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RESUMO

O citrato de rodio (RhCit) ¢ um complexo metalico que apresentou atividade citotoxica e antitumoral em linhagens
de cancer de mama sem induzir toxicidade sistémica in vivo. No ramo da nanotecnologia, a maghemita, mostrou
efeito antitumoral em estudos in vivo e esse foi aumentado através de sua associacdo com citrato de rédio (RhCit-
MGH) em células de cancer de mama. Na interferéncia de RNA (RNAi), os microRNAs tém sido bastante
estudados no céncer, em especial o0 miR-34a, um supressor tumoral que se encontra silenciado em diversos canceres
e mostrou elevado potencial para inibir a invasdo, migragdo e metastase do cancer de mama. Neste estudo, avaliamos
os efeitos de RhCit e RhCit-MGH sobre a morfologia de células de cancer de mama (MCF-7 ¢ MDA-MB-231) e
saudaveis (MFC-10A) por microscopia optica, efeito de RhCit sobre a modulagio do nivel de miR-34a por RT-qPCR
e efeito citotoxico da associagdo de miR-34a com RhCit-MGH por fluorimetria. Observou-se que os tratamentos
com RhCit e RhCit-MGH induziram alteragoes morfologicas nas doses de 50 e 250 pM, especialmente em células de
carcinoma mamario humano. Adicionalmente, foi demonstrado que a expressdo de miR-34a manteve-se inalterada
apos tratamento com RhCit nas linhagens tumorais e que RhCit-MGH e a associagdo de miR-34a a RhCit-MGH
induziram citotoxicidade & linhagem tumoral MDA-MB-231 e a linhagem sauddvel MCF-10A, enquanto que a
linhagem tumoral MCF-7 apresentou resisténcia aos tratamentos. Este trabalho trata-se de uma proposta inovadora
(nanotecnologia e RNAi) que apresenta relevante potencial biotecnolégico na terapéutica do cancer de mama,
necessitando de mais estudos para melhor compreender os efeitos de RhCit e RhCit-MGH sobre o miR-34a.

Palavras-chave: Cancer de mama, Citrato de Rddio, Nanotecnologia, Interferéncia de RNA, MiR-34a.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca que tem como caracteristica principal o crescimento
desordenado de células que sofreram uma alteracdo no seu DNA. A doenca ¢ um dos problemas
mais complexos que o sistema de satude brasileiro enfrenta, visto que pelo menos um ter¢o dos
novos casos que ocorrem no mundo anualmente poderia ser evitado (INCA, 2017). Numa
estimativa realizada em 2012, o cancer de mama foi o segundo mais incidente no mundo,
representando 25,2% dos casos (1,7 milhdo) e apresentou taxa de mortalidade um terco menor
que a taxa de incidéncia (522 mil 6bitos). Para o biénio 2018-2019 estima-se que havera quase 60
mil novos casos de cancer de mama por ano no Brasil (INCA, 2017).

Atualmente, as principais estratégias terapéuticas para esta enfermidade sdo cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, terapia direcionada e imunoterapia. Porém, todas causam efeitos
adversos nos pacientes em decorréncia da toxicidade sistémica (BERGMANN et al., 2000).
Levando em consideragao a incidéncia do cancer de mama e os efeitos que os tratamentos
provocam, faz-se necessario realizar acdes de prevengdo e controle da doenca por meio do
desenvolvimento de tecnologias nesta area.

Dentre alguns compostos metdlicos com potencial para uso na quimioterapia, o0s
carboxilatos de rdédio apresentaram significativa atividade citotoxica nos tumores L1210,
carcinoma de ascite de Ehrlich, sarcoma 180 e P388 e¢ melanoma B16 (KATSAROS E
ANAGNOSTOPOULOU, 2002). Nosso grupo tem demonstrado os efeitos citotoxico e
antitumoral de citrato de rdédio livre (RhCit) e associado a nanoparticulas de maghemita (RhCit-
MGH) em células de carcinoma mamario in vitro ¢ in vivo (CARNEIRO et al., 2011,
CARNEIRO et al., 2013; CHAVES et al., 2015). Sobretudo, foi notado que o composto
associado a nanoparticulas, RhCit-MGH, induziu maior citotoxicidade em células de carcinoma
mamario do que em células ndo tumorais, bem como apresentou uma eficiéncia citotoxica cerca
de cinco vezes maior em relagdo ao complexo livre. Em relagdo aos estudos in vitro foi
demonstrado que o citrato de rodio induz células das linhagens MCF-7 e 4T1 a apoptose, ja que
provocaram alteracdes morfologicas como fragmentagdo nuclear, bolhas de membrana e
exposicao a fosfatidilserina, condensacdo mitocondrial, aumento do ntimero de vacuolos e
reducdo dos filamentos de actina (CARNEIRO et al. 2011).

Hé evidéncias de que a despolimerizagdo da actina ¢ mediada por uma variedade de
proteinas que regulam sinais para apoptose e metdstase, o que a torna um importante alvo
terapéutico. A dinamica de polimerizagdo e despolimerizacdo da actina pode envolver
mecanismos regulatorios de expressdo génica bem como da transcrigdo de microRNAs
(miRNAs), que sao RNAs curtos, ndo-codantes e que regulam a expressao de genes alvos a nivel
pos-transcricional. Como células de cAncer mamario apresentam padrdes aberrantes na expressao
de miRNAs, o conhecimento sobre a biologia tumoral e a regulacdo de miRNAs também tém
revelado claro potencial terapéutico no campo da interferéncia de RNA (RNAi) (MELO E
ESTELLER, 2010; ZHANG E MA, 2011). Geralmente, a disfungdo da expressao de miRNAs
estd associada a regulacdo de genes-alvo relacionados tanto na transformagdo oncogénica como
na supressao tumoral. Portanto, o emprego de oligonucleotideos sintéticos exdgenos que
mimetizem miRNAs supressores de tumor ou inibidores de oncogenes pode ser utilizado
estrategicamente visando tratamento de cancer (IORIO et al., 2011; KRELL et al., 2012).

Neste contexto, estratégias experimentais permitem modificar o conteudo de
determinado miRNA de acordo com o estudo em questdo. Assim, o processo de RNAi1 pode ser



realizado mediante o uso de moléculas curtas de RNA sintético que irdo atuar de maneira
semelhante aos miRNAs de ocorréncia natural, uma vez que miRNAs se ligam aos mRNAs
alvos, suprimindo ou estimulando a tradugdo de proteinas na célula (DAVIDSON E MCCRAY,
2011). Dentre varios miRNAs de interesse na oncologia, o0 miR-34a (da familia de miRNAs
supressores de tumor) € considerado um mediador critico de p53 (gene supressor de tumor), uma
vez que esta relacionado com a sintese da proteina em questdo e subsequente inducao de apoptose
(CHO, 2011; MISSO et al., 2014).

Visto que o cancer de mama possui alta incidéncia e tratamentos pouco especificos, este
trabalho buscou alternativas mais direcionadas, trazendo uma proposta inovadora (associagdo de
quimioterapia e terapia génica) que apresenta relevante potencial biotecnologico na terapéutica
para este tipo de cancer.



2. OBJETIVOS
2.1.0Dbjetivo geral:

Avaliar se os tratamentos com RhCit ¢ RhCit-MGH, em associacao com mimic de miR-
34a, induzem alteracdes na expressdo génica de mir-34a e na viabilidade de células de carcinoma
mamario (MCF-7 e MDA-MB-231) e epiteliais da mama normais (MCF-10A).

2.2.0bjetivos especificos:

e Analisar se RhCit e RhCit-MGH alteram a morfologia celular das linhagens celulares de
carcinoma mamario (MCF-7 ¢ MDA-MB-231) e normais (MCF-10A) por meio de
microscopia optica;

e Analisar se RhCit afeta a expressdo de miR-34a em células de carcinoma mamario
MCF-7 e MDA-MB-231 por meio de RT-qPCR;

e Avaliar se a associagdo de mimics de miR-34a com RhCit-MGH altera a viabilidade
celular por meio de ensaio de espectrofotometria utilizando alamarBlue™.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1.Cancer de Mama

O cancer de mama ¢ uma doenga de alta incidéncia (figura 1), sendo o mais comum que
acomete mulheres no Brasil e no mundo (exceto cancer de pele ndo-melanoma) representando
29,5% do total de novos casos por ano no Brasil. Para o ano de 2018 o INCA estima 59.700
novos casos deste tipo de cancer (INCA, 2017).

Localizacao Primaria Casos
Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%

Colon e Reto 18.980 9,4%
Colo do Utero 16.370 8,1%
Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%
Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Estémago 7.750 3,8%
Corpo do Utero 6.600 3,3%
Qvario 6.150 3,0%
Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1: Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, exceto
pele ndo melanoma. INCA, 2017.

Mulheres acima dos 50 anos sdo mais propensas a desenvolver a doenca, sendo o
envelhecimento o seu principal fator de risco. Ainda ha fatores relacionados a vida reprodutiva da
mulher como menarca precoce, menopausa tardia, primeira gravidez acima dos 30 anos,
predisposicdo genética, ndo ter tido filhos, uso de anticoncepcionais orais e¢ de terapia de
reposi¢do hormonal (INCA, 2017; BELLINI et al., 2017; ZAIDI et al., 2018). Ainda, a ingestdo
de bebida alcdolica, sobrepeso, exposicao a radiacao e obesidade apds a menopausa representam
outros importantes fatores de risco na patogenia do cancer de mama (INCA, 2017).

Hé diversos tipos de cancer de mama classificados de acordo com o crescimento celular,
sendo que os tipos mais comuns sdo carcinoma ductal in sifu, carcinoma ductal invasivo e
carcinoma lobular invasivo. A maioria dos canceres de mama ¢ carcinoma, tumores que
comecam nas células epiteliais, as quais revestem oOrgdos e tecidos. Existe ainda o
adenocarcinoma, um carcinoma que comeca em células que compdem o tecido glandular. No
caso do adenocarcinoma mamadrio, o tumor tem inicio nas glandulas produtoras de leite. Os
carcinomas sdo ainda descritos conforme sua extensdo. Cancros localizados sao chamados de in
situ e os que se espalham para tecidos circundantes da mama sdo chamados invasivos e, portanto,
potencialmente metastatico (figura 2) (AMERCIAN CANCER SOCIETY, 2018).
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Figura 2: Tipos mais frequentes de adenocarcinoma mamario humano. (A) Carcinoma ductal in situ (CDIS). (B)
Carcinoma lobular in situ (CLIS). Adaptado de American Cancer Society, 2018.

Célula geneticamente
alterada

Displasia Cancer in situ Céncer invasivo

sanguineo

Figura 3: Tipos de crescimento celular. Fonte: ABC do Cancer, 2017.

Para tratamento, prevencdo e expectativa de recidiva deste tipo de cancer ¢ feita uma
classificagdo molecular, de acordo com a presenca de receptores de hormonios presentes em suas
c€lulas. Assim, o cancer de mama ¢ classificado como ER-positivo para cancer que possui
receptor de estrogénio (ER); EP-positivo para o que possui receptor de progesterona (PR) e
HER2-positivo quando expressa o receptor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2).
O cancer que nao possui nenhum desses receptores ¢ denominado cancer de mama triplo-
negativo. A expressdo e as atividades biologicas desses receptores ligados a membrana
desempenham papel importante na iniciagdo e progressao do cancer de mama (ABDEL-FATAH
etal.,2017; ZAIDI et al., 2018; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
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3.2.Estratégias terapéuticas para o cancer de mama e suas limitagoes

O tratamento para o cancer de mama ¢ definido de acordo com o seu tipo e estagio em
que se encontra. Quanto mais cedo for diagnosticado, melhor serd o resultado do tratamento.
Atualmente, existem diversas terapias para essa doenca podendo ser cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, hormonioterapia ou a combinagdo entre elas. Porém, essas terapias possuem
limitagdes em seu uso e eficacia relativa. Cirurgia e radioterapia sdo tratamentos locais e
geralmente utilizados para tratar o cancer em estdgios iniciais, enquanto a quimioterapia ¢ um
tratamento sistémico em que se utiliza drogas ou hormonios (hormonioterapia) para conter o
crescimento das células tumorais em casos mais avancados (ISRAEL et al., 2018).

Dentre as limitacdes terap€uticas encontradas nestas modalidades destaca-se (1)
possibilidade de reaparecimento do tumor (BELKACEMI et al., 2018) nos casos cirurgicos; (2)
efeitos adversos como dano fisico, inchaco de membros, vomitos e redu¢do da imunidade (XUE
et al., 2018) no caso da radioterapia ¢ (3) infecgdo, febre, anemia, nausea, diarreia, desidratagao,
entre outros no caso de quimioterapia (HASSETT ez al., 2006).

3.3.Citrato de rodio

Carboxilatos de rédio possuem capacidade de desemparelhar bases nitrogenadas de
DNA, inibindo sua sintese (JUNICKE et al., 2003). Esta classe de complexos metalicos apresenta
atividade antitumoral em leucemia linfocitica P388, carcinoma oral, melanoma L1210 e¢ B16,
carcinoma mamario MCa e carcinoma pulmonar de Lewis (KATSAROS E
ANAGNOSTOPOULOU, 2002) e, ainda, citotdxica e citostatica em tumor ascitico de Ehrlich,
MCF-7 e 4T1 (ZYNGIER et. al., 1989, CARNEIRO et al., 2011).

O citrato de rodio (RhCit) ¢ um complexo metalico da familia dos carboxilatos de rédio
e mostrou-se citotoxico as linhagens celulares de carcinoma mamario (MCF-7 e 4T1) e a
linhagem celular normal da mama (MCF-10A) em estudos in vitro (CARNEIRO et al., 2011).
No estudo conduzido por Carneiro e colaboradores (2011) foi demonstrado que este complexo
induz alteragdes morfoldgicas em linhagens celulares tumorais de mama (MCF-7 e 4T1) que
podem estar associadas a eventos apoptoticos. Além disso, foi observado, em estudos in vivo, que
RhCit apresentou efeito antitumoral sem induzir significativa toxicidade sistémica (CARNEIRO
etal., 2013).

3.4.Nanoparticulas de maghemita

A nanotecnologia, um campo que abrange a criacdo e estudo de materiais em escala
nanométrica, tem sido bastante utilizada em areas como medicina, biotecnologia e setor agricola
(LIU et al., 2018) e ainda mostra potencial para entrega controlada de drogas (KALIMUTHU et
al., 2018) e deteccao e entrega de miRNA (CHAUDHARY; JANGRA; YADAYV, 2018).

Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro podem ser aplicadas no campo biomédico
para diagnostico, entrega de droga, purificagdo celular, entre outros. A combinagdo dessas
diversas propriedades juntamente com um campo magnético pode proporcionar melhor entrega
de medicamentos visto que, em ensaios in vitro, as células mostraram melhor absor¢do dessas
nanoparticulas sob influéncia de um campo magnético (JUNEJA E ROY, 2018).

A maghemita, uma nanoparticula magnética de o6xido de ferro, mostrou efeito
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antitumoral em estudos in vivo ¢ teve seu efeito aumentado através de sua associacao do citrato
de rodio (CARNEIRO et al., 2013; ROCHA et al., 2017) e esse composto foi melhor captado por
c€lulas de cancer de mama do que em células normais (CHAVES et al., 2017).

3.5.Interferéncia de RNA

A interferéncia de RNA (RNAi), processo pelo qual RNAs curtos inibem,
especificamente, a expressdo de determinados genes a nivel pds-transcricional sofreu grandes
avangos dez anos apds Fire e Melo ganharem o Prémio Nobel pela descoberta de silenciamento
génico através de RNAs de dupla fita (GONDI E RAO, 2009; TIEMANN E ROSSI, 2009;
TITZE-DE-ALMEIDA E DAVID E TITZE-DE-ALMEIDA, 2017). RNAi possui duas vias
biologicas: siRNA e miRNA (figura 4).

Na via siRNA (short ou small-interfering), moléculas de RNA de cadeia dupla (dsRNA)
de patogenos ou genes celulares infectantes sdo processadas por uma enzima ribonuclease Dicer,
que interage com TRBP e PACT, formando dsRNA curto com 22 nucleotideos. SiRNAs
sintéticos também podem ser introduzidos nas células. Independentemente da sua origem, os
siRNAs sdo incorporados em um complexo de proteinas: complexo silenciador induzido por
RNA (RISC). A endonuclease Argonaute 2 (AGO) remove o filamento de sentido ("sense") do
siRNA, permitindo que a cadeia antisense ou guia se ligue a sequéncias totalmente
complementares na regido de codificagdo de mRNA (CDS) provocando o silenciamento génico
através da clivagem do RNA mensageiro (mRNA). Em resumo, os siRNAs conduzem o RISC
ativo ao RNA especifico para clivagem pela enzima AGO (TITZE-DE-ALMEIDA E DAVID E
TITZE-DE-ALMEIDA, 2017).

A via de miRNA (microRNA) realiza o silenciamento génico através da queda da
tradug¢do e/ou estabilidade do mRNA por meio de pareamento parcialmente complementar ao
mRNA. MicroRNAs sdo codificados por genes presentes no DNA de mamiferos. No nucleo, a
RNA polimerase II (Pol II) transcreve genes de miRNA em sequéncias longas de RNA de
centenas de nucleotideos. Transcrigdes geram uma forma peculiar de um hairpin (gancho de
cabelo). Cada hairpin ¢ um duplex de 70 ribonucleotideos parcialmente complementares que
termina com uma curta sequéncia nao complementar (loop). O miRNA ¢ processado ainda no
nucleo da célula onde ¢ revestido de 7-metil-guanosina (m7G) na extremidade 5' e poliadenilado
na extremidade 3', formando o miRNA primario (Pri-miRNA). As enzimas Drosha e DGCRS
clivam sequéncias de RNA fora do hairpin para formar o precursor do miRNA (Pre-miRNA),
exportado para o citoplasma por Exportin 5. A enzima Dicer processa o Pre-miRNA em um
miRNA com 18- 25 nucleotideos. O duplex de miRNA associa-se ao RISC (miRISC), a cadeia de
sentido ¢ removida e a fita guia liga sequéncias complementares nos mRNAs alvos. A diferenca
com o siRNA ¢ que miRNAs se ligam a varios mRNAs com pareamento parcialmente
complementar, e as sequéncias-alvo sdo colocadas na regido 3'-UTR. A auséncia de uma
complementaridade completa entre as seqiiéncias de miRNA e mRNA compromete a atividade
da endonuclease AGO. Em consequéncia, o efeito ¢ uma repressao translacional ou degradacao
de mRNA em vez de clivagem de mRNA por AGO. Os miRNAs sintéticos (miRNA mimic) ou
sequéncias antisense que inibem miRNAs especificos (AntimiR) servem para modular
artificialmente o contetdo de miRNA (TITZE-DE-ALMEIDA E DAVID E TITZE-DE-
ALMEIDA, 2017).

12



Palll
Pri-miRNa

®—
m™G
Pre-miRNA
nucleo .
citoplasma
b via miRNA
a via siRNA Dicer m
PACT
TREF
Dicar
W T, T miRNA =
SiftNA \ -
RN - £
siRNA miRMNA maduro \
_— mIRISC
T k.
RNAM (@ s 3084 RNAM .—:l'—-‘:— it
— <05 FL.UTR

) 2z e

Figura 4: As vias de RNAI. (a) via de siRNA. Moléculas de RNA de cadeia dupla sdo processadas por Dicer, que
interage com TRBP ¢ PACT, formando dsRNA curto. SiRNAs sintéticos podem ser introduzidos nas células (caixa
vermelha). SIRNAs serdo incorporados ao complexo RISC. A endonuclease Argonaute 2 (AGO) remove o filamento
de sentido ("sense") do siRNA, permitindo que a cadeia antisense ou guia se ligue completamente na regido codante
do mRNA (CDS). Em resumo, os siRNAs conduzem o RISC ativo ao mRNA especifico para clivagem pela enzima
AGO. (b) via miRNA. MicroRNAs (miRNA) s3o codificados por genes presentes no DNA de mamiferos. A RNA
polimerase II (Pol II, em marrom) transcrevera genes de miRNA, gerando uma forma peculiar de um hairpin. O
miRNA ¢ processado no nucleo da célula, formando o miRNA primario (Pri-miRNA). As enzimas Drosha e DGCRS
clivam as sequéncias fora do hairpin formando Pre-miRNA, que ¢ exportado para o citoplasma por Exportin 5. A
enzima Dicer processa o Pre-miRNA em um miRNA. O duplex de miRNA associa-se ao RISC (miRISC), a cadeia
de sentido ¢ removida e a fita guia liga parcialmente a sequéncias complementares nos mRNAs alvo causando uma
repressdo translacional ou degradagdo de mRNA. Os miRNAs sintéticos (miRNA mimic) ou sequéncias antisense
que inibem miRNAs especificos (4ntimiR) modulam artificialmente o contetido de miRNA (caixas de laranja).
Fonte: Adaptado de TITZE-DE-ALMEIDA, DAVID E TITZE-DE-ALMEIDA (2017).
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MicroRNAs (miRNA) sao RNAs curtos, ndo-codantes, de 21 a 23 nucleotideos, que
atuam a nivel pos-transcricional, ligando-se parcialmente a regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) de
mRNAs alvos, impedindo assim a tradugdo. Desta forma, um unico miRNA pode regular
centenas de RNAs mensageiros (FIRE et al., 1998; KONG et al., 2012).

Células de cancer mamario apresentam disfun¢ao na expressao de microRNAs (miRNA)
e isto esta associado a regulacdo de genes alvos tanto na transformagdo oncogénica como na
supressao tumoral (MELO E ESTELLER, 2010; TANG, AHMAD E SARKAR, 2012), visto que
os miRNAs podem controlar vérias fungdes celulares tais como apoptose (SHARMA et al.,
2016), metastase, migragao e invasao celular (HASHEMI et al., 2018).

O miR-34a ¢ um membro da familia miR-34. Os genes dessa familia sdo induzidos pela
proteina pro-apoptotica pS3 e provocam apoptose, senescéncia e parada no ciclo celular, eventos
relacionados a supressdo tumoral. Por exemplo, este miRNA encontra-se silenciado nos canceres
de melanoma, pulmao, célon, rim, bexiga, pancreas e também de mama (linhagem MCF-7)
(LODYGIN et al., 2008).

Recentemente, foi demonstrado que miR-34a associado ao Docetaxel com uso de
nanocarreadores mostrou elevado potencial in vitro para inibir a migragdo celular e induzir
citotoxicidade e apoptose em células de cancer de mama 4T1 e A549, sendo identificado Bcl-2
como seu alvo. In vivo inibiu crescimento tumoral e metastase em camundongos portadores de
tumor 4T1 (ZHANG et al., 2017).

- -a -- - ug uu - a -guga a
5' ggcc gc ugug ag uuucu ggcagugu cuu gcugguuguu c
N R A R RN AR R A AR AR N
3' ccgg ug gcac uc gaaga ccgucaua gaa cgacuaacga ug u
C gg uu g gu uc u - aggaa a

a

Figura 5: Hairpin de miR-34a. Fonte: miRBase.

No ramo da nanotecnologia RhCit-MGH mostrou-se promissor para o tratamento do
cancer de mama, enquanto que em RNAi o miR-34a apresentou papel de supressor tumoral. Em
virtude da alta incidéncia do cancer de mama ¢ das limitagdes dos tratamentos, buscou-se
investigar os efeitos da associa¢ao dessas duas tecnologias: a nanotecnologia ¢ a RNAI.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.Cultura e manutencao das células

As duas linhagens celulares tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) e a linhagem de células
saudaveis epiteliais de mama (MCF-10A) foram adquiridas no Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ). Todas as linhagens foram mantidas em frascos de cultura (totalmente fechados
para a linhagem MDA-MB-231) com meio de cultivo em incubadora iimida 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 1 mM de piruvato (somente em RPMI), obtidos pela empresa GIBCO™. As
células da linhagem MCF-10A foram cultivadas em meio
Dulbecos’smodifiedEagle’smedium/NutrientMixtureHam’s F-12 (DMEM/F-12) na proporg¢ao 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®).

O crescimento das células foi acompanhado visualizando-as em microscopio Optico
invertido (AxioVert. Al, Zeiss). As passagens (repiques) foram feitas quando as células atingiam
confluéncia de aproximadamente 70% no frasco de cultura. As células eram entdo semeadas em
densidade inicial de cerca de 30% da confluéncia, repicadas duas vezes por semana e mantidas
em incubadora imida até atingirem um numero suficiente para os experimentos. Os frascos com
cultivo celular eram lavados com Phosphate-Buffered Saline (PBS 1x, GIBCO™) e os repiques
realizados por meio da agdo proteolitica de solucdo 0,25% de tripsina-EDTA (GIBCO™) com
incubagdo entre 3 ¢ 7 minutos a 37°C. A seguir, a acdo proteolitica era neutralizada pela
ressuspensdo das células em meio de cultura com soro. O numero de células para os
experimentos era estimado por meio de contagem direta em camara de Neubauer e utilizava-se o
método de exclusdo por azul de Tripan (GIBCO™) para distin¢do de células viaveis.
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Figura 6: Linhagem tumoral MCF-7. Fonte: ATCC.
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Figura 7: Linhagem tumoral MDA-MB-231. Fonte: ATCC.
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Figura 8: Linhagem nédo tumoral MCF-10A. Fonte: ATCC

4.2.Tratamento das Células

O complexo de citrato de rodio livre (RhCit) e associado a nanoparticulas de maghemita
(RhCit-MGH) foram sintetizados e cedidos pelo Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Goias (UFG).

Para os ensaios de morfologia celular, as células foram semeadas em placas de 24 pocos
(1,4 x 10* /em?) e tratadas com RhCit ou RhCit-MGH nas doses de 50 ou 250 pM, ou mantidas
apenas em meio de cultura por 48 horas. Para ensaios de RT-qPCR as células foram semeadas em
placas de 6 pocos com densidade inicial de 5 x 10° e 24 horas depois tratadas com RhCit na dose
de 250 uM. Apos os tratamentos, as células foram mantidas em incubadora imida por 48 horas.

Para ensaios de viabilidade celular, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a
uma densidade de 5 x 10? células por poco e, 24 horas depois, realizou-se a transfec¢do de mimics
de miR-34a. Apos 24 horas, as células foram tratadas com RhCit-MGH na dose de 250 uM e
incubadas por 48 horas.

4.3.Ensaio de morfologia celular

Apos os tratamentos com RhCit e RhCit-MGH (50 e 250 uM) por 48 horas as células
foram coradas, na propria placa de cultura, utilizando o kit de Corante Rapido para Hematologia
InstantProv (Newprov). Foram colocados em cada poco os reagentes I, II e IIl do kit, nesta
sequéncia, e deixados por 15, 15 e 20 segundos, respectivamente. Apos cada um desses periodos,
verteu-se a placa por cinco segundos para descartar os reagentes e, ao final de todo o processo, os
pocos foram lavados com agua destilada. A coloragdo ocorreu através da afinidade eletiva das
células por corantes acidos ou basicos, permitindo a disting@o entre ntcleo e citoplasma.

Em seguida, foram obtidas as imagens por meio de microscopio de luz invertido
(Axiovert 100, Zeiss, Alemanha) com o auxilio de uma camera acoplada e do programa de
captura de imagens AxioVisionLE.

17



4.4.Extracao e quantificacio de microRNA total

Para obtencao do pellet, ap6ds tratamento com RhCit, retirou-se os meios dos pogos ¢ as
células foram desaderidas utilizando-se tripsina-EDTA (GIBCO™) com incubagdo entre 3 e 7
minutos a 37°C. A seguir, a agdo proteolitica foi neutralizada pela ressuspensao das células em
meio de cultura com soro. Os conteudos dos pogos foram colocados em tubos de 2 ml e
centrifugados por 4 minutos as 10000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em Phosphate-Buffered Saline (PBS 1x, GIBCO™). Repetiu-se a centrifugagao,
descartou-se o sobrenadante e o pellet foi congelado a -80°C até o momento da extragao.

A extragao de miRNA das células foi realizada utilizando o kit comercial mirVana™
miRNA Isolation Kit (Ambion® bylifetechnologies™, EUA), com base nas instrugdes do
fabricante, e posteriormente estocadas a -20°C até o momento de uso. O miRNA foi quantificado
por fluorimetria utilizando-se o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, California,
EUA) e kit de quantificagdo para RNA e miRNA total (Qubit® RNA BR Assay Kit) (Molecular
Probes® bylifetechnologies™, EUA).

4.5.Transcricao reversa (RT) para sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 2 ng de miRNA total. Utilizou-se o kit
comercial TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems™), seguindo as
instrucdes do fabricante, e primers especificos para o alvo (miR-34a) e para o controle endogeno
(RNU6B). A reagdo foi realizada em termociclador MyCycler™ (Bio-Rad, USA). Apods a
transcricdo reversa, as amostras de cDNA foram mantidas na temperatura de -20°C até o
momento do ensaio de qPCR.

4.6. Amplificacdo e quantificacio de miR-34a por qPCR

Na reacao de qPCR em tempo real (real time quantitative Polymerase Chain Reaction)
também foram utilizados primers especificos para a sequéncia de miR-34a e primers para o
controle endogeno (RNU6B). A reacao foi realizada em termociclador QuantStudio™ 12K Flex
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™ by Thermo Fisher Scientific, Califérnia, USA).
Utilizou-se TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems™ byThermo Fisher
Scientific) de acordo com as recomendag¢des do fabricante.

De maneira geral, o sistema detecta os produtos de amplificacdo por meio de sondas
marcadas com fluoréforos que usam a atividade da Tag DNA polymerase durante o processo. As
condigdes experimentais da qPCR foram de 50°C por 2 minutos ¢ 95°C por 20 segundos
(desnaturagdo inicial) seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 3 segundos (desnaturagdo) e 60°C por
30 segundos (anelamento e extensdo). Cada amostra foi realizada em triplicata e no ensaio
também foi incluido um controle negativo (non-template control, NTC) para monitorar possivel
contaminagdo de primer e impedir resultados falso-positivos. O método de quantificacao relativa
2744 (Figura 9), que é uma analise comparativa do material genético do alvo com um controle
interno normalizado com um gene de referéncia/controle enddgeno (house keeping gene), foi
utilizado para demonstrar o conteido de miR-34a.
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ACt = Ct (alvo) — Ct (referéncia)
AACt = ACt (amostra) — ACt (controle)

Expressido Relativa = 2-24¢t

Figura 9: Formula logaritmica de quantificaciio relativa pelo método 2™**', O Ct refere-se ao nimero de ciclos
em que a reagdo cruza o limiar de deteccdo, sendo o nivel de fluorescéncia onde a reacdo é detectada durante a fase
exponencial como uma linha de comparagao entre as amostras. O resultado dessa formula demonstra quantas vezes o
gene de interesse foi mais ou menos expressado no tratamento do que no controle.

4.7.Transfeccao com oligonucleotideos sintéticos mimetizadores de miR-34a

A transfec¢do dos mimics de miR-34a foi realizada 24 horas apos o plaqueamento das
células. O mix de transfeccdo foi feito utilizando o reagente de transfeccdo INTERFERin®
(Polyplus transfection®), conforme recomendagdes do fabricante,contendo mimics de miR-34a
na concentragdao de 30 nM. Apods adicionar o mix de transfecgdo, as células foram incubadas por
24 horas a 37°C e, ap0s este periodo, procedeu-se aos tratamentos com RhCit e RhCit-MGH.

4.8.Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o reagente alamarBlue™
(Invitrogen™), uma solucdo baseada em resazurina que funciona como um indicador de satde
celular usando o poder redutor de células vivas para medir quantitativamente a viabilidade. A
resazurina, o ingrediente ativo do reagente alamarBlue™, ¢ um composto permeavel as células,
nao toxico, de cor azul e praticamente nao fluorescente. Ao entrar nas células vivas, a resazurina
¢ reduzida a resorufina, um composto que ¢ vermelho e altamente fluorescente.

Decorridas 48 horas dos tratamentos, retirou-se os conteudos dos pocos, colocou-se 150
uL de meio de cultura mais 15 pL de alamarBlue™. Entdo as placas foram incubadas a 37°C por
3 horas e realizada a leitura por fluorescéncia no leitor de placas EnSpireMultimode
(PerkingElmer) com excitacdo a 570 nm e emissao a 585 nm.

4.9.Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média e submetidos a analise de
variancia one-way (ANOVA) ou Student’s T-test seguido do pos-teste de Tukey. Foi considerada
diferenca estatistica quando p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do
programa GraphPad Prism (versdo 7.0).

A expressdo relativa de Ct (threshold cycle) foi calculada pelo método logaritmo
(expressao relativa normalizada pelo controle endégeno RNU6B (ACt) e pela expressdo do grupo
ndo tratado (NT) (AACt), considerado como 1,0 (100% de expressao).

-AACt
2
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.Analise da morfologia celular

Células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) e saudaveis (MCF-10A) apresentaram
alteracdes morfologicas apos 48 h de tratamento com citrato de rdédio livre (RhCit) e associado a
nanoparticulas de maghemita (RhCit-MGH) nas doses de 50 e 250 uM. Notou-se que este efeito
foi mais intenso na dose de 250 pM tanto de citrato de rdédio livre como associado a
nanoparticulas (NPs) e especialmente nas linhagens celulares tumorais.

Em geral, foi notada redu¢do na quantidade de citoplasma das células, o que levou a
redu¢do do tamanho das mesmas (Figura 1). Além disso, notou-se, que nos tratamentos
realizados com as nanoparticulas (RhCit-MGH) houve um acimulo de NPs ao redor das células
e em seu interior, mostrando que as nanoparticulas sdo captadas pelas células.

Alteragdes morfologicas podem estar relacionadas a processos apoptoticos, pois,
durante a apoptose, ocorre uma contracdo da célula, gerando perda de aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas (GRIVICICH et al., 2007). Em nossos ensaios notamos redugao
do volume celular e tendéncia de redugao de aderéncia célula-célula.
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Figura 10: Alteracdes morfologicas induzidas por citrato de réodio (RhCit) e citrato de rodio associado a
nanoparticulas de maghemita (RhCit-MGH) em células de carcinoma mamario humano (MDA-MB-231
e MCF-7) e na linhagem nao-tumoral (MCF-10A) apés 48 horas de tratamento. As células foram
incubadas com RhCit e RhCit-MGH nas doses de 50 ¢ 250 pM e coradas através da afinidade eletiva das
células por corantes acidos ou basicos (kit de Corante Répido para Hematologia InstantProv). As imagens
foram obtidas por meio de microscopio de luz invertido com cadmera acoplada. (A, F, K) Controle (células sem
tratamento; (B, G, L) células tratadas com 50 pM de RhCit; (C, H, M) células tratadas com 250 uM de RhCit;
(D, I, N) células tratadas com 50 uM de RhCit-MGH; (E, J, O) células tratadas do 250 uM de RhCit-MGH.
Barra de escala: 20 pM.

5.2.Analise da Expressao de miR-34a
Na linhagem MDA-MB-231 observou-se que o nivel de expressdao de miR-34a teve um

ligeiro aumento médio no grupo tratado (RhCit 250 uM) em relagdo ao grupo controle, enquanto
que foi visto efeito contrario na linhagem MCF-7, em que o nivel desse miRNA apresentou
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redu¢do média. Porém, estas alteragdes no nivel de expressdao génica de mir-34a nao foram
significativas.

A literatura mostra que o miR-34a estd pouco expresso em cé¢lulas de carcinoma
mamario humano (MCF-7 e MDA-MB-231) em relagdo a linhagem saudavel (MCF-10A) e que
esse microRNA possui fungdo de supressor tumoral (MACKIEWICZ et al., 2011; KIM et al.,
2016). Alguns compostos naturais, como resveratrol, curcumina e berberina podem controlar a
expressao de diversos microRNAs supressores tumorais em células cancerosas (MCCUBREY et
al., 2017). Porém, em nosso ensaio piloto ndo foi identificada alteragdo significativa na regulagdo
deste gene apos tratamento com RhCit.
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Figura 11: Analise da expressdo de miR-34a nas linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF-7. A expressao
relativa de miR-34a foi determinada por RT-qPCR e normalizada para o controle endégeno RNU6B. Todos os dados
foram normalizados com o controle negativo e expressos como média + erro padrdo da média e submetidos ao teste
“t” de student e foi utilizado o programa GraphPad Prism (versdo 7.0).

5.3.Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular das linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-10A foi avaliada
apo6s transfeccdo de miR-34a seguida do tratamento com RhCit-MGH (dose de 250 uM) por 48
horas. Em todas as linhagens celulares investigadas houve redugdo significativa da viabilidade
celular apds 48 h de tratamento com RhCit-MGH e ap6s tratamento com RhCit-MGH e mimic de
miR34a (RhCit-MGH + miR34a) em relacdo ao controle negativo.

A linhagem MDA-MB-231 foi a que apresentou maior sensibilidade aos tratamentos
supracitados, apresentando uma reducdo média da viabilidade de 66% (£1,4). Contudo, a
associacao do microRNA (mimic de mir-34a) ndo alterou a viabilidade em relagcdo ao tratamento
exclusivamente com RhCit-MGH (Figura 12A). Desta forma, nesta avaliacdo, a transfec¢cdo com
mir-34a associada ao tratamento com RhCit-MGH nao resultou em maior efeito citotoxico do que
o simples tratamento com RhCit-MGH (p<0,0001).

22



Adicionalmente, verificou-se que a linhagem MCF-7 apresentou mais resisténcia aos
tratamentos em relagdo a MDA-MB-231, j& que o tratamento com RhCit-MGH provocou redugado
de apenas 22% (+1,7) da viabilidade (p<0,001). Todavia, a associagdo do miR-34a reduziu a
viabilidade desta linhagem em 32% (%1,2), reducdo significativa em relagdo ao tratamento
exclusivo com RhCit-MGH (Figura 12B) (p<0,001).

Na linhagem celular saudavel, MCF-10A, foi notado efeito citotoxico similar ao
encontrado na linhagem MDA-MB-231, ou seja, a transfeccdo com miR-34a associada ao
tratamento com RhCit-MGH foi semelhante ao efeito citotdoxico do tratamento exclusivo com
RhCit-MGH (figura 12C) (p<0,0001).
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Figura 12: Viabilidade celular apés tratamento por 48h com citrato de rodio associado a nanoparticulas de
maghemita (RhCit-MGH) e apés transfeccio com mimics de miR-34a seguida de tratamento com citrato de
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rodio associado a nanoparticulas de maghemita (RhCit-MGH + miR-34a) nas linhagens tumorais MDA-MB-
231 e MCF-7 e na linhagem nao-tumoral MCF-10A. As cé¢lulas foram transfectadas com mimics de miR-34a por
24h antes do tratamento com RhCit-MGH. A viabilidade celular foi determinada por espectrofotometria apds 3h de
incubacdo com o reagente alamarBlue™ (Invitrogen) e a fluorescéncia foi determinada utilizando-se o comprimentos
de onda de 585 nm. Os grupos experimentais foram analisados em oito replicatas. Os resultados de viabilidade foram
calculados com base no percentual de valores de fluorescéncia observados no grupo controle sem tratamento (NT).
Os dados foram expressos como média + erro padrao da média e submetidos a analise de varidncia one-way
(ANOVA), seguido do pds-teste de Tukey por meio do programa GraphPad Prism (versdo 7.0). **representa
p<0,001 e *** representa p<0,0001 comparados ao controle ndo-tratado.

Chaves e colaboradores (2015) demonstraram que RhCit-MGH reduziu
significativamente a viabilidade de células MCF-7 nas doses de 200 e 300 uM de maneira dose-
dependente com 24 horas de tratamento, enquanto que a viabilidade da linhagem MCF-10A nao
foi reduzida de forma significativa em nenhuma das doses, contrastando com nossos resultados,
onde observamos que a linhagem tumoral MCF-7 apresentou maior resisténcia ao tratamento
com RhCit-MGH por 48 horas na dose de 250 uM , enquanto que a linhagem saudavel MCF-
10A mostrou maior sensibilidade ao tratamento perdendo sua viabilidade de forma significativa.

E descrito na literatura que células de tumor mamario MCF-7 ¢ MDA-MB-231
apresentam expressao diminuida de miR-34a quando comparadas a linhagem saudavel do
epitélio da mama (MCF-10A) (MACKIEWICZ et al., 2011; KIM et al., 2016). Este miRNA
atua em diversas vias de sinalizagdo controlando a proliferacdo celular (XU et al., 2018).
Estudos mostram que o miR-34a aumenta a sensibilidade ao paclitaxel em células de cancer de
mama (KANG et al., 2015) e a cisplatina em células de cancer de bexiga (LI ef al., 2014) e de
cancer de pulmao (GU et al., 2017).

Logo, esperava-se que a associacdo de miR-34a ao tratamento com RHCit-MGH
reduzisse significativamente a viabilidade das células tumorais quando comparado ao grupo
RhCit-MGH, visto o seu papel supressor tumoral. Porém, isso ndo ocorreu em nosso ensaio. Por
outro lado, também ndo significa que este miR possua papel oncogénico, ja que ndo houve
aumento da viabilidade celular.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente trabalho, pode-se concluir que:

o RhCit e RhCit-MGH induziram alteragdes morfoldgicas especialmente em células
de carcinoma mamario humano, de maneira dependente da dose, tais como redugao
na quantidade de citoplasma e no tamanho das c€lulas. Houve também acumulo das
nanoparticulas ao redor e no interior das células.

e A expressao de miR-34a ndo foi alterada apos o tratamento com RhCit tanto na
linhagem MCF-7 como na MDA-MB-231.

e Os tratamentos com RhCit-MGH e RhCit-MGH associado a mimics de miR-34a
induziram citotoxicidade nas trés linhagens investigadas. Porém, notou-se que este
efeito foi mais expressivo e semelhante entre as linhagens MDA-MB-231 ¢ MCF-
10A.

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

um pouco dos efeitos de RhCit, RhCit-MGH e miR-34a sobre células de tumor mamario e
células saudaveis da mama, através de uma proposta inovadora que retine nanotecnologia com
RNAI, e necessita de mais estudos para melhor compreender os efeitos de RhCit e RhCit-MGH
sobre 0 miR-34a e o efeito destes nas células.
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