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RESUMO

Introducdo: O cancer é uma das doengas mais incidentes atualmente e dentre os
tipos mais comuns esta o cancer de mama. Este tipo de cancer é raro em mulheres
antes dos 35 anos, poréem mulheres nesta faixa etaria também podem ser
acometidas apresentando prognéstico pior quando comparado a mulheres mais
velhas. Quando o cancer de mama apresenta resposta enddcrina, o tratamento de
escolha é a terapia endocrina, no qual ha indicacdo na literatura do uso de
tamoxifeno 20 mg/dia durante um periodo de 5-10 anos, sua metabolizacéo resulta
em produtos, como o 4-hidréxitamoxifeno.

Objetivos: avaliar os efeitos que o 4-hidroxitamoxifeno possui sobre a viabilidade de
células da granulosa que compdem o foliculo ovariano e influenciam diretamente a
maturacao ovocitaria.

Métodos: As células da granulosa foram obtidas a partir de ovarios bovinos (espécie
Bos taurus). Para avaliar o efeito de 4-hidroxitamoxifeno, as células da granulosa
foram cultivadas na presenca de OuM, 1 uM e 2 uM de 4-hidroxitamoxifeno, em
seguida incubou-se as células com o metabdlito por um periodo de 48 horas.
Utilizou-se como metodologias de analise PCR real time para os genes BAX, BCL2 e
actina, o teste de exclusao por trypan blue, MTT e avaliacdo morfologica.

Resultados e discussdo: o grupo O pM apresentou maior proporcdo de células
viaveis evidenciadas pelo padrédo morfolégico normal, baixas quantidades de células
coradas por trypan blue (31,2%), alta atividade mitocondrial no teste de MTT e
genes com perfil de expressao que denota atividade antiapoptotica. Os grupos 1 pM
e 2 UM apresentaram 0% de viabilidade, baseado no trypan blue, e 31,15 e 29,8%,
respectivamente, baseado na metodologia MTT. Assim, indica-se altas taxas de
morte celular, sendo que a expressdo génica nao foi concordante com o perfil de
viabilidade encontrado in vitro.

Concluséo: Tamoxifeno foi citotoxico para as células da granulosa em cultura.

Palavras-chave: Tamoxifeno. Viabilidade celular / apoptose. Células da granulosa.

Céancer de mama. Mulheres pré-menopausa.



ABSTRACT

Introduction: Cancer is one of most incident diseases in Brazil and, among them, is
found the breast cancer. This type of cancer is rare in women younger than 35 years
old, however when it is developed before this age the prognostic is worst compared
to older women. Tumors, which demonstrates endocrine response detected by
estrogen receptors presence, endocrine therapy is indicated: tamoxifen 20 mg/day
during 5-10 years. lts biotransformation generates active metabolites, as 4-
hydroxytamoxifen.

Objective: Evaluate 4-hydroxytamoxifen effects on granulosa cells viablity that
compose ovarian follicle and influence directly oocyte maturation.

Methods: Granulosa cells were obtained from bovine ovary (Bos Taurus). The 4-
hydroxytamoxifen effects were evaluated on granulosa cells by culturing in presence
of OuM, 1 pM and 2 uM 4-hydroxitamoxifen during 48 hours. PCR real time analysis
for Bax, Bcl-2 and actin, trypan blue exclusion test, MTT and morphological analysis
were performed after culture.

Results: Group OuM demonstrated higher levels of viable cells in terms of
morphological aspects, 31,2% of unviable cells measured by trypan blue and gene
expression that denotes antiapoptotic activity. After culture on 1 pM and 2 puM
groups, 0% of viable cells, based on trypan blue, and 31,15 and 29,8% based on
MTT. Death cells rates were higher while gene expression profile was not in
accordance to viability in vitro.

Conclusion: Tamoxifen demonstrated cytotoxic effects on granulosa cells in culture.

Key-words: Tamoxifen. Cellular viability / apoptosis. Granulosa cells. Breast cancer.

Pre-menopausal women.
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1 INTRODUCAO

O céncer é um problema mundial de saude publica no qual os tipos mais
incidentes sdo pulmdo com 1,8 milhdo de casos, mama e prostata com 1,7 milh&o e
1,1 milhdo, respectivamente, e intestino no qual foram registrados 1,4 milhdes de
casos. Na América Latina e Caribe foram registrados 1,1 milhdo de casos novos em
2012, sem levar em consideracdo os casos de cancer de pele ndo melanoma, sendo
gue os tipos mais comuns em homens e mulheres foram os canceres de prostata e
mama, respectivamente, semelhante ao perfil de ocorréncia mundial (INCA, 2015).

O aumento do numero de casos de cancer estd associado a exposicdo a
fatores cancerigenos, o que leva ndo sO a exposi¢cao a novas substancias como ao
envelhecimento da populacdo e, por consequéncia, aumento na prevaléncia de
doencas cronico-degenerativas, especialmente cancer (INCA, 2006).

O tamoxifeno pertence a classe dos Moduladores Seletivos do Receptor de
estrégeno, e atua inibindo o crescimento de células cancerosas por ser um
antagonista competitivo do estrogeno. Sua indicacao é feita em casos de cancer de
mama com resposta endocrina na dose de 20 mg ao dia (BRASIL, 2014). Este
farmaco é metabolizado pelas enzimas do citocromo P450 a N-desmetil tamoxifeno
em maior quantidade e 4-hidroxitamoxifeno em menor proporcao (JORDAN, 2014).

O cancer de mama acontece principalmente em mulheres perimenopausa
contudo aquelas que se encontram em fase reprodutiva também podem ser
acometidas e correspondem a 5 a 7% dos casos. Muitas mulheres tendem a adiar a
gravidez para faixas etarias mais tardias por diversas razfes (investimento em suas
vidas profissional e educacional, por exemplo) que coincidem com as faixas etarias
de acometimento do cancer de mama porém muitas tem ainda o desejo ter filhos
(KASUM et al., 2014). As células da granulosa participam da esteroidogénese e
passam por muitas modificagdes ao longo do desenvolvimento do foliculo, o primeiro
passo consiste ha mobilizacdo de colesterol, reorganizacdo do complexo de Golgi,
lisossomos, gotas de lipideos e dos reticulos endoplasmético tanta liso quanto
rugoso para que ocorra transporte e armazenamento de colesterol para conversao
em hormonios esteroides que sao importantes na reproducdo (VIREQUE et al.,
2013).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diversos aspectos do cancer

As células sadias do organismo séo programadas para crescer, proliferar e
modelarem—se para participarem da manutencao da arquitetura tecidual e repararem
tal estrutura quando houver lesdo. Devem também ser capazes de executar suas
funcdes neste tecido, e quando programado realizarem o processo de morte celular.
Entretanto, as células podem sofrer mutacdes nas quais a estrutura do material
genético e, frequentemente, as informacgdes por ele codificadas estdo alteradas, e
guando isso ocorre, todo o funcionamento celular normal pode estar comprometido.
(WEINBERG, 2008)

As mutacbes que causam o céancer decorrem de fatores ambientais como:
compostos quimicos, luz ultravioleta e fumaca do tabaco (PFEIFER, 2015), porém
podem acontecer mutacdes aleatérias também (CRUZ, 2015). As células mutadas,
gue adquirem fendtipos diferentes, proliferam—se de forma descoordenada, néo
obedecem ao processo de morte celular programada, ndo participam das funcdes
fisiolégicas normais e nem da manutencéao tecidual, e tem-se entdo a formacao dos
tumores (WEINBERG, 2008) e tal quadro caracteriza a doengca denominada cancer
(ALBERTS, 2006).

Os tumores podem ser classificados quanto ao tipo de crescimento e quanto
ao tipo celular que o deu origem. Os tumores que se desenvolvem a partir de tecidos
epiteliais de diferentes origens embrionarias sdo denominados carcinomas e esses
sdo0 os principais tipos de tumores nas diversas espécies de cancer (boca, es6fago,
mama, etc). Esta classe pode ser subdividida em carcinoma de célula epitelial
escamosa, quando o tumor se origina de células cuja finalidade é protecdo das
células mais internas, e adenocarcinoma, quando o tumor surge a partir de células
gue possuem a finalidade de secrecdo para protecdo de tecidos localizados logo
abaixo. Alguns tumores surgem a partir de tecidos conjuntivos com origem
embrionaria mesodérmica e sdo denominados sarcomas (WEINBERG, 2008).

Com relacdo ao tipo de crescimento da massa tumoral, existem varios
estagios entre um tecido que cresce normalmente e um tecido que apresenta

comportamento de crescimento maligno. Em um primeiro nivel existe a hiperplasia,



qgquando as células proliferam-se intensamente, entretanto ndo é anormal. No
préximo estagio esta a metaplasia, no qual as células possuem certa semelhanca ou
diferenca minima, respectivamente, com as unidades formadoras normais do tecido,
muito comum em zonas de transicdo entre epitélios. Um terceiro estagio €
denominado displasia onde as células, além de apresentarem crescimento anormal,
mostram graus de diferencas citologicas com as unidades formadoras normais do
tecido, e tais diferencas consistem em cor e forma do ndcleo durante a analise de
laminas, relacdo ndcleo citoplasma alterada, aumento da atividade mitética e perda
das configurac@es citoplasmaticas. O tecido displasico constitui também os pdlipos,
gue séo grandes crescimentos que podem ser vistos a olho nu. E, por fim, tem—se o
tecido canceroso no qual as células sdo totalmente diferentes das unidades
formadoras normais e ainda adotam o comportamento invasivo. (WEINBERG, 2008)

Em geral, o tumor apresentara estruturas teciduais diferentes daquelas
presentes em tecidos normais. As diferencas serdo principalmente com relacdo a
vasculatura e composi¢cdo da matriz extracelular. A vasculatura tumoral sera
constituida por vasos sanguineos imaturos, tal morfologia é decorrente da supra-
regulacdo de fatores pro—angiogénicos em tumores tais como o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGF), gerando vasos sanguineos hiperpermeaveis, e este evento
conduzira a hipoxia tecidual e acidose que, por sua vez, resultam em um
microambiente que permite a progressdo tumoral, por impedirem as células do
sistema imune de alcancarem o tumor além de favorecer o desenvolvimento de um
fendtipo agressivo, no qual somente as células cancerosas poderdo sobreviver.
Havera também a equalizacdo da presséo intra e extravascular que impedira o
extravasamento de quimioterapicos. As anormalidades presentes na matriz
extracelular tumoral sdo atribuidas a supra—regulacdo do Fator de Crescimento
Transformante B (TGFB). O conjunto de modificagbes da matriz extracelular é
denominado desmoplasia que contribui para a formacdo de massa tumoral mais
densa, resultando na criacdo e acumulo de forcas mecéanicas ocorrendo compressao
de vasos sanguineos e linfaticos, levando — os ao colapso além de limitar o espaco
intertiscial impedindo a penetracdo dos agentes quimioterapicos (GKRETSI et al,
2015).

Outro aspecto relevante no cancer diz respeito aos oncogenes e genes

supressores de tumor. Os oncogenes sdo aqueles genes que quando ativados



levam a progressédo tumoral. Existem varios modos de ativacao de tais genes como
a amplificacdo e translocagdo cromossomal. J& 0s genes supressores de tumor sdo
aqueles cuja perda da funcéo leva a promoc¢ao tumoral. Em geral estes genes séo
reguladores negativos de crescimento ou portam outras funcdes que devem interferir
com o potencial invasivo e metastasico. Em geral, ao invés de ocorrerem mutacdes
em tais genes ha alteracdo em sua funcdo e expressdao (OSBORNE; WILSON;
TRIPATHY, 2004).

2.2 Cancer de mama

A presenca de mutagdes genéticas aumenta os riscos de desenvolvimento de
cancer de mama, e a instabilidade genética € um dos primeiros fenétipos que se
manifesta. Alguns dos principais oncogenes envolvidos na fisiopatologia do cancer
de mama sao v-er-b2 erythroblastic leucemia viral oncogene homolog 2 (ERBB2,
HER2 na antiga nomenclatura) e v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
(MYC, c-myc na antiga nomenclatura), enquanto dentre os genes supressores de
tumores tém-se destaque para o Tumor Protein p53 (TP53, p53 na antiga
nomenclatura), BRCA1l e BRCA2 (OSBORNE; WILSON; TRIPATHY, 2004).

O gene ERBB2 codifica o receptor de fator de crescimento tirosina-quinase,
gue leva a ativacdo de inumeras vias relacionadas a proliferacdo, angiogénese,
aumento da motilidade, metastase e resisténcia a apoptose. A amplificacao e super-
expressao deste gene no cancer de mama primario induz um comportamento clinico
mais agressivo e o torna um alvo interessante no diagndéstico e tratamento. O MYC
codifica uma fosfoproteina nuclear que age como regulador transcricional e atua na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. O TP53 quando alterado torna—se um
oncogene, que codifica proteina com mudltiplas funcées e em condi¢cdes normais
gera a parada no ciclo celular na fase G1 ou G2/M para permitir reparo do DNA e
pode também disparar a apoptose e diferenciacdo. Por fim tem-se o gene BRCAZ2,
gue compartilha varias caracteristicas com o BRCA1, muitas mutacfes neste gene
sdo descritas, entretanto, as mutacées em BRCA2 néo estdo ligadas a um tumor de
grau tdo alto quanto aquelas mutacées no gene BRCA1l (OSBORNE; WILSON;
TRIPATHY, 2004).

O cancer de mama pode ser morfologicamente classificado em carcinoma in

situ ou invasivo, e estes subdividem-se em ductal, quando preenchem os ductos



mamarios, e os lobulares que ocorrem nos I6bulos mamarios. Ainda ha outros
subtipos dentro dos ductais e lobulares, conforme mostrado no quadro 1, que
diferem-se quanto a distribuicdo nestes locais (NOUNOU, et al., 2015).

Quadro 1 — Classificacao morfolégica do cancer de mama.

Tipo Classificacéo Subclassificacéo
Carcinoma in situ Carcinoma Ductal | -
In Situ (DCIS)
Carcinoma Lobular | Sélido
In Situ (LCIS)
Cibriforme
Papilar
Micropapilar
Carcinoma Carcinoma Ductal | -
invasivo Invasivo (IDC)

Carcinoma Lobular | Classica
Invasivo (ILC)

Sélida

Alveolar

Tubuloalveolar

Fonte: adaptado de NOUNOU e colaboradores, 2015.

Além da classificagcdo morfoldgica, existe a classificacdo molecular cuja
classificacdo baseia-se em parametros como Receptor de estrégeno (ER), receptor
de progesterona (PR), ERBB2, conforme mostrado no quadro 2 (NOUNOU, et al.,
2015).

Quadro 2 — Classificacdo molecular do cancer de mama.

Classificacdo ERBB2 ER PR

Luminal A Expresso Expresso Alta expresséao
Luminal B Expresso Expresso Baixa expressao
HER-2 amplificado | Muito expresso * *

Basal Nao expresso N&o expresso Nao expresso

Fonte: adaptado de NOUNOU e colaboradores, 2015. *Nao informado no artigo.




O diagnostico em céancer de mama deve ser feito com base em trés
parametros: avaliacao clinica, exame laboratorial e diagnéstico patologico. Durante a
avaliacdo clinica é necessario avaliar a historia do individuo (OMS, 2006). O exame
fisico também faz parte da avaliacao clinica, e é feito por meio de palpacao bimanual
das mamas e nodos linfaticos locorregionais (AEBI et al., 2011). Os exames
laboratoriais incluem mamografia bilateral que pode ser acompanhada por
ultrassom, raio X e tomografia computadorizada do térax, ultrassom do abdémem e
escaner 6sseo. No diagnéstico patolégico, a determinacdo de ER e PR séo
obrigatodrias, enquanto que a determinacdo do status ERBB2 deve ser considerada.
A avaliacdo do estagio clinico em que se encontra o paciente é feito por meio do
sistema de estadiamento Tumor, Nodos e Metastase (TNM). De acordo com este
sistema pode—se avaliar a extensédo da doenga, escolher o tratamento e estimar o
prognostico (OMS, 2006).

2.2.1 Tratamento

Os tratamentos para cancer de mama incluem cirurgia, radioterapia,
guimioterapia e terapia endocrina. A terapia adjuvante sistémica inclui a
guimioterapia e terapia enddcrina, e a escolha de qual terapia seguir devera ser feita
de acordo com o0 quadro apresentado pelo paciente levando-se em conta
principalmente o fendtipo dos parametros ER/PR e status ERBB2. O status de
ERBB2 é considerado de extrema importancia para alguns autores, enquanto que
em algumas diretrizes tal parametro € descrito como um fator que pode ser
considerado. Muitos centros levam em conta o status nodal também (AEBI et al.,
2011; NOUNOU et al., 2015; OMS,2006).

A terapia enddcrina deve ser considerada quando houver resposta enddcrina,
determinada pela presenca detectavel de ER (maior ou igual 1%). Neste tipo de
terapia faz—se necessario detectar se a paciente encontra-se na pré ou pos—
menopausa, e quando nado é possivel tal identificacdo realiza—se a dosagem de FSH
(AEBI et al., 2011; NOUNOU et al., 2015).

e Mulheres pré—menopausa: segue—se terapia com tamoxifeno (TAM) 20
mg/dia durante 5-10 anos isoladamente como um padrdo. Pode—se
associar agonista de GnRH ao TAM para supressdo ovariana

temporéaria, e realizar ablacdo ovariana bilateral também para



supressao ovariana irreversivel. Existe a opcao de uso de Inibidores da
Aromatase de forma isolada ou combinados com agosnista de GnRH.
Ha ainda a possibilidade de associacdo entre TAM e quimioterapia
(NOUNOWU et al., 2015; AEBI et al., 2011).

e Mulheres pés—menopausa: ha opcao de utilizacdo de TAM 20 mg/dia
durante 5-10 anos, bem como o uso de inibidores da aromatase. Ha
indicativos, no caso de escolha do TAM, de que a terapia por 10 anos
traz mais beneficios (NOUNOU et al., 2015; AEBI et al., 2011).

A quimioterapia € a opcdo para pacientes que nao possuem resposta
enddcrina ou que super-expressam ERBB2 e que possuem tumores maiores que 1
cm. Neste tipo de tratamento deve-se utilizar protocolos que associam multiplos
medicamentos (NOUNOU et al., 2015; AEBI et al.,, 2011; AMB, 2001). A revisédo
bibliografica de Gandhi e colegas (2015) compilou diversos resultados de varios
trabalhos que tratam de tal tema e como resultados tém-se que anti-metabalitos,
incluindo o classico CMF (Ciclofosfamida, metotrexato, 5—fluorouracil), antraciclinas
e taxanos sdo muito utilizados neste tipo cancer de mama. Os protocolos
terapéuticos comumente utilizados no tratamento de cancer de mama primario estao
descritos no Quadro 3 (GANDHI et al., 2015).

A terapia neoadjuvante € indicada quando houver tumor de grande volume e
invasivo, inoperaveis ou cancer de mama inflamatoério. A terapia neoadjuvante reduz
o tamanho tumoral, tornando—o0 operavel e diminuindo a extensdo da operacdo. O
mesmo padrdo utilizado na terapia adjuvante sistémica deve ser levado em
consideracao, porém, no cenario pré—operatorio (AEBI et al., 2011; RAMPUARLA,;
ROCQUE; BURKARD, 2014; NOUNOU et al., 2015). Em caso de cancer de mama
metastasico ou recorrente ha indicacdo de terapia hormonal minimamente toxica
sempre que razoavel em vez de quimioterapia citotoxica. O tratamento nestes tipos
de cancer de mama prolonga a sobrevivéncia e melhora a qualidade de vida, mas
ndo é curativo (OMS, 2006; VISOVSKI, 2014; SCHNEEWEISS; RUCKHABERLE;
HUOBER, 2015). Os Moduladores Seletivos do Receptor de Estrégeno (Selective
Estrogen Receptor Modulator - SERM) permanecem como primeira linha de
tratamento no céancer de mama metastasico, independentemente do status
menopausal (VISOVSKI, 2014).



Quadro 3 — Protocolos quimioterdpicos em cancer de mama primario.

Classe terapéutica Protocolos

Anti — metabdlitos CMF (ciclofosfamida, metrotexato,
5 — fluorouracil)
Regime baseado em Antraciclinas | FEC (5 — fluorouracil, epirrubicina,
ciclofosfamida)
FAC (5 — fluorouracil,
doxorrubicina, ciclofosfamida)
AC (doxorrubicina e
ciclofosfamida)

Taxanos P — Paclitaxel
T — Docetaxel

Trastuzumabe TCH (Docetaxel, carboplatina,
trastuzumab)

AC —TH (doxorrubicina,
ciclosfosfamida seguido por
docetaxel, trastuzumabe)

Fonte: adaptado de GANDHI et al., 2015.

Em caso de indicacdo para quimioterapia, algumas diretrizes recomendam
como primeira linha de tratamento CMF ou monoterapia com regime baseado em
antraciclinas ou taxanos (OMS, 2006). Porém, ha descricdo na literatura de
indicacdo de monoterapia com capecitabina e vinorelbine além de antraciclinas,
taxanos e poliquimioterapia como primeira linha de tratamento. (SCHNEEWEISS;
RUCKHABERLE; HUOBER, 2015).

2.2.2 Cancer de mama e mulheres jovens

No Brasil, em 2016 sdo esperados 57.960 novos casos de cancer de mama.
A regido do pais onde esta patologia esta mais presente é a Sul, com frequéncia de
74,30/100 mil, seguida da regido Sudeste, com 68,08/100 mil, na terceira posi¢ao
encontra-se a regido Centro-Oeste, cuja frequéncia € 55,87/100 mil, e por fim a
regido Nordeste, com frequéncia de 38,74/100 mil. Na regido Norte o cancer de
mama ocupa a segunda posicao entre os canceres mais frequentes em mulheres
perdendo para o cancer de colo do uUtero (INCA, 2016). Devido a alta incidéncia,
morbidade e mortalidade a doenca é considerada um problema de saude publica
(ANDRADE, 2014), e estes altos niveis sdo observados devido a dificuldade no
diagndstico e tratamento (PINHEIRO et al., 2013).



O cancer de mama é raro antes dos 35 anos, porém as mulheres em fase
reprodutiva também podem ser acometidas correspondendo a 4-5% dos casos
(ANDRADE, 2014; PINHEIRO, 2013). O cancer em mulheres jovens € mencionado
no trabalho de Pinheiro e colegas (2013) como aquele que aparece antes dos 30,
35, 40, 45 e até mesmo 50 anos e que apresentam pior prognéstico. Ainda segundo
este autor, as mulheres jovens estdo propensas ao cancer de mama devido a
dificuldade no diagnéstico, uma vez que muitos profissionais tem a falsa percepc¢éo
gue mulheres nesta faixa etaria ndo estdo propensas a esta doenca levando-os a
desprezar sintomas da doenca. A maior densidade mamaria nestas pacientes
também dificulta a interpretacdo dos exames. O diagndéstico desta doenca em
mulheres nesta faixa etaria constitui-se um desafio, pois estas encontram-se em
fase reprodutiva, constituindo familia e iniciando suas carreiras. Outro ponto de
dificuldade é o tratamento, pois causa prejuizo sobre a estética, fertilidade e
psicologico destas mulheres (PINHEIRO et al. 2013).

Em paises desenvolvidos, observa-se também uma tendéncia no adiamento
da gravidez para faixas etarias de 30-40 anos, fase que coincide na incidéncia de
cancer de mama em mulheres jovens. Sendo assim, esta patologia pode afetar
mulheres que ainda ndo completaram suas familias. Estas mulheres sdo submetidas
a terapia adjuvante sistémica que, apesar de aumentar a sobrevivéncia, 0
tratamento aumenta a toxicidade a longo prazo, o que leva ao aparecimento de
problemas tais como, inducdo de menopausa precoce e prejuizos na fertilidade
(KASUM et al., 2013).

2.3 Células dagranulosa

As células da granulosa estao localizadas ao redor do ovacito para formar o
foliculo, que é a unidade funcional do ovério, e juntamente com as células da teca
participam da estoroidogénese, isto é a producao de esteroides sexuais. A granulosa
€ responsavel pela producédo de estrogenos enquanto a teca produz andrégenos.
Devido ao fato de as células da granulosa ndo possuirem vasos sanguineos estas
limitam-se a atuar sobre 0s precursores que recebe das células da teca (SILVA et al.
2006).

No processo de esteroidogénese o colesterol é convertido em andrégenos

nas células da teca e seguem para as células da granulosa, onde séo convertidos a



10

estrégenos pela enzima aromatase (CYP19). A ativacdo desta enzima ocorre pela
estimulacdo causada pelo FSH. O estrégeno formado agira a nivel corporal e nas
préprias células da granulosa, aumentando a quantidade de receptores de FSH que
causa o rapido crescimento do foliculo e gera um feedback positivo, que por sua
vez, aumenta a quantidade de LH e FSH, causando ovulagdo. Dessa maneira a
secrecdo de estrégeno marca o sucesso do desenvolvimento do foliculo ovulatério
(KONO et al., 2014).

As células da granulosa participam no crescimento e diferenciacéo do ovdcito,
nutricdo, meiose e maturacao citoplasmatica do ovocito. Sabe-se também que estas
células estdo intimamente relacionadas ao crescimento do ovdcito, pois ambos

estdo em constante comunicagcao (KONO et al., 2014).

2.4 Apoptose

A apoptose ocorre em diversas ocasifes seja como um mecanismo
homeostatico para controle da populacdo celular em um tecido, seja como um
mecanismo de defesa em resposta a um prejuizo celular. Outros estimulos que
podem desencadear apoptose s&o irradiacdo, drogas quimioterapicas que
prejudicam o DNA, hormbnios e corticosteroides. A apoptose é um mecanismo de
morte celular sofisticado e dependente de energia. Este processo pode ocorrer por
meio de duas vias, a extrinseca e intrinseca (Figura 1). Existem indicios de que
ambas vias possam estar relacionadas pois moléculas de uma via podem atuar na
outra. Além destas vias existem outras mediadas por células T citotoxicas e
perforina/granzimas (ELMORE, 2007).

A via extrinseca é mediada por receptores transmembrana membros da
familia de receptores TNF (Fator de Necrose Tumoral). Estes receptores possuem
um dominio designado como dominio da morte cujo papel consiste em transmitir o
sinal da superficie celular para vias de sinalizacdo internas. As principais moléculas
gue se ligam a este receptor sdo FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3 e
Apo2L/DR4. Apds o desencadeamento desta via devido interacdo de algum dos
ligantes citados ao receptor TNF, diversas moléculas séo recrutadas culminando na
ativacdo auto-catalitica de pro-caspase-8 que se torna caspase-8 e dispara a
apoptose (ELMORE, 2007).
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A via intrinseca inclui estimulos ndo mediados por receptores que levam ao
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial resultando em perda do
potencial transmembrana e liberacdo de moléculas tais como citocromo C,
Smac/DIABLO e a serina protease HtrA2/Omi. O citocromo C leva a ativagéo de pro-
caspase-9 em caspase-9 enquanto que Smac/DIABLO e HtrA2/Omi inibe os IAP
(inibidores de proteinas da apoptose). Um segundo grupo de moléculas € liberado
da mitocéndria durante a ativacdo da via intrinseca, e € constituido por AIF que
transloca-se para o nucleo onde quebra o DNA e condensa a cromatina em estagio
I, endonuclease G que também transloca-se para ndcleo e quebra cromatina e DFF
ou CAD que é responsavel pelo estagio Il de condensacdo, sendo que a
condensacao além de tardia € mais pronunciada (ELMORE, 2007).

A via intrinseca é controlada pela familia de proteinas Bcl-2, que inclui
proteinas antiapoptoéticas tais como Bcl-2, Bcl-x e Bcl-XL, e pro-apoptoticas, que
inclui Bax, Bcl-10 e Bad. Todos os membros da familia possuem alguma das quatro
regides principais conhecidas como dominios homologos do Bcl-2 representadas por
BH1 a BH4 (Figura 2). As proteinas antiapoptéticas sdo caracterizadas pela
presenca dos dominios BH1 e BH2 quanto maior predominancia dos dominios BH,
mais semelhante a Bcl-2 é a proteina. Ja proteinas pré-apoptoticas contém em sua
estrutura os dominios BH1, BH2 e BH3, a funcédo apoptética esta essencialmente
ligada a presenca do dominio BH3 (ADAMS; CORY, 1998).

Elmore (2007) descreve que Bcl-2 e Bcl-XL exercem seus efeitos
antiapoptoticos por impedirem a liberacdo do citocromo C por um mecanismo hao
muito compreendido, bem como pela ativacdo de proteases de caspases; quando
ambos sdo super-expressos causam infra-requlacdo dos demais genes da
superfamilia. Ja o Bad exerce seus efeitos pro-apoptéticos ao se heterodimerizar
com Bcl-2 ou Bcl-XL impedindo-os de realizarem suas atividades antiapoptoticas. O
BAX quando supra-regulado, a proteina por ele expressa transloca-se para a
mitocdndria diminuindo o potencial transmembrana e influenciando a liberacdo de

citocromo C.
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Figura 1: Vias apoptoticas.

Figura que ilustra a via extrinseca ativada pela ligacdo de Fas ao receptor TNF e a
via intrinseca sendo desencadeada por estimulos ndo mediados por receptores que
levam a liberacdao de moléculas pro-apoptéticas como o citocromo C, ambas levam a
ativacao das caspases que culmina na execucdo da apoptose. Disponivel em:
http://3.bp.blogspot.com/_kwl-ZVYwrB4/TP2CGpZtsEI/AAAAAAAAAGQY/q5fNgLKP
8ts/s1600/img163.jpg. Acesso em: 4, set. 2016.
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura proteica da familia Bcl-2.
Sdo mostrados os dominios BH em ambas, proteinas antiapoptéticas e proé-
apoptéticas. Fonte: ADAMS; CORY, 1998.
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Em geral, proteinas antiapoptoticas e pré-apoptéticas homo ou
heterodimerizam-se para contrabalancear os efeitos uma da outra. A dimerizagéo &
explicada utilizando a proteina Bcl-XL como modelo. A coalescéncia das alfas-
hélices contendo os dominios BH1, BH2 e BH3 desta proteina favorecem ao
aparecimento de uma fenda hidrofobica para que o dominio BH3 anfipatico possa se
ligar. Bax e proteinas com funcdes semelhantes a ela devem alternar suas
conformacdes como Bcl-XL ou rotacionando o sitio BH3 para o exterior
possibilitando a inser¢cdo no canal da proteina antiapoptética (ADAMS; CORY,
1998).

-
O\ Bak(72-87)

Figura 3: Estrutura tridimensional de Bcl-XL. Proteina Bcl—XL com dominios
BH1, BH2 e BH3 em amarelo, vermelho e verde, respectivamente. Em laranjado
esta representado Bak que ligou-se na fenda hidrofobica formada pela alteracéo
conformacional dos dominios BH1, BH2 e BH3. Fonte: ADAMS; CORY, 1998.

A proteina Bcl-2 € encontrada na membrana externa da mitocondria, reticulo
endoplasmatico e membrana nuclear onde se ancora através de sua extremidade
-COOH, e nestes locais sua funcdo é avaliar possiveis danos. Bcl-XL possui uma
extremidade ancorada na membrana e Bax é citosélico até que algum estimulo
apoptético produza um dominio hidrofébico. Fisiologicamente a proteina Bcl-2 é
responsavel por proteger as células contra danos causados por radiacéo ultravioleta,
dexametasona e drogas citotdéxicas. Experimentos com ratos mostraram presenca
tardia de lesGes no intestino, neurénio e melandécitos e doenca terminal dos rins na
auséncia de Bcl-2 apesar de desenvolvimento normal até certa altura de suas vidas.
Experimentos semelhantes, com ratos em que BAX era ausente mostraram
tendéncia no aumento de alguns tipos celulares como células da granulosa e células
germinativas imaturas (ADAMS; CORY, 1998).
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Tanto a via extrinseca quanto a intrinseca convergem para um estagio em
comum, a fase de execucgédo, neste momento as caspases sao ativadas (ELMORE,
2007). Algumas caspases sdo consideradas como iniciadoras, como por exemplo,
as caspases-8 e -9 enquanto outras séo consideradas como executoras ou efetoras,
sdo exemplos as caspases-3, -6 e -7. Na fase de execucdo ocorrem varias
alterac6es morfoldgicas que serdo descritas adiante e tais mudancas sdo possiveis
gracas a quebras e rearranjos do citoesqueleto.

O citoesqueleto é composto por filamentos de actina, filamentos
intermediarios e microtibulos. Os filamentos de actina e miosina participam dos
eventos precoces de remodelamento na fase de execuc¢ao enquanto os microtibulos
e filamentos intermediarios sdo despolimerizados. O remodelamento do
citoesqueleto é feito por meio da contracdo dos anéis de actina e miosina devido a
foforilagdo da MLC Il (Myosin Light chain Il) e ROCK (Rho-Associated Coiled-Coil
Forming Protein Kinase). Concomitantemente a este processo ocorre degradacao
dos filamentos intermediarios e microtubulos pelas caspases, facilitando a contracao
dos anéis de actina e miosina. A contracdo dos anéis de actina e miosina € um
processo rapido que coincide com a entrada na fase de execucdo e ao final os
filamentos de actina sdo também despolimerizados pelas caspases (OROPESA
AVILA et al., 2015).

Morfologicamente, a célula que esta morrendo apresenta formato
arredondado para cima, formando “bolhas” que sao protusbes da membrana
plasmatica. As bolhas inicialmente projetam-se e retraem-se. Acredita-se que estes
eventos morfologicos sdo consequéncia da ativacdo das caspases. Algumas
proteinas que contribuem para a adesdo, como por exemplo, a Quinase de Adesao
Focal (FAK), ao serem quebradas pelas caspases levam ao desligamento da célula
da matriz ao seu redor. A reorganizacao dos filamentos de actina também se faz
necessaria na formacado das bolhas e é mediada por uma proteina denominada
gelsolina (HACKER, 2000).
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Figura 4: Mudancas morfolégicas na apoptose. Desenho esquematico que ilustra
as mudancas morfolégicas que ocorrem durante apoptose. Sao ilustrados a
formacdo das bolhas e corpos apoptéticos, pode-se perceber também as organelas
intactas. Fonte: HACKER, 2000.

O ndcleo apresenta-se condensado com forma de esfera ou anel e isto é
possivel porque a membrana nuclear estende-se para abranger o nucleo inteiro, em
seguida o DNA é desmontado em diversos fragmentos. Os eventos bioquimicos
responsaveis pela configuracdo morfolégica do ndcleo sdo protedlise de proteinas
nucleares mediados por caspases e degradacdo do DNA cromossdémico e ainda ha
indicios de que proteinas isoladas atuem como moléculas efetoras neste processo.
As principais caspases envolvidas nos eventos apoptéticos nucleares sao a
caspase-3 e caspase-6 responsaveis pela quebra de proteinas tais como DFF (Fator
de Fragmentacdo do DNA) e laminas nucleares. A condensacdo da cromatina
nuclear e fragmentacdo do DNA parecem estar relacionadas, a molécula DFF (em
humanos) ou CAD (em ratos) estdo envolvidas neste processo. Quando a DFF 45 é
guebrada pelas caspases, a DFF 40 é originada e atua na quebra da dupla fita de
DNA (HACKER, 2000).

A mitocdndria permanece intacta durante um bom tempo no decorrer do
processo de apoptose e mantém certo grau de metabolismo, da mesma forma as
organelas também permanecem intactas até que as outras mudancas tenham
ocorrido. Ao fim dos processos interiores, a célula inteira é reorganizada em corpos
apoptéticos que conterdo diversas partes celulares tais como elementos citosolicos,
organelas e partes do nucleo condensado. Por fim tanto células apoptoéticas quanto
0s seus fragmentos, 0s corpos apoptoticos, sofrem fagocitose por macrofagos ou
células nado-especializadas e sdo degradados pela via lisossomal ou por autofagia
(HACKER, 2000).
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Varias alteracdes morfologicas podem ser vistas ao microscopio éptico e
eletrénico. Ao microscoépio 6ptico observa-se o encolhimento das células, formacao
das bolhas, o formato arredondado esférico do nucleo e picnose, isto €, o
encolhimento do nucleo devido condensacdo da cromatina (ELMORE, 2007;
HACKER, 2000). Ao microscépio eletrdnico € possivel observar as organelas no
qual percebe-se a mitocbndria intacta, expansdo do reticulo endoplasmético,
formac&o de vactolos no citoplasma e perda de microvilosidades (HACKER, 2000).

2.5 Tamoxifeno e viabilidade de células da granulosa

O TAM pertence a classe dos SERM e as moléculas pertencentes a esta
classe possuem semelhanca com a molécula 17-8 estradiol e sdo classificados em
trifeniletilenos, benzotiofenos, benzopiranos e naftalenos. O TAM esta incluso na
classe dos trifeniletilenos. Seu mecanismo de ag&o consiste na ligagdo competitiva
de suas moléculas ao ER alfa ou beta, gerando mudanca conformacional que libera
as Heat Shock Proteins, restando apenas um receptor monomerico que transloca-se
do citosol em direcdo ao nucleo celular. Este complexo liga-se em genes
modificando sua transcricdo (FERREIRA et al., 2011). Em geral, tem-se que as
células estacionam na fase GO e G1, sendo o TAM um citostatico (LACY;
ARMSTRONG, GOLDMAN; LANCE, 2009).
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Figura 5: Comparacao da estrutura quimica do tamoxifeno e 17-Bestradiol.
Fonte: a) FERREIRA et al., 2011; b) Disponivel em:
http://www.infopedia.pt/$estrogenio,4?uri=portugues-ingles/1%C3%BAteo. Acesso
em: 7, set. 2016

Apés absorvido, o TAM distribui-se ligado a proteinas plasmaticas e €

encontrado em altas concentragdes no utero, endométrio e mama. Seu metabolismo
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€ hepético via enzima CYP3A4 e CYP2D6, e apls sofrer metabolizacdo é
transformado principalmente em N-desmetil tamoxifeno, em menor quantidade em 4-
hidroxitamoxifeno (4OHT) e endotamoxifeno. Apesar de ser formado em pequenas
guantidades, o 40HT é um importante metabdlito, pois sua afinidade pelos ER é
aumentada o que o torna um padrdo para estudos mecanisticos in vitro. Sua
excrecao € por meio de fezes e urina, a meia-vida é de 7-14 horas, a eliminagéo
ocorre no periodo de 5-7 dias, enquanto que seus metabdlitos levam até 14 dias
para serem eliminados. As reacfes adversas ao TAM sdo inUmeras e diversas,
apresentam-se nos sistemas cardiovascular, enddcrino, gastrointestinal e
geniturinario; observam-se também alteracdes neuromusculares e dermatoldgicas
(LACY; ARMSTRONG, GOLDMAN; LANCE, 2009; JORDAN, 2014).
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Figura 6: Metabolizacdo do tamoxifeno pelas enzimas do citocromo.
Representacdo da metabolizacdo do tamoxifeno nos metabdlitos N-
desmetiltamoxifeno e 4-hiroxitamoxifeno via enzimas CYP 3A4 e CYP 2D6
respectivamente e ambos convergindo para formacdo de endotamoxifeno. Fonte:
modificado de JORDAN, 2014.

Alguns tipos de relacdo entre TAM e apoptose em diversos tecidos sao

descritas na literatura. No trabalho de Piasecka-Srader e colegas (2015) é descrito
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gue o TAM previne a perda folicular e apoptose durante o tratamento com drogas
toxicas para os ovarios como ciclofosfamida e doxorrubicina devido a diminui¢cdo da
expressdo de genes relacionados a inflamacdo e a supressdo da expressdo de
receptor de TNF, o mediador central da apoptose. No estudo de Stackievicz e
colegas (2001), foi avaliada a relagdo entre TAM e apoptose no endométrio,
encontrou-se que a via apoptética era ativada em mulheres pré-menopausa ja em
mulheres pdés-menopausa foram observados tanto efeitos pr6-apoptéticos quanto
efeitos antiapoptoéticos, sugerindo-se que TAM modulava a via apoptética. Para
avaliar a apoptose neste estudo um dos parametros levado em consideracao foi a
proteina antiapoptética Bcl2 cuja expressao foi variavel.

N&do foram encontrados na revisdo de literatura para elaboracdo deste
trabalho estudos que relacionavam apoptose em células da granulosa saudaveis
ap0s o tratamento para cancer de mama com TAM. Entretanto estudos com
droloxifeno também pertencente a classe dos SERM, demonstrou que ha inducgéo de
apoptose em células luteas in vitro apOs tratamento com este farmaco e tal fato
possivelmente esta relacionado com a expressdo de MYC, BAX e BCL2 (LENG; GU;
CAO, 2000).
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3 JUSTIFICATIVA

O cancer é uma doenca que acomete milhares de pessoas atualmente, sendo
gue o cancer de mama € um dos tipos mais incidentes. Outro fato que merece
destaque € a incidéncia de cancer de mama em mulheres pré-menopausa. Quando
h& indicacdo para terapia enddcrina, um dos medicamentos mais utilizados € o TAM
em protocolos de longo prazo, e por ser um medicamento que compete com
estrogeno por receptores torna-se interessante avaliar seus efeitos sobre a
viabilidade de células da granulosa saudaveis uma vez que estas sdo produtoras de
hormdnios sexuais.

Buscou-se identificar alguma relacao entre uso do TAM e apoptose de células
da granulosa porque estas sdo produtoras de estrOgeno e uma vez que este
hormbénio ndo estda sendo utilizado fisiologicamente devido ao medicamento
interferente pode haver algum mecanismo que desencadeie a morte celular nestas
células. Ou até mesmo a toxicidade inerente ao farmaco pode desencadear efeito
negativo sobre as células.

Além disso, faz-se necessario avaliar a viabilidade das células da granulosa
saudaveis em mulheres expostas a terapia endocrina, pois muitas mulheres pre-
menopausa que sobreviveram ao cancer de mama e adiaram a gravidez tém ainda o
desejo de ter filhos e estas células estdo diretamente associadas as funcdes

reprodutoras destas mulheres.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade de células da granulosa cultivadas in vitro e expostas ao
40HT, um dos metabdlitos do TAM.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a morfologia das células por microscopia 6ptica apés a cultura.

e Avaliar a expressédo dos genes BAX, BCL2 e actina.

e Avaliar a viabilidade celular.
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5 METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia da
Reproducdo, localizado no campus universitario Darcy Ribeiro, no segundo
semestre de 2016. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal sob o
protocolo UnBDoc n°® 55621/2016.

5.1 Coletade células da granulosa

Ovérios bovinos (espécie Bos taurus) foram coletados em abatedouros
localizados no Distrito Federal e cidades do entorno e transportados para o
laboratério em solucao fisiologica 0,9% em temperatura definida. Apds recebimento,
0s ovarios eram pre-estabilizados em banho-maria a uma temperatura em torno de
36°C. Iniciava-se entdo a aspiracao dos foliculos ovarianos utilizando-se agulha de
puncéo e dispensando o fluido folicular em tubo Falcon alocado dentro do banho-
maria.

Terminada esta etapa, com o objetivo de decantar as células da granulosa até
entdo dispersa no fluido folicular, removia-se os ovocitos decantados dentro do tubo,
e centrifugava-se o tubo Falcon por 5 minutos a uma velocidade de 200 rpm/min. e
retirava-se o sobrenadante. Acrescentou-se 1000 pL de solucdo tampdo PBS e
centrifugava-se novamente nas mesmas condicdes anteriores e repetia-se 0
procedimento até obter o pellet mais clarificado quanto possivel (3 vezes, no
maximo). O pellet era ressupendido em solucédo tampao PBS estéril novamente para

contagem das células.

5.2 Culturade células e meios de cultura

Para a cultura foram definidas 500.000 células/ poco da placa de cultura, de
acordo com Piccianato et al (2012). Realizava-se, entdo, a contagem de células da
granulosa coletadas utilizando-se uma camara de Neubauer, com um volume de 1,5-
3,0 pL do centrifugado ressuspenso em PBS/BSA, composta de tampéo fosfato 10X
(PBS) (GIBCO) diluido em agua ultrapurificada (1:9); 0,003% de albumina sérica
bovina (BSA) fracdo V (Sigma); 0,022 ug/mL de piruvato de sédio (Sigma); e 50
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Ul/mL de penicilina (Sigma) e estreptomicina (Sigma). Dispensava-se na camara
onde 9 quadrantes na diagonal eram contados ao microscopio, em seguida
realizava-se o célculo para encontrar o volume no qual estavam contidas as 500.000
células.

O meio de cultura utilizado foi o meio patenteado pela Universidade de
Brasilia -Alpha MEM (B)- composto por alpha-MEM (GIBCO), e seus suplementos e
este deveria ser preparado, no minimo, 2 horas antes da utilizacdo, homogeneizado
e filtrado com serigas de vidro e filtros estéreis milipore (Millex®, 33 mm). Ao meio
de cultura era adicionado o metabdlito 4-hidroxitamoxifeno (Sigma Aldrich) na
concentragdo 1 pM ou 2 pM com base em Sajadimajd, Yazdanparast e
Roshanzamir, 2015, adaptado para as nossas condi¢cdes de trabalho. Adicionava-se
também androstenediona 10" M (Sigma Aldrich Corp).

5.2.1 Grupos experimentais e condi¢des de cultivo

A cultura era realizada em placa de cultura de 96 pocos estéril, onde eram
preparadas trés replicatas de cada grupo experimental. Foram definidos os
seguintes grupos experimentais:

e 0 uM 40HT (Grupo Controle);
e 1uMA4OHT;
e 2 uMA4O0HT.

Apés preparo da placa, contendo 100 yL de meio, esta seguia para estufa a

37°C, 95% de umidade e 5% de CO: por 48 horas.

5.2.2 Processamento das células da granulosa apés cultivo

Apés a cultura as placas eram retiradas da estufa e observadas ao
microscopio Optico para avaliar as alteracdbes morfologicas entre os diferentes
grupos experimentais.

Em seguida cada grupo de células cultivadas era transferido para tubos
eppendorffs estéreis, adicionava-se 20 pL de tampdo PBS/BSA e centrifugava-se
por 5 minutos a 6.000 rpm. Retirava-se o sobrenadante, ressupendia-se com
aproximadamente 130 pL de tampdo PBS/BSA e repetia-se o processo de

centrifugagdo nas mesmas condi¢cdes anteriores. Por fim, ressuspendia-se
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novamente com PBS puro e centrifugava-se mais vez nas mesmas condi¢cdes e
retirava-se o sobrenadante era acrescentado 100 pL de Trizol Plus (Ambion, Life
Technology) para armazenamento a -80°C. As amostras foram utilizadas na técnica
de PCR real time para identificar a expressao do mRNA dos genes de interesse.

5.3 PCRreal time

As etapas anteriores a realizacao de PCR real time (QPCR) sao: isolamento
de RNA, avaliacdo da concentracdo e qualidade do RNA isolado e sintese de DNA
complementar. Buscou-se avaliar a expressédo dos genes BAX, BCL2 e actina por

meio desta técnica.

5.3.1 Isolamento de RNA e avaliacéo do isolado

O isolamento de RNA das células da granulosa era realizado em capelas de
fluxo laminar para evitar contaminacdo. A capela era previamente limpa com
RNAase Zap (Applied Byosistem) e esterilizada com luz Ultravioleta. Todo o
procedimento foi realizado seguindo o protocolo de isolamento de RNA que
acompanha o Trizol Plus (Ambion, Life Technology).

Inicialmente homogeneizavam-se as amostras de células da granulosa com
300 pL de Trizol Plus e acrescentava-se 60 pL de cloroférmio (VETEC) e agitava-se
vigorosamente, e ao término deixava-se a mistura em repouso por 3 minutos. Em
seguida centrifugava-se o tubo eppendorff em centrifuga refrigerada a 4°C por 15
minutos e 12.000 xg, retirava-se a fase aquosa superior onde estava contido 0 RNA
e transferia-se para tubos contendo 150 pL de isopropanol (VETEC) os quais
permaneciam em repouso por mais 10 minutos, seguindo para nova centrifugacéo
de 10 minutos em condicfes iguais a anterior.

Terminada a centrifugacao retirava-se o0 sobrenadante e acrescentava-se 300
pL de etanol (VETEC) puro ao tubo contendo um pellet e centrifugava-se novamente
por 5 minutos a 4 °C e 7.500 xg, retirava-se o sobrenadante e deixava-se em
repouso por aproximadamente 1 hora para evaporacéo total do etanol. Ao fim deste
processo ressuspendia-se 0 RNA isolado com dgua RNAase free.

O RNA de células da granulosa isolada era submetido a avaliacdo de

gualidade e concentragdo no aparelho NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fischer



24

Scientific) para escolher quais amostras seguiriam para sintese de DNA
complementar (cDNA). O procedimento nesta etapa consistia em pipetar com
micropipeta automatica 2 pL do RNA em suspensdo e dispensar no leitor do
aparelno. O RNA que apresentasse absorbancia na faixa de 1,8 a 2,0 eram

selecionadas para sintese de cDNA.

5.3.2 Sintese de cDNA

O RNA isolado deveria dar origem a uma fita de DNA complementar que seria
amplificada no gPCR. Ao longo da realizacdo deste processo todos os reagentes
deveriam permanecer resfriados no gelo.

A sintese de cDNA foi feita de acordo com o protocolo do kit QuantiTect®
Reverse Transcription (Qiagen). Para o preparo da reacdo de cDNA eram
adicionados gDNA Wipeout Buffer, 2 pg de RNA total previamente isolado e a
guantidade suficiente de agua RNAase free para completar o volume da primeira
etapa da reacdo. Esta reacao era levada ao termociclador por 2 minutos a 42°C, e
ao final devolvida para o gelo.

Em seguida a reacdo de transcricAo reversa era preparada no qual
adicionavam-se Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript RT Buffer e RT
primer mix. Esta mistura era levada ao termociclador por 15 minutos a 42°C e em
seguida por 3 minutos a 95°C visando inativar a Quantiscript Reverse Transcriptase.
Ao final a mistura era devolvida para o gelo e estocada a -20°C até o momento da

reacdo de PCR.

5.3.3 Reacédo de gPCR

Para cada um dos grupos experimentais (0 4OHT, 1 uM ou 2 uM 40HT) eram
realizados triplicatas de cada amostra para cada um dos genes estudados, isto é
BAX, BCL2 e actina e para o gene controle, ciclofilina A (CYC). Além disso, foram
utilizados 3 a 4 amostras bioldgicas diferentes para estudo da expressdo dos genes

de interesse. Os primers utilizados nos experimentos encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Desenhos dos primers e 0 cédigo GenBank para cada transcrito da
espécie Bos taurus.

Gene Sequéncia dos primers Cégido do
GenBank
CcYC F: TGGCAAGTCCATCTATGGCGAGAA NM_178320
R: ATCCAACCACTCAGTCTTGGCAGT
BAX F: GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTG NM_173894
R: AAGGAAGTCCAATGTCCAGC
BCL2 F: CCCTGT TTGATTTCTCCTGGCTGT NM_001166486
R: TGGGCTTCACTTATGGCCCAG ATA
ACTINA F: GCTAGCACAGGCCTCTC NM_173979
R: ACGAGCGCAGCAATATCATC

Para realizacdo do gPCR seguiu-se a metodologia de De Souza (2014) no
qual preparavam-se um mix contendo cDNA, SYBR Green Fats (Applied
Biosystems), agua RNAse free e os primers. Em seguida preparavam-se o0s tubos de
reacao cujo volume total por tubo era 20 pL de reac&do. ApOs preparo dos tubos de
reacdo para o PCR levava-se para o aparelho Rotor gene (Qiagen).

Os ciclos do gPCR eram 95°C por 20 segundos para ativacédo da enzima Taq
polimerase, 95°C durante 3 segundos para abertura das fitas e 60°C por 30
segundos para montagem (extensdo) da fita de DNA. Todo processo durava
aproximadamente 1 hora. Apoés, realizava-se a curva de melting, segundo as
instrucdes do fabricante do SYBR Green Fast, para identificacdo do produto de PCR
amplificado, ou seja, se ha apenas um produto ou outras contaminacdes.

Os dados foram analisados no Software do Rotor gene (Qiagen). Para célculo
da quantificacéo relativa de expressdo génica de cada gene foi utilizado o método
AACT. Todos os valores de expressdo foram padronizados pelo gene controle

ciclofilina A (CYC) e o grupo 0 uM 40HT foi utilizado como calibrador.
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5.4 Avaliagdo da viabilidade celular

5.4.1 Teste de exclusé&o por Trypan blue

O teste de exclusdo por trypan blue foi um dos primeiros métodos
empregados para avaliacdo da viabilidade celular e baseia-se no principio de que
células vivas possuem membrana integra logo sdo capazes de excluir o corante,
enquanto que a membrana de células em processo de morte ndo sdo capazes de
controlar a passagem de macromoléculas e captam trypan blue, como consequéncia
se coram em azul. O requisito para realizacdo deste método € que haja uma
suspensao de células individuais que possam ser visualizadas e contadas com
auxilio de um hemocitdmetro seguido de realizacdo do calculo da porcentagem de
células viaveis dentro da populagdo (STODDART, 2011).

Apos retirar da estufa de cultura, certa quantidade das replicatas de cada
grupo era transferida separadamente para tubos eppendorffs identificados e tratados
com hialuronidase 50 Ul (Sigma-Aldrich) e agitados mecanicamente em vortex por 2
minutos (MEZZALIRA et al., 2005).

O teste de exclusdo por trypan blue foi feito seguindo-se o protocolo de
Freshney (2005) no qual era adicionado o corante Trypan blue 0,4% (Sigma-Aldrich)
a células em suspenséao por 2 minutos. Apos este procedimento transferia-se 1L da
mistura para camara de Neubauer, onde procurou-se quantificar por meio de
observacao visual e contagem das células que permaneciam viaveis.

Quando a contagem nao era possivel em virtude da grande quantidade de
células mortas e da impossibilidade de separa-las, as mesmas foram avaliadas pela
coloracédo e morfologia no microscépio invertido. Para isso, a suspensédo de células
separadas para realizacdo deste teste, foi ressuspendida em tampdo PBS para
avaliacdo qualitativa por meio de observacdo visual de células vivas e mortas. A
observacdo foi feita em microscopio invertido nos aumentos de 10x e 40x e

fotografou-se 3 campos de cada grupo com caméra Motic 5.0.

542 MTT
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O teste com MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5 difenil tetrazdlio bromidio) é
utiizado para avaliar a citotoxicidade de diversas drogas em diferentes
concentragbes sem haver necessidade de quantificacdo (VAN MEERLOO,
KASPERS; CLOOS, 2011).

O principio do método consiste na conversdo por reducdo do sal de MTT a
cristais de formazan, que séo insolUveis e apresentam coloracao azul-violeta escuro.
Os cristais de formazan sao solubilizados para medicao por espectrofotometria no
comprimento de 540-720 nm. A reacdo de reducdo é realizada por mitocondria de
células vivas, sendo assim este método avalia a atividade mitocondrial da célula.
Quanto maior atividade mitocondrial, maior o nimero de células viaveis uma vez que
a atividade de mitocondrias € constante em células vivas (VAN MEERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011; STODDART, 2011).

O teste com MTT foi realizado seguindo-se o método descritos por Salles
(2012) no qual foi adicionada certa quantidade de MTT (Sigma-Aldrich) a cada um
dos grupos em estudo (OuM 40HT, 1 pM 4 OHT e 2uM 40HT). Em seguida, os
grupos eram levados a estufa a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade por 3 horas. Ao
fim do periodo de cultivo foram adicionado isopropanol acidificado para solubilizagéo
dos cristais de formazan. A placa foi levada ao espectrofotometro e lida no
comprimento de 570 nm e foi realizada uma duplicata para cada amostra biologica

neste teste.

5.5 Avaliacdo morfologica das células da granulosa

Ao fim do periodo de cultura das células, os grupos experimentais eram
observados em microscopio O6ptico invertido e avaliou-se 0 aspecto entre os

diferentes grupos.

5.6 Analise estatistica

A analise estatistica para avaliar o nivel de expressdo dos genes BAX, BCL2 ,
actina e MTT nos diferentes grupos experimentais foi realizada utilizando-se o teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls . Adotou-se o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). O programa utilizado para realizacdo destes testes foi
o BioStat 5.3.
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