Universidade de Brasilia
Faculdade UnB de Planaltina
Licenciatura em Ciéncias Naturais

Modulacio da Expressiao de y-actina Induzida por Citrato de

R&édio em Células de Carcinoma Mamario Humano

Stefanny de Fatima Guedes Cunha

Orientadora: Prof2 Dr2 Marcella Lemos Brettas Carneiro

Planaltina-DF
Dezembro-2017



Universidade de Brasilia
Faculdade UnB de Planaltina
Licenciatura em Ciéncias Naturais

Modulacao da Expressao de y-actina Induzida por Citrato de

Rédio em Células de Carcinoma Mamario Humano

Stefanny de Fatima Guedes Cunha

Orientadora: Prof® Dr2 Marcella Lemos Brettas Carneiro

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a Banca
Examinadora, como exigéncia parcial para a obtencdo de
titulo de Licenciado do Curso de Licenciatura em Ciéncias
Naturais, da Faculdade UnB Planaltina, sob a orientacédo
da Prof® Dr® Marcella Lemos Brettas Carneiro.

Planaltina-DF
Dezembro-2017



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo dom da vida e por toda a sabedoria e discernimento que Ele me
concedeu para viver todas as oportunidades e aprendizados durante a graduacao.

A minha familia, que esta sempre me apoiando e encorajando a cada decisdo tomada e
vibrando a cada vitoria “cientifica’” ainda que sem compreender direito o que se trata! Agradeco
em especial aminha avé Geralda por todas as oragdes e entrega da minha vida as méaos de Nossa
Senhora de Fatima.

Ao Jodo, meu namorado, amigo e companheiro das demasiadas horas de estudos via
Skype, e o melhor professor de fisica (passei!!!!!). Obrigada por todo o amor, conselho e
encorajamento que todo dia me transmite. Obrigada também por toda a paciéncia durante a
finalizag&o desse trabalho.

As grandes amigas que a UnB me presenteou: Mayara e Sabrina. Vocés sao meu
exemplo de dedicacdo e comprometimento! Que a nossa amizade dure por toda a vidal

Aos colegas e amigos do Ciéncia Sem Fronteiras, em especial Gabi e Victor. Obrigada
por fazerem do intercdmbio uma experiéncia ainda melhor e por serem minha familia nos
longos 18 meses longe de casa.

Ao professor Dr. Nicholas Buchon e ao Dr. Alessandro Bonfini pela oportunidade
incrivel de poder estagiar e aprender em seu laboratério em Cornell University. Essa
experiéncia despertou ainda mais em mim a paixao pela ciéncia e me mostrou os desafios que
precisamos superar para chegar aonde queremos.

A minha orientadora, a professora Dr. Marcella Lemos, pela oportunidade, credibilidade
e autonomia a mim concedida. Por todas as experiéncias que totalizaram no meu crescimento
pessoal e profissional.

Aos colegas do laboratorio de Microscopia Eletronica, por toda disponibilidade,
prontid&o, ajuda, conselhos e pelas maravilhosas risadas na folga dos experimentos. Agradeco
especialmente a Yasmin, por toda a paciéncia e carinho ao me ajudar desde o come¢o dos meus
experimentos. Palavras ndo séo suficientes para retribuir tudo o que fez por mim.

A todos do laboratério de Tecnologias para Terapia Génica. Especialmente a Fran, por
me apresentar o fantastico e frustrante mundo da biologia molecular. Obrigada por toda ajuda,
prestatividade, amizade e companheirismo durante as extensas pipetagens exigidas nos ensaios.
Agradeco também ao professor Ricardo Titze por toda sua colaboracao para este trabalho, e por
toda a paciéncia em discutir e analisar comigo os resultados de RT-gPCR.

A todos que de uma forma ou outra contribuiram para a minha formacéo e realizacdo
deste trabalho!



RESUMO

O Citrato de Rédio (CR) é um complexo metalico que apresenta significativa atividade citotdxica, citostatica e
antitumoral em células de carcinoma mamario humano. Em estudos prévios conduzidos por Carneiro (2011) foi
observado que o CR induziu reducdo de filamentos de actina em células de adenocarcinoma mamario humano
(linhagem MCF-7). A actina é uma proteina componente do citoesqueleto dos eucariontes e desempenha fungdes
relevantes na dindmica celular, tais como, manutengdo da morfologia, mitose, regulagdo da sinalizagdo para
sobrevivéncia e aumento da sensibilidade celular a indugdo de apoptose quando esta proteina fica agregada em
virtude da sua despolimerizagdo. Visando compreender melhor a atua¢do do CR sobre a actina, o presente estudo
avaliou em ensaio-piloto a expressdo génica de y-actina em cultura de células saudaveis e em células de
adenocarcinoma mamario humano por meio de RT-gPCR. O tratamento das células com CR causou efeito
citotoxico dose-dependente sobre a viabilidade e morfologia celular e tendéncia na reducdo da expressao relativa
de y-actina. Os resultados do atual estudo foram de fundamental importancia para se compreender a provavel
correlacdo entre o efeito citotdxico do CR e sua atuacdo sobre os filamentos de actina. Além disso, com este estudo
sera possivel dar continuidade as investigacdes que permitirdo novas abordagens e perspectivas relacionadas a
dindmica de regulacéo da despolimerizacdo da actina mediada por outras proteinas citosélicas e por microRNAs.

Palavras-Chave: citrato de rédio, actina, cAncer de mama, expressao génica, citotoxicidade.

ABSTRACT

The Rhodium Citrate (RC) is a metal complex that exhibits significant cytotoxic, cytostatic and antitumor activity
in human mammary carcinoma cells. In previous studies leaded by Carneiro (2011), it was observed that RC
induced the actin filaments reduction in human mammary adenocarcinoma cells (MCF-7 cell line). Actin is a
eukaryotic cytoskeletal protein which performs important roles in cell dynamics such as morphology, mitosis,
regulation of survival signaling, and the increased of cell sensitivity due to apoptosis induction when aggregated
because of its depolymerization. To better understand the RC activity on actin dynamic, the current study evaluated
in pilot-assay the gene expression of y-actin in healthy cells and in human mammary adenocarcinoma cells by
RT-gPCR in in vitro pattern. The treatment with RC caused a dose-dependent cytotoxic effect on cell viability and
morphology, and a reduction tendency of relative expression of y-actin. The results were extremely important to
understand the likely correlation between the RC cytotoxic effect and its activity on the actin filaments. In addition,
this study will allow new investigations and approaches related to the regulation of actin depolymerization
mediated by other cytosolic proteins and by microRNAs.

Key-words: rhodium citrate, actin, breast cancer, gene expression, cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

O céncer, € definido como um conjunto de doengas originadas por mutagdes no DNA
da celula que se revertem em alteracbes nos mecanismos de reparo do DNA e resisténcia a
morte celular por apoptose, resultando no crescimento desordenado de células cancerosas no
organismo e possibilitando muitas vezes em migracdes para outros tecidos do corpo, definindo
uma caracteristica metastatica, como é o caso do cancer de mama (Grivicich et al, 2007; INCA
2017).

O céancer de mama € o segundo mais frequente no mundo, representando cerca de 28%
dos novos casos a cada ano, sendo mais comum na populacdo feminina com uma incidéncia
progressiva especialmente apds os 50 anos de idade. De acordo com estatisticas do Instituto
Nacional do Céncer, 57.960 novos casos foram registrados no Brasil em 2016 (INCA, 2017).
Atualmente as alternativas terapéuticas para o tratamento das células de adenocarcinoma
mamario humano presentes no mercado, consistem em tratamentos locais (cirurgia e
radioterapia) e tratamentos sistémicos, tais como a quimioterapia, imunoterapia e
hormonioterapia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). No entanto, tais tratamentos
atingem muitas vezes ndo somente as células cancerosas, mas também as células normais,
provocando efeitos adversos aos pacientes. Além disso, sdo ineficazes se a doenca nao for
diagnosticada precocemente. No intuito de elaborar alternativas terapéuticas mais eficientes
contra o cancer e, a0 mesmo tempo, Menos invasivas aos pacientes, cientistas buscam
desenvolver novos farmacos antitumorais como o uso terapéutico de metais ou complexos
metalicos tais como o Citrato de Rodio (CR). O CR é um dos carboxilatos de rodio mais
promissores por ja ter apresentado potencial atividade citotdxica e antitumoral (Katsaros &
Anagnostopolou, 2002). Em estudos prévios, conduzidos por Carneiro (2011), foi observado
gue o CR induziu relevante alteracdo morfologica em células de adenocarcinoma mamario
humano (linhagem MCF-7) associada as alteracdes estruturais nos filamentos de actina.

A actina identificada nas isoformas B e y compde o citoesqueleto dos eucariontes e é
uma proteina essencial para estabelecer a forma e a motilidade da célula (Gourlay et al, 2005;
De Robertis, 2006). Ha evidéncias de que a actina despolimerizada desempenha um importante
papel na abertura de canais i6nicos na mitocondria que regulam a apoptose (Xu, Forbes &
Colombini, 2001). Dessa forma, a agregacdo de actina, que ocorre em virtude da sua

despolimerizacdo, estd correlacionada com o aumento da sensibilidade celular a indugéo de



apoptose. Com isso, é possivel que um dos fatores associados a citotoxicidade de citrato de
rodio, identificada previamente por Carneiro (2011) em células da linhagem MCF-7, possa estar
relacionado a uma modulacdo negativa da expressao de actina uma vez que celulas tumorais
podem apresentar mudancgas na expressdo génica de determinadas proteinas que regulam a
sobrevivéncia celular. Além disso, a modulagdo negativa de actina pode ocasionar mudangas
na expressdo de microRNAs (miRNA), que podem atuar como oncogenes Ou Supressores
tumorais contribuindo para o crescimento tumoral e metéstase (Melo & Esteller, 2011;
Valastyan, 2012; Zhang & Ma, 2012).

No cenario evidenciado por estudos prévios, este trabalho, apresenta uma andlise inicial
da expressao relativa de y-actina induzida por citrato de rodio pelo método de gPCR em tempo
real, em células saudaveis epiteliais de mama e em células de adenocarcinoma mamario
humano. Também foi constatada a atividade citotdxica do citrato de rédio pelo ensaio de

viabilidade celular por MTT e por imagens obtidas por microscopia Optica.



2. JUSTIFICATIVA

A andlise dos efeitos do citrato de rodio sobre a expresséo de actina faz parte de uma etapa
fundamental para se estabelecer uma possivel correlacdo entre sua citotoxicidade e sua atuagdo
nos microfilamentos de actina que sdo de extrema importancia no fuso mitético e
consequentemente na proliferacdo de células tumorais. A partir deste conhecimento, sera
possivel identificar alvos para inibir o progresso de células cancerosas bem como aprimorar as
aplicacdes biotecnoldgicas do citrato de rédio como um candidato promissor para emprego

quimioterapico no tratamento do cancer, favorecendo sua eficacia citotéxica e antitumoral.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo confirmar os efeitos citotoxicos e avaliar a acdo do citrato
de rédio na inducdo da modulagdo negativa da expressdo génica de y-actina em células

saudaveis de origem mamaria e em células de adenocarcinoma mamario em modelos in vitro.

3.2 Objetivo Especificos
Confirmar a indugéo do Citrato de Rédio na (s):
o Citotoxicidade em células de carcinoma mamério humano (MCF-7 e MDA-MB-
231) e epiteliais da mama normais (MCF-10A), por meio de analises de viabilidade
celular;
e Alteragdes morfoldgicas em cultura de células de carcinoma mamario humano
(MCF-7 e MDA-MB-231) e epiteliais da mama normais (MCF-10A), por meio de

microscopia de Optica.

Avaliar a acdo do citrato de rédio na:
e Inibicdo da expressao génica da proteina y-actina (gene ACTG1) em células de
carcinoma mamario e células sadias por meio de RT g-PCR;



4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1.Cancer de mama

O cancer de mama, € o segundo carcinoma mais frequente e 0 mais comum entre as
mulheres no mundo, representando cerca de 28% dos novos casos a cada ano. Estatisticas
apontam sua infrequéncia antes dos 35 e uma progressiva incidéncia apds os 50 anos de idade
(INCA, 2017).

Os fatores de risco da doenga sdo originados por varias vias e aumentam com problemas
enddcrinos e/ou de contexto reprodutivo da mulher (menarca precoce, menopausa tardia,
nuliparidade, uso de contraceptivos e reposi¢do hormonal), ou com condicGes relacionadas ao
habito de vida (sobrepeso, ingestdo de bebidas alcoodlicas, sedentarismo, etc) e fatores
ambientais, como por exemplo a exposi¢do intensa a radiacdo ionizante ou a agentes
carcinogénicos (Sharma et al, 2010; INCA, 2017). A presenca de fatores genéticos e/ou
hereditarios relacionados com mutagdes em genes supressores de tumor tais como o BRCA1 e
BRCAZ2, corresponde entre cerca de 5 e 10% de todos os casos de cancer de mama, incluindo
o desenvolvimento da doenca sobretudo em idade jovem e em homens (Amendola & Vieira,
2005).

As sucessivas alteracOes originadas pelo crescimento descontrolado nas células resultam
em diferentes tipos de cancer de mama. A maioria dos canceres de mama sé&o denominados
adenocarcinomas, ou seja, tem origem nas células epiteliais de revestimento interno e externo
e apresentam alteracdes no padrdo de crescimento glandular. Os tipos mais frequentes de
adenocarcinoma mamario podem ser originados nas células dos ductos mamarios ou nas
glandulas produtoras de leite (I6bulos), caracterizando respectivamente o carcinoma ductal in
situ (CDIS) e o carcinoma lobular in situ (CLIS) (Figura 1). A capacidade de se espalhar para
outras partes do corpo ou invadir o tecido circundante define o tipo invasivo ou metastatico do
carcinoma mamario (Figura 2), que também pode ter origem ductal ou lobular (Sharma et al,
2010; American Cancer Society, 2017).

O deslocamento das células cancerosas para outras partes do corpo depende do potencial
metastatico e do nivel de agressividade do tumor onde originalmente ele se desenvolveu.
Geralmente se deslocam através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico para 0s 0ssos,
pulmdes, cérebro e figado, e conforme as células cancerosas vao substituindo as normais, 0s
tecidos e oOrgdos invadidos vao perdendo suas funcbes (Wang et al, 2017). O nivel de
malignidade depende da quantidade e da condicdo de hormonios e promotores de crescimento
ao qual a neoplasia € dependente para se desenvolver. Existem trés principais biomarcadores

10



que definem o potencial de desenvolvimento e invasibilidade do cancer de mama: receptores
de estrégeno (ER), progesterona (PR) e do promotor de crescimento HER2. O resultado
(positivo ou negativo) do teste para essas proteinas sdo fundamentais para a decisdo do
tratamento mais promissor para a doenca. Usualmente, tumores testados como triplo-positivos
sdo tratados com drogas hormonais e drogas que possuem como alvo o promotor de crescimento
HER2. O céncer de mama diagnosticado como triplo-negativo ndo depende dessas proteinas
para sua proliferacdo. Logo, os tratamentos baseados em hormonioterapia e em quimioterapia,
que tem como alvo o HER2, ndo sdo eficazes. Esse subtipo de cancer de mama cresce e se
espalha mais rapidamente do que a maioria dos outros subtipos (American Cancer Society,
2017; Duffy et al, 2017).

Lobulo

Ldoula Normal

LoDulo preenchido
com células anormas
Celulas Amormais o
Ducio

Figura 1. Tipos mais frequentes de adenocarcinoma mamario humano. (A) Carcinoma ductal in situ
(CDIS). (B) carcinoma lobular in situ (CLIS). Adaptado de American Cancer Society, 2017.
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Figura 2. Processo de formacdo de metastase no organismo. A metastase ocorre quando as células
cancerosas invadem o tecido circundante ou migram para outras partes do corpo a partir da corrente sanguinea
ou do sistema linfatico. ABC do cancer, 2012.

4.2.LimitagOes no tratamento do cancer de mama

O tratamento para o cancer € uma variavel dependente de fatores tais como o tipo,
localizacgdo, nivel de estadiamento da doenca no organismo, além da condicao de saude e idade
do paciente. As modalidades terapéuticas comumente empregadas para o cancer de mama
consistem em tratamentos sistémicos tais como quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia
e tratamentos loco-regionais, como é o caso das cirurgias e radioterapia. A maioria desses
tratamentos séo projetados para matar diretamente ou para levar uma eventual morte das células
cancerosas privando-as por diversos mecanismos de sinais necessarios para a sua
sobrevivéncia; porém, se tornam menos eficazes quando a doenca ndo € detectada
precocemente (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Uma das grandes limitacGes na terapéutica sistémica contra o cancer de mama é a reducédo
dos efeitos adversos ocasionados pela alta toxicidade e baixa especificidade dos
guimioterapicos, que ndo se acumulam seletivamente no tecido tumoral e agem tanto nas células
tumorais quanto nas celulas sadias do organismo, resultando em perda de cabelo, nauseas,
fadiga e danos a qualidade de vida do paciente (Aslam et al, 2014). Além disso, uma das
caracteristicas do cancer € um aumento na instabilidade genética e nas taxas de mutagdo. Dessa
forma, podem existir no tumor, populacgdes de celulas cancerosas que sao sensiveis e outras que
podem desenvolver resisténcia ao tratamento (Weinberg, 2013). Quando expostas a um

quimioterapico, as celulas que sdo sensiveis aos efeitos da droga sdo mortas. Porém, aquelas
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que séo resistentes sobreviverédo e se multiplicardo, resultando em uma reincidéncia do tumor
e em um comprometimento da atividade quimioterapica em uma grande proporcao de células
tumorais resistentes (Weinberg, 2013; Chaves, 2017). Um exemplo desse fato € o que ocorre
na terapia com o paclitaxel (droga da familia dos taxanos) na linhagem celular triplo-negativa
de céncer de mama MDA-MB-231, que ¢ insensivel a apoptose induzida por este farmaco
(Flores et al, 2012).

No intuito de minimizar os fatores limitantes para o tratamento do cancer de mama,
cientistas buscam novas abordagens terapéuticas que sejam mais seletivas as células
cancerosas, tragam menos efeitos adversos a qualidade de vida do paciente e que eliminem ou
diminuam as chances de reincidéncia do tumor. Nesse cenario estdo envolvidos o uso de
complexos metalicos como agentes antitumorais, o0s sistemas de entrega (delivery) de farmaco
por nanoparticulas e o uso da terapia génica com microRNAs (Katsaros & Anagnostopolou,
2002; Azzawi, 2016; Weindan, 2017).

4.3. Citrato de Rédio

Baseando-se nos resultados obtidos da excelente atividade antitumoral e citostética da
cisplatina para o tratamento de carcinomas solidos, varios estudos foram feitos a fim de se
desenvolver compostos metalicos andlogos que apresentassem menor toxicidade sistémica no
organismo e, com isso, menor ocorréncia dos efeitos adversos e da quimioresisténcia
apresentada pelas células tumorais (Katsaros & Anagnostopolou, 2002; Rafique et al, 2010).

Dentre os compostos metalicos analogos a cisplatina, os carboxilatos de rédio (formula
geral [Rh2(0O2CR)4]), que foram inicialmente sintetizados e caracterizados na década de 1970,
se apresentam como um grupo altamente promissor por ja ter apresentado, em estudos pioneiros
in vivo e in vitro, elevada atividade citostatica e antitumoral em varios modelos de carcinoma,
entre eles, sarcoma 180 e P388, melanoma B16 e carcinoma ascitico de Ehrlich. Porém, a
elevada toxicidade e baixa solubilidade dos primeiros carboxilatos de rodio a terem seus efeitos
bioldgicos testados (da série acetato, butirato, propionato e pentanoato), impediu avancos em
testes clinicos. Na tentativa de diminuir o efeito citotoxico sistémico e o carater hidrofobico de
carboxilatos de rédio, o citrato de rédio (Figura 3) foi sintetizado a partir de estrategias adotadas
para a obtencdo desses complexos com ligantes mais hidrossoltveis como por exemplo o citrato

gue se mostrou promissor para a quimioterapia do cancer por apresentar uma menor toxicidade
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para as células normais, quando comparados aos outros compostos de rodio (Katsaros &
Anagnostopolou, 2002; Nunes, 2010)
Apesar da promissora atividade citotoxica e antitumoral apresentada pelo citrato de rodio,

poucos estudos tém sido realizados para explorar seu potencial e pouco se sabe sobre sua atividade

bioldgica no organismo. Estudos conduzidos por Carneiro (2011) mostraram que o tratamento com

citrato de rodio em células de adenocarcinoma mamario humano induziu uma reducao qualitativa

expressiva nos filamentos de actina (Figura 4). Estudos posteriores realizados por Chaves (2013 e

2017) mostraram que o citrato de rodio associado a nanoparticulas induz alterac6es morfoldgicas,

fragmentac&o e inibicdo da sintese de DNA, caracteristicas da apoptose celular.
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Figura 3. Estrutura molecular geral do citrato de rodio. Na representacdo pode ser
visualizada a coordenagdo com o centro dimetalico de rédio com os grupos (« e ) de
4cido citrico. Adaptado de Carneiro, 2011.
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Figura 4. Fragmentacdo nuclear e reducdo de filamentos de actina em células de adenocarcinoma
mamario (linhagem MCF-7) induzidas por citrato de rédio livre apos tratamento de 48 horas. As células
foram marcadas com os fluorocromos DAPI (4',6-diamidina-2-fenilindole) para visualizacdo do nucleo e com
o Faloidina-Alexa Fluor 488 para visualizacdo de actina. (A, B) Controle negativo (células sem tratamento);
(C, D) Células tratadas com 50 uM de citrato de rddio. (E, F) Células tratadas com 500 uM de citrato de rddio.
Setas e cabecas de setas indicam fragmentacdo nuclear e condensacdo da cromatina, respectivamente. A
reducdo dos filamentos de actina é representada por asteriscos (*). Adaptado de Carneiro, 2011.

4.4. Actina

A actina é a proteina globular mais abundante nas células dos mamiferos. Ela é responsavel
pela formacdo de pequenas estruturas citoplasmaticas filamentosas (microfilamentos) que
apresentam funcéo estrutural, de contracdo e de movimentacao celular. Codificada por genes
independentes, a actina € identificada em trés principais isoformas: a- actina, B-actina e y-actina;
sendo que -actina e y-actina coexistem como componentes do citoesqueleto e contribuem para
estabelecer a forma e a motilidade das células ndo-musculares dos eucariontes, enquanto a a-
actina esta presente em células musculares com fungéo contrétil (De Robertis, 2006).

A actina atua como via transportadora de organelas pelo citoplasma e desempenha funcGes
relevantes na dindmica celular tais como manutencdo da morfologia, mitose e regulacdo da
sinalizacdo para sobrevivéncia (Gourlay et al, 2005; De Robertis, 2006). Estudos mostram que
alteracdes na estrutura e organizacgdo da actina no citoesqueleto tem relacdo com eventos de

regulacao e diferenciacdo celular que podem desencadear a formacao de neoplasia e progressao
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da capacidade de invasdo das células cancerosas (metastase) no organismo (Rao e Cohen,
1991).

A organizacdo dos filamentos de actina é um processo dinamico de polimerizagéo e
despolimerizacdo que origina grandes alteracdes na estrutura de uma célula. Essa disposi¢édo
ndo estatica dos microfilamentos de actina e de outras estruturas de proteinas constituintes do
citoesqueleto da célula, tal como os microtibulos, € um fato em que se baseiam algumas drogas
antimitoticas no tratamento contra o cancer, dificultando a polimerizacdo dos monémeros e a
formacéo do fuso mitoético impedindo, assim, a divisdo celular (Rao e Cohen, 1991, Rang et al,
2011). Esse evento também é mediado por um amplo espectro de interacbes com proteinas da
matriz extracelular, membranas de superficie celular, enzimas citoplasmaticas e até mesmo o
nucleo da célula (Lodish et al, 2000). O fato dessas interacdes ocorrerem com proteinas que
regulam sinais de morte celular (apoptose), € um evento altamente promissor para ser utilizado

como alvo terapéutico para tratamento de cancer (Jordan & Wilson, 1998).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1.Condicdes de Cultura Celular

As duas linhagens celulares tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) utilizadas no presente
estudo, foram adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células saudaveis
epiteliais de mama foram cedidas pelo Laboratério de Morfologia da Universidade de Brasilia.
Todas as linhagens foram mantidas em frascos de cultura (totalmente fechados para a linhagem
MDA-MB-231) com meio de cultivo em incubadora imida a 37°C com 5% de CO». As células
de adenocarcinoma mamario humano das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram mantidas
respectivamente com meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (GIBCO™,
Carlsbad, CA, EUA.) e L-15 (Leibovitz) (Sigma®, St. Louis, MO, EUA), ambos suplementados
com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina, e 1mM de
piruvato (somente em RPMI), obtidos pela empresa GIBCO™. As células da linhagem MCF-
10A foram cultivadas em meio Dulbecos’s modified Eagle’s medium/Nutrient Mixture Ham's
F-12 (DMEM/F-12) na proporgéo de 1:1; suplementado com 10 ng/mL de fator de crescimento
epidermal humano (EFG) (Sigma®), 100 ng/mL de toxina colérica (Sigma®); 1 mg/mL de
insulina animal origin free (AOF) (GIBCO™), 500 ng/mL de hidrocortisona (Sigma®) e 10%
de soro fetal equino inativado (SFE) (Sigma®).

Para 0 acompanhamento da taxa de crescimento, as células foram visualizadas em
microscopio optico invertido (Axio Vert. Al, Zeiss). Cultivos celulares com mais de 70% de
confluéncia foram submetidos a passagens (repiques) para realizacdo dos experimentos. Assim,
os frascos com cultivo celular eram lavados com Phosphate-Buffered Saline (PBS 1x,
GIBCO™), e os repiques das células realizados por meio da acéo proteolitica de solugio 0,25%
de tripsina-EDTA (GIBCO™) com incubagcéo entre 3 a 7 minutos a 37°C. A seguir, a a¢io
enzimatica era neutralizada pela ressuspensao das células em meio de cultura. A quantificacdo
do ndmero de células para os experimentos foi realizada por meio de contagem direta em
Cémara de Neubauer, com auxilio do método de exclusdo pelo corante Azul de Tripan
(GIBCO™),
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5.2. Tratamento das células com Citrato de Rodio (CR) e Paclitaxel (PTX)

O complexo de Citrato de Rddio (CR) foi sintetizado e cedido pelo Instituto de Quimica
da Universidade Federal de Goias (UFG). O Paclitaxel (Accord Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), cedido pela farméacia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), foi escolhido como
controle positivo para o presente estudo por se tratar de um quimioterapico empregado na
terapéutica clinica de cancer de mama e também por apresentar mecanismo de agdo no
citoesqueleto celular. As concentracfes das solugdes estoques utilizadas no estudo foram de
18,8 mM para o CR e 7,0 mM para o PTX. Para ensaios de viabilidade celular por MTT, as
células foram semeadas (3x10° para MCF-7 ¢ MCF-10A, e 5x10° para MDA-MB-231) em
placas de 96 pocos e, para obtencdo de imagem da morfologia celular por microscépio éptico
invertido, as células foram semeadas (1x10°) em placas de 12 pogos. Apds 24h as trés linhagens
foram tratadas por 48 horas com 50, 150, 250, 500 e 750 uM de CR; 50 nM de PTX (controle
positivo) ou mantidas somente com meio de cultivo (controle negativo, células ndo tratadas).
Para ensaios de RT-qPCR, as células foram cultivadas em placas de seis pogos com densidade
inicial de 5x10° e ap6s 24 h foram tratadas com doses de 250 e 500 uM de CR ou mantidas em

meio de cultura por 48 h (n=3 para cada grupo experimental).

5.3.Ensaio de viabilidade celular por MTT e analise da morfologia celular por
microscopia
A viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-

2,5-difenil brometo de tetrazolina). Apos cada tratamento experimental, o meio de cultura de
cada poco foi substituido por uma solucao de meio contendo 0,5 mg/mL de MTT e mantido por
4 h a 37 °C. Em seguida, o0 meio com MTT foi removido e 200 uL. de DMSO (Sigma®) foram
adicionados a cada poco, para solubilizacdo dos cristais de formazan formados. A quantificacdo
dos cristais formados foi realizada em espectrofotdmetro (SpectraMax® M2, Molecular
Devices, California, EUA), calibrado para leitura no comprimento de onda de 595 nm. Todos
os ensaios foram realizados em triplicatas e os valores de absorbéancia obtidos foram
considerados proporcionais ao nimero de células viaveis ao final do experimento, normalizados
com o controle negativo e convertidos para percentual. Desta maneira, 0 grupo sem tratamento
(controle negativo) foi definido como 100% de viabilidade, para fins de comparacdo. Foi
utilizado um controle de DMSO (branco) em pogos sem células para descartar a possibilidade
de interferéncia desse reagente na anélise.

A analise da morfologia celular foi realizada apds tratamento com PTX (50nM) e CR

(250 e 500 uM) por 48 h e as imagens foram obtidas por meio de microscopio de luz invertido
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(Axio vert 100, Zeiss, Alemanha) com o auxilio do programa de captura de imagens AxioVision
LE.

5.4.Extracao e Quantificacdo de RNA total
A extracdo de RNA das células foi realizada através de pellet obtido das linhagens

celulares e utilizando o kit comercial MirVana™ (Ambion® by life technologies™, EUA), com
base nas instrucfes do fabricante e posteriormente estocadas a -20°C até 0 momento de uso. O
RNA foi quantificado por fluorimetria, utilizando-se o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, Califérnia, EUA) e kit de quantificacio para RNA total (Qubit® RNA BR Assay
Kit) (Molecular Probes® by life technologies™, EUA).

5.5.Transcricdo reversa (RT) para sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 100 ng de RNA total. Utilizou-se o sistema
de random primers do kit comercial GoScript™ Reverse Transcription System (Promega,
Wisconsin, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. Apos a transcri¢ao reversa, as amostras
de cDNA foram mantidas na temperatura de -20°C até 0 momento do ensaio de qPCR.

5.6.Amplificacdo e quantificacéo de y-actina por gPCR

Na reacdo de qPCR em tempo real (real time quantitative Polymerase Chain Reaction)

foram utilizados primers especificos para a sequéncia do RNA mensageiro (RNAmM) de y-actina
humano (ACTG-1) e primers para o controle enddgeno (house keep gene). Os primers forward
e reverse para y-actina foram 5-TCGCCGATCGCAATGGAAGAAG-3' e Anti-sense: 5'-
ACGCAGCTCATTGTAGAAGGTGTGG-3’, respectivamente (Sun, 2007) (Sigma®). Para o
gene enddgeno, utilizou-se como alvo o RNAm de glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), forward 5’-CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT-3’ e reverse 5’-
CCATGGTGTCTGAGCGATGT-3" (Shaverdashvili et al, 2015) (Sigma®). A reacdo foi
realizada em termociclador QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems by Thermo Fisher Scientific, California, USA). Os produtos de amplificagdo foram
detectados por meio do corante fluorescente intercalante Fast SYBR™ Green Master Mix
(Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. As condigdes experimentais da qPCR foram de 95°C por 5 minutos (desnaturagédo
inicial) seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 60 segundos (desnaturacao) e 60°C por 60 segundos
(anelamento e extensdo). Cada amostra foi realizada em triplicata e no ensaio também foi
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incluido um controle negativo (non-template control, NTC) para monitorar possivel
contaminacdo de primer e impedir resultados falso-positivos. O método de quantificagdo
relativa 222t (Figura 5), que € uma analise comparativa do material genético do alvo com um
controle interno normalizado com um gene de referéncia/controle enddgeno (housekeeping

gene), foi utilizado para expressar os efeitos do CR no conteddo do RNAm de y-actina.

AC,= AC,alvo - AC,referéncia
AAC,= AC,amostra - AC,controle

Expressdo Relativa = 2-44¢,

Figura 5. Férmula logaritmica de quantificacdo relativa pelo método 24¢t, O Ct é o ciclo onde a reagéo
cruza o limiar de deteccdo (threshold) que é o nivel de fluorescéncia onde a reagéo € detectada durante a fase
de exponencial como uma linha de comparacéo entre as amostras. O resultado dessa férmula demonstra quantas
vezes 0 gene de interesse foi mais ou menos expressado no tratamento do que no controle.

5.7.Anélise estatistica
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média e submetidos a analise de
variancia one-way (ANOVA), seguido do pds-teste de Tukey ou Student’s T-test, no programa
estatistico GraphPad Prism (versdo 7.0). Foi considerada diferenca estatistica quando p<0,05.
A expressdo relativa de Ct (threshold cycle) foi calculada pelo método logaritmo 2-44¢t
(expressdo relativa normalizada pelo controle endogeno GAPDH (ACt) e pela expressdo do

grupo nao tratado (NT) (AACt), considerado como 1,0 (100% de expressao).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1.Ensaio de viabilidade celular por MTT

O efeito citotoxico do CR foi proporcional ao aumento das doses e similar entre as
linhagens tumorais (Figura 6), especialmente acima de 500 uM. Contudo, observou-se distinta
sensibilidade ao CR entre as linhagens tumorais e a linhagem saudavel (MCF-10A). Foi
observado que somente doses acima de 500 uM de CR foram significativamente citotdxicas
para MCF-10A (Figura 7). O tratamento com PTX, farmaco comercialmente utilizado em
terapias para o cancer de mama avancado (metéstase) (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017), ndo induziu reducdo significativa na viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231
(célula triplo-negativa com maior capacidade metastatica em relacdo a MCF-7). Contudo, este
farmaco reduziu mais de 50% da viabilidade das células sadias do epitélio de mama (MCF-
10A), o que nos permite salientar a falta de especificidade deste quimioterapico, empregado
comercialmente, a determinados tipos de células tumorais e, consequentemente, a necessidade

de tratamentos alternativos, menos invasivos e mais eficazes no tratamento do cancer.

MCEF-7 MDA MB 231
1504

1504

1001

VIAHILIDADE CELULAR (%)
VIARILIDADF CEFLULAR (%)

IRATAMENTOS TRATAMENTOS

Figura 6. Viabilidade celular apds tratamento por 48 h com citrato de rodio (CR) e paclitaxel (PTX)
nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231. A viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT.
Os grupos experimentais foram analisados em triplicatas em, pelo menos, trés ensaios independentes. Os
resultados da viabilidade foram calculados com base no percentual dos valores de absorbancia observados
no grupo controle ndo tratado (NT). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média e
submetidos a andlise de variancia one-way (ANOVA), seguido do pds-teste de Tukey por meio do programa
GraphPad Prism (versdo 7.0). *p<0,05 comparados ao controle ndo-tratado.
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Figura 7. Viabilidade celular apés tratamento por 48h com citrato de rédio (CR) e paclitaxel (PTX) na
linhagem n&o-tumoral (MCF-10A). A viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. Os grupos
experimentais foram analisados em triplicatas em, pelo menos, trés ensaios independentes. Os resultados da
viabilidade foram calculados com base no percentual dos valores de absorbancia observados no grupo controle
ndo tratado (NT). Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média e submetidos a anélise de
variancia one-way (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey por meio do programa GraphPad Prism (verséo
7.0). *p<0,05 comparados ao controle ndo-tratado.

6.2.Analise da morfologia celular

Os tratamentos com CR (250 e 500 uM) e PTX (50 nM) foram capazes de produzir
alteragBes morfoldgicas pronunciadas nas trés linhagens celulares estudadas ap6s 48 horas de
tratamento. As alteracGes notadas sdo peculiares a citotoxicidade: reducdo do tamanho das
células, morfologia arredondada, presenca de vacuolos, auséncia de pontos de adesédo focal e
uma reducdo do namero de células aderidas a superficie da placa (Figura 8 e 9).

Normalmente, alteragbes no citoesqueleto podem estar associadas a processos
apoptéticos em células eucaridticas. A apoptose € um evento de morte celular almejado na
prospeccdo de quimioterapicos visto que nao desencadeia processos inflamatorios como € o
caso da necrose (RONINSON et al., 2001).
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Figura 8. Alteragdes morfoldgicas em células das linhagens MFC-7 e MDA-MB-231 ap6s 48 horas de
tratamento com citrato de rédio (CR) e paclitaxel (PTX). As Células foram tratadas com concentragdo de
250 e 500 uM de CR, 50 nM de PTX, ou nio tratadas. Legenda: células com morfologia normal (seta),
arredondadas (cabecas de setas), células inviaveis em suspensdo (letra x), formagdo de vacuolos (asterisco),
apos tratamento com os compostos. As imagens foram obtidas por meio de microscépio de luz invertido. Barra

de referéncia: 100 pm.

NAO-TRATADO CR 250 yM CR 500 uM PTX 50 nM

MCF-

Figura 9. Alteracdes morfoldgicas em células da linhagem MFC-10A apo6s 48 horas de tratamento com
citrato de rodio (CR) e paclitaxel (PTX). As Células foram tratadas com concentragdo de 250 e 500 pM de
CR, 50 nM de PTX, ou ndo tratadas. Legenda: células com morfologia normal (seta), arredondadas (cabecas
de setas), células inviaveis em suspenséo (letra x), formac&o de vacutolos (asterisco), apds tratamento com os
compostos. As imagens foram obtidas por meio de microscopio de luz invertido. Barra de referéncia: 100 pm.

6.3.Andlise da expressdo relativa de y-actina induzida por Citrato de Rodio
Foi feito um ensaio piloto (n=3) de qPCR para analise da quantificagdo relativa de y-
actina induzida por CR nas doses de 250 e 500 uM. Para linhagem tumoral MCF-7 e para a
linhagem sadia do epitélio de mama MCF-10A, apesar de apresentarem tendéncia na reducédo
da expressao de y-actina, ndo foi possivel obter dados conclusivos em virtude da ocorréncia de

variagdes no controle enddgeno observadas entre os tratamentos.
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Notou-se na linhagem tumoral triplo-negativa, MDA-MB-231, (anélises realizadas com
n=3) diminuicao de 0,8 (x 0,07) e 0,6 (+ 0,02) no contetido de y-actina em relacdo as doses de
250 e 500 uM de CR. Apesar da reducéo da expressao génica néo ter sido significativa entre os
tratamentos (p=0,12), acredita-se que a reducdo apresentada na expressao relativa de y-actina
tem relevancia bioldgica e que hd uma tendéncia de efeito dose-dependente (Figura 10).

Estudos recentes mostram que Vérias proteinas importantes que medeiam as vias de
sinalizacdo e que ligam os sinais migratorios ao citoesqueleto de actina estdo reguladas
positivamente (super expressas) em varios tipos de células cancerosas metastaticas ('Yamaguchi
& Condeelis, 2007). A diminuicdo apresentada na expressdo de y-actina pode ser um fator
desfavoravel para que essas interagdes ocorram e por isso é evento altamente promissor para

ser utilizado como alvo terapéutico para tratamento de cancer.
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Figura 10. Expresséo relativa de y-actina pelo método gPCR em tempo real em células tumorais da
linhagem MDA-MB-231. A expressdo foi normalizada pelo controle endégeno GAPDH (ACt) e pela
expressdo do grupo ndo tratado (NT) (AACY), arbitrariamente considerado como 1,0 (100% de expressdo).
Quantificacdo relativa de Ct (threshold cycle) calculada pelo método 2-AACt. n=3, p=0,12, Student’s T-test
(CR 250 uM versus CR 500 pM).

Para um melhor entendimento dos resultados e precisao estatistica da expresséo relativa
de y-actina nas trés linhagens investigadas no presente estudo, se faz necessaria a repeticdo dos
ensaios para confirmagéo dos resultados obtidos na linhagem MDA-MB-231, bem como um

maior nimero amostral (n>6) para atestar o efeito dose-dependente entre os tratamentos.

Também serd importante uma melhor investigacdo para escolha de outro controle enddgeno
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(house keep gene) para normalizacdo da expressdo de y-actina, uma vez que 0 controle
enddgeno utilizado (GAPDH) apresentou instabilidade nas linhagens MCF-7 e MCF-10A.

7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

O CR induziu citotoxicidade distinta e de maneira dose-dependente entre as
linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) e a linhagem saudavel (MCF-10A).
A linhagem MCF-7 se apresentou mais sensivel ao tratamento, com reducdo
significativa de viabilidade a partir de 50 pM. Somente doses acima de 500 uM de
CR foram significativamente citotdxicas para a linhagem MCF-10A.

O CR induziu alteragbes morfoldgicas em cultura de células de adenocarcinoma
mamario humano (MCF-7 e MDA-MB-231) e em células sadias do epitélio da
mama (MCF-10A). Os aspectos morfologicos caracteristicos de eventos associados
a apoptose celular, corroboram com o efeito citotoxico do CR visto em estudos
anteriores.

O CR induziu reducéo da expressao de y-actina na linhagem tumoral triplo-negativa
MDA-MB-231. Apesar da reducdo da expressao génica nédo ter sido significativa
entre os tratamentos, acredita-se que hd uma tendéncia de efeito dose-dependente e
que a inducdo negativa do CR & expressdo y-actina tem relevancia bioldgica no

processo de citotoxicidade ocasionado por este composto.

Os resultados do atual estudo foram de fundamental importancia para se estabelecer

uma correlacdo entre o efeito citotoxico do CR e sua atuacao sobre os filamentos de actina. Os

efeitos associados a uma modula¢do negativa da y-actina nos ensaios iniciais de RT-qPCR

corroboram com a hipotese inicial de que as alteracfes expressivas na morfologia da actina,

notada em estudos prévios (Carneiro et al, 2011), deve estar associada com a reducgédo na sua

expressao génica nas linhagens investigadas.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesta pesquisa nos conduzirdo a estabelecer novas abordagens e
perspectivas de investigacdo relacionadas a dindmica de regulacdo da despolimerizacdo da
actina mediada por outras proteinas citosolicas, visto que as células que receberam tratamento
apresentaram uma morfologia alterada, evidenciando a interferéncia que o CR tem no
citoesqueleto das células.

Uma vez que coexiste no citoesqueleto dos eucariontes, estudos sobre a analise da
expressdo génica de B-actina e também da sintese de y-actina e B-actina induzidos por CR
deverdo também ser considerados. Além disso, é importante avaliar a atividade da expressao
de microRNAs envolvidos no processo de despolimerizagéo da actina, bem como desenvolver
ferramentas biotecnologicas como o uso de miméticos e antagonistas da expressdo destas
moléculas e, com isso, aumentar a eficacia da quimioterapia com CR. Todos 0s pontos aqui
levantados séo parte da continuidade deste trabalho e j& estdo sendo realizados pelo nosso grupo

de pesquisa.
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