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RESUMO

O céncer de mama é o segundo mais incidente no mundo. A nanobiotecnologia usa
materiais em escala nanométrica e apresenta potencial para o desenvolvimento de
ferramentas terapéuticas, possibilitando solucbes para limitacbes no diagnostico e
tratamento de vérias doencas. Em estudos preliminares, conduzidos pelo nosso grupo, foi
demonstrado que o tratamento com células tratadas com citrato de rodio associado a
nanoparticulas de maghemita (MRC) resultou em maior citotoxicidade em células de
carcinoma mamario do que em células epiteliais saudaveis e do que citrato de rodio livre
(CR). O uso de terapias combinadas pode favorecer uma melhor resposta terapéutica, pois
pode levar ao aumento da sensibilizacdo de células alvo ao tratamento, se tornando uma
estratégia promissora, especialmente de células que apresentam quimiorresisténcia. O uso
de microRNAs, como mir-34a e mir-7, tem sido relacionado a maior sensibilizagdo das
células a quimioterdpicos como doxorrubicina, cisplatina e paclitaxel e, portanto, tem
revelado potencial uso na terapéutica de células quimioressistentes. Células tumorais da
mama apresentam padrdes aberrantes na expressdao de microRNAs que favorecem a
tumorigénese e a regulagéo negativa de mir-34 e mir-7 tem sido associada a indugéo de
citotoxicidade. Neste estudo foi avaliado o potencial terapéutico do uso combinado da
terapia com MRC (250 puM) e com a reposicao de mir-34a e mir-7 (mimics a 30 nM) em
células de carcinoma mamario (linhagens MDA-MB-231 e MCF-7). Além disso, foram
avaliados os efeitos desta terapia na reducdo da viabilidade celular e na indugéo de
alteracbes morfoldgicas, producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e morte
celular, por meio de técnicas de espectrofotometria, microscopia e citometria. Foi
observado que mir-34a induziu maior citotoxicidade do que mir-7. A terapia com MRC
e reposi¢cdo de mir-34a induziu maior citotoxicidade do que os tratamentos exclusivos
com MRC ou mimics de mir-34a em MCF-7. Este efeito foi associado a alteragdes
morfoldgicas, 0 aumento da producdo de EROs e de apoptose. Portanto, 0 uso terapéutico
de mimics de mir-34a potencializou o efeito citotdxico de MRC e isto pode ser resultado
da interferéncia de RNAs associados a regulacdo da proliferacdo celular, revelando,
assim, que este microRNA tem um excelente potencial biotecnologico para aplicagdo na

terapéutica do cancer.

Palavras chaves: adenocarcinoma mamario; mir-34a; mir-7; espécies reativas de

oxigénio, apoptose; nanoparticulas magnéticas.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most incident in the world. Nanobiotechnology uses
nanometric materials and presents potential for the development of therapeutic tools,
allowing solutions for limitations in the diagnosis and treatment of various diseases. In
preliminary studies conducted by our group, it was shown that treatment with cells treated
with rhodium citrate associated with maghemite nanoparticles (MRC) resulted in greater
cytotoxicity in mammary carcinoma cells than in healthy epithelial cells and than rhodium
citrate free (CR). The use of combination therapies may favor a better therapeutic
response, as it may lead to increased sensitization of target cells to the treatment,
becoming a promising strategy, especially of cells that have chemoresistance. The use of
microRNAs, such as mir-34a and mir-7, has been linked to the increased sensitization of
cells to chemotherapeutics such as doxorubicin, cisplatin and paclitaxel and therefore has
revealed potential use in therapeutics of chemoresistant cells. Tumor cells of the breast
present aberrant patterns in the expression of microRNAs that favor tumorigenesis and
the negative regulation of mir-34 and mir-7 has been associated with induction of
cytotoxicity. In this study, the therapeutic potential of the combined use of MRC therapy
(250 uM) and the replacement of mir-34a and mir-7 (mimics at 30 nM) in mammary
carcinoma cells (MDA-MB-231 and MCF -7). In addition, the effects of this therapy on
the reduction of cell viability and the induction of morphological alterations, production
of reactive oxygen species (ROS) and cell death were evaluated through
spectrophotometry, microscopy and cytometry techniques. It was observed that mir-34a
induced greater cytotoxicity than mir-7. MRC therapy and mir-34a replacement induced
greater cytotoxicity than exclusive treatments with MRC or mir-34a mimics in MCF-7.
This effect was associated with morphological changes, increased production of ROS and
apoptosis. Therefore, the therapeutic use of mimics of mir-34a potentiated the cytotoxic
effect of MRC and this may be a result of the interference of RNAs associated with
regulation of cell proliferation, thus revealing that this microRNA has an excellent

biotechnological potential for application in the therapy of cancer.

Key words: breast adenocarcinoma; mir-34a; reactive oxygen species, apoptosis
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1- INTRODUCAO

1.1 CANCER

1.1.1 - Origem e incidéncia

O cancer é uma doenca que causa temor na sociedade pela sua possivel gravidade.
A origem da palavra “cancer” vem do latim e significa caranguejo. Este nome se deve a
analogia em relacdo ao modo de crescimento infiltrante de células cancerosas como as
patas do crustaceo que as introduz na lama de forma ligeira e move-se para todos os lados
e cujas patas dianteiras sdo como pincas que agarram com firmeza para dificultar sua
remocao. Atualmente a definicéo se refere a neoplasias ou tumores malignos sendo uma
doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado de células antes saudaveis e agora
transformadas, que podem se diferenciar pela capacidade de invadir tecidos e 6rgaos,
vizinhos ou distantes. A maioria dos canceres tem caracteristicas que refletem a sua
origem, dentre eles o carcinoma no qual é um tipo de cancer que deriva das células
epiteliais, j& os sarcomas sdo tumores derivados do tecido conectivo ou das células
musculares (ALBERTS, 2010).

Um estimulo patoldgico ou fisioldgico pode levar ao aumento autolimitado e
localizado do numero de células saudaveis, levando a proliferacdo celular e crescimento
anormal. Tecidos com células em crescimento anormal sdo chamadas de neoplasias ou
tumores sendo que estes podem ser localizados na camada tecidual no qual se
desenvolveram e, neste caso séo classificados como carcinoma. Ainda, este cancer pode
atingir um estagio de desenvolvimento posterior ao tumor in situ (Figura 1) ao qual
avanca para outras camadas celulares ou também se disseminam, por meio da corrente
sanguinea, para outras partes do corpo originando, assim, as metastases (WEINBERG,
2008).

De acordo com Fundacédo Nacional de Cancer de Mama - National Breast Cancer
Foundation - (2017) tumores podem ser considerados como benignos ou malignos.
Tumores benignos sdo caracterizados por apresentar crescimento lento enquanto que

tumores malignos possuem crescimento invasivo e descontrolado.
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Célula geneticamente
alterada

Hiperplasia Displasia Cancer in situ Cancer invasivo

Figura 1 — Crescimento celular destacando o tumor in situ e cancer invasivo. A
célula geneticamente alterada ndo tera mais o crescimento autolimitado, proliferando,
assim, em um nimero massivo de células que mantém a habilidade de se agregarem aos
tecidos de origem estando com aparéncia razoavelmente normal (hiperplasia). Na
displasia a célula citologicamente anormal, ndo mantem a aparéncia de uma célula
normal, variando em tamanho e forma do ndcleo. No céncer in situ, um grau de
anormalidade mais severo no crescimento fard com que tecidos subjacentes sejam
invadidos. No cancer invasivo, células do tumor primario podem formar col6nias de
tumores em locais distantes no organismo e este processo € conhecido como metéastase.
Fonte: Adaptado do livro ABC do céncer, INCA, 2011; WEINBERG, 2008.

Segundo Pasqualini (2002) ha vérios fatores de risco relacionados com o impacto
do ambiente na promocdo e progressao do cancer sendo eles de origem fisica, quimica
e/lou bioldgica (Figura 2). Dentre os tumores que sdo desencadeados por fatores
bioldgicos cita-se alguns agentes etioldgicos associados a infec¢des tais como presenca
de papiloma virus (HPV), virus da hepatite B e bactéria Helicobacter pylori e, além disso,
ressalta-se a hereditariedade (ALMEIDA,; FARIAS, 2016).

Com relacdo aos fatores quimicos destaca-se 0 consumo excessivo de bebidas
alcoolicas e fumo os quais estdo associados ao aumento na incidéncia de cancer na
cavidade oral, laringe, faringe, eséfago, mama, col6n e reto. Ainda, o consumo de uma
alimentacdo inadequada pobre em frutas, verduras e legumes, aumenta a chance de
desenvolvimento de cancer de mama, colon, préstata e esdéfago. Destaca-se também que
a obesidade é um fator de risco de alto impacto para surgimento de cancer de endométrio,
rim vesicula biliar e mama (FERRAZ; DE SIQUEIRA, 2015).

Fatores fisicos como as diversas formas de irradiagdo, também esta implicado na
formacéo de tumores, como por exemplo a radiacdo ionizante ou radiacdo ultravioleta,
responsaveis em alguns casos de cancer de tireoide e de melanoma. Estes fatores de risco

relacionados aos habitos de vida estdo relacionados com mutagcfes que ativam proto-
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oncogenes e inativam genes supressores de tumor, resultando na alteracdo da regulagédo
do apoptose (PASQUALINI et al., 2002).

£
-

Fumo Radiacdo

Luz ultravioleta

s B

Dieta Algumas Obesidade e vida Mutagoes Agentes
infeccoes sedentaria genéticas quimicos

Figura 2 — Fatores de risco para surgimento do cancer. O consumo de fumo e alcool
em excesso, falta de alimentacdo saudavel, fatores hereditarios, acometimento por
algumas infeccbes dentre varios outros elementos sdo fatores de risco que estdo
relacionados ao surgimento de algum tipo de céncer. Estes fatores quando combinados
podem facilitar o surgimento do cancer ou agravar a saude do paciente. Fonte: SHARMA,
et al. 2010.

Os fatores de risco do cancer de mama sdo originados por varios elementos, mas
aumentam por causa de problemas endocrinos que fazem parte da biologia reprodutiva
da mulher (menarca precoce, menopausa tardia, uso de contraceptivos e reposicdo
hormonal). Além disso, o risco de desenvolver cancer de mama esta plenamente
associado a condicdes de habito de vida e dentre os principais fatores de risco destacam-
se obesidade, sobrepeso, ingestdo de bebida alcodlica e de fumo, dentre outros. Ainda, o
cancer de mama pode surgir a partir de fatores de risco combinados com alteracdes
geneéticas que resultam no crescimento desordenado de células que apresentam potencial
invasivo (SHARMA et al., 2010).

A glandula mamaéria ou mama é um 6rgao que se localiza na parte anterior do
torax e esta apoiada sobre 0 musculo peitoral maior na parte superior. A mama é composta

por trés estruturas principais: (1) lobos - que sdo constituidos por glandulas produtoras de
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leite, (2) ductos que conectam os lobos aos mamilos e transportam leite e (3) tecido
adiposo e conjuntivo que envolve os dutos, lobos, vasos sanguineos e vasos linfaticos e
esta parte € conhecida como estroma que funciona como um tecido de sustentacéo. Lobos
e ductos representam o tecido funcional e esta parte € denominada parénquima mamario.

As células da glandula mamaéria podem passar por alteracbes anatdmicas e
fisioldgicas ao longo da vida como crescimento em nimero e tamanho da quantidade de
células resultando em hiperplasia (Figura 3) (American Cancer Society -ACS, 2016). Os
principais tipos de carcinomas na mama sdo o ductal in situ e o lobular in situ, no qual
podem apresentar alteracdes na expressao de genes que regulam funcdes essenciais como
proliferacdo, morte e diferenciacdo celular. A mutacdo sofrida pela célula proporciona
vantagem seletiva para passar por uma expansdo clonal. Entdo a progressao do tumor é
induzida por sucessivos eventos de alteracbes moleculares, selecdes e expansdes clonais
(AXELROD et al., 2006).

Geralmente, um dos sinais mais comuns do cancer de mama € o aparecimento de
nddulo indolor, duro e irregular. Dentre outros sinais podem surgir linfonodos palpaveis
na axila e a presenca de edema e retracdo cutanea, dor, inversao do mamilo, hiperemia,
descamacao ou ulceracdo de um mamilo e secrecdo papilar que geralmente € transparente,
podendo ser rosada ou avermelhada (SILVA, RIUL, 2011).

14
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Figura 3- Carcinoma lobular in situ (DLIS) e Carcinoma ductal in situ (DCIS). As
células que revestem os lébulos ou ductos sofreram alguma alteragcdo e se tornaram
células cancerosas. Fonte: Adaptado do site American Cancer Society.

1.1.2 - Epidemiologia

Em 2018 foram contabilizados 18,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo
e a 9,5 milhGes de 6bitos. Dentre os diversos tipos de cancer que predominaram, em paises
em subdesenvolvimento, destacaram-se os casos de cancer de colo de Utero, estdmago,
esodfago e figado enquanto que em paises desenvolvidos prevaleceram cancer de pulméao,
préstata, mama feminino, col6n e reto. Dentre os diversos canceres o de mama é o
segundo mais incidente no mundo (2,08 milhdes de casos), exceto cancer de pele ndo
melanoma. Além disso, o cancer de mama € o que aparece em maior frequéncia em
mulheres, em torno de 24,2% (BRAY et al., 2018).

O Instituto Nacional do Cancer estima para 0s anos de 2018-2019 a ocorréncia de
600 mil novos casos para cada ano, tendo dentre estes, 59.700 casos de cancer de mama,
tendo uma taxa de incidéncia de 56,33 casos para cada 100 mil mulheres (Figura 4)
(INCA, 2018).
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Prostata 68.220 3N.7% Homens Mulheres  Mama Feminina 58.700 20.5%

Traqueia, Bronguio & Pulmao 18.740 3.7% Calon & Reto 18.980 9.4%
Giolon e Reto 17.380 8.1% Coto do Utero 16.370 B81%

Estomago 13540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumdo 12530 6,2%

Cavidade Oral 11200 5.2% Glandula Tireoide 3.040 4 0%

Esifago 8.240 3.8% Estimago 7.750 3.8%

Bexiga f.690 3% Corpo do Utero 6.600 3.3%

Laringe 6.390 3.0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.840 2 8% Sistemna Nervoso Gentral 5510 27%

Figura4 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma*. (Retirado do livro “ESTIMATIVA
2018 — Incidéncia de cancer no Brasil” (INCA)).

1.1.3 -Linhagens celulares cancerosas de tumor de mama: MCF-7 e MDA-
MB-231

E fundamental que se conheca o efeito de substancias e/ou compostos quimicos
empregados em protocolos terapéuticos em seres humanos. Os testes in vitro séo
essenciais para predizer toxicidade destes compostos em diversos sistemas bioldgicos tais
como bactérias, fungos, algas, fracbes de cultivo de tecidos e de células. Uma das
vantagens destes testes é que resultam em menor o uso de animais em laboratério
(FRAZIER, 1992; LIMA, 2006).

Além disso, culturas celulares sdo utilizadas para avaliacdo de atividade bioldgica
e determinacdo de mecanismo de acdo induzidas por substancias ou compostos quimicos.
O emprego de linhagens celulares oferece a possibilidade de estudos rapidos,
reprodutiveis e sensiveis, além da vantagem do controle de pH, pressdo de COa,
temperatura e de pressao osmdtica. Estes tipos de ensaios também permitem limitar e
controlar o numero de variaveis experimentais (PRADO, 2012; ROGERO et al., 2003).
Neste estudo foram utilizadas duas linhagens celulares de cancer de mama: a MCF-7 e a
MDA-MB-231.

Células da linhagem MCF-7 (Figura 5 A) foram isoladas, inicialmente, de um
derrame pleural de uma mulher de 69 anos que apresentava a doenga metastatica (baixo
potencial metastatico). Esta linhagem celular apresenta caracteristicas moleculares
positivas para a presenca de receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PR). Portanto,

a linhagem MCF-7 é adequada para estudos de resisténcia a drogas antiestrogénicas.
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Sabe-se que esta linhagem celular depende de estrogénio para proliferar e na auséncia
desse aumentam os niveis de expressdo de ER. O crescimento do cancer de mama é
controlado também pelo receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e receptor
do fator de crescimento epidérmico humano-2 (HER-2) (COMSA; CIMPEAN & RAICA,
2015).

A linhagem MDA-MB-231 (Figura 5 B) é uma linhagem de céncer epitelial
estabelecida a partir de células de um derrame pleural originado em uma mulher com 51
anos que apresentava um adenocarcinoma mamario metastatico (European Collection
Autheticated Cells Culture - ECACC, 2017). Diferentemente da linhagem MCF-7, a
linhagem MDA-MB-231 ndo apresenta receptores de estrogénio o que a torna, assim,
mais resistente a quimioterapia (BANERJEE et al., 2016).

ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm
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High Density

Low Density Scale Bar = 100pm

Figura 5- Linhagem de mama tumoral (A) MCF-7 (B) MDAMB-231. Fonte:
American Type Culture Colletion (ATCC). (A)
https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/HTB-22.ashx ;(B)
https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/HTB-26.ashx

1.2 Estratégias terapéuticas e suas limitacoes

De acordo com Smeltzer (2002) para determinar o melhor tipo de tratamento para
0 cancer de mama se utiliza da mensuracdo do nivel de massa tumoral por meio do seu
estadiamento que consiste no calculo aproximado do tamanho do tumor. Para isso, 0
tumor é classificado em: estagio | (massa tumoral < 2 cm e limitados a mama), estagio 11
(< 5 cm com envolvimento ou ndo dos axilares méveis), estagio 11l a (tumores > 5 cm,
acompanhados ou ndo por comprometimento de linfonodos axilares), estagio 111 b (lesbes
mais avancgadas) e estagio IV (todos os tumores com metéstase).

Desde da antiguidade os médicos extraiam mamas doentes, aumentando o
sofrimento e morte. A mastectomia radical ou mastectomia de Halsted, era caracterizada
pela retirada de toda a mama, onde esta ndo oferecia melhores perspectivas de curas ou
probabilidade de evitar a metastase interna, além de mutilar a mama do paciente. Assim
novos estudos levaram ao surgimento da radioterapia, que apesar de algumas curas estes
levavam a complicagdes resultantes de altas doses de raio X ou a 6bito alguns pacientes
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durante as sessfes. Futuramente a técnica de radioterapia evoluiria e seria usada em
combinagdo com melhora da mastectomia (diminuindo a mutilagéo) para evitar a morte
de pacientes por cancer metastatico. O uso dessas técnicas associado ao surgimento da
mamografia aumentaria a expectativa de vida de um paciente de cancer, pois a partir desse
momento poderia levar a um diagnostico precoce, visto que tumores em fases iniciais ndo
eram palpéveis, sendo descobertos apenas em fases mais avangadas da doenca. Por fim
veio a continuacdo de estudos culminou pelos achados com quimioterapia e
hormonioterapia com antiestrogénicos (MORA, 2013).

Atualmente, a cirurgia, radioterapia e as terapias sisttmicas como quimioterapia e
imunoterapia sdo os tratamentos mais utilizados para o cancer; porém, sdo ineficazes
quando a doenca é diagnosticada tardiamente (MURAWA et al., 2014).0 progresso do
cancer pode ser controlado e a doenca pode ser até curada quando ha diagndéstico precoce
e a cirurgia é indicada quando o cancer se encontra em fase inicial. A cirurgia pode ser
realizada com a finalidade diagndstica, preventiva, curativa ou paliativa. O tratamento
cirtrgico tem a finalidade de reduzir a populacéo tumoral (DA SILVA, 2017).

Na radioterapia, radioisotopos sdo utilizados em doses elevadas visando
justamente ao efeito do deletério da radioatividade sobre determinados tecidos. Este é um
tratamento no qual usam de radiagdes ionizantes para destruir um tumor ou impedir que
suas células aumentem. Esta terapia pode ser usada em combinagdo com a quimioterapia
e outros tratamentos, como ja mostrado anteriormente (CARVALHO, 1997)

Em relacdo a quimioterapia ainda ndo existem tratamentos plenamente eficientes
visto a acdo dos quimioterapicos ocorrer tanto em células tumorais como em células
saudaveis. Esta toxicidade inespecifica resulta em toxicidade sistematica e, portanto, em
efeitos adversos. Estes efeitos decorrem da distribuicdo do quimioterapico em tecidos ndo
alvos (células saudaveis) e sua rapida eliminacdo requerendo assim, uma maior
administracdo. Além disso, outro problema que limita a eficacia da quimioterapia se deve
a resisténcia do tumor ao quimioterapico. Estas limitacdes tém motivado a pesquisas para
o0 desenvolvimento de novas estratégias que permitam a entrega de agentes antitumorais
de forma especifica possibilitando, desta forma, o tratamento do tumor com menor
toxicidade sisttmica e maior eficacia terapéutica (BRANNON-PEPPAS E
BLANCHETTE, 2004; COUVREUR E VAUTHIER, 2006; GU et al., 2007.

Outros tipos de compostos estdo sendo pesquisados para 0 combate ao cancer. Em
2013, ensaios clinicos de fase | foram iniciados com o composto experimental miRNA-
mimic do mir-34a, chamado de MRX34 (MIRNA THERAPEUTICS, 2013).
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1.2.1 Complexos de rodio

O uso de metais na medicina tem mais de 5.000 anos (ORVIG & ABRAMS, 1999)
e seu uso terapéutico no combate ao cancer € datado antes do século XVI. Porém,
nenhuma pesquisa sobre o uso terapéutico de metais na terapéutica do cancer foi realizada
até 1960, data em que a atividade antitumoral do complexo inorganico cis-
diaminodicloroplatina (I1) ou cisplatina foi descoberta. O mecanismo de acdo deste
complexo metalico esta relacionado a capacidade deste em induzir morte celular por meio
da formacao de ligacdes covalente cruzadas entre guaninas do DNA causando distor¢des
na dupla hélice impedindo processos vitais como replicacdo e transcricdo do DNA
(KATSAROS; ANAGNOSTOPOULOU, 2002; PASETTO et al., 2006; WING et al.,
1984).

Apesar de seu sucesso clinico, o uso da cisplatina até o presente ¢é limitado porque
este complexo induz efeitos adversos severos. Desta maneira, novas pesquisas tém sido
realizadas a fim de se descobrir novos complexos metalicos com as mesmas propriedades
da cisplatina, porém, com toxicidade inespecifica reduzida (ZHANG; LIPPARD, 2003).
Neste contexto, desde 1972, surgiram estudos com carboxilatos de rddio (1), complexos
metalicos com atividade tumoral similar a cisplatina (DE SOUZA et al., 1996;
KATSAROS; ANAGNOSTOPOULOU, 2002).

Demais complexos da familia dos carboxilatos de rédio sdo reconhecidos como
agentes antitumorais em animais, porem estes apresentam pouca solubilidade em agua
com excecao do citrato de rodio. O citrato de rodio é hidrossollvel, e sua toxicidade aguda
ndo foi observada em ensaios com doses de 260 mg/kg durante 14 dias quando aplicadas
em camundongos suicos portadores de ascite de Ehrlich, onde nos mesmos o uso da dose
letal do composto levou a sobrevida desses animais (ZYNGIER; KIMURA; NAJJAR,
1989). Em ensaios conduzidos por Carneiro e colaboradores (2015) foi demonstrado que
0 uso desse composto ndo levou a alteracdes relevantes na aparéncia dos 6rgaos e
parametros hematoldgicos ou histopatoldgicos e sintomas de intoxicacdo apds a dose
acumulada de 400 mg/kg em camundongos Balb/c. Outros complexos de rédio como
acetato e butirato de rddio sdo altamente toxicos em camundongos (BEAR et al., 1975).

Dentre os tipos de carboxilatos de rédio, o citrato de rédio (1) € um complexo
constituido por quatro moléculas de citrato e dois atomos de rédio, ligados a duas

moléculas de dgua na posicao axial, caracteristicas quimicas que conferem sua elevada
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solubilidade em agua. Esse complexo possui dois &cidos carboxilicos livres (-COOH)

para cada citrato e duas hidroxilas (-OH) para moléculas de 4gua (Figura 6).
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Figura 6 - Estrutura molecular geral do &cido citrico (A) e citrato de rodio (11) (B).
Os grupos carboxilicos do acido citrico sdo observados nas posicdes o e . Na
representacdo (b) pode ser visualizado que a coordenagdo com o centro dimetalico de
rodio pode ocorrer com ambos 0s grupos. Fonte: CARNEIRO et al., 2011.

1.2.2 Nanobiotecnologia

Nanotecnologia é uma area de estudo a qual se faz uso do material em escala
nanomeétrica para criacdo de materiais funcionais, dispositivos e sistemas que apresentem
novos fendmenos e propriedades que sdo dependentes do tamanho (DURAN, 2002). O
seu ponto inicial se deu em 1959 quando Richard Feynman propds, em uma palestra, a
manipulacdo dos &tomos sem que se afetasse as leis da natureza. Entdo, a partir dai uma
revolucdo vem acontecendo por se tratar da habilidade de manipular &tomos na escala
nanométrica (10° metros) visando desenvolver tecnologias aplicadas as areas da fisica,
quimica, biologia, engenharia e medicina (CADIOLI; SALLA, 2015)

Em particular, nanobiotecnologia se refere a fusdo de duas abordagens
tecnoldgicas: a biotecnologia e a nanotecnologia. Essa area é definida como o estudo de
processamento, fabricacdo e desenho de nanomateriais para atuacdo biolégica ou como
biomateriais, no qual, haja 0 uso de pelo menos um componente funcional em tamanho
nanométrico (DURAN; MARCATO; TEIXEIRA, 2011)

Ao longo de algumas décadas a nanobiotecnologia permitiu o desenvolvimento
de importantes ferramentas com finalidades terapéuticas oferecendo solucdes para

limitacbes no diagndstico, tratamento e conduta clinica de doencas humanas. Para a
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nanomedicina seu uso destacou-se na regeneracdo de tecidos e em sistemas de liberacéo
controlado de farmacos, horménios e vacinas (YOKOYAMA, 2005; GU et al., 2007;
MALAM; LOIZIDOU; SEIFALIAN, 2009; ZHANG; WEBSTER, 2009).

Para Jamshaid (2015) o sistema de distribuicdo de drogas ou medicamentos é
um sistema para administracdo de drogas, que ndo seja as convencionais, para isto
abordagens das formulagOes, tecnologias e sistemas serdo utilizados para elaborar o
transporte de um composto farmacéutico no corpo conforme necessario para alcancar
com seguranca o efeito terapéutico necessario.

Os sistemas de liberacdo controlada sdo capazes de prover algum controle
terapéutico seja de natureza temporal, espacial ou de ambos. Para Duran e Azevedo
(2002) o objetivo dos sistemas de liberacdo é controlar, com uma Unica dosagem, a
concentracdo do farmaco na faixa terapéutica. Ou seja, esta faixa é caracterizada pela
concentracdo do farmaco estar acima da concentracdo minima efetiva (CME) e abaixo da
concentracdo minima téxica (CMT) (Figura 7) (BIZERRA et al., 2016).

500 A = Liberagao controlada
B = Terapia Convenciaonal ?

nivel téxico

nivel desejavel

nivel ineficaz

Nivel plasmatico do material ativo ng/cms3

dose 1
0 3 1 ¢ | 1 J
7:00 12:00 17400 22:00 3:00 8:00
Tempo

Figura 7 - Comparacéo das variacOes de concentracdo de farmacos administrados
por diferentes métodos: liberacdo controlada (A) e terapia convencional (B). No
método de aplicacdo convencional administracdo, a concentracdo da droga na corrente
sanguinea aumenta até atingir o nivel maximo de dissolucgdo e declina, sendo necessario
um nova dose para que se mantenha o nivel de concentragdo. A elevada concentragéo
acima da faixa conduz a toxidade, enquanto concentracGes sub-terapéuticas sdo ineficazes
e podem levar a resisténcia ao farmaco. Fonte: BIZERRA et al., 2016.
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Nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas metélicas, nanocristais, ciclodextrinas, dendrimeros,
nanotubos de carbono, micelas poliméricas sdo as principais nanoestruturas utilizadas
como sistemas de liberacao de farmacos (MARCATO; DURAN, 2008; POLETTO et al.,
2008). No entanto, a eficacia da nanoestrutura como veiculadora depende do tamanho
forma e outras caracteristicas biofisicas.

A exemplo do uso de nanoparticulas para liberacdo controlada, a quitosana que
€ um biopolimero, apresenta atividade muco adesivas e pode usado na introducdo nas
juncoes epiteliais estreitas, sendo usadas conjugadas a alguns tipos de farmacos, pode ser
usado em tecido bucal, intestinal, nasal, dentre outros (ARTURSSON et al., 1994;
FERNANDEZ-URRUSUNO et al., 1999; PORTERO et al., 2002). Lee e colaboradores
(2011), revestiu nanoparticulas de ferro em acido oleico, encapsulada em quitosana
conjugada com acido oléico, com o intuito de analisar a acrecdo dessas particulas em
células tumorais por meio de penetracdo e retencao para uso analitico pelos mecanismos

de imagem por infravermelho e ressonancia magnética.

1.2.3. Nanoparticulas metélicas

As nanoparticulas metalicas sdo sistemas nanoestruturados que apresentam
caracteristicas fisico-quimica-bioldgica, dependente de sua composicao, tamanho e forma
e podem se destacar pela entrega e liberacdo de drogas, insumos agropecuarios e
cosmeéticos; pela elaboragdo de sensores para diagnosticar doencas, infeccbes e
contaminagfes; producdo de nanoparticulas superparamagneticas para bioseparacao
seletiva e magnetodialise, dentre outros usos (RESENDE, 2017).

O uso de nanoparticulas magnéticas vem permitindo avancos significativos em
tecnologias para aplicacdo na biomedicina. Para seu uso na &rea biomédica,
nanoparticulas magnéticas devem apresentar a caracteristica de atravessar a barreira
endotelial e se acumular na célula alvo. Para isto, podem ser recobertas com um material
biologicamente ativo e deve haver o controle de seus parametros fisicos. Além disso, as
possibilidades do seu uso aumentam quando estas sdo recobertas com ions especificos,
nucleotideos, oligonucleotideos, peptideos, vitaminas, antibioticos e substratos analogos
ou anticorpos (FATIMA et al., 1997).

Em aplicacGes biomédicas, nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnético

podem ser aquecidas atraveés de um campo magnético, levando essas nanoparticulas a
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elevarem a sua temperatura e consequentemente a do tecido tumoral, destruindo assim as
células patologicas em ensaios in vivo (KIM et al., 2006). Estas também podem ser
aplicadas para aumento de contraste de imagem e obtencdo de melhores imagens entre 0s
tecidos doentes e normais, através de técnica de imagem por ressonancia magnética
nuclear (RMN) (TARTAJ et al., 2003), isso acontece gracas a sua caracteristica de
espelhamento da luz (HU et al., 2011).

1.2.4. Nanoparticula de Maghemita associado a Citrato de rodio

A maghemita (y-Fe203) é um tipo de nanoparticula de 6xido de ferro com
potenciais aplicagdes para bioldgicas visto que apresenta excelentes propriedades
magnéticas e, além disso, sdo pouco toxicas. Estas sdo ferritas insoliveis em agua e
apresentam propriedades magnéticas que, ao serem associadas a outras drogas, podem ser
direcionadas a uma célula alvo (FALQUEIRO, 2012).

A molécula de citrato de rédio apresenta em sua estrutura grupos funcionais de
acidos carboxilicos (-COOH) e hidroxilas (-OH) que sdo semelhantes a moléculas
utilizadas para funcionalizar nanoparticulas magnéticas. Desta forma, a funcionalizacao
de nanoparticulas de maghemita com citrato de rodio pode promover suspensdes
coloidais estaveis e biocompativeis por conter grupos funcionais (citrato) apropriados
para interagir com nanoparticulas de maghemita (y-Fe203) (CARNEIRO et al., 2011,
NUNES et al., 2013) (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema de associa¢do quimica de uma nanoparticula de maghemita com
uma molécula de citrato de rodio (I1). Fonte: CARNEIRO, 2011; NUNES, et al. 2013.
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Nosso grupo de pesquisa tem estudado os efeitos antitumorais e a toxicidade do
citrato de rodio livre (CR) e associado a nanoparticulas de maghemita (MRC), sendo
demonstrado que ambos induziram efeito citotoxico e antitumoral em células de
carcinoma mamario, tanto em estudos in vitro como in vivo. Ainda, MRC induziu maior
citotoxicidade em células de carcinoma mamario do que em células ndo tumorais, bem
como apresentou uma eficiéncia citotdxica cerca de cinco vezes maior em relagdo ao
complexo livre. Ainda, foi demonstrado que a citotoxicidade destes compostos esta
associada a indugdo de estresse oxidativo, liberacao de citocromo “c” da mitocondria,
fragmentacdo nuclear, exposicdo de fosfatidilserina, alteracGes estruturais na actina,
condensacdo mitocondrial ,modulacdo de expresséo e sintese de fibronectina e laminina
e aumento da quantidade de vactolos (CARNEIRO et al., 2011; PEIXOTO, 2012;
CARNEIRO et al., 2013; CHAVES et al., 2015;SIQUEIRA, 2016; ROCHA et al., 2017).

Alteracbes estruturais como a despolimerizacdo da actina é mediada por uma
variedade de proteinas que regulam sinais para apoptose e metastase (JORDAN &
WILSON, 1998; GARDINER et al., 2013), o que a torna um importante alvo terapéutico.
Em estudo anterior, observamos alteracdes no citoesqueleto de actina ap6s o tratamento
com CR em MCF-7 (CARNEIRO et al., 2011). Contudo, ndo avaliamos se esta alteracédo
ocorreu em virtude da modulagdo génica e/ou sintese da actina ou devido a regulacéo de
tais processos. Sabe-se que a despolarizacdo da actina também esté associada a formacao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) que, por sua vez, ocasiona abertura dos canais
ibnicos na mitocdndria e consequente despolarizacdo da sua membrana e inducdo de
apoptose (XU et al., 2001; CHUNG et. al, 2009). Ainda, a apoptose pode ser
desencadeada a partir de danos no DNA devido a formacdo de ROS e subsequente
modulacéo de proteinas pro-apoptoéticas como p53 ou anti-apoptoticas como Bax (CHEN
et al., 2001; SILVA & JASIULIONIS, 2014).

1.3. MORTE CELULAR

1.3.1 - Ciclo celular e Apoptose

Durante a progresséo da proliferacéo celular as células passam por quatro fases
sequenciais: G1, no qual ocorre a sintese de proteinas envolvidas na maquinaria de
duplicacdo do DNA (proteinas, enzimas e RNA); S, onde ocorre a replicacdo das

moléculas de DNA; G2, em que acontece a sintese de proteinas para o processo de divisao
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celular e fase M, em que realiza-se a mitose ou divisao celular. Ainda, a célula pode voltar
para a fase GO chamada fase ou estado de quiescéncia (ALBERTS et al., 2004).

Ao sofrer divisdo celular, a célula vai entrar novamente no ciclo celular ativo ou
voltara para a fase GO. Em razdo desse mecanismo se repetir varias vezes, passando por
diferentes fases, algum erro pode ser acarretado durante o processo de divisao. Por este
motivo, o ciclo é dotado de pontos de controle chamados ou checkpoints em que se
verifica se a célula atende a todos os requisitos possiveis para avangar no ciclo. Estes
checkpoints ocorrem entre Gle S e G2 e M e na mitose para identificacdo de possivel erro
no material genético antes dele ser replicado ou se ha necessidade de reparo do material
genético antes da mitose e erros na formacéo do fuso mitético e adesdo dos cinetocoros
aos microttbulos, respectivamente (ORIA; BRITO, 2016).

Entdo, eventos de reparo, duplicacdo e separagdo cromossomica regulam a
progressao do ciclo através de uma variedade de proteinas que sdo chamadas de quinases
dependentes de ciclinas (CdKs) que, em sua forma ativa, tem a capacidade de formar
complexos com as ciclinas, e assim agem fosforilando proteinas especificas do ciclo. As
ciclinas sdo sintetizadas somente em momentos particulares de cada fase variando assim,
sua quantidade e tipo. Estas, ao se unirem formando o complexo ciclinas/Cdks,
ocasionam a fosforilacdo da proteina retinoblastoma (PrB) que, em seu estado inicial
ativo, se encontram hipofosforilada tendo a fungdo de parar ou dar continuidade a
progressao celular (ALBERTS, et al., 2002; BRUGAROLAS, et al., 1998; NICULESCU
et al., 1998; DIAS 2005).

A apoptose € um mecanismo de morte celular programada a qual desencadeia uma
série de alteracGes morfoldgicas e estruturais e € importante para a manutencao constante
da populacédo celular (JOHNSON, WALTER, 2012). Sao varios os fatores que podem
aciona-la tais como infeccdo viral, radiacdo, toxinas, isquemia moderada, alteracdes
metabdlicas, fatores hormonais e deplecdo de fatores de crescimento (ORIA, BRITO,
2016). Durante a apoptose ocorre sinalizacdo celular por diversas moléculas, por meio de
um amplo mecanismo que pode ser iniciado pela via extrinseca ou intrinseca.

A via extrinseca € iniciada por meio de receptores de morte localizados na
membrana plasmatica engquanto que a via intrinseca € ativada por estimulos
citoplasmaticos, ou seja, por estimulos internos, tais como lesdo do DNA ou perturbacdes
no ciclo celular. Cada uma destas vias resulta na ativacdo de uma cascata de caspases
iniciadoras (caspases 8, 9 e 10) e posteriormente efetoras (caspases 3 e 6), enzimas que

desempenham papel fundamental no processo de morte. Genes como p53, Bcl-2, Bax,
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pl6, p15, p19, p21, p27 e p57 estdo envolvidos no processo de apoptose desempenhando
papéis criticos na regulacdo desse tipo de morte celular programada (KUMAR, 2007;
LAMKANFI et al., 2007).

1.4. ESTRESSE OXIDATIVO

1.4.1. Espécies reativas de oxigénio

Segundo Machado e colaboradores (2009), durante o metabolismo celular pode
ocorrer a oxidagdo de moléculas bioldgicas quando acontecem em excesso ou em
momentos inadequados. Normalmente, nosso organismo possui um complexo sistema de
moléculas que neutraliza o efeito de oxidacao de moléculas bioldgicas e que atuam, assim,
como antioxidantes.

Radicais livres sdo denominados como espécies reativas de oxigénio (EROs) e
representam moléculas em que o elétron se encontra desemparelhados no centro do &tomo
do oxigénio. EROS sdo geradas no nosso organismo com finalidades bioldgicas
importantes tais como em mecanismos imunoldgicos (na protecdo contra uma dada
infecgdo), producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, e sintese de
substancias biologicas (BARBOSA et al., 2010).

A sinalizacdo REDOX, aquelas envolvidas em reac6es de troca de elétrons por
meio de reducdo e oxidacdo de moléculas bioldgicas tem uma ocorréncia natural na
celula. Um exemplo € a producdo de Oz que é produzido quando o oxigénio (O2) é
metabolizado pela mitocdndria por meio da cadeia transportador de elétrons (VALKO et
al., 2007).

Geralmente, a producdo de ROS encontra-se elevada em lesdes teciduais causadas
por traumas ou infeccdes, por radiacBes, hipdxia, toxinas e por exercicios extremos. 1sso
acontece em decorréncia do aumento de enzimas envolvidas na formagéo destes radicais
e também da ativacdo de fagocitose, da liberacdo de ferro e cobre ou a partir de uma
interrupcgdo da cadeia transportadora de elétrons (ROCK et al., 1996).

Diversos componentes celulares estdo suscetiveis a acdo de ROS os quais podem
ocasionar alteracdes na estrutura e permeabilidade das membranas celulares. Isso decorre
de um processo chamado de peroxidacéo lipidica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
ROS podem atuar em vérias etapas do da carcinogénese estando envolvidos na iniciagdo

e progressdo do cancer (M@LLER; WALLIN, 1998). Porém espécies reativas de
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oxigénio sdo consideradas como facas de dois gumes, pois também podem tornar as
celulas cancerosas mais sensiveis a morte celular do que células saudaveis, induzida pelo
estresse oxidativo (TRACHOOTHAM et al., 2006).

Em células epiteliais o peréxido de hidrogénio, uma molécula considerada como
ERQOS, induz a apoptose celular (HOSSAIN, et al., 2010). Altos niveis de EROS tém a
capacidade de causar varias lesdes aos constituintes moleculares, como nos materiais
genéticos e pode levar a peroxidacao dos lipidios da membrana (LEONARDUZZI et al.,
2010; SVILAR et al., 2010; MAGDER et al., 2006)

Segundo Gouveia e colaboradores (2017), EROS podem ser desativadas ou
estabilizadas com o uso de moléculas antioxidantes. Estas podem atuar por diversos
mecanismos como na inibicdo de enzimas que levem a formagéo de radicais livres ou na
captura e regeneracdo de radicais livres, dentre outros. A exemplo destas enzimas
podemos citar a superoxido dismutase (SOD) que catalisa a desmutacdo de O
convertendo-o em H2O3, que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas; a
Catalase (CAT) que catalisa agua e oxigénio para formacéao de H.O>; Glutiona Peroxidase
(GSH-Px) que catalisa a reducédo de H20: e perdxidos organicos para o seu alcool
correspondente. Todas estas enzimas reagem por meio de ciclos entre a sua forma oxidada
e sua forma reduzida (OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

1.5. microRNA’S DE INTERFERENCIA

1.5.1. microRNA

Ambros e colaboradores (1993) relataram durante o estudo de um nematdide
(Caenorhabditis elegans) a presenca de uma pequena fita de RNA com apenas 22 pares
de bases nitrogenadas que, curiosamente, ndo codificava qualquer proteina. Descobriu-
se, porém, que esse RNA curto exercia um importante papel no controle pos-
transcricional de RNA mensageiro, o qual era decisivo no desenvolvimento desse animal.
Futuramente, este RNA curto passou a ser denominado de microRNA (miRNA).

Os miRNAs sdo RNAs curtos ndo-codantes, com cerca de 20 nucleotideos, 0s
quais regulam a expressdo de genes alvos em nivel pos-transcricional impedindo a
traducdo do mRNA e favorecendo a sua degradacdo. Por isso, estes RNAS curtos possuem
uma elevada potencialidade terapéutica e seu uso se tornou importante nos estudos de
RNA de interferéncia (RNAI) (FIRE et al., 1998; CARTHEW & SONTHEIMER, 2009;
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BURNETT & ROSSI, 2012). Estima-se que haja mais de 1.000 miRNAs em seres
humanos e, destes, j& foi identificado 462 miRNAs (RICARTE FILHO; KIMURA, 2006)

Geralmente, a disfuncdo da expressdo de miRNA’s no tumor estd associada a
regulacdo de genes-alvo relacionados tanto com a transformacdo oncogénica como na
supressdo tumoral. Portanto, o0 emprego de oligonucleotideos sintéticos exogenos, que
mimetizem miRNA supressores de tumor ou inibidores de oncogenes, poderia ser
utilizado estrategicamente visando tratamento de cancer (IORIO et al., 2011; KRELL et
al., 2012; L1U, 2012; BOLOGNIA et al., 2015). Neste contexto, estratégias experimentais

permitem modificar o contetdo de determinado miRNA de acordo com o objetivo.

1.5.2 - Biogénese do MicroRNA (miRNA)

Uma longa fita de miRNA (pri-miRNA) surge a partir da transcricdo de um gene
alvo pela RNA polimerase (Figura 9). Este pri-miRNA tem uma estrutura de hairpin que
é clivada pela RNase Ill, Drosha e seu cofator DGCRS8, ainda no ndcleo, gerando o pré-
miRNA (LEE et al., 2003, 2004). A exportina 5 tem a funcédo de transportar essa fita de
pre-miRNA do nucleo para o citoplasma, onde a enzima Dicer (endonuclease de RNase
I11) ira clivar a dupla fita liberando assim um miRNA de 22 nucleotideos de fita dupla
(GREGORY; SHIEKHATTAR, 2005). Esta fita entdo sera agregada ao complexo RISC
(RNA-induced silencing complex) juntamente com as proteinas argonautas onde
permanecera nesse complexo para controlar a expressdo pos-transcricional de um gene
alvo (SCHWARZ et al., 2003; ESQUELA-KERSCHER et al., 2006).
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Figura 9- Biogénese ou geracdo do microRNA e o mecanismo de inibic&o de sintese
proteica. Pri miRNA é formado no cucleo da célula onde este se une a uma proteina de
transporte sendo levada para o citoplasma, onde enzimas como a Dicer, RISC e
Argonauta, irdo produzir o miRNA, que tera a funcdo de degradar um RNAm. Fonte: site
http://nanocell.org.br/wp-content/uploads/2013/10/biogenese_rna.jpg.

A relacdo entre o cancer e miRNA foi evidenciado por Calin (2002) onde este
descreveu que dois genes, 0 mir-15 e mir-16, estdo localizados em uma regido do
cromossomo 13 que esta deletada em grande parte em pacientes com leucemia linfocitica
cronica (LCC). A ligacdo foi reforcada com a descoberta que o nimero de genes de
miRNA estdo localizadas em locais frageis que sdo regides instaveis associadas com a
promocdo do desequilibrio no DNA de células cancerosas (CALIN et al., 2004).

Estudos de perfil de expressdo de 15 miRNA’s demonstraram distintos padroes
destes entre células tumorais e saudaveis. Com isso, foi possivel associar estes padroes
com caracteristicas histopatologicas relacionados a capacidade de proliferacdo e
migracdo vascular tumoral (IORIO et al.,, 2005). Também foi descoberto que a
superexpressdo dos microRNA’s mir-335, mir-126 e mir-206 em células metastaticas
causa a reducdo da doenca no pulméo e 0ssos. Considerando esse efeito, observou que a
reducdo do mir-355 e mir 126 para tumores primarios diminui a sobrevida dos ratos
(TAVAZOIE et al., 2008).

O processo de RNAI pode ser mimetizado mediante o uso de moléculas curtas de
RNA sintético (mimics) sendo que tais moléculas irdo atuar de maneira semelhante aos
miRNAs de ocorréncia natural causando, assim, silenciamento génico pos-transcricional
(DAVIDSON & MCCRAY, 2011; POLTRONIERI et al., 2013. Por outro lado, o uso de
antimiRs causa inibigdo da atividade de determinado miRNA. Em ambos os casos se
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tratam de oligonucleotideos sintéticos complementares a sequéncia do miRNA-alvo que,
desta forma, irdo inibir a sua funcdo bioldgica (KRUTZFELDT et al., 2005).
(KRUTZFELDT et al., 2005)

Ademais, os microRNA’s podem atuar como reguladores de fatores anti-
apoptoticos como o mir-15 e mir-16 na regulacdo da proteina antiapoptética Bcl-2. Esta
relacdo foi comprovada ao se observar que o uso do desses microRNA’s provoca apoptose
em cultura de células de linfoma de Hodgkin. Na literatura é descrita alteracdo genética
de Bcl-2 nesta doenca mostrando, assim, a importancia da modulacdo desse microRNAs
na evasdo da apoptose e modulacdo da tumorigénese (KREK et al., 2005).

Dentre varios miRNAs de interesse na oncologia o mir-34a e mir-7 destacam-se
em virtude de seus diversos efeitos bioldgicos. Por exemplo, mir-7 esta envolvido nos
processos de proliferacdo e migracdo celular, regulando diferentes genes alvo (ZHAO et
al., 2015). Por outro lado, mir-34a esta relacionado com a sintese de p53 e subsequente
inducdo de estresse oxidativo e apoptose (CHO, 2011; MISSO et al.,2014).

1.5.3. Mir-34a

O mir-34a, mir-34b e mir-34c sdo membros da familia mir-34 e séo codificados
por diferentes genes. O mir-34a é codificado no cromossomo 1 enquanto o mir-34b e mir-
34c sédo codificados no cromossomo 11 (LI et al., 2014). Este miRNA, o mir-34a, esta
presente em todas as células de tecidos humanos normais (SLABAKOVA et al., 2017).

O mir-34a é um supressor de tumor que atua em varios tipos de cancer através da
supressdo de varios alvos experimentalmente validados (Figura 10) (CHEN; HU, 2012;
DE ANTONELLIS et al., 2011; LIU et al., 2011).
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Figura 10 - Alvos do mir-34a confirmados experimentalmente. O dano ao DNA pode
ocorrer por uma série de eventos que levam a expressao da proteina p53, esta proteina ira
modular positivamente os niveis do mir-34a, que tem a capacidade de inibir proteinas que
irdo levar a ativacdo da p53 e consequentemente ao processo de apoptose. Fonte:
Adaptado de KALLER et al., 2011.

it

Os niveis de expressado desse microRNA podem estar relacionados, ainda, com a
producédo de ROS. A producgdo de ROS pode levar expressdo da proteina p53 que, por sua
vez, induz parada no ciclo celular e posterior apoptose. Ainda, a p53 esta envolvida no
processamento do pré-microRNA e na transcri¢do direta de genes de microRNA para
promoc¢do do mir-34a. Isto leva ao silenciamento de algumas proteinas que, por fim,
modulam a ativacdo de p53 novamente (VOUSDEN, K.H. et al., 2002; LIU, B, et al.,
2008; SUZUKI, H et al., 2009).

MicroRNA'’s especificos tem a capacidade de modular as espécies reativas de
oxigénio (EROS) podendo sua producdo ser inibida ou estimulada. Assim, o uso de
antimir-34a inibiu a produgdo de ROS em células de glioma da linhagem A172 (LI, S.Z.,
2014).

4.4. Mir-7

O mir-7 é codificado por trés locus gendémicos diferentes sendo o produto de trés
sequéncias diferentes de DNA. Muitos estudos relatam que 0 mir-7 esta superexpresso

em uma variedade de tecidos normais (KALINOWSKI et al., 2014). Evidéncias mostram
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que o mir-7 desempenha um papel importante no crescimento e migracao celular (ZHAO
et al., 2015). Esse microRNA esta envolvido na regulacdo da via de sinalizagdo do
receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR) (KALINOWSKI et al., 2014).

Embora tenha sido relatado que o mir-7 esteja regulado negativamente em varias
neoplasias malignas, incluindo cancer de mama, (RAI et al., 2011; ZHANG et al., 2014,
2013) niveis aumentados deste miRNA foram associados a agressividade do tumor
(FOEKENS et al., 2008). Diversos sdo os estudos que demonstram que a restauracao
terapéutica do mir-7 € capaz de sensibilizar as células cancerigenas aos tratamentos com
posterior uso de quimioterapicos. A exemplo disso, podemos citar o uso do mir-7 que
inibiu a proteina 1, associada a resisténcia de mdaltiplas drogas aumentando a
sensibilidade no cancer de mama resistente ao uso de cisplatina (POGRIBNY et al.,
2010).

Assim, podemos afirmar que a reposicdo exdgena de mir-7e mir-34a associado a
quimioterapicos pode ser um interessante modelo para emprego na terapia do cancer.
Diante dos casos onde ha o surgimento da resisténcia de células cancerosas aos tipos de
terapias ja existentes, o estudo de novas terapias combinadas representa mais um passo
na descoberta de novos tratamentos que usam de ferramentas biotecnol6gicas.

Neste estudo sera avaliado o papel de miR-34a e miR-7 na inducdo de apoptose
mediada por MRC em cultura de células de carcinoma mamario. Serdo utilizados
oligonucleotideos sintéticos, denominados de mimics para avaliar a participacdo destes
miRNAs nos fendtipos de duas linhagens de carcinoma mamario (MCF-7 e MDA-MB-
231). Ainda, sera testada a eficdcia da combinacdo terapéutica entre MRC e
oligonucleotideos sintéticos de miR-34a e miR-7. O objetivo do uso combinado de MRC
e mimics de mir-34a e mir-7 foi avaliar se o efeito terapéutico de MRC seria
potencializado em relacdo ao uso apenas com MRC em células de adenocarcinoma

mamario.
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2. JUSTIFICATIVA

Sendo o cancer de mama o segundo de maior incidéncia no mundo e no Brasil,
faz-se necessario estudos para a descobertas de estratégias terapéuticas mais eficazes. A
quimiorresisténcia ao tratamento esta relacionada a fatores intrinsecos associados a
mutacBes em células que levam a ativacdo de vias compensatdrias, tornando a célula
tumoral ndo responsiva ao tratamento (HOLOHAN et al.,2013).

O uso de terapias combinadas pode favorecer uma melhor resposta terapéutica,
pois visa 0 aumento da sensibilizacdo de células alvo ao tratamento. Desta forma, terapias
que visem mais de um mecanismo de a¢do podem representar uma promissora estratégia
para aumentar a eficcia terapéutica especialmente de células que apresentam
quimiorresisténcia.

Citrato de rodio livre (CR) e associado a nanoparticulas de maghemita (MRC) foi
avaliado em estudos in vitro e in vivo e induziu significativa atividade citotoxica e
citostatica em células de carcinoma mamario. Além disso, estas formulacGes atividade
antitumoral em camundongos em portadores de carcinoma mamario (CARNEIRO et al.,
2011, CARNEIRO et al., 2013; PEIXOTO et al., 2014; CARNEIRO et al., 2015). Ainda,
o efeito citotoxico destas formulagbes tem sido relacionado com a capacidade de induzir
estresse oxidativo e fragmentagdo do DNA (CHAVES et al., 2015).

O uso de microRNAs em terapias combinadas com quimioterapia tem sido
relatado promissor. O mir-34a é codificado por um gene especifico e esta presente nos
tecidos humanos, com a funcgéo de silenciamento pés transcricional. Ele ja foi confirmado
através de estudos como sendo um miRNA supressor de tumor (CHEN; HU, 2012; DE
ANTONELLIS et al., 2011; LIU et al., 2011). Em especial, mir-34a induziu a
sensibilizacdo a quimioterapicos como doxorrubicina, cisplatina e paclitaxel em algumas
linhagens celulares de cancer de mama (WU et al., 2014).

Neste estudo foi avaliado se a reposicao de mir-34a combinada com o tratamento
com citrato de rddio associado a nanoparticula de maghemita induzia alteracbes na
viabilidade e morfologia celular, na producdo de espécies reativas de oxigénio e inducéao
de apoptose. A hipotese é de que a terapia combinada (quimioterapia e terapia génica)
poderia levar a uma sensibilizacdo das células de carcinoma mamario em relacdo as

terapias isoladas (quimioterapia ou terapia génica).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o potencial terapéutico de miméticos de mir-34a e mir-7 (mimics) como
tratamento adjuvante a terapia de CR e MRC em cultura de células de carcinoma

mamario.

Objetivos especificos

Avaliar em cultura de células de carcinoma mamario se 0s tratamentos:

1) reduzem a viabilidade celular.
2) alteram a morfologia celular.

3) aumentam a producédo de EROs.
4) induzem apoptose.
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4. MATERIAL E METODOS

Para uma melhor compreensdo do delineamento experimental, adotado neste

estudo, segue o fluxograma abaixo (Figura 11).

Plaqueamento -

24h

. Transfecgao
Cltvo # Ensaio
Linhagens

24h

\
|

A
[ \
[ \
| |

2h, 5h,
30h e 48h

B -0

Figura 11 — Fluxograma experimental adotado nessa dissertagdo. Delineamento
experimental das linhagens celulares usada durante a dissertacdo, tipos de miméticos,
concentragdo e grupos de doses e os tipos de analises que serdo realizadas.

—

Neste estudo foi investigada o potencial terapéutico do uso combinado de MRC e
de miméticos de mir-34a e mir-7 em células das linhagens de cancer de mama: MCF-7 e
MDA-MB-231. Primeiramente, para avaliacdo de citotoxicidade foi usado um método
que avalia atividade metabdlica celular com o reagente alamar blue (resazurina). A
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morfologia das células foi analisada por meio de microscopia Optica comum. Ainda, para

avaliar o efeito dos tratamentos na producdo de espécies reativas de oxigénio utilizou-se

o reagente DCFH (2',7'-Diacetato de diclorofluoresceina) e analisou-se os dados em

espectrofotdbmetro. Também foram realizadas analises para verificar o tipo de morte

celular induzida pelos tratamentos por meio de técnica de citometria de fluxo utilizando

os marcadores anexina-V FITC (Flouresceina-5-isotiocianato) e P (iodeto de propidio).
Os materiais utilizados neste estudo estdo listados na Tabela O1.

Tabela 01- Lista de materiais utilizados para os experimentos

Materiais Fabricantes
Alamar Blue Invitrogen, EUA
2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate Sigma, EUA
Azul de tripan Sigma, EUA
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco, EUA
Etanol J.T. Backer, Brasil

lodeto de Propideo

Invitrogen, EUA

Soro Fetal Bovino (SFB) Gibco, EUA
Tampao fosfato salina (PBS) Laborclin, EUA
Tripsina Gibco, EUA
Anexin V Invitrogen, EUA
INTERFERIn Polyplus, EUA
L15 Gibco, EUA
Mimics mir-34a Exiqon, EUA
Mimics mir-7 Exiqon, EUA
HEPES Sigma, EUA
NaCl Sigma, EUA
CaCl2 Sigma, EUA

4.1. Cultivo celular

Foram utilizadas duas linhagens celulares de carcinoma mamario humano (MCF-
7 e MDA-MB-231). Células da linhagem MCF-7 foram cultivadas em meio de cultura
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Dulbecos’s modified Eagle’s Medium (DMEM) e a linhagem MDA-MB-231 foi cultivada
em meio Leibovitz - L-15 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
penicilina/estreptomicina.

As duas linhagens celulares foram mantidas em frascos de cultura (totalmente
fechados para a linhagem MDA-MB-231) com os meios de cultivo descritos acima e
foram mantidas em incubadora imida a 37°C com 5% de CO2. A visualizacdo da taxa de
crescimento foi feita por meio de analise em microscopio optico invertido (AxioVert. Al,
Zeiss).

Ap0s as células adquirirem confluéncia de mais de 70% realizava-se as passagens
(repiques) das células. Para isso, as celulas eram lavadas com solugdo Phosphate-
Buffered Saline (PBS 1x, GIBCO) e depois submetidas a agdo proteolitica de solugéo de
tripsina-EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) (GIBCO) e incubadas entre trés a sete
minutos a 37°C. A seguir, a acdo enzimatica era neutralizada com meio de cultivo e o
meio em suspensdo formado era homogeneizado. Deste meio, uma aliquota era usada
para a quantificacdo do numero de células para os experimentos por meio de contagem
direta em Camara de Neubauer utilizando-se 0 método de excluséo por corante Azul de
Tripan (GIBCO).

4.2. Tratamento das células

4.2.1 Quimioterapia com CR e MRC

As células foram semeadas em placas de 96 ou 12 pocos, conforme cada ensaio,
e incubadas por 48 horas com as seguintes solucdes de tratamento: (1) citrato de rodio
livre (CR, 50 a 300 uM); (2) citrato de rédio associado a nanoparticulas de maghemita
(MRC, 50 a 300 uM) e (3) nanoparticulas de maghemita com citrato (MC, dose equimolar
de ferro em relagcdo a MRC na dose de 300 pM).

Foram incluidos nos ensaios um grupo constituido por células ndo tratadas (CN,
controle negativo) e outro grupo como controle positivo em que se utilizou paclitaxel na
dose de 50 nM. Para os grupos de tratamentos com CR e MRC foram utilizadas doses
equimolares de ferro e de nimero de particulas (0,65a2,6 mM e 1,4 a 1,6 x 10'° NP/mL)
correspondentes as mesmas encontradas na dose de 300 UM de MRC. As formulagdes
CR e MRC foram sintetizadas na Universidade Federal de Goias (UFG), sob a
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responsabilidade do prof. Dr. Aparecido Ribeiro de Souza, de acordo com o protocolo
descrito por Carneiro et al., (2011).

As formulagGes foram diluidas em agua, assim foram testadas se esta quantidade
de diluente existente causava algum tipo de injuria nas células, tendo como resultado um

efeito inerte ou a quantidade de agua existente ndo causou injuria as células.

4.2.2 Transfeccdo com oligonucleotideos sintéticos para miR-34 e miR-7

As células foram semeadas em placas de poliestireno e, apds 24 horas, foram
transfectadas com oligonucleotideos sintéticos direcionados a mir-34a € mir-7 (mimics)
na dose de 30 pM. Estes mimics (Exiqon) foram preparados na forma de
oligonucleotideos LNA (locked nucleic acid), fosforotionados (Exiqon). Também foi
utilizado um controle negativo denominado scramble que trata de uma sequéncia de
oligonucleotideos esdrixula e este foi considerado como um controle interno para
descartarmos a possibilidade de resultados falso positivos, visto que ele ndo deveria
induzir efeitos citotoxicos tampouco alteracdes nas células relacionadas aos miméticos
de miRNAs.

Para realizar-se a transfeccdo dos microRNAS, nas células, foi feita uma solucéo
de transfeccdo contendo 0,5 pl de interferin, 50 pl de meio de cultura sem soro e mimics
de mir-34a e mir-7 na concentracdo de 30 nM. Esses volumes foram considerados para
cada poco da placa de poliestireno de 96 pocos, sendo o volume final de 175 ul em cada
pOCoO.

As solucbes de transfeccdo foram homogeneizadas primeiramente sob
movimentos manuais de cima para baixo e depois que se adicionou os mimics alvos as
solucdes foram homogeneizadas em vortex por dez segundos e aguardou-se dez minutos
para a formacdo do complexo de transfeccdo antes de adiciona-lo as células. Enquanto
iss0, 0 meio de cultura foi substituido por 125 pl de meio completo (DMEM ou Leibovitz
- L15, suplementados com 10% de SFB e 1% penicilina/estreptomicina) pré-aquecido em
temperatura ambiente 37°C.

Em seguida, adicionou-se 50 pl da solucgdo de transfecgdo e. a placa foi agitada
suavemente por meio de movimentos manuais para que 0S mimeéticos ficassem
distribuidos uniformemente. Nos pocos do grupo néo transfectados (controle negativo e
MRC a 250 pM) adicionou-se apenas 50 pl de meio de cultura DMEM se for para
linhagem MCF-7 ou Leibovitz — L15 para linhagem MDA-MB-231, sem soro fetal
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bovino. Em seguida, as células foram mantidas em incubadora imida a 37°C com 5% de

CO; até 0 momento do tratamento.

4.3 Determinacédo de viabilidade celular por Alamar blue

A anélise da viabilidade celular foi realizada utilizando-se ensaio fluorimétrico
por meio do reagente alamar blue (resazurina). Neste ensaio foram semeadas 5 x 103
células por poco de ambas as linhagens (MDA-MB-231 e MCF-7) em placas de 96 pogos.
Apbs 24 h, as células foram transfectadas e aguardou-se mais 24 horas para proceder-se
aos tratamentos conforme item 3.2.1. Seguidas 48 horas, o0 meio de cultura foi retirado e
0s pogos, contendo as células, foram lavados suavemente com solucéo salina de fosfato
(PBS) para retirar 0 excesso de nanoparticulas precipitadas no fundo dos pocos da placa.

Apds, adicionou-se 100 pl/poco de meio de cultura e acrescentou-se 10% de
alamar blue em relagc&o ao volume total de meio do poco, ou seja, 10 microlitros. Logo
apos as células foram incubadas por 2,5 h em incubadora tmida com 5% de CO2e a 37°C.
Em seguida, as células foram analisadas em espectrofotémetro (Spectramax M3) em faixa
de comprimento de onda de emissdo a 570 nm e de excitacdo a 590 nm (MOSES;
EDWARDS; BRANTLEY, 2016). Os dados obtidos de fluorescéncia foram

transformados em porcentagem utilizando a seguinte equacao:
% Viabilidade = (média dos pocos tratados/média dos pocos controle) x 100

Para a normalizacdo do ensaio, foram adicionados grupos em pogos sem células
que levavam somente meio e em outro grupo com meio e tratamento. Estes grupos
seguiram o mesmo desenho experimental e foram avaliados ao final de cada ensaio.
4.4 Andlise de morfologia por microscopia optica

As células foram visualizadas na objetiva de 20 X e fotografadas em microscépio
Optico comum (Axiovert, Zeiss), operado em contraste de fase, para observacdo das

alteraces morfoldgicas induzidas pelos tratamentos. Neste ensaio utilizou-se das placas

sob analise descrita no item 3.4.
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4.5. Deteccéo de producéo de EROs intracelular

Para este  ensaio utilizou-se o reagente DCFH-DA (2.7
Dichlorodihydrofluorescein diacetate) (Sigma), este reagente € uma sonda nao
fluorescente permeavel as células, este é desesterificado intracelularmente e se transforma
em 2°,7 — diclorofluoresceina que é altamente fluorescente apds a oxidacdo. O reagente
foi dissolvido em etanol de maneira a se obter uma solucdo estoque a 50 mM e, a partir
desta, diluiu-se novamente para producdo de uma solucdo de uso sob a concentracdo de
2 mM. Perdxido de hidrogénio (200 uM) foi utilizado como controle positivo aplicado
no momento da leitura (SHARMA et al., 2017).

Neste ensaio foram semeadas 5 x10° células por pogo e as células foram tratadas
de acordo com o item 3.2.1. Inicialmente, realizou-se ensaios com grupos controle
negativo e positivo, mir-34a e MRC (250 uM) por duas, cinco e trinta e quarenta e oito
horas com o objetivo de observar se o perfil de producdo de EROs era alterado com o
tempo.

A leitura de cada de placa ocorreu, apos 2h, 5h, 30h e 48 horas apds o tratamento

em intervalos de cinco minutos durante dez tempos diferentes.

4.6. Analise de morte celular por meio de citometria de fluxo

A analise do tipo de morte induzida pelos tratamentos foi realizada por meio de
marcacao das células com anexina Fluoresceina-5-isotiocianato (Anexina V-FITC) e lodeto
de propidio (P1). Neste ensaio foram semeadas 7 x 10* células em placas de 12 pogos e
apos 24 h, as celulas foram tratadas conforme item 3.2.1. Decorrido 48 horas ap6s o
tratamento, tanto as células aderentes como as células em suspensdo, foram lavadas com
200 pl de PBS, tripsinizadas com 100 pl e apds cinco minutos inativadas com 200 pl
meio de cultura, centrifugadas a 1800 RPM e o pellet de células foram ressuspendidas em
100 pl de tampao de ligagdo de anexina V (10 mM HEPES, 140 mM NaCl e 2,5 mM de
CaCl2 — pH 7,4) contendo 3 pl de anexina-V. Logo, as células foram incubadas com esta
solugéo por 15 minutos e mantidas em eppendorfs em gelo, protegidas da luz.

Apo6s este periodo, mais 400 ul do tampao de ligacdo da Anexina V foram
adicionados aos tubos e 500 pl da solucdo de Pl (PBS e lodeto de Propidio — 2 g/mL)
foram adicionados posteriormente. As células foram incubadas por mais cinco minutos

com esta solucdo em gelo e lavadas com PBS. A aquisi¢do dos dados foi feita em
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citometro FACS (Fluorescence- activated cell sorting) Calibur (Becton Dickinson). A
andlise dos dados foi realizada por meio do software CellQuest-Pro. As andlises foram
feitas a partir de dois experimentos independentes, onde em cada ensaio foram
examinadas 10.000 eventos em cada grupo (GUIDO, 2014).

4.7. Analise estatistica

Para analisar possiveis diferencas na viabilidade das células entre os tratamentos
com CR e MRC em diferentes ensaios, realizou-se, inicialmente, um teste de
repetibilidade para averiguar o indice de correlagdo intraclasse (ICC) foi aplicado,
assumindo um resultado de boa repetibilidade (ICC>0,9). A correlagdo do ICC foi
avaliada no software (Statistical Product and Service Solutions) SPSS Statistics. As
variaveis foram testadas através do teste de Shapiro Wilk, avaliando assim a normalidade
dos dados coletados.

Os valores da concentracao inibitoria 50 (I1Cso) para as células MCF-7 e MDAMB-
231 foram calculados com base nos resultados obtidos pelo teste de viabilidade celular
por Alamar blue com o tratamento das células por 48h. Para tal, a porcentagem de células
viaveis foi plotada contra a dose de tratamento em escala logaritmica. O célculo foi feito
utilizando-se o Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Para comparagdes entre o controle (sem tratamento) e tratamentos com foi
aplicada uma analise de variancia (ANOVA one-way) e p0s teste multicomparativo de
Tukey. Nos ensaios de avaliacdo da producdo de EROs e nos ensaios de tipo de morte
celular foi aplicado ANOVA Two-way seguido de pds-teste de Dunnet, todos os testes
foram aplicados com o uso do Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. O nivel de
significancia minimo foi de p < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

6.1.1. Triagem de doses de CR e MRC

Primeiramente avaliou-se os possiveis efeitos de MRC (citrato de rédio associado a
nanoparticula com maghemita) e de CR (citrato de rodio) em células das linhagens de
adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231 e MCF-7) por meio de ensaio fluorimétrico
com alamar blue (resazurina). O intuito deste ensaio foi confirmar a dose ideal em que o
CR associado a nanoparticulas de maghemita teria um efeito potencializado em relacao
ao complexo.

De uma forma geral, observou-se diferenca significativa entre a viabilidade de
células ndo tratadas (controle) e tratadas com CR e MRC. Em ambas as linhagens se notou
que os tratamentos com MRC reduziram a viabilidade com maior intensidade do que os
tratamentos com CR nas linhagens de células de adenocarcinoma mamario humano MCF-
7 e MDA-MB-231 para as doses de 50 a 250 uM (p<0,0001). Além disso, observou-se
um efeito citotoxico diferenciado entre as linhagens, sendo que este efeito ocorreu com
maior intensidade na linhagem celular MDA-MB-231. Sobretudo, o efeito citotdxico de
MRC foi maior nas doses de 300 uM em ambas as linhagens. Quando comparadas as
duas linhagens n&o se observou diferenca significativa nas doses entre 250 uM e 300 uM
(Figura 12).

Em relacdo a linhagem MDA-MB-231 se observou gue os tratamentos com MRC
e CR foram citotoxicos em todas as doses investigadas (Figura 12). Verificou-se que
houve 62,2% (£0,2); 48,6% (£ 0,4); 41,9% (% 0,5) e 33,7% (£1,3) de células viaveis apds
os tratamentos com CR (Figura 12 A) e 23,5% (+ 3), 22,2% (£ 3,6), 20,9% (£ 3,4) e 21,6
% (% 0,9) nos tratamentos com MRC (Figura 14 B) nas doses de 50, 150, 250 e 300 uM
para ambos tratamentos, respectivamente. Em relacdo a linhagem MCF-7 observou-se
69.1% (= 5,2) e 67,4 % (£6,4) de células vidveis nas doses de 250 uM e 300 uM (Figura
12 D) para linhagem MCF-7.
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Figura 12 - Efeito dos tratamentos com Citrato de Rédio livre (CR) e associado a
nanoparticulas de Maghemita (MRC) sob a viabilidade de células de
adenocarcinoma mamario das linhagens MDA-MB-231 (A e B) e MCF-7 (C e D)
apos 48 h. O numero de células viaveis nos tratamentos com 50 uM, 150 uM, 250 uM e
300 uM de MCR foi menor em relagdo ao controle (células sem tratamento) nas duas
linhagens celulares investigadas. Todos os dados foram normalizados com o controle e
expressos como meédia + erro do desvio padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em triplicatas submetidos a analise de variancia one-way
(ANOVA), sequido de pos-teste de Tukey e as analises foram feitas no programa
GraphPad (versdo 7.0). Asteriscos indicam diferenca estatistica em relacdo a controle
negativo e tratamentos (p< 0.05).

A partir dos dados obtidos nestes ensaios os valores de ICso (UM) para a linhagem
MDA-MB-231 no tratamento com MRC foram de 142,9 uM com um intervalo de
confianga muito longo e para linhagem MCF-7 foi de 211,3 puM com um intervalo de
confianca de 95% de 40,60 a 1100 uM. Com isso, considerou-se a dose de 250 uM para
0s ensaios descritos a seguir, uma vez que a maior dose de MRC investigada (300 puM)
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ndo faria diferenca significativa na reducao da viabilidade celular em relacéo a dose de
250 UM, em estudos anteriores a dose de 250 uM em linhagens de cancer de mama, teve

a capacidade de modular os niveis de actina da célula.

5.1.2 — Ensaios de interacdes terapéuticas entre microRNA’s (mir-7 e mir-
34a) e MRC

Neste ensaio avaliou-se o efeito citotoxico da reposicdo dos microRNAs mir-34a
e mir-7 associados ao tratamento com MRC sob a viabilidade celular de MDA-MB-231
e MCF-7 ap0s 48 horas. Esta avaliacdo foi feita por meio de ensaio fluorimétrico com
alamar blue (resazurina). Por meio deste ensaio foi possivel avaliar o efeito citotoxico
induzido pelos microRNA’s mir-34a e mir-7 associados ou ndo aos tratamentos com
MRC (250 puM).

Em geral, observou-se que os tratamentos com microRNAs, associados ou ndo a
quimioterapia com MRC, reduziram a viabilidade celular em relacdo ao controle de
células da linhagem MDA-MB-231. Contudo, notou-se que, quando foram realizados 0s
tratamentos apenas com microRNAS, houve um menor efeito na reducdo da viabilidade
celular do que quando estes foram associados a quimioterapia com MRC (p<0.001). Por
outro lado, o tratamento apenas com MRC induziu citotoxicidade similar aos tratamentos
com MRC associado a reposicdo dos microRNAs mir-7 e mir-34a. Células tratadas com
o “scramble” (controle da transfeccdo) ndo sofreram mudancas na viabilidade quando
comparada ao controle negativo (Figura 13).

Particularmente, observou-se que os tratamentos exclusivos com mir-7 e mir-34a
tiveram a viabilidade celular de 78,9% (+2,9) e 80,5% (+4), respectivamente. Entretanto,
MRC (dose de 250 uM) induziu elevada citotoxicidade, em relacdo aos tratamentos
exclusivos com microRNAs, visto que a viabilidade foi para 26%. Ademais, a associagdo
da quimioterapia com MRC e reposicdo de mir-7 e mir-34a induziu toxicidade similar ao

tratamento apenas com MRC (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da reposi¢cdo de mir-7 e mir-34a combinada com tratamento de
Citrato de rddio associado a Nanoparticulas de Maghemita (MRC) na viabilidade
de células da linhagem MDA-MB-231 ap6s 48 h. O tratamento com MRC reduziu a
viabilidade celular de forma similar aos tratamentos em que se empregou a reposi¢édo de
microRNAs (mir-7 e mir-34a) combinada com a MRC. Todos os dados foram
normalizados com o controle e expressos como média + desvio padrdo da media de dois
ensaios independentes submetidos a anélise de variancia one-way (ANOVA), seguido de
pos-teste de Tukey e as analises foram realizadas no programa GraphPad (versao 7.0).
Asteriscos (****) representam diferencas estatisticas em rela¢do a controle negativo e aos
demais tratamentos (p<0.001).

Com o intuito de selecionar somente um dos miméticos de microRNAS, mir-7 ou
mir-34a, para 0s ensaios posteriores comparou-se a diferenca de citotoxicidade induzida
por pelos miRNA’s alvo na linhagem MDA-MB-231. Ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos com MRC ou com MRC combinado com reposi¢édo de microRNAS.
Ou seja, o tratamento exclusivo com MRC induziu toxicidade semelhante ao tratamento
em que se associou a reposicdo de microRNAs. Também se verificou que no grupo
tratado com o mir-34a + MRC houve menor nimero de células vidveis do que no grupo
MRC, porém sem significancia na linhagem MDA-MB-231 (dados ndo mostrados). Por
iSS0, NOS ensaios a seguir serdo apresentados resultados referentes ao mir-34a, visto que
a reposicao deste microRNAs resultou em maior reducdo da viabilidade celular.

Em relacdo aos ensaios realizados com a linhagem MCF-7 pdde-se notar que
houve diferenca significativa (p<0,0001) na viabilidade celular em todos os tratamentos
(Figura 14). Observou-se gque os grupos mir-34a + MRC e MRC viabilidade celular foi
de 54,4% (x3,4) e 75,7% (£3,2). Foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre
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células tratadas apenas com mimético mir-34a em relacéo ao tratamento com mir-34a +
MRC (viabilidade celular de 69,7 % (x£2,4) e 54,4% (£3,4), respectivamente).

MCF-7

140 9

120 1

[

1
100 * Kok Kk 1
80 b
V- -

40 AA

20 4

VIABILIDADE CELULAR
(%)

TRATAMENTOS

Figura 14 — Efeito do tratamento com Citrato de R6dio associado a nanoparticulas
de Maghemita (MRC) combinado com a reposicdo de mir-34a sob a viabilidade de
células da linhagem MCF-7 apds 48 h. O tratamento com o mimético de mir-34a
combinado com MRC reduziu a viabilidade celular em relacdo ao tratamento apenas com
MRC. Todos os dados foram normalizados com o controle e expressos como média +
desvio padrdo da média de dois ensaios independentes submetidos a analise de variancia
one-way (ANOVA) seguido de pds- teste de Tukey e as analises foram realizadas no
programa GraphPad (versdo 7.0). Asteriscos (****) diferenca estatistica em relacdo a
controle negativo e os demais tratamentos. (**) diferenca estatistica entre 0s grupos mir-
34a + MRC e mir-34a (p<0.05).

Como néo foi observada, na linhagem MDA-MB-231, diferenca significativa na
viabilidade celular entre células tratadas com mir-34a e MRC e apenas com MRC,
decidimos seguir apenas com 0s ensaios com a linhagem MCF-7, linhagem em que se
observou diferenca significativa entre os dois tipos de tratamento (MRC e mir-34a +
MRC).

5.2 QUANTIFICACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Foi realizado um ensaio para investigar se os tratamentos com MRC combinados

ou ndo com mimetico mir-34a alteravam a producdo de espécies reativas de oxigénio
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UAF

UAF-

(EROs) em células da linhagem MCF-7 por meio de ensaio fluorimétrico utilizando
DCFH. Geralmente, a producdo de EROs ocorre em pouco tempo apds a exposi¢do a
agentes quimicos. Por isso, neste ensaio analisamos a formacdo de EROs em intervalos
curtos apds os tratamentos (2 h, 5 h) e também se avaliou ap6s 30 h e 48 h.

De forma geral, em todos os grupos de tratamentos pdde-se observar que a
variacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio foi diretamente proporcional ao
tempo de exposicao das células da linhagem MCF-7 aos tratamentos com MRC ou mir-
34a (Figura 15). No periodo de duas horas ndo se observou diferenca na producdo de
EROs ap6s os tratamentos com MRC ou mir-34a em relacdo ao controle negativo,
independente dos tempos de leitura apo6s incubacdo com DCFH (Figura 15 A e B).
Notou-se, apds cinco horas de tratamento com MRC ou mir-34a que houve variagdo
média na producdo de EROs, a partir de 20 minutos da leitura inicial, porém néo foi
significativa (Figura 15 B). Contudo, a partir de 20 minutos a producdo de EROs nédo
variou. Peroxido de hidrogénio foi empregado como controle positivo e observou que
houve um aumento na produgdo de EROs neste tratamento.

Ademais, apds 30 horas de tratamento com MRC e mir-34a também nao se notou
variacdo na quantidade de EROs (Figura 16 A), em todo os tempos avaliados (até 50
minutos apds incubagdo com DCFH). A producdo de EROs aumentou no decorrer do
tempo com o tratamento com perdxido de hidrogénio (Figura 18 B). Apo6s 48 horas
(Figura 17 A) de tratamento com mir-34a observou-se significativa producdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio) em relacdo ao controle negativo. No entanto, em relacdo

aos demais tratamentos ndo se notou diferenca estatistica.
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Figura 15 — Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) apds tratamento
com Citrato de Rddio associado a nanoparticulas de Maghemita (MRC) ou com
mimético de mir-34a na linhagem MCF-7. (A) Leitura apds duas horas de
tratamento. (B) Leitura ap6s cinco horas de tratamento. (C) Leitura com controle
positivo (H202). N&o houve diferenca na producéo de EROs no periodo de duas e cinco
horas ap6s os tratamentos com MRC ou mir-34a em MCF-7. Todos os dados foram
normalizados com o controle negativo e expressos como média + desvio padrdo da média
de um ensaio, submetido a analise de variancia (ANOVA) two-way, seguido de pds- teste
de Dunnett. As andlises foram feitas no programa GraphPad (versao 7.0).
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Figura 16 — Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) apo6s tratamento
com citrato de rdédio associado a nanoparticulas de maghemita (MRC) e mimético
de mir-34a na linhagem MCF-7. (A) Leitura ap6s 30 horas; (B) Leitura do controle
positivo H202. A producdo de EROs foi similar em todos 0s grupos experimentais
analisados. Todos os dados foram normalizados com o controle e expressos como média
+ desvio padréo da média de ensaio submetido a analise de variancia two-way (ANOVA),
seguido de pos-teste de Dunnett do programa GraphPad Prism (versao 7.0).
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Figura 17— Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) da nanoparticula
de citrato de rédio associado a Maghemita (MRC) e mimético mir-34a, sob a
linhagem MCF-7. (A) leitura apds 48 horas; (B) leitura do controle positivo H202. A
quantidade de EROS produzido é significativo no grupo tratado com mimético mir-34a
em relacdo ao controle sem tratamentos. Todos os dados foram normalizados com o
controle e expressos como média + desvio padrdo da média de dois ensaios independentes
submetidos a andlise de variancia two-way (ANOVA), seguido de pos-teste
multicomparativo de Dunnett do programa GraphPad (verséao 7.0). ** diferenca estatistica
do controle negativo e mir-34a (p<0,05)

5.3 ANALISES MORFOLOGICAS INDUZIDAS POR MRC E MIR-34a

Na figura 18 sdo apresentadas fotografias da morfologia das células sem
tratamento (Figura 18 A), tratadas com reposi¢cdo de mimético mir-34a (Figura 18 B),
com MRC associado a reposicdo de mir-34a (Figura 18 C) e apenas com MRC (Figura
18 D).

Células sem tratamento (controle negativo), apresentaram morfologia
caracteristica da linhagem MCF-7, fusiforme e com formacé&o de coldnias de células. Nas
células tratadas com mir-34a (Figura 18 B) notou-se alteragdes na morfologia como
perda de prolongamentos citoplasmaticos, rompimento da membrana e reducdo da

confluéncia e agregacéo das células.

Apos o tratamento com MRC (250 uM) e MRC (250 pM) associado com a
reposicdo de mir-34a (Figura 18 C e D, respectivamente) observou-se proeminentes
alteracbes morfologicas tais como arredondamento celular e notavel quantidade de

fragmentos celulares dispersos. Pode-se notar também que as células se encontravam
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mais distantes umas das outras quando comparadas ao controle sem tratamento (Figura
18 A).

Observou-se fragmentos celulares nos grupos mir-34a + MRC e nos tratamentos
exclusivos com mir-34a ou MRC (250 uM) (Figura 18 B a D). Estas alteragdes sdo

caracteristicas de mudangas morfoldgicas associadas a eventos de toxicidade celular.

Figura 18 — Altera¢gdes morfoldgicas em células de adenocarcinoma mamario
humano da linhagem MCF-7 ap6s tratamento com citrato de rdédio associado a
Maghemita (MRC) e mimético mir-34a. (A) Células ndo tratadas; (B) Células
tratadas com reposicao de mir-34a; (C) Células tratadas mir-34a+MRC; (D) Células
tratadas somente com a nanoparticula MRC. A Foto mostra a mudanca da morfologia
nas células tratadas com o mimético mir-34a, ja nos grupos que levam o tratamento em
conjunto ou somente com o MRC, ndo ha clareza de informacBes na mudanca da
morfologia por causa do MRC precipitado, somente se vé alguns pedacos de células ou
restos celulares chamados de “bleebs”.
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5.4 AVALIACAO DE MORTE CELULAR

Com o intuito de identificar o tipo de morte celular induzida pelos tratamentos
com MRC e mir-34a as células MCF-7 foram tratadas e, ap6s 48 horas seguiu-se com
anélise em citometria de fluxo. Ap6s o periodo de tratamento, as células foram marcadas
com Anexina-V e iodeto de Propidio e avaliadas por meio de citometria de fluxo. Este
teste permite a identificacdo e quantificacdo de subpopulacBes de células viaveis, em
apoptose inicial e apoptose tardia e em necrose.

Foi observado 12,4% (£3,6), 10,5% (£3,6) e 11,1% (+0) de células em apoptose
inicial, apoptose tardia e necrose, respectivamente em células sem tratamento (controle
negativo) (Figura 19). No tratamento com mir-34a verificou-se 23,4% (+7,6), 19,5%
(£2,0) e 8% (x1,1) de células em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose,
respectivamente. Apds o tratamento apenas com MRC verificou-se 15,5% (%6,7), 15,8%
(£6,8) e 12,7% (£2,3) sofreram de células em morte por apoptose inicial, apoptose tardia
e necrose, respectivamente. No grupo tratado com mir-34a + MRC observou-se 23,6%
(£10,3) de células em apoptose inicial, 17,3% (5,4) em apoptose tardia e 10% (+1,03)
em necrose. N&o se notou diferenca significativa entre os tipos de morte celular
comparando-se células tratadas com mir-34a, MRC ou MRC + mir-34a. Entretanto,
houve maior quantidade de células em processo de morte apds os tratamentos do que no

controle negativo (cerca de 42% versus 22%).
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Figura 19 -. Avaliacdo do perfil de morte celular induzido por citrato de rédio
associado a nanoparticulas (MRC) e por reposicdo de mir-34a apos 48h. (A)
distribuicdo das populagdes celulares de acordo com a positividade das marcagoes.
Quadrante inferior esquerdo corresponde as células viaveis, inferior direito as células em
apoptose inicial, superior esquerdo as células necroticas e o superior direito células em
apoptose tardia. Figura (B) representacdo grafica dos perfis de morte celular com
tratamento estatistico. O tratamento com mir-34a e nanoparticula MRC induziram
predominantemente a morte celular por apoptose, mas ndo representam uma diferenca
significativa quando comparada (C) efeito dos tratamentos mir-34a, mir-34a + MRC e
MRC, nas caracteristicas morfoldgicas da populacdo de células MCF-7, utilizando os
parametros analisando SSC-H (granulosidade /complexidade citoplasmaética) e FSC-H
(tamanho da célula). Todos os dados foram normalizados com o controle e expressos
como média * do desvio padrdo da média de dois ensaios independentes submetidos a
analise de variancia two-way (ANOVA) (p<0,05), seguido de p6s- teste comparativo de
Dunnet do programa GraphPad (verséao 7.0).
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, nés demonstramos que o0 CR e o0 MRC induziram a reducdo da
viabilidade celular na linhagem MDA-MB-231 e MCF-7 nas doses de 50 uM, 150 uM,
250 uM e 300 uM tendo efeito citotéxico dose dependente. O MRC teve seu efeito
potencializado em relagdo a CR em ambas as linhagens.

A linhagem MDA-MB-231 se mostrou mais sensivel aos tratamentos utilizados,
pois observou-se pronunciado efeito citotoxico de MRC em todas as doses testadas.
Entretanto, na linhagem MCF-7 somente as doses de 250 uM e 300 uM de MRC foram
citotoxicas. Estes resultados corroboram os estudos de Chaves (2017) e Carneiro (2011)
em que foi demonstrado que, apds 48 h de tratamento com MRC, a linhagem MDA-MB-
231 se mostrou mais sensivel ao tratamento do que a linhagem MCF-7.

Células da linhagem MDA-MB-231 séo caracterizadas pela auséncia de expressdo
de receptor de estrogeno, progesterona e HER-2 e, portanto, sdo classificadas como triplo
negativas. Por isso, apresentam potencial invasivo e estas caracteristicas para um tumor
estdo relacionadas com um pior prognoéstico da doenca (MADEIRA et al., 2012). No6s
demonstramos que as terapias empregadas neste estudo foram mais eficientes em células
MDA-MB-231 do que em células da linhagem MCF-7 (triplo positiva para receptor de
estrogeno, progesterona e HER-2). Isto representa um achado interessante visto que, 0
tumor com perfil imunohistoquimico triplo negativo, ndo é suscetivel a terapias
hormonais ou ainda a quimioterapicos como doxorrubicina e paclitaxel (ROUZIER et al.,
2005; CAREY, 2006). N6s demonstramos que células da linhagem MDA-MB-231 foram
susceptiveis aos tratamentos com CR e MRC.

Também foi demonstrado que o tratamento com (MRC combinado com a
reposicdo de mir-34a reduziu significativamente a viabilidade celular e este efeito foi
relacionado com a atividade citotdxica deste em ambas as linhagens estudadas (MDA-
MB-231 e MCF-7). E conhecido que mir-34a esta menos expresso em linhagens de cancer
triplo negativo quando comparada a linhagens celulares epiteliais normais (GAUR et al.,
2007; KATO et al., 2009). O microRNA mir-34a esta pouco expresso na linhagem MDA-
MB-231 (Kim et al., 2016) e, de acordo com estudos conduzidos por (RUI et al., 2018) o
uso do mimético mir-34a tem efeito inibitério na viabilidade celular enquanto que o uso
do antagdnico (Anti-mir) tem efeito oposto.

Em nossos ensaios, observou-se pronunciada redugdo na viabilidade de células da

linhagem MDA-MB-231 ap6s os tratamentos com mimético de mir-34a (30 nM) em
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associacdo com MRC (250 pM). E descrito na literatura que a associagio terapéutica de
reposicdo de mir-34a com quimioterapicos como doxorrubicina, cisplatina e paclitaxel
levaram a maior reducéo da viabilidade celular em relac&o ao seu uso isolado em celulas
da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 (WU et al., 2014). Portanto, nossos
achados estdo de acordo com que € descrito na literatura.

Na linhagem MCF-7 mir-34a também potencializou o efeito de MRC. Células de
linhagem MCF-7 possuem uma expressdo reduzida de mir-34a quando comparada a
células ndo tumorais e este fendtipo esta envolvido na regulacdo da apoptose, invaséo e
proliferacdo em células tumorais (LI et al., 2014). Por outro lado, em relacéo aos nossos
achados com mir-7 ndo observamos, na linhagem MDA-MB-231, 0 mesmo efeito em
relagdo ao mir-7. Células desta linhagem tratadas com mir-7 (30 nM) + MRC (250 pM)
tiveram a viabilidade celular similar ao tratamento exclusivo com MRC.
Estudos demonstram que a expressdo de mir-7 estd associada a metastase visto que foi
encontrado em menor quantidade em pacientes que tiveram reincidéncia tumoral devido
a metastase e também que a reposicdo deste miRNA, em estudos in vitro, inibiu a
proliferacdo e progressdo de células da linhagem MDA-MB-231. Em nosso estudo
também observamos que a reposicao de mir-7 resultou na inibicdo da viabilidade celular.
As alteracBes morfologicas observadas em células MCF-7 tratadas com MRC (250 pM)
e mir-34a estdo associadas a toxicidade da terapia.

Ainda, verificou-se nos tratamentos com MRC e com MRC + mir-34a maior
percentual de células em morte celular (apoptose e necrose) do que em células sem
tratamento. No entanto, o percentual de células em morte celular no controle negativo
foi elevado (em torno de 22%). Desta forma, seré necessario realizar novos ensaios a fim
de obter resultados mais consistentes para correlacionar com os dados de toxicidade.

Apds os tratamentos por duas, cinco e trinta horas (Figura 15 A e 16 A) ndo houve
aumento na produgdo de EROs. Contudo, no periodo de 48 horas observou-se que 0s
niveis de EROs foram maiores em células que se aplicou 0 mimético de mir-34a (Figura
17). E relatado na literatura que a reposicdo de mir-34a induz o aumento na producéo de
espécies reativas de oxigénio (BAl et al., 2011). LI e colaboradores demonstraram que 0
uso de mimético de mir-34a em células de glioma humano, da linhagem A172, induziu o
aumento de EROs ocasionando apoptose. Em estudos preliminares, realizados pelo nosso
grupo, foi observado que MRC induziu aumento na producéo de EROs (CHAVES et al.,
2015).
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CONCLUSOES

Células de adenocarcinoma mamario da linhagem MDA-MB-231 foram mais

sensiveis aos tratamentos com CR e MRC do que células da linhagem MCF-7.

MRC foi mais citotdxico do que CR em todas as doses (50 a 300 uM) e em ambas
as linhagens celulares testadas (MCF-7 e MDA-MB-231).

A combinagdo terapéutica de MRC e miRNAs induz maior efeito citotdxico do

que o tratamento exclusivo com mir-7 ou mir-34a.

A citotoxicidade do tratamento induzida por MRC foi similar ao do tratamento
por MRC e microRNAs na linhagem MDA-MB-231.

Mir-34a potencializa a atividade citotoxica de MRC em torno de 16% células da
linhagem MCF-7.

Os tratamentos com mir-34a e mir-34a associado a MRC (250uM) elevam a
producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na linhagem MCF-7, porém a

maior modulacdo é no grupo tratado com mir-34a.

O tratamento das células com mir-34a e MRC, isolados ou juntos, altera a
morfologia, que esta relacionada a processos de citotoxicidade e estas alteragdes
sdo mais pronunciadas ap0s o tratamento com a terapia combinatoria de MRC e

mir-34a em células da linhagem MCF-7.

N&o ha diferenca entre as mortes por apoptose e necrose em tratamentos com
MRC e mir-34a.
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PERSPECTIVAS

e Confirmar com a linhagem MCF-7:
-Resultados do ensaio de tipo de morte celular;
-Resultados de produgdo de ROS por ensaio qualitativo, através da obtengéo de

imagens por microscopia de fluorescéncia;

o Reproduzir os ensaios com a linhagem MDA-MB-231 e MCF-10A, com doses

reduzidas;

« Analisar morfologia das linhagens por microscopia de varredura (MEV);
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