéncia foram adquiridas em lentes de aumento de 10x utilizando o

equipamento ImageXpress® Micro e a analise realizada no software FlJI-ImageJ.

3.12.4 Verificagdo da viabilidade do cultivo 3D mediante ensaio live/dead

Passadas 24h apos a aplicagcao dos tratamentos com o quimioterapico e DisBa-

01 no cultivo 3D, prosseguiu-se com as etapas descritas em 3.11.
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3.12.5 Ensaio de internalizagdo de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546 em

esferoides

A metodologia utilizada seguiu conforme descrito no item 3.10.

3.13 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em duplicatas ou triplicatas técnicas, em pelo
menos trés amostras independentes. Os dados obtidos foram submetidos a testes de
normalidade (Shapiro-Wilk para n < 9, D’Agostino-Pearson omnibus K2 paran = 9) e
de distribuicdo de frequéncia, precedidos pela identificacdo de outliers pelo método
ROUT (Q = 0,1). Dados paramétricos foram analisados por método ANOVA one-way
(uma variavel) ou ANOVA two-way (duas variaveis) com teste de multiplas
comparagdes de Tukey. Dados ndo paramétricos foram testados por andlise de
variancia de Kruskal-Wallis com pods-teste de Dunn’s. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente relevantes. A analise dos dados e a plotagem dos

graficos foi realizada no software GraphPad Prism (versao 8.0.1).
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencgao de DisBa-01 purificada e ativa

A transformacédo bacteriana bem-sucedida pdde ser confirmada apds a
extracao de DNA plasmidial da aliquota bacteriana, por meio da confecgéo do gel de
agarose. Verificou-se que a presenca de plasmideo superenovelado, caracterizado

por duas bandas presentes no gel apos revelacéo (Figura 12A).

Figura 12 - Confirmacao da expressao de DisBa-01 durante as etapas de expressao e

purificacao.
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(A) Gel de agorose demonstrando a presenca de plasmideo superenovelado. (B) As amostras To, Ts,
S1 e S2 representam as aliquotas coletadas durante o processo de crescimento, apds indugdo da
expressao e do sobrenadante apds a lise celular, respectivamente. (C) Aliquotas de fragbes eluidas

apos purificagao na coluna de niquel. (D) Fragdes eluidas apds cromatografia de exclusdo por tamanho,
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demonstrando a auséncia de contaminantes ao final do processo. (E) Cromatograma indicando a

eluicao de DisBa-01 no primeiro pico indicado pela seta. Fonte: prépria.

As etapas de crescimento e expressao bacteriana para a produgéo de DisBa-
01 foram acompanhadas mediante SDS-PAGE 15% pela verificagdo das bandas
formadas na altura correspondente a 12 kDa e que ficam mais evidentes apos a etapa
de lise bacteriana, indicando a presenca da desintegrina (Figura 12B). As etapas
subsequentes de purificagdo em coluna de afinidade a niquel (Figura 12C) e
cromatografia por troca aniénica (Figura 12D) se mostraram bem-sucedidas, visto a
identificacdo da proteina de interesse e auséncia de contaminantes. O cromatograma
obtido demonstrou a presenca de DisBa-01 entre as eluigbes 24 e 34 (Figura 12E).

Como resultado da quantificacdo proteica, obteve-se curva padrdo com
coeficiente de correlagédo (R?) igual a 0,998 e foi constatada uma concentragao total

de 2,6 mg/mL de DisBa-01, equivalente a 221500 nM em volume final de 1 mL.

Figura 13 - Teste de atividade de DisBa-01 mediante ensaio de migragao transwell.
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(A) Imagens obtidas por meio de microscopia de fluorescéncia exibem os nucleos celulares marcados
com DAPI (em cinza para melhor visualizagao) das células que migraram através dos insertos.
Considerou-se as condigdes em que nao foi aplicado soro fetal bovino (FSB, do inglés) como
quimioatraente nos pogos (controle negativo), a aplicacdo de FBS 10% como quiomioatraente (controle
positivo) e o tratamento com DisBa-01 (1 yuM). Barra de escala: 200 ym. (B) Contagem de células
migrantes nas condi¢gdes sem tratamento (controle positivo) e tratadas com DisBa-01 demonstram a

redugdo da migracgao de células HUVEC mediante tratamento. Fonte: propria.

Para o teste de atividade por meio do ensaio de migragao transwell, constatou-

se a diminuigdo do numero de células migrantes nas condigbées em que houve a
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submissao ao tratamento com DisBa-01 (1 yM) pelo periodo de 6h, em comparagéao

com as células nao tratadas (Figura 13A e Figura 13B).

4.2 Marcacgao efetiva de DisBa-01 com Alexa Fluor™ 546

A concentragdo da aliquota de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546, foi
estimada em 1,33 mg/mL em um volume de aproximadamente 240 pL. Assim, para
cada 0,32 mg de DisBa-01, considerou-se 3,20 pyL de fluoroforo. A Figura 13A
demonstra o momento em que a solugao foi submetida a separacéao por gel filtragéo.
A amostra marcada foi eluida na primeira fragao devido ao maior peso molecular e as
demais fragdes eluidas, mais leves, séo referentes ao excesso de fluoréforo ndo ligado

a amostra (Figura 13B).
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Figura 14 - Etapas da obtencao de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546.
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(A) Amostra sendo submetida a gel filtracdo em coluna Sephadex G-25 (Sigma-Aldrich). (B) Fracdes

Mock

DisBa-01 (1uM)

eluidas apdés a cromatografia, sendo a primeira fragdo eluida composta por DisBa-01 marcada e
apresenta coloragdo mais forte que as demais fragdes, as quais sdo constituidas por excesso de
corante. (C) As células MDA-MB-231 com nucleos marcados em azul (DAPI) e citoesqueleto marcado
em verde (Phaloidin-488) submetidas a tratamento com DisBa-01 marcada (vermelho). As imagens
obtidas por meio de microscopia confocal permitem confirmar o sucesso da marcacao da desintegrina

em comparagao com as células nao tratadas com DisBa-01. Fonte: prépria.

Ap0és a concentracdo da amostra para o volume de 1 mL, procedeu-se a analise
por espectrofotometria sob a excitagdo de 280 nm, resultando em uma absorbancia
A2so = 0,522. A absorbancia obtida foi corrigida fazendo uso da absorbancia maxima
do marcador (CF = 0,12), resultando em Aproteina = 0,402. A obtencdo do valor da
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mg
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concentracao proteica foi alcancada por meio da razéo 1’”LT , a qual resultou em

0,2871 mg/mL ou 23925 nM. A marcagdo de DisBa-01 foi confirmada mediante
microscopia confocal (Figura 13C). Sua aplicagao neste trabalho permitiu a avaliagao
de sua internalizagao nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231. A marcacgéao da
desintegrina possibilita uma gama de experimentos de epifluorescéncia que podem

ser realizados futuramente.

4.3 Células MCF-7 e MDA-MB-231 expressam diferentes niveis de integrinas av
ep3

Neste ensaio, verificou-se que as linhagens celulares ER+PR+ e TNBC exibem
niveis distintos de expressdo das integrinas av e B3. As células MDA-MB-231
apresentaram expressao superficial de 66,4% da subunidade B3 (Figura 18A) e 63,4%
da subunidade av (Figura 18B). As células MCF-7, por sua vez, apresentaram 61,5%

da integrina B3 e 80,8% da integrina av (Figura 5A e 5B).

Figura 15 - Histogramas obtidos por meio da analise da citometria de fluxo.
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(A) Histogramas representam a relagao entre as células ndo marcadas (cinza) e os eventos tidos como
positivos para a expressdo da integrina 33, em que MDA-MB-231 apresentou 66,4% e MCF7
apresentou 61,5%. (B) Histogramas representativos referentes a integrina av demonstram que as
células MDA-MB-231 expressaram 63,4% e as células MCF7 80,8%. Fonte: propria.

Salienta-se que as subunidades av e B3 podem se combinar com outras
integrinas e formar heterodimeros como av6, av@8, avp5, avp1 e allbf3, os quais
também podem apresentar niveis distintos de expressdo conforme o subtipo

molecular considerado (Chastney; Conway; Ivaska, 2021).

4.4 Células MCF-7 e MDA-MB-231 apresentam respostas distintas ao tratamento

com doxorrubicina

Os ensaios com células MCF-7 e MDA-MB-231 apresentaram diferengas
significativas (p < 0,0001) relativas a porcentagem de redugdo de resazurina em
ambas as linhagens celulares apos 24h do tratamento (Figuras 14A e 15A). Para as
células MCF-7, ap6s o periodo de 48h (Figura 14B) e 72h (Figura 14C), notou-se que
o contato com doxorrubicina reduziu de forma significativa a proliferagao celular,
gquando em comparagao com 0 grupo que nao recebeu tratamento. Assim, o ICso de
doxorrubicina para células MCF-7 foi calculado em 0,8 uM considerando 24h apds a
aplicagao do quimioterapico (Figura 14D).

As células MDA-MB-231 demonstraram diferengas significativas mediante
tratamento com doxorrubicina indivudualizada apenas apos 24h do tratamento (Figura
15A). Apds 48h (Figura 15B) e 72h (Figura 15C), ndo foi verificada redugédo da
proliferagao celular. Portanto, o ICso para a MDA-MB-231 foi determinado em 5,1 yM
considerando o periodo de 24h de tratamento. As concentragdes determinadas para
as respectivas linhagens celulares foram consideradas em todos os experimentos
seguintes, nos quais se avaliou a resposta ao tratamento singular ou combinado ap6s
24h.
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Figura 16 - Determinacgao do ICsy de doxorrubicina em células MCF-7.
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(A) Graficos em violino representando a porcentagem de reducgao de resazurina mediante tratamento
com Doxorrubicina (0,2 a 12 yM) pelos periodos de 24h, (B) 48h e (C) 72h. (D) Determinacéo do ICso
de Doxorrubicina para as células MCF7 no periodo de 24h de tratamento. Para analise estatistica,
aplicou-se o teste de variancia Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s. Os dados estao representados
como mediana e intervalo interquartil. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes quando comparado ao grupo néo tratado (a). Fonte: prépria.
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Figura 17 - Determinagao do ICso de doxorrubicina em células MDA-MB-231.
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(A) Graficos em violino representando a porcentagem de reducao de resazurina mediante tratamento
com Doxorrubicina (0,2 a 12 uM) pelos periodos de 24h, (B) 48h e (C) 72h. (D) Determinagéo do ICso
de doxorrubicina para as células MDA-MB-231 no periodo de 24h de tratamento. Para analise
estatistica, aplicou-se o teste de variancia Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn’s. Os dados estao
representados como mediana e intervalo interquartil. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes quando comparado ao grupo néo tratado (a). Fonte: prépria.

4.5 O tratamento combinado de DisBa-01 e doxorrubicina reduziu a proliferagao

celular em células ER*PR*

Ao proceder com o ensaio de viabilidade, verificou-se que as células MCF-7
sem tratamento e tratadas com a desintegrina apresentaram aumento na
porcentagem de reducdo de resazurina (Figura 16A e Figura 16B) no decorrer do
tempo até atingirem 72h de tratamento. Entretanto, os grupos tratados somente com
doxorrubicina (0,8 uM) e grupos tratados com doxorrubicina combinada com DisBa-

01 apresentaram menor indice de redugao de resazurina, indicando menor atividade
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metabdlica nesses grupos. Nesse sentido, observou-se diferengas significativas
principalmente entre os grupos submetidos ao tratamento com doxorrubicina (0,8 um)
e doxorrubicina combinada com DisBa-01 (0,1; 0,5 e 1 yM) apds 48h e 72h (Figura
16C).

Figura 18 - Ensaio de viabilidade para avaliagdo do tratamento combinado de doxorrubicina
e DisBa-01 em MCF-7.
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(A) Graficos representam a porcentagem de redugéo de resazurina mediante tratamento com DisBa-
01 (0,01 a 1 yM) e doxorrubicina pelo periodo de 24h, (B) 48h e (C) 72h. Verifica-se diferencas
significativas (p>0,001) a partir de 48h do inicio do tratamento entre grupos submetidos a acéo de
doxorrubicina e doxorrubicina combinada com DisBa-01 mediante comparagdo com os grupos tratados
apenas com a desintegrina. Para analise estatistica, aplicou-se o teste de variancia Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn’s. Os dados estao representados como mediana e intervalo interquartil. Valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes quando comparados aos grupos nao tratado
(a). Fonte: prépria.

A linhagem MDA-MB-231, por sua vez, demonstrou alteragdo significativa
referente a viabilidade celular no grupo tratado com doxorrubicina e DisBa-01 (0,5 um)
apos 72h (Figura 17C), em comparagao com o grupo sem tratamento. Neste ensaio,
verificou-se novamente que as células ftriplo-negativas apresentaram respostas
distintas ao quimioterapico em comparagdo com as células MCF-7 (Figura 17A e
Figura 17B).
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Figura 19 - Ensaio de viabilidade para avaliacdo do tratamento combinado de doxorrubicina
DisBa-01 em MDA-MB-231.
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(A) Graficos representam a porcentagem de redugéo de resazurina mediante tratamento das células
MDA-MB-231 com DisBa-01 (0,01 a 1 uM) e doxorrubicina pelo periodo de 24h, (B) 48h e (C) 72h.
Verifica-se diferengas significativas (p = 0,0399) a partir de 72h do inicio do tratamento entre grupos
submetidos a agcao de doxorrubicina combinada com DisBa-01 mediante comparagao com o grupo sem
tratamento. Para analise estatistica, aplicou-se o teste de variancia Kruskal-Wallis com pds-teste de
Dunn’s. Os dados estéo representados como mediana e intervalo interquartil. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes quando comparados aos grupos nao tratado (a) Fonte:

propria.

4.6 DisBa-01 reduziu migragdo celular transwell em ambas as linhagens

celulares e o tratamento combinado foi efetivo em células TNBC

Procedeu-se com duas metodologias para a avaliagao da migragao celular
com o intuito de verificar diferengas na motilidade das células durante a migragao
individualizada e a migragao coletiva, por meio dos ensaios de migragao transwell e
wound healing, respectivamente. No primeiro deles, denominado migracao transwell,
verificou-se que as células MCF-7 exibiram menor taxa de migragdo, mesmo quando
estimuladas por quimioatraente. Isso se da devido a baixa expressdo de VEGF e
abstencao de estrogénio para ativagéo de vias autdcrinas nesse tipo celular (Comsa;
Cimpean; Raica, 2015). Apesar disso, ao realizar o tratamento das células com DisBa-
01 (1 uM), observou-se redugao na taxa de células migrantes em comparagao com o
grupo nao tratado (Figura 19A, Figura 19B).
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Figura 20 - Migracao transwell em células MCF-7 e MDA-MB-231.
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(A) Contagem de células MCF-7 migrantes nas condi¢cdes sem tratamento (10% FBS), tratadas com
DisBa-01 (1 uM), doxorrubicina (0,853 uM) e tratadas com DisBa-01 e Doxo. Barra de escala 100 um.
Nucleos marcados com DAPI representados na cor branca para melhor visualizagdo. (B) Grafico
demonstra redugdo (p = 0,0275) de células migrantes mediante tratamento com DisBa-01 em células
MCEF-7. (C) Contagem de células MDA-MB-231 migrantes nas condigbes sem tratamento (10% FBS),
tratadas com DisBa-01 (1 yM), doxorrubicina (5,1 uM) e tratadas com DisBa-01 e Doxo. Barra de escala
100 ym. (D) Analise demonstra redugéo de células migrantes apds tratamento com DisBa-01 (p =
0,0439) e tratamento combinado (p =0,0140). Para analise estatistica, aplicou-se ANOVA one-way com
teste de multiplas comparagdes de Tukey. Os dados estéo representados como média e desvio-padréo.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Fonte: prépria.

Considerando o mesmo ensaio, as células MDA-MB-231 apresentaram maior
indice de migragdo em comparagao com a linhagem MCF-7, devido a seu fendtipo
mais agressivo e expressao de moléculas tais como EGR, VEGF e integrinas. Neste
experimento, verificou-se que os grupos tratados com DisBa-01 (1 uM) e doxorrubicina
(5,1 yM) combinada com DisBa-01 (1 uyM) resultaram em diminui¢ao significativa em
comparagao com as células nao tratadas (Figura 19C e Figura 19D).

Ao avaliar a metodologia de migracao por wound healing, observou-se que as
células MCF-7 foram capazes de realizar a migragéo coletiva (Figura 20A), mas nao

foram observadas diferencas significativas em relagdo aos tratamentos aplicados
(Figura 20B).
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Figura 21 - Migragcao Wound Healing das células MCF-7 e MDA-MB-231.
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(A) Imagens representativas demonstrando alteragbes na abertura da fenda apés Oh, 24h e 48h da
aplicagéo dos tratamentos em células MCF-7. Barra de escala 100 uym. (B) Quantificagdo da area da
fenda apos 24h, 48h e 72h em células MCF-7. Nao foram observadas diferengas significativas. (C)
Imagens representativas demonstrando alteragbes na abertura da fenda apds Oh, 24h e 48h da
aplicagéo dos tratamentos em células MDA-MB-231. Barra de escala 100 ym. (D) Quantificagéo da
area da fenda apos 24h, 48h e 72h em células MDA-MB-231. Verificou-se redugéo da taxa de migragao
coletiva apds aplicagédo do tratamento combinado em 24h e apds aplicagao de DisBa-01 em 48h. Para
analise estatistica, aplicou-se ANOVA two-way com teste de multiplas comparagées de Tukey. Os dados
estdo representados como média e desvio-padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes. Fonte: propria.

As células MDA-MB-231 também demonstraram migragdo coletiva (Figura
19C), constatadas pela redugao da area da fenda original no decorrer do tempo ao
considerar o grupo sem tratamento. Foram observadas diferengas significativas na
reducado da taxa de migracédo celular apdés 24h mediante aplicagdo do tratamento

combinado e apds 48h, o tratamento com DisBa-01 se mostrou mais efetivo.
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4.7 DisBa-01 reduziu atividade gelatinase de MMP-2 em células TNBC.

O ensaio de zimografia realizado a partir do sobrenadante do experimento de
migragao transwell das células MCF-7 (Figura 21A) ndo demonstrou reducdo da
atividade enzimatica de MMP-2 (kDa 65) e MMP-9 (kDa 92) (Figura 21B). O
sobrenadante do ensaio de wound healing (Figura 21D) para as mesmas células
também ndo apresentou diferencas significativas na atividade destas
metaloproteinases.

Figura 22 - Deteccao de atividade de MMPs em ensaio de zimografia em sobrenadantes de
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(A) Zimograma representativo demonstrando bandas incolores referentes a atividade das gelatinases

MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (62 kDa) do meio condicionado resultante do ensaio de migrac¢ao celular por
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ensaio de migracao franswell.em células MCF-7. (B) Quantificagao referente a atividade de MMP-2
representativo, pois s6 foi possivel avaliar a atividade em uma das repeticbes do ensaio. (C)
Quantificagao referente a atividade de MMP-9. (D) Zimograma representativo demonstrando bandas
incolores referentes a atividade das gelatinases MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (62 kDa) do meio
condicionado resultante do ensaio de migracao celular por ensaio de migracdo wound healing. (E)
Quantificagao referente a atividade de MMP-2 e (E) MMP-9. Para analise estatistica, aplicou-se ANOVA
one-way com teste de multiplas comparagdes de Tukey. Os dados estédo representados como média e

desvio-padrao. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Fonte: prépria.

Os sobrenadantes do ensaio de migracao transwell das células MDA-MB-231
(Figura 22A), por sua vez, demonstraram que os niveis de atividade de MMP-2 foram
reduzidos mediante tratamento individualizado de DisBa-01 (Figura 22B). Os
sobrenadantes do ensaio wound healing também apresentaram redugéo na atividade
enzimatica de MMP-2 quando as células receberam tratamento com a desintegrina
(Figura 22E). Os niveis de MMP-9, por sua vez, ndo apresentaram diferengas
significativas (Figura 22C e Figura 22F), bem como nao foram verificadas diferengas

significativas apds a aplicagao do tratamento combinado.

Figura 23 - Deteccao de atividade de MMPs em ensaio de zimografia em sobrenadantes de
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(A) Zimograma representativo demonstrando bandas incolores referentes a atividade das gelatinases
MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (62 kDa) do meio condicionado resultante do ensaio de migragéo celular por
ensaio de migragao transwell.em células MDA-MB-231. (B) Quantificagdo referente a atividade de
MMP-2 demonstra redugcdo mediante tratamento com DisBa-01 (p = 0,0461). (C) Quantificacdo
referente a atividade de MMP-9. (D) Zimograma representativo demonstrando bandas incolores
referentes a atividade das gelatinases MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (62 kDa) do meio condicionado
resultante do ensaio de migragcéo celular por ensaio de migragédo wound healing. (E) Quantificagao
referente a atividade de MMP-2 e (F) MMP-9. Para analise estatistica, aplicou-se ANOVA one-way com
teste de multiplas comparacdes de Tukey. Os dados estéo representados como média e desvio-padrao.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Fonte: prépria.

4.8 Tratamento combinado entre DisBa-01 e doxorrubicina reduziu degradagao

em gelatina fluorescente para ambas as linhagens celulares

Neste experimento, verificou-se a redugdo dos pontos de degradagédo do
coating de gelatina fluorescente (Figura 23A) mediante tratamentos individualizados e
tratamento combinado nas células MCF-7. Constatou-se a atuacao da desintegrina e
do quimioterapico na inibigdo da invasdo em camada de gelatina de forma
significativa, principalmente em relagdo ao tratamento combinado em comparagao
com o grupo nédo tratado (Figura 23B). Além disso, foi possivel verificar alteragdes na
morfologia celular apds exposi¢cao aos tratamentos, como a reducgao da circularidade
(Figura 23C) e a reducao do perimetro de células individuais e de clusters celulares
que obtiveram o tratamento combinado (Figura 23D).

As células MDA-MB-231 também resultaram em reducdo da area de
degradacao de gelatina (Figura 24A e Figura 24B) ap6s aplicagao dos tratamentos em
comparagao com o grupo nao tratado. Além disso, o tratamento com doxorrubicina
demonstrou redugao de circularidade celular em comparagdo com o0 grupo sem

tratamento (Figura 24C).
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Figura 24 - Ensaio de degradacéao de gelatina fluorescente em células MCF-7.
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(A) Imagens representativas obtidas por microscopia de epifluorescéncia demonstram as areas de
degradacdo em gelatina fluorescente e a nitida diferenciacdo apds aplicagdo dos tratamentos
(p<0,0001). Barra de escala: 100 ym. Quantificacdo da (B) area degradada, (C) circularidade e (D)
perimetro das células e clusters de células resultantes ao final do ensaio. Observa-se que o tratamento
de DisBa-01 e doxorrubicina reduziu (p<0,0001) a degradagéo do coating, assim como levou a redugao
de circularidade e perimetro das células. Para anadlise estatistica, aplicou-se o teste de varidncia
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s. Os dados estdo representados como mediana e intervalo
interquartil. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes quando comparados

aos grupos nao tratado (a) Fonte: propria.



Figura 25 - Ensaio de degradacéao de gelatina fluorescente em células MDA-MB-231.
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(A) Imagens representativas obtidas por microscopia de epifluorescéncia das células MDA-MB-231
demonstram as areas de degradacao em gelatina fluorescente e a nitida diferenciagdo ap6s aplicagcéo
dos tratamentos. Barra de escala: 100 ym. Quantificagéo da (B) area degradada e (C) circularidade.
Verifica-seque o tratamento de DisBa-01 e doxorrubicina reduziu (p<0,0001) a degradagéo do coating
de gelatina. Para analise estatistica, aplicou-se ANOVA one-way com teste de multiplas comparagdes
de Tukey. Os dados estdo representados como média e desvio-padrdo. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes. Fonte: propria.
4.9 Padronizagao efetiva no cultivo celular 3D.

A formagao dos esferoides foi verificada mediante acompanhamento do cultivo
celular durante sete dias para as células MCF-7 (Casali et al., 2022) e quatro dias para
as células MDA-MB-231 (Becceneri et al., 2024). Observou-se que a linhagem

ER*PR* foi capaz de gerar esferoides compactos (Figura 25A), enquanto as células



70

TNBC geraram aglomerados semelhantes a “suspensoées de células unicas” (Figura

25B), presentes em classificagao de Froehlich e colaboradores em 2016.

Figura 26 - Registro da formacao de esferoides em células MCF-7 e MDA-MB-231.
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(A) Esferoides formados pelas células MCF-7 com 468,94 um. (B) Suspensado de células uUnicas

formadas pelas células MDA-MB-231. Barra de escala: 20 um. Fonte: propria.

410 Aumento de viabilidade em ensaio lJive/dead mediante tratamento

combinado e com DisBa-01 isolada

O ensaio de viabilidade live/dead (Figura 26A) demonstrou que a linhagem
MCF-7 cultivada em monocamada exibiu menor porcentagem de células consideradas
vivas mediante o tratamento com DisBa-01 e tratamento combinado (Figura 26B). No
cultivo 3D, verificou-se redugao da porcentagem de células mortas apds a aplicagéo
de tratamento com DisBa-01 (Figura 26C). Além disso, € possivel observar a formagao
de nucleos necroticos nos esferoides. Os esferoides, assim como os tumores sélidos,
apresentam uma heterogeneidade nas taxas de proliferagdo celular. Na periferia,
encontram-se células com alta capacidade replicativa, enquanto uma camada
intermediaria abriga células quiescentes. Na regido central, localizam-se células
hipoxicas e necrdticas.

Para a linhagem MDA-MB-231, constatou-se redugao na porcentagem de
células vivas apds o tratamento combinado de DisBa-01 e doxorrubicina, em

comparagao com o grupo tratado apenas com o quimioterapico em monocamada
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(Figura 27A e Figura 27B). Em relagdo ao modelo 3D, devido a instabilidade dos

esferoides para essa linhagem celular, néo foi possivel a realizagao da quantificagao.

Figura 27 - Ensaio de Live/Dead para a linhagem celular MCF-7 em modelo 2D e 3D.
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(A) Imagens representativas de microscopia de epifluorescéncia demonstram células MCF-7 em

monocamada e como esferoides marcadas com calceina e Pl. Barra de escala 100 ym. (B)

Quantificagdo de células vivas e mortas no ensaio em monocamada em células MCF-7. Verifica-se

marcacao de células vivas maior quando submetidas aos tratamentos. (C) Quantificagao de células

vivas e mortas em esferoides MCF-7. Verifica-se redugdo de marcagédo de células mortas apds o

tratamento com DisBa-01. Para andlise estatistica, aplicou-se ANOVA one-way com teste de multiplas

comparacgdes de Tukey. Os dados estéo representados como média e desvio-padrao. Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Fonte: prépria.
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Figura 28 - Ensaio de Live/Dead para a linhagem celular MDA-MB-231 em modelo 2D
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(A) Imagens representativas de microscopia de epifluorescéncia demonstram células MDA-MB-231 em
monocamada e como esferoides marcadas com calceina e Pl. Barra de escala 100 ym. (B)
Quantificacdo de células vivas e mortas no ensaio em monocamada de células MDA-MB-231. Para
analise estatistica, aplicou-se ANOVA one-way com teste de multiplas comparagdes de Tukey. Os
dados estao representados como média e desvio-padréo. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes. Fonte: préopria.

4.11 Modificagoes morfologicas promovidas por tratamento com doxorrubicina
e DisBa-01

As células MCF-7 em monocamada demonstraram reducao de area quando
aplicados os tratamentos com doxorrubicina e tratamento combinado, além de
reducao do perimetro e circularidade nessas mesmas condigdes (Figura 28A, Figura
28B). O cultivo 3D por sua vez, demonstrou redugéo de area durante o tratamento

combinado e aumento quando tratado apenas com DisBa-01. O tratamento
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combinado foi capaz de reduzir o perimetro, mas em contrapartida aumentou a

circularidade, em comparagao com os demais grupos (Figura 28C e Figura 28D).

Figura 29 - Morfologia das células MCF-7 em modelos de cultivo 2D e 3D.
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(A) Imagem de epifluorescéncia representativas de células MCF-7 marcadas com DAPI e faloidina para
visualizagéo de nucleo e citoesqueleto, respectivamente. Barra de escala 50 uyM. (B) Quantificagdo de
area, perimetro e circularidade das células. Verifica-se de forma geral atuagdo proeminente de
doxorrubicina e do tratamento combinado em alteragbes na morfologia quando comparadas com o
grupo sem tratamento. (C) Imagem de epifluorescéncia representativas de esferoides MCF-7 marcadas
com DAPI e faloidina para visualizagao de nucleo e citoesqueleto, respectivamente. Barra de escala 50
pm. (D) Quantificacdo de area, perimetro e circularidade dos esferoides. Tem-se maior atuacéo do
tratamento combinado em alteragcdes morfoldgicas, demonstrando reducdo de area e perimetro e
aumento de circularidade. Para analise estatistica, aplicou-se o teste de variancia Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn’s. Os dados estado representados como mediana e intervalo interquartil. Valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes quando comparados aos grupos néo tratado

(a) Fonte: propria.
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Figura 30 — Morfologia das células MDA-MB-231 em modelos de cultivo 2D e 3D.
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(A) Imagem de epifluorescéncia representativas de células MDA-MB-231 marcadas com DAPI e
faloidina para visualizagdo de nucleo e citoesqueleto, respectivamente. Barra de escala 50 yM. (B)
Quantificagdo de area, perimetro e circularidade das células. Verifica-se de forma geral atuagao
proeminente de doxorrubicina e do tratamento combinado em alteragbes na morfologia quando
comparadas com o grupo sem tratamento. (C) Imagem de epifluorescéncia representativas de
esferoides MDA-MB-231 marcadas com DAPI e faloidina para visualizagao de nucleo e citoesqueleto,
respectivamente. Barra de escala 100 ym. (D) Quantificagdo de area, perimetro e circularidade dos
esferoides sem identificacao de diferencgas significativas. Para analise estatistica, aplicou-se o teste de
variancia Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s. Os dados estdo representados como mediana e
intervalo interquartil. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes quando

comparados aos grupos nao tratado (a) Fonte: prépria.

A linhagem MDA-MB-231, quando em monocamada, apresentou aumento de
area e perimetro em células tratadas com doxorrubicina em comparagdo com 0s
demais tratamentos (Figura 29A). Ao avaliar a circularidade, observou-se reducao
quando o tratamento com doxorrubicina e o tratamento combinado sdo comparados
com o grupo nao tratado (Figura 29B). No modelo 3D (Figura 29C), entretanto, nédo
foram constatadas diferengas significativas frente a aplicagao dos tratamentos (Figura
29D).
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4.12 Rapida internalizagao de DisBa-01 em monocamada e cultivo 3D.

Ao avaliar a absorcdo tempo-dependente de DisBa-01 pelas células MCF-7,
notou-se que a partir de 1 minuto da aplicacdo do tratamento foi possivel observar a
absor¢cdo da desintegrina em monocamada (Figura 30B). Durante o tratamento
combinado, foi possivel verificar melhor a absor¢ao apés 30 minutos, demostrando

que a presenca do quimioterapico nao influenciou na interagcdo com DisBa-01.

Figura 31 - Ensaio de uptake de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546 em células MCF-
7.
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DisBa-01 em células MCF-7 em monocamada. Marcagdo de nucleo e citoesqueleto com DAPI e
faloidina, respectivamente. (B) Imagens representativas equivalentes ao observado no item (A), porém
com lisossomos e DisBa-01 marcada. Verifica-se a absorgédo de DisBa-01 a partir de 1 minuto. Ao
avaliar o tratamento combinado, a presenga de interagao com DisBa-01 é mais clara apds 30 minutos

de tratamento. Barra de escala 20 um. Fonte: prépria.
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Ao avaliar o cultivo 3D, verificou-se que a partir de 1 minuto do ensaio houve
interacédo de DisBa-01 com os esferoides, interagao esta que se manteve em todos os

periodos de incubacao (Figura 31A).

Figura 32 - Ensaio de uptake de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546 em esferoides
de MCF-7.
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(A) Imagens de microscopia confocal representativas do ensaio tempo-dependente de uptake de
DisBa-01 em esferoides de células MCF-7. Marcagédo de nucleo e citoesqueleto com DAPI (C1) e
faloidina (C2), respectivamente, além da marcacéo de lisossomos (C3) e DisBa-01 (C4). Nota-se a
absorgao de DisBa-01 apds 1 minuto a aplicagdo do tratamento. Barra de escala: 100 um. Fonte:

propria.

Em relacdo as células MDA-MB-231, as imagens representativas demonstram
que, a partir de 1 minuto de tratamento, foi possivel observar a interagao entre a

desintegrina e as células TNBC em monocamada. O tratamento combinado também
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demostrou a internalizagdo de DisBa-01 em 1 minutos apds aplicagao, certificando
que a presencga do quimioterapico nao influenciou a absorgéo da desintegrina (Figura
32).

Figura 33 - Ensaio de uptake de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor™ 546 em células MDA-
MB-231.
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(A) Imagens de microscopia confocal representativas do ensaio tempo-dependente de uptake de
DisBa-01 em células MDA-MB-231 em monocamada. Marcagdo de nucleo e citoesqueleto com DAPI
e faloidina, respectivamente. (B) Imagens representativas equivalentes ao observado no item (A),
porém com lisossomos e DisBa-01 marcada. Verifica-se a absor¢gédo de DisBa-01 a partir de 1 minuto
apos o tratamento. Ao avaliar o tratamento combinado, a presencga de interagdo com DisBa-01 ja pode

ser visualizada em 5 minutos apés aplicagao. Barra de escala: 20 um. Fonte: prépria.

A instabilidade do cultivo 3D das células MDA-MB-231 dificultou a analise
relativa ao uptake de DisBa-01 (Figura 33).
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Figura 34 - Ensaio de uptake de DisBa-01 marcada com Alexa Fluor 546 em esferoides de
MDA-MB-231.
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(A)Imagens de microscopia confocal representativas do ensaio tempo-dependente de uptake de DisBa-
01 em esferoides de células MDA-MB-231. Observa-se a marcacao de nucleos, lisossomos e DisBa-
01. Devido instabilidade na formagéo dos esferoides para a linhagem TNBC, apenas os periodos de 1
e 10 minutos apds o tratamento puderam ser registrados. Apesar disso, verifica-se que em DisBa-01

teve interagdo com os aglomerados celulares. Barra de escala: 100 um. Fonte: prépria.

Embora, apds 1 e 10 minutos do tratamento, tenha se verificado a marcacgéao

da desintegrina, nao foi possivel registrar outras observacdes nesse modelo.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos os efeitos do tratamento combinado entre DisBa-01
e doxorrubicina em linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. O uso dessas linhagens buscou
representar dois subtipos celulares de cancer de mama com caracteristicas distintas,
o Luminal A e TNBC, respectivamente, buscando proporcionar uma analise
comparativa robusta. Dentre algumas das diferengcas que se buscou verificar neste
trabalho, foi a expressao das integrinas av e 3 por citometria de fluxo, a fim de
verificar sua biodisponibilidade nas linhagens celulares estudadas. As células MDA-
MB-231, expressam a integrina 3 em maior proporg¢éo que as células MCF-7, mas o
inverso é observado em relagdo aos niveis da integrina av, o que corrobora a literatura
cientifica (Cerqueira et al., 2022). Niveis elevados de integrina 33 sao correlacionados
com a metastase a nivel Osseo, radiossensibilizacdo e promogao da
quimiorresisténcia, contribuindo para o feno6tipo mais agressivo observado em células
MDA-MB-231. Aiintegrina 3 pode se combinar com outras integrinas, como allb e av,
sendo esta ultima um receptor de vitronectina (Mousa, 2003; Lautenschlaeger et al.,
2013).

A atuacédo do heterodimero avf3 na progressao tumoral € consolidada na
literatura, devido a sua alta taxa de expressdo em tumores agressivos,
desenvolvimento de metastases, bem como seu envolvimento na resisténcia a
quimioterapia, radioterapia e imunoterapia (Gu et al., 2023). Estudos demonstraram
que o bloqueio de interacdes célula-matriz € capaz de mediar a efetividade de
tratamentos sistémicos. Verificou-se que o bloqueio de integrina avpB3 foi capaz de
restaurar a morte celular por ferroptose em células de tumor de mama HER2*
resistentes ao tratamento induzido por RTKis (Nagpal et al., 2023) e o bloqueio da
integrina B1, resultou em aumento da eficacia do tratamento com doxorrubicina em
células MDA-MB-231 (Lovitt CJ, Shelper TB, Avery VM., 2018). Em 2016, Nair e
colaboradores demonstram que a integrina B3 €& capaz de promover a
quimiorresisténcia em células TNBC, inibindo a apoptose apds contato com o
quimioterapico epirrubicina.

Desta forma, sugeriu-se que a aplicagdo do tratamento combinado de uma

desintegrina junto a doxorrubicina, um farmaco comumente utilizado no tratamento
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clinico do cancer de mama, pudesse conciliar a atuagdo de ambas as moléculas no
tratamento contra as células-alvo. Para tal propdsito, foi necessario avaliar a atuagao
individual de doxorrubicina nas linhagens celulares de interesse. Os ensaios
demonstraram que as células apresentaram respostas distintas em contato com
quimioterapico. Uma das principais caracteristicas da quimioterapia é a redugao da
viabilidade celular. O tratamento combinado em células MCF-7 levou a significativa
reducdo no metabolismo celular energético em decorréncia do tempo e mediante
aumento da concentragcdo de doxorrubicina. Em células MDA-MB-231, observou-se
respostas significativas de reducgéo de proliferagao celular somente apds 24h, o maior
tempo de exposi¢ao ao quimioterapico nao exibiu resposta relevante. Os tratamentos
contra tumores triplo-negativos tém a quimioterapia como principal estratégia de
intervencao, com a doxorrubicina sendo frequentemente utilizada. Porém, a ativacao
de TEM e a regulagao positiva de diversas moléculas sinalizadoras, como EGFR,
agem como mecanismos de evasdo ao tratamento (Paramanantham et al., 2021).
Estudos demonstram que a resisténcia de TNBC a doxorrubicina pode ser adquirida
por interacao direta com a integrina 31, ativando a sinalizagdo FAK/c-Src/ERK/STATS3.
Esse fenbmeno culmina na translocagao nuclear de STAT3, um fator de transcricéo
que impulsiona a expressao da survivina (Nam et al.,, 2017). Assim, é notavel a
importancia exercida pelas integrinas sobre a progressdo tumoral e resisténcia a
terapias.

O tratamento utilizando DisBa-01 de forma isolada nao afetou a viabilidade
celular e esse fato pode ser explicado devido a capacidade da desintegrina de ativar
vias de autofagia, impedindo a morte imediata por apoptose (Lino et al, 2019). A
autofagia é um processo que ocorre nos lisossomos e envolve a reciclagem de
proteinas e organelas, promovendo a renovacédo celular (Tang et al., 2020).
Entretando, no cancer sua atuacdo € mais complexa e estudos demonstram duplo
papel da autofagia na progressao e na supressao tumoral. A autofagia desempenha
fungdes importantes dentro das préprias células tumorais e no estroma circundante
do microambiente tumoral, influenciando o crescimento do tumor e a resisténcia a
medicamentos (Debnath; Gammoh; Ryan, 2023). O processo de autofagia em
tumores estabelecidos viabiliza o crescimento celular descontrolado e o aumento das
atividades metabdlicas, auxiliando na sua manutencdo (Kenific; Debnath, 2015).

Todavia, a autofagia atua também na disponibilidade de nutrientes e fornece um meio
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propicio para a adaptagdo metabdlica, além de ser um importante mecanismo
homeostatico. Isso sugere que a autofagia desempenha uma funcao paralela que
protege o organismo contra o cancer e o consequente desequilibrio da homeostase
tecidual (Klionsky et al., 2021). Os efeitos da autofagia parecem depender do estagio
do tumor, da presenca de mutacdes especificas e do contexto celular (Debnath;
Gammoh; Ryan, 2023).

Ao realizar a combinagdo do tratamento entre DisBa-01 e doxorrubicina,
constatou-se que houve reducéo significativa da proliferagao celular em células MCF-
7 mediante a aplicacdo da desintegrina (0,1, 0,5 e 1 yM) em associagdo com o
quimioterapico (0,8 uM). Arespeito das células MDA-MB-231, a combinagao de DisBa-
01 (0,5 uM) e doxorrubicina (5,1 uM) demonstrou reducéo significativa da viabilidade.

Ao assimilar um quimioterapico notavelmente conhecido por sua atuagao
citotoxica com DisBa-01, molécula que mostrou nao comprometer a viabilidade
celular, procuramos equilibrar os efeitos colaterais que podem ocorrer em um modelo
in vivo ou em um teste clinico futuro, em que células saudaveis também podem sofrer
efeitos adversos e serem comprometidas.

DisBa-01 nao apresenta atuacéo citotoxica, mas como descrito na literatura
cientifica e confirmado por este trabalho, é capaz de atuar inibindo vias de sinalizagao
associadas a migragao, invasdo celular e expressdo de enzimas envolvidas na
transicao epitelial-mesenquimal, como as metaloproteinases de matriz.

A migracao celular é essencial para células tumorais na cascata metastatica e,
neste trabalho, avaliamos o comportamento migratorio utilizando metodologias
distintas que analisaram a migracgao coletiva e por quimiotaxia. Ambas as abordagens
demonstraram menor porcentagem de células migrantes em células TNBC apods
tratamento com DisBa-01 isolada e em combinagdo com doxorrubicina. Entretanto,
nao foram verificadas alteragdes estatisticamente relevantes ao aplicar os mesmos
tratamentos nas células MCF-7, sugerindo que a desintegrina e o quimioterapico
possam interagir de forma mais eficiente com a subunidade 33, a qual é expressa de
forma mais proeminente em células MDA-MB-231.

A integrina B3 esta envolvida com a direcionalidade da migragao celular
(Montenegro et al., 2017) e sua inibicao por DisBa-01 foi previamente avaliada com

sucesso sob normédxia e hipdxia por nosso grupo de pesquisa, sugerindo que a
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desintegrina reduza fibras de estresse nas células e ocasione perda de aderéncia
(Casali et al., 2022).

Em paralelo, investigamos a atividade de metaloproteinases de matriz a partir
dos ensaios de migragéo celular, visto sua notoria fungdo na degradacdo da MEC
durante as etapas de transigao epitelial-mesenquimal e invasdo (Amar; Smith; Fields,
2017). Os ensaios demonstraram que os sobrenadantes celulares de MCF-7
apresentaram atividade enzimatica de MMP-2 e MMP-9 similares em comparacgao
com os grupos tratados e grupo nao tratado. Estudos prévios demonstraram que
mesmo com modulagdes da MEC, a atividade de MMPs néo foi afetada em MCF-7,
as quais se mostraram menos invasiva que células MDA-MB-231 (Das et al., 2017).
Nos ensaios franswell e wound healing, a linhagem TNBC apresentou redugé&o nos
niveis de MMP-2 quando tratada com DisBa-01, demonstrando que a desintegrina é
capaz de bloquear vias de sinalizagdo relacionadas a expressdo dessas
metaloendopeptidases.

A invasdo celular foi avaliada em matriz de gelatina fluorescente, conforme
metodologia descrita anteriormente (Pachane et al., 2022). Considerando que a
lamina basal é composta predominantemente por colageno tipo IV (Paulsson, 1992),
0 ensaio buscou identificar alteragdes no comportamento invasivo mediante
tratamento combinado. Observamos a redugao da invasao para ambas as linhagens
em tratamento combinado, sugerindo o sucesso no bloqueio de vias metabdlicas
promotoras da invasao por atuagdo conjunta da desintegrina e do quimioterapico.

O papel das integrinas na regulagao da invasao celular no cancer de mama é
amplamente reconhecido, visto que sua ativagao induz a mecanotransducao derivada
por Rho, além da sinalizacdo de FAK em RTKs levar a fosforilagao da tirosina no
complexo E-caderina-3-catenina (Guo; Giancotti, 2004; Gaggioli et al., 2007). A agéo
invasiva de células cancerosas € facilitada pela transformacao do fenétipo celular
mediante a transicao epitelial-mesenquimal, a qual é realizada pela quinase ligada a
integrina (ILK) e tem um impacto significativo na adesao e invasao celular (Hannigan;
Troussard; Dedhar, 2005). Além disso, a redugdo da sinalizagdo SNAIL/SLUG,
expressao de E-caderina e de MMP-9 foram reportadas durante o processo invasivo
(Guo; Giancotti, 2004; Hannigan; Troussard; Dedhar, 2005). A invasdo mediada pela
integrina avp3 é dependente de MMP-2 e facilita os comportamentos motis da célula
(Li et al., 2023).
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Tendo em vista os resultados obtidos, supomos que o tratamento combinado

interfira na migragao direcional e invasao das células tumorais através do bloqueio da
integrina avB3, interferindo na expressédo de MMP-2 e permitindo a agédo adjunta de
doxorrubicina na viabilidade celular, impedindo, portanto, o desenvolvimento de um
fendtipo mesenquimal.
Considerando que o cultivo celular tridimensional melhor mimetiza a complexidade de
tumores solidos, o tratamento combinado foi aplicado nesse modelo e comparamos
com os resultados observados em monocamada. Buscou-se avaliar a exposigao
diferencial das moléculas empregadas e a interagao célula-célula e célula-matriz em
ensaios de viabilidade e morfologia em ambos os modelos de cultivo. As células MCF-
7 formaram esferoides de maneira espontanea devido a expressao de E-caderina e
demais moléculas de adesao (Chen et al., 2012; Froehlich et al., 2016).

Entretanto, a utilizacdo de matriz exdgena foi necessaria para a formagao de
agregados celulares com formatos estrelados por MDA-MB-231, conforme descrito
por Kenny e colaboradores em 2007. Nesse contexto, o cultivo tridimensional de
células TNBC promove aumento da expressdo de N-caderina e resulta em um perfil
celular mesenquimal (Vinci et al., 2012; Badea et al., 2019; Huang; Yu; Tang, 2020).
Esse fato dificultou a padronizagao do cultivo tridimensional para essa linhagem e o
sucesso experimental.

Por meio do ensaio live/dead, constatou-se que as células MCF-7 exibiram
reducdo de células vivas mediante a aplicacdo do tratamento combinado quando
cultivadas em monocamada. Em modelo 3D, o tratamento com DisBa-01 resultou em
menor proporgcao de células consideradas mortas. Neste ultimo modelo, também foi
possivel observar um maior numero de células necréticas no centro dos esferoides,
as quais resultaram principalmente da baixa captagdo de oxigénio e nutrientes
(Hirschhaeuser et al., 2010). A linhagem TNBC, por sua vez, demonstrou reducao da
porcentagem de células vivas mediante o tratamento combinado em monocamada.

De forma curiosa, alteragdes morfolégicas nas células e nos esferoides foram
observados mediante tratamento individual ou combinado com DisBa-01. Em
monocamada, as células MCF-7 e MDA-MB-231 apresentaram retragédo e aumento
de circularidade quando expostas a desintegrina. Em cultivo tridimensional, percebeu-
se que doxorrubicina impediu a formacgao de esferoides compactos na linhagem MCF-

7 e que o tratamento combinado auxiliou as células a manterem-se coesas.



84

Estudos anteriores demonstraram que esferoides de MCF-7 apresentaram
maior expressao de proteinas pro-sobrevivéncia apos tratamento com doxorrubicina,
propondo uma possivel indugéo a resisténcia ao medicamento (Lovitt CJ, Shelper TB,
Avery VM., 2018). Sugerimos que o aumento da circularidade esteja relacionado com
alteracdes na atuacao de moléculas de adesio e na interacado célula-célula e célula-
matriz, fazendo com que essa compactagao impeca que as células localizadas nas
bordas do esferoide se projetem para o ambiente. Em células TNBC, entretanto, as
caracteristicas celulares e a expressdao de marcadores mesenquimais se revelaram
uma limitagéo ao estudo, impedindo a obtencao de resultados conclusivos em modelo
tridimensional.

Com o intuito de verificar a internalizagcao de DisBa-01 nos modelos 2D e 3D,
ensaios de uptake por microscopia confocal permitiram avaliar que a interacdo com
as células ocorre ao primeiro minuto apos a aplicagao da proteina. O tratamento com
doxorrubicina nao interferiu na absorcdo da desintegrina pelas células. A
contramarcacgao das células para lisossomos, também foi realizada para investigar as
vias de metabolismo da desintegrina.

Além de atuarem na degradacéao e reciclagem de componentes celulares, os
lisossomos também s&o capazes de atuar em vias de sinalizacdo, na atividade
metabdlica celular, no reparo da membrana plasmatica e na remodelagdo da matriz
extracelular (MEC). Além disso, uma de suas principais proteinas (LAMP1) s&o
expressas de maneira elevada em tumores altamente metastaticos (Tang et al., 2020).
A marcacao expressiva de lisossomos nos ensaios com MCF-7 foi realizada em
carater qualitativo. Visto que ha aumento da sintese de lisossomos durante o processo
de autofagia e, sendo esse processo favorecido por DisBa-01, a quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia e colocalizagéo entre a desintegrina e a organela devera
ser avaliada futuramente para cada condicao.

O presente estudo serve como passo inicial na investigagdo da agao conjunta
de DisBa-01, uma proteina recombinante que apresenta fortes evidéncias
antineoangiogénicas e antimigratorias, com um composto quimioterapico atualmente
aplicado no tratamento clinico de pacientes com cancer. Com base nos resultados
inéditos obtidos, sugere-se que DisBa-01 possa agir de forma aditiva ao
quimioterapico, assimilando seu efeito sem comprometer a atuacdo de doxorrubicina.

E interessante avaliar a possibilidade de reduzir a dose necessaria do quimioterapico
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ao combina-lo com DisBa-01, sem comprometer sua eficacia e, de forma

complementar, reduzir a capacidade invasiva e migratéria das células tumorais.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo buscou ampliar o conhecimento sobre os processos
celulares em que a integrina avB3 esta envolvida, bem como contribuir para a
concepcao de futuras abordagens terapéuticas ao realizar o tratamento combinado de
DisBa-01 e doxorrubicina em células tumorais de mama. Em células MCF-7, o
tratamento combinado resultou em diminuicdo da invasao celular, viabilidade celular
e circularidade em modelo bidimensional. Em modelo 3D, o tratamento combinado
resultou em esferoides mais coesos para essa linhagem celular. Ao considerar as
células MDA-MB-231, verificou-se que o0 mesmo tratamento resultou em reducgao da
invasao, viabilidade celular e circularidade em modelo 2D, além de diminuicdo da
migragéo celular individualizada e coletiva. Os achados permitem avaliar a redugao
da dose necessaria do quimioterapico quando combinado com DisBa-01, sem
comprometer a eficacia do farmaco, sugerindo uma atuagao aditiva entre as duas
moléculas. Essa abordagem visa diminuir os efeitos colaterais citotoxicos do
tratamento convencional, indicando novas abordagens para terapias antitumorais

conjugadas.
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