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Introdugao

A capacidade das células para aderirem a matriz
extracelular é central para a manutencao da estrutura dos
tecidos e migragéo celular. Nesse contexto, as integrinas
estdo envolvidas como importantes moléculas de adesao.
Um dos tumores mais comuns em mulheres é o de mama
que se caracteriza pela frequente metastase em tecidos
O0sseos. Uma possibilidade que poderia explicar a
seletividade ao osso é que as células tumorais expressam
integrinas que faciltam a sua adesdo as proteinas
presentes na matriz extracelular do osso, principalmente
ao colageno, abundante na matriz d6ssea. Estudos
recentes tem demonstrado uma relagdo entre uma maior
expressao da integrina a,f1, um receptor de colageno, e o
desenvolvimento  de metastases. Dessa forma,
compreender os mecanismos pelos quais essa integrina
promove o tumor pode proporcionar um importante alvo
para intervengdes farmacoldgicas para a prevengédo de
metastases. Este estudo tem por objetivo avaliar o efeito
da ALT-C, um proteina ligante da integrina a,f3 purificada
do veneno da serpente Bothrops alternatus, na inibicao da
adesdo ao colageno | (Col 1) por células tumorais de
mama (MDA-MB 231), comparado ao efeito em células de
mama nao tumorais (MCF-10A). Foram utilizadas as
concentragdes de 10 nM, 100 nM e 1000 nM de ALT-C em
ensaio de adesdo estatica ao Col I. A linhagem celular
MDA-MB 231 foi cultivada em meio DMEM e a linhagem
MCF-10A em DEMEM/F12 ambos suplementados com
soro fetal bovino e antibiético. Para analise estatistica,
utilizou-se o teste ANOVA seguido de Tukey pelo
programa GraphPad Prism 5.0.

Resultados e Discussao

As duas linhagens celulares foram caracterizadas para a
expressao das subunidades a, e B4 por citometria de fluxo.
Observa-se que cerca de 100% da populagdo celular
apresenta a, e B4, tanto as células tumorais (Fig. 1) como
as nao tumorais (dados ndo mostrados).
Figura 1. Citometria de Fluxo da linhagem tumoral de
mama MDA-MB 231. A: Controle ndo marcado vs células
marcadas para a, B: Controle ndo marcado vs células
marcadas para B,
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Para o ensaio de adesdo, 10 pg/mL de Col | foi
imobilizado em placas de 96 pogos e 10* células
mamarias tratadas previamente ou ndo com ALT-C foram
incubadas por 45 min para interagirem com o Col I. Em
seguida, os pogos foram lavados com PBS, para retirada
das células ndo aderidas. As células foram fixadas com
formaldeido e os nucleos corados com DAPI. As imagens
foram adquiridas por microscopio de fluorescéncia
automatizado (ImageXpress®) e os dados analisados pelo
software MetaXpress. Para controle negativo foi usado
BSA, e como controle positivo foram usadas células de
mama n&o tratadas com ALT-C.

Figura 2. Inibicao de células mamarias ao Col | *Valores
significativos em relagéo ao Controle +(ANOVA/ Tukey).
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Observa-se que a ALT-C so6 inibiu a adesao das células
tumorais ao colageno na concentracdo de 1000 nM e as
células ndo tumorais foram significativamente inibidas em
todas as concentragbes de ALT-C, mostrando serem mais
sensiveis a essa desintegrina. Uma hipdtese para esse
fato é que as células tumorais apresentam maior
aderéncia ao Col | devido a existéncia de outros
receptores que foram insensiveis a ALT-C. Para
comprovar essa hipotese sera realizada a caracterizagéo
da expressao de outras integrinas para as duas linhagens
celulares.

Conclusodes
A desintegrina ALT-C inibe a adesao das células de mama
ao colageno tipo I. A linhagem n&o tumoral apresenta-se
mais sensivel a ALT-C em relagao as células tumorais.
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