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Introducéo
As metastases sdo responsaveis pela morte da maioria
dos pacientes de cancer. Dentre os sitios metastaticos
observados em pacientes com cancer de mama, o tecido
0sseo € o de maior incidéncia. A matriz extracelular
desempenha grande papel no comportamento celular e
também no desenvolvimento tumoral, regulando
processos de adesdo e desadesdo das células aos
tecidos, através das integrinas. A integrina a2B1 é o
principal receptor de colageno tipo | e é essencial nos
processos de adesdo celular & matriz. As integrinas
podem ser inibidas por desintegrinas, pequenas proteinas
encontradas no veneno de serpentes,. A ALT-C é uma
desintegrina purificada a partir do veneno da serpente
Bothrops alternatus, e interage fortemente com a integrina
a2Bl. Este estudo tem por objetivo caracterizar a
formacdo de matriz extracelular de osteoblastos da
linhagem Mg-63, e observar o efeito da ALT-C na adesao
entre células tumorais de mama (MDA-MB-231) e a matriz
extracelular produzida in vitro por estes osteoblastos. Para
isso, a desintegrina ALT-C foi purificada por cromatografia;
0s osteoblastos foram cultivados em meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino e antibiéticos; para
inducéo a formacéo de matriz extracelular os osteoblastos
foram cultivados em meio diferenciado (DMEM acrescido
de acido ascérbico 2-fosfato e B-glicerol fosfato) por 21
dias; e ensaio de adesdo estatica foi realizado entre as

duas linhagens celulares.

Resultados e Discusséo
A matriz extracelular foi fixada e posteriormente corada
com Alizarin Red para quantificacdo da deposicdo de
calcio, medindo-se a absorbancia no comprimento de
onda 550 nm, nos periodos de 7, 14 e 21 dias.

M)
- R
"

e ° ©

P ]
h
3

o
-

o

7 dias 14 dias 21dias

diferenciado

Concentragdo de Alizarin Red (m

DMEM
* Valores significativamente menores em relagdo ao DMEM no mesmo periodo
Figura 1. Quantificacdo da Matriz Extracelular produzida
por osteoblastos. Testes estatisticos: ANOVA seguido de

Tukey.

Os resultados observados mostram que a quantidade de
calcio depositada na matriz extracelular aumenta em
funcdo do tempo, porém observa-se maior deposicdo de
calcio nas células cultivadas em meio normal do que nas
cultivadas em meio diferenciado. O fato da Mg-63 ser uma
linhagem tumoral, e portanto ter muitos dos seus
processos metabdlicos exacerbados, pode explicar a ndo

necessidade de meio diferenciado para maior producao de
matriz.

O ensaio de adesao estatica foi realizado cultivando-se a
Mg-63 por 21 dias em meio diferenciado(10* células/pogo).
Os osteoblastos plaqueados foram divididos em 2 grupos:
lisados com agua miliQ por 10 minutos, e ndo lisados. As
células MDA-MB-231 foram tratadas com ALT-C nas
concentragdes 10 nM, 100 nM e 1000 nM. As células
tumorais de mama foram incubadas junto aos osteoblastos
ou s6 a matriz deles por 30 minutos a 37°C. Para controle
negativo foi usado BSA, e como controle positivo foram
usadas células de mama néo tratadas com ALT-C.
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Lisa das Néo Lisadas
* Valores significativos em relagdo ao BSA (controle -}
** Valores significativos em relagio ao controle +

Figura 2. Ensaio de Adesado Estatica entre células
tumorais de mama e osteoblastos lisados e néo-lisados.
Testes estatisticos: ANOVA seguido de Tukey.

Observa-se que ha inibicdo da adesdo em todas as
condicdes testadas, porém ocorre maior inibicdo quando
0s osteoblastos estdo lisados, comparado as células
integras. Hipotetiza-se que a matriz com osteoblastos
propicia um microambiente mais adesivo para as células
tumorais por ser mais complexa comparado ao
microambiente com osteoblastos lisados, em que ha
apenas matriz extracelular.

Conclusdes
Conclui-se que a linhagem Mg-63 ndo necessita meio
diferenciado para que haja maior mineralizacdo da sua
matriz extracelular. O ensaio de adesdo estatica
demonstra que a ALT-C inibe a adesdo das células
tumorais de mama aos osteoblastos e sua matriz, nas trés
concentracdes testadas.
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