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RESUMO

O bisphenol A (BPA) é um compost quimico com propriedades xenoestrogénicas,
atuando como disruptor enddcrino, e contribui na tumorigénese e progressao tumoral, e
0 acetato de medroxiprogesterona (MPA) € um horménio amplamente utilizado em
terpatia de reposicdo homrononal e contraceptivos. Diversos estudos demonstraram a
capacidade desses compostos induzir proliferacdo celular, resiténcia a apoptose, migracéo
e invasdo celulares, contribuindo para o desenvolvimento e progressao do cancer de
mama. Ademais, estudos recentes mostraram que o BPA é capaz de desencadear a
transicdo epitélio-mesénquima (EMT) em células receptor de estrégeno (ER)* e ER™ por
vias celulares diferentes. Neste estudo de duas vertentes, células epiteliais de mama triplo-
negativas ndo-transformadas MCF-10A foram expostas cronicamente a concentracfes
micromolares de BPA associado, ou ndo, a exposicdo aguda ao MPA para analisar as
propriedades tumorigéncias dessas duas drogas em associagao (primeira vertente); duas
linhagens de cancer de mama (MCF-7, ER"; MDA-MB-231, triplo-negativa) foram
utilizadas para estudar o impacto de concentracbes micromolares de BPA no EMT
concomitantemente com splicing alternativo de FGFR2, quimioreceptores (CXCR2 e
CXCR4), células-tronco cancerigenas (CSCs), bem como a sensibilidade ao tamoxifeno
nas células MCF-7 (segunda vertente) Na primeira vertente foi observado que a exposi¢do
a BPA e MPA induziu um fendtipo invasivo, com aumento de CXCR4 e modificacdo na
expressao de fatores de splicing, e transiccdo de caracteristicas epiteliais para
mesenquimais, mensurado pelo swtich para isoforma Illc de FGFR2, aumento de VIM, e
um aumento prologando da migragdo, bem como mudangas na morfologia nuclear
caracteristico de cancerizacdo; esta € a primeira demonstracdo da acdo sinergistica do
MPA em células pré-tratadas com BPA, levando células normais a adquirirem
caracteristicas malignas por ativar mecanismos celulares complementares associados com
EMT, sugerindo que a exposicdo ambiental a tais compostos pode aumentar o risco de
desenvolver cancer, especialmente em condi¢des de uso de horménios. Na segunda
vertente foram observadas diferencas marcantes entre 0s processos desencadeados pela
exposicdo a concentragdes micromolares de BPA nas células cancerigenas utilizadas;
embora o BPA tenha desencadeado EMT em ambas as linhagens, as células ER*
adquiriram mais caracteristicas envolvidas com agressividade e resisténcia, sugerindo que
0 BPA pode ter um papel fundamental na complicacdo de canceres ERa".

Palavras-chave: BPA, MPA, transformacdo, EMT, splicing, agressividade.



ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a chemical compound with xenoestrogenic properties,
acting as an endocrine disruptor, and contributes to tumorigenesis and tumor progression,
and medroxyprogesterone acetate (MPA) is widely used in hormone replacement therapy
and contraceptives. In several studies, these compounds where appointed as responsible
for changes in proliferation, apoptosis resistance, cell migration and invasion,
contribuitng to development and progression of breast cancer. In addition, recent studies
observed that BPA can trigger epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) in ER
(estrogen receptor)* and ER" cells through different pathways. In this two-branched study,
triple-negative non-transformed mammary epithelial cells MCF-10A were long-term
treated with micromolar concentrations of BPA, associated, or not, with acute treatment
with MPA to analyze the tumorigenic properties of these two drugs in association (first
branch); two breast cancer cell lines (MCF-7, ER*; MDA-MB-231, triple-negative) were
used to observe EMT concomitantly with alternative splicing of FGFR2, chemoreceptors
(CXCR2 and CXCR4), cancer stem cell (CSC) population, as well as MCF-7 cells
resistance/sensibility to tamoxifen (second branch). In the first branch was observed that
exposure to both BPA and MPA led to an invasive phenotype, with increased expression
of CXCR4 and modification of splicing factors, and transition from epithelial to
mesenchymal features, characterized by FGFR2 Ilic switch, increased VIM expression,
and long-term augmented migration, as well as nuclear morphology alterations typical of
cancerous cells; this is the first demonstration of a synergistic action of MPA in BPA pre-
treated cells, leading normal cells to acquire malignant features by activating
complementary cellular events associated with epithelial-mesenchymal transition,
suggesting that environmental exposure to chemicals may increase the risk of cancer
development, especially under hormonal therapies. In the second branch was observed
EMT concomitantly with alternative splicing of FGFR2, chemoreceptors (CXCR2 and
CXCRA4), cancer stem cell (CSC) population, as well as MCF-7 cells resistance/sensibility
to tamoxifen; results show striking differences between these cells: although BPA
triggered EMT in the two cells, ER™ cells acquired more features involved with
aggressiveness and resistance, suggesting that BPA may exert complications in ERa*
cancer.

Key-words: BPA, MPA, transformation, EMT, splicing, agressiveness.



16

1 INTRODUCAO

1.1 Bases moleculares do cancer

Embora o céncer € classicamente conhecido por se derivar da acumulacdo de
mutacdos no DNA, seja causado por agentes fisicos ou quimicos, ou em detrimento de
alteracdes na sequéncia do DNA por falhas no reparo ou replicacdo do material genético
(SATO; SAJI; TOI, 2015), o cancer pode resultar também de desordens epigenéticas,
cujas consequéncias envolvem desregulacdo da expressdo génica a qualquer nivel de
regulagdo (pré-transcricional, co-transcricional, traducional e pos-traducional)
(BERTRAM, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As alteragOes observadas no cancer ocorrem geralmente em genes que controlam
o ciclo celular ou ativando proto-oncogenes, que, por sua vez, se tornam oncogenes e
ativam a progressdo do ciclo celular, ou inativando genes supressores de tumor, que sdo
associados com controle do ciclo celular, levando a ativacdo maligna de células normais,
sendo, agora, chamadas células cancerigenas. Essas alteracGes atribuem caracetristicas
ndo-proéprias das células, como resisténcia a apoptose, potencial proliferativo aumentado
(imortalidade) na auséncia de mitdgenos, angiogénese (potencial de criar novos vasos
sanguineos), resisténcia a sinais inibitorios do desenvolvimento, invasividade, evasdo
imune, e, finalmente, metastase (BERTRAM, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

1.2 Metéstase: nicho tumoral e EMT

A metastase é a principal causa de morte em pacientes com cancer. Dentre as
causas da métastase, a EMT é apontada como o principal mecanismo (FISCHER et al.,
2015; GUAN, 2015; ZHENG et al., 2015).

Neste evento de reprogramacdo celular, as células epiteliais perdem suas
caracteristicas epiteliais e adquirem caracteristicas mesenquimais e, consequentemente,
podem se soltar do seu tecido e migrar a sitios distantes, onde podem se estabelecer e
retornar a um estado epitelial (GUAN, 2015). A perda de E-caderina, uma integrina
associada a jungdes célula-célula em tecido epitelial, e a aquisi¢cdo de N-caderina, uma
integrina associada a jungdes célula-célula em tecido mesenquimal, juntamente com a
troca das proteinas intermediarias (citoqueratinas) por vimentina, séo alteracdes classicas
da EMT. Estes processos iniciais da perda da condicdo epitelial e ganho de condigéo

mesenguimal, com consequente soltura do tecido, é acompanhada pelo aumento da
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expressao de proteinas envolvidas na degradacdo da matriz extracelular (ECM), como as
metaloproteases MMP-2 e MMP-9 (CICHON; NELSON; RADISKY, 2015).

A repressdo de CDH1 (gene codificante da E-caderina), assim como outros genes
epiteliais, € regulado por fatores de transcricdo que regulam a EMT (EMT-TFs), como
membros das familias Snail, Twist e Zeb, que reconhecem principalmente sequéncias de
DNA proximas aos promotres dos genes. Estes EMT-TFs também regulam a expresséo
de MMPs (CHOU; YANG, 2015). Ap6s estas mudancgas iniciais e intermediarias, as
células malignas podem alcancar a circulagdo e migrar para outros tecidos. Este processo
é facilitado por outro evento comum durante a progressdo tumoral, que € a expressao de
receptores de quimiciona, como CXCR2 e CXCR4, que possibilitam a migracdo
direcionada a tecidos especificos no processo de metastase por quimiotaxia (AZIM,;
KAMAL,; AZIM, 2012; PAPACHRISTOU; BASDRA; PAPAVASSILIOU, 2012).

Neste contexto estdo inseridas as celulas-tronco de cancer (CSCs). Estudos
mostram que estas células tém o potencial de iniciar, manter um tumor e derivar
heterogeneidade ao mesmo (CASTANO et al., 2012), sendo, na maioria dos casos,
responsaveis por recidiva e resisténcia a quimoterapia. Quanto ao seu fendtipo, estas
células sdo pouco diferenciadas e possuem marcadamente uma repgroamacdo celular
tipica de EMT (FISCHER et al., 2015; MCDERMOTT; WICHA, 2010; ZHENG et al.,
2015), a qual esta envolvida com agressividade tumoral e quimioresisténcia na maioria
dos casos (FISCHER et al., 2015; GUAN, 2015; ZHENG et al., 2015). Importantemente,
estimulos que desencadeiam a EMT também podem expandir a populacdo CSC
(CASTANO et al., 2012).

Ademais das caracteristicas classicas da EMT, o splicing alternativo é outro
processo que é modificado durante a EMT (BRAEUTIGAM et al., 2014; GERMANN et
al., 2012; SHAPIRO et al., 2011; VENABLES et al., 2013). Um padrédo aberrante de
splicing € frequentemente observado em cancer (LIU; CHENG, 2013). Durante EMT, o
splicing alternativo de FGFR2 (receptor de fator de crescimento de fibroblasto do tipo 2)
é bem estudado, sofrendo switch da isoforma Illb, que € epitelial, para a llic, que é
mesenquimal (HONG et al., 2013; HORIGUCHI et al., 2012; KATOH; KATOH, 2009;
RANIERI; BELLEUDI; et al., 2015; SHIRAKIHARA etal., 2011; UEDA et al., 2014;
WARZECHA et al., 2009). A inibicdo/knockdown de FGFR2-I1Ic ou a deple¢éo/inibicéo
de FGF2 (fator de crescimento de fibroblasto tipo 2), o ligante de FGFR2-Illc, anulam a
EMT e reverte diversas caracteristicas malignas (CHAFFER et al., 2006; ISHIWATA et
al., 2012; MARUTA et al., 2002; MATSUDA et al., 2012; MATSUDA et al., 2011;
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MATSUDA et al., 2014; RANIERI; BELLEUDI; et al., 2015; RANIERI; ROSATO; et
al., 2015; SHIRAKIHARA etal., 2011; WU et al., 2010), mostrando, também, que a via
FGF/FGFR2 possui um papel importante na EMT e agressividade.

1.2.1 Spliceossomo, splicing e dindmica dos fatores de splicing

O splicing é um evento celular critico que € executado pelo spliceossomo. O
spliceossomo é um complexo que remove 0s introns (regides intragénicas) do pré-mRNA
(splicing constitutivo) e, geralmente, recombina os exons (regides expressoras), de forma
sequencial, no splicing alternativo, ampliando, assim, a quantidade de proteinas
codificadas por um gene. Os introns podem, eventualmente, serem retidos no mRNA
maduro de forma fisioldgica, e ndo apenas de forma patoldgica, como obervado no cancer
(WAHL; WILL; LUHRMANN, 2009).

O spliceossomo ¢é formado por cinco subcomplexos de SnRNPs
(ribonucleoproteinas pequenas nucleares), chamadas U1, U2, U4/5, and U6 (U de ricas
em uracila), e participam de diferentes etapas durante o splicing. Diversas proteinas
associados ao spliceossomo, chamadas fatores de splicing, coordenam o splicing
constitutivo e alternativo (WAHL et al., 2009).

O splicing constitutivo e alternativo operam pela combinagéo de sinais positivos
e negativos presentes no pré-mRNA que sdo reconhecidos por fatores de splicing. Os
fatores mais estudados sdo da familia de proteinas ricas em serina/arginina (SRs) e da
familia de ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs). Esses dois tipos de
proteinas possuem motivos de reconhecimento de RNA e dominios que permitem
interacOes proteina-proteina durante o splicing (WAHL et al., 2009).

Vaérios fatores de splicing estdo envolvidos no splicing alternativo de um mesmo
pre-mRNA. Por exemplo, o pré-mRNA de FGFR2 possui a sequéncia UGCAUG no exon
Illc; esta sequéncia é reconhecida pelo fator de splicing RBFOX2, que impede a inclusao
do exon lllc, mas, upstream ao exon Ilic existe outra sequéncia, CUGGGA, que é
reconhecida pelo fator SRSF1, que promove a inclusdo do exon lllc. A interacdo entre
esses dois fatores ditard a isoforma resultante: se Illc ou IlIb. No entanto, os fatores
hnRNP H/F reconhecem a sequéncia GGG que esta dentro da sequéncia reconhecida por
SRSF1 (CUGGGGA) e também impedem a incluséo do exon Illc. Ademais, RBFOX2
interage com hnRNP H/F. Assim, uma rede interativa € formada por esses quatro fatores
de splicing. O que ditara qual isoforma seré produzida é a estequimoetria da reacéo, isto
é, a disponibilidade de cada um desses quatro fatores (MAUGER; LIN; GARCIA-
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BLANCO, 2008). Nao apenas a estequimoetria € importante, mas a localizacdo também
é critica: quando a rede RBFOX2-hnRNP H/F se associa downstream ao exon lllc, os
fatores atuam a favor da inclusdo de Illc, mas eles reprimem a inclusdo de Illc quando se

localizam upstream ao exon Illc (MAUGER et al., 2008).

1.3 Bisfenol A, Medroxiprogesterona e seus efeitos

Como citado, o cancer pode ser causado por agentes quimicos. Entre esses, esta o
Bisfenol A (BPA). O BPA ¢é um difenol com propriedades hormonais semelhante ao 17p-
estradiol (E2) (xenoestrdgeno) (GAO et al., 2015; PFEIFER; CHUNG; HU, 2015b), que
é utilizado na producdo de polimeros como policarbonatos e resinas epoxi, sendo, assim,
um componente presente em oOculos de sol, papéis termais, CDs e DVDs, materiais
médicos e dentais, embalagens de alimentos e garrafas plasticas (GEENS et al., 2012;
GEENS; GOEYENS; COVACI, 2011; REZG et al., 2014). Por ser um xenoestrogeno
muito presente em diversos produtos de uso comum, ele é muito estudado no contexto de
promocao e progressdo de cancer de mama.

O BPA atua como disruptor endocrino, ativando os receptores ERa e B,
contribuindo para o desenvolvimento e progressdo de células cancerigenas (CHEN, Z. J.
etal., 2015; GAO etal., 2015; ZHANG, X. L. et al., 2015). Ademais, os metabolitos de
BPA formam complexos com biomoléculas presentes na célula, causando dano a estas,
como acontece com 0 DNA (FERNANDEZ et al., 2012; GAO et al., 2015). A exposi¢do
cronica a BPA aumenta a proliferacdo celular em células mamaérias, aumentado o risco
ao cancer de mama (BETANCOURT et al., 2010). A exposicdo pré-natal (fetal) a BPA
aumenta a incidéncia de cancer de mama na vida adulta (YANG, L. et al., 2013). A
exposicdo de BPA em animais leva a severas ma-formacgdes e aumenta o risco de
desenvolvimento de tumores horménio-dependentes (DURANDO et al., 2007; MUNOZ-
DE-TORO et al., 2005; WANG, D. et al., 2014; WEBER LOZADA; KERI, 2011).

Outro composto quimico envolvido com o aumento do risco de cancer de mama
é 0 acetato de medroxiprogesterona (MPA) (DAl et al., 2008). O MPA, um derivado da
17a-hidroxiprogesterona, € comumente utilizado na terapia de reposi¢cdo hormonal pos-
menopausa em mulheres e em contraceptivos (GHATGE et al., 2005). Estudos in vitro
mostraram que o MPA aumenta a taxa proliferativa de células epiteliais mamarias,
associado com o aumento em falhas na replicacdo do DNA apds administracdo cronica
(HOFSETH et al., 1999).
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Ademais dos efeitos supracitados, 0 BPA pode desencadear a transicao epitélio-
mesénquima (EMT). Apesar de ser um xenoestrogeno, o0 BPA desencadeia EMT tanto
em células ER" com em células ER por diferentes vias (CHEN, Z. J. et al., 2015;
CHEVALIER; PAUL-BELLON; FENICHEL, 2015; DENNIS etal., 2011; PUPOetal.,
2012; ZHANG, X. L. et al., 2015)

1.4 Cancer de mama

Cancer é um termo aplicado para um grupo de doencas cuja principal caracterisitca é
a proliferacdo celular descontrolada (FERNALD; KUROKAWA, 2013).

O céancer de mama é o cancer mais frequentemente diagnosticado e o principal
causante de mortes em mulheres no mundo, com um ndmero estimado de 1,7 milhdes de
casos e 512.000 mortes em 2012, representando 25% de todos os casos de cancer e 15%
de mortes em funcdo de cancer nas mulheres (TORRE et al., 2015).

Clinicamente, esta doenca heterogéna é divida em trés categorias terapéuticas basicas:
positivo para receptor de estrégeno (ER'), 0 mais comum e com diversos testes
prognosticos para pacientes tratadas com terapias hormonais; HER2/neu* ou ERBB2, que
S80 0S que superexpressam este receptor; e o cancer de mama triplo-negativo (ER", PR e
ndo superexpressam HER2/neu), conhecido como tipo basal. Este Gltimo é o mais
agressivo e seu tratamento sé é possivel com a uso de quimioterdpicos. Um quarta
categoria, recentemente classificada, foi denominada caludin-low, que também é triplo-
negativa, mas que possui baixa expressdo de proteinas de juncGes do tipo célula-célula,
especialmente as zonas de oclusdo, tornando-o um tumor altamente infiltrante
(NETWORK, 2012).

1.5 Justificativa do trabalho

A exposicdo voluntéria e planjeada ao MPA, o principal ingrediente ativo de
contraceptivos e drogas de HTR, em muitas mulheres se deve a fatores ja mencionados e
tencionadas em cada uma das terapias. Porém, a exposi¢cdo a BPA ¢ involuntaria e
residual. Ndo existem estudos que analisaram o efeito em conjunto destas drogas em
modelos experimentais. Reproduzir esta condigéo torna-se importante para alertar quanto
aos riscos desta associacao.

Também, uma vez dado o diagnostico de cancer de mama, farmacos a base de

horménios, incluindo o MPA, séo suspensos, mas a exposi¢cdo a BPA continua. Embora
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varios estudos mostraram a acdo de BPA em ceélulas cancerigenas, incluindo de mama,

ndo analisaram o impacto na populcao de CSC, resisténcia a droga e outras caracteristicas.



15

2 OBJETIVOS

Analisar o potencial tumorigénico, in vitro, do BPA associado ao MPA, em
células epiteliais de mama ndo-transformadas (MCF-10A). Analisar o efeito de BPA em
células cancerigenas de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) quanto a mudanca do seu

fenotipo.

2.1 Objetivos especificos

Primeira vertente:

1. Induzir a transformacdo de celulas MCF-10A, in vitro, com BPA associado a
MPA,;
2. Frente ao tratamento de BPA associado ou ndo ao MPA, analisar:
a) Avaliar a expressdao de genes envolvidos na transicdo epitélio-
mesénquima (CDH1, CDH2, TWIST1, SNAIL, SNAI2, ZEB1);
b) Awvaliar a expressdo génica de marcadores especificos relacionados com a
invasividade (MMP-2 e MMP-9);
c) Avaliar a expressdo de receptores de quimiocinas relacionadas com a
migracao celular (CXCR2 e CXCR4);
d) Avaliar a expressao dos receptores de fator de crescimento HER-2 e
EGFR1 e o indicador de proliferacdo celular Ki67;
e) Avaliar o fenotipo da célula quanto aos marcadores CD24, CD44, para
fenotipagem de cancer stem cells (CSC), e CD49f e EpCAM,;
f) Analisar o potencial de invasdo e migragao;
g) Avaliar alteracdes nucleares;
h) Avaliar a expressao génica dos fatores de splicing ESRP1, ESRP2, hnRNP
Al, hnRNP F, hnRNP H1, RBFOX2, SF3B1 e SRSF1,
i) Avaliar o eixo de loop autocrino FGF2/FGFR2 e possivel switch para
isoforma Illc de FGFR2;

Segunda vertente:
1. Tratar as linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 com
concentragdes micromolares crescentes de BPA,

2. Frente ao tratamento de BPA, analisar:
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Avaliar a expressdo génica dos fatores de splicing ESRP1, ESRP2, hnRNP
Al, hnRNP F, hnRNP H1, RBFOX2, SF3B1 e SRSF1;

Avaliar o eixo de loop autécrino FGF2/FGFR2 e possivel switch para
isoforma Illc de FGFR2;

Avaliar o fendtipo das células (CD24, CD44, para fenotipagem de CSC, e
CD49f e EpCAM, para fenotipagem de célula de mama) e a expressdo de
proteinas enovlvidas com migracdo e proliferacdo celular (CXCR2 e
CXCR4, e EGFR1, HER2 e Ki67, respectivamente);

Avaliar a sensibilidade ao citrato de tamoxifeno em células tumorais de

mama da linhagem MCF-7.
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3 METODOLOGIA

3.1 Compostos quimicos e reagentes

DMSO (>99%, FG), cloroformio (>99%), BPA (>99%), MPA (>97%; HPLC) e
MTT foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). O citrato de tamoxifeno foi
adquirido da Fagron (Rotterdam, Netherlands). BPA e tamoxifeno foram dissolvido em
DMSO, e 0 MPA em cloroférmio.

DMEM/F12, HEPES, EGF, insluina bovina e hidrocortisona também foram

adquiridos da Sigma.

3.2 Cultura de células, procedimentos e tratamentos

As células MCF-10A foram cultivadas em meio DMEM/F12, acrescido de
bicarbonato de sddio e penicilina/estroptomicina, suplementado com EGF (20 ng/ml),
insulina bovina (10 pg/ml), hidrocortisona (0.5 pg/ml) e 5% soro fetal bovino (SFB)
(meio de cultivo). Para ensaios, 0 mesmo meio de cultivo, ajustado a 5 ng/ml de EGF e
2,5% de SFB, foi utilizado (meio de ensaio). Para ensaios de migracdo/transwell, o
mesmo meio de cultivo, sem EGF e SFB, foi utilizado (meio de migracéo).

As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio RPMI 1640,
acrescido de HEPES, bicarbonato de sédio e penicilina/estreptomicina e suplementado
com 10% SFB.

As trés linhagens celulares foram cultivadas em ambiente imido, a 37 °C com 5%
CO.. Os ensaios com todas as células aconteceram antes de atingirem 80% de
confluéncia. Foram utilizadas células de até a quinta passagem de subcultura.

Para procedimento de subcultura/repique e plagueamento, o descolamento das
células foi realizado com solucédo de tripsina/EDTA, para MCF-10A e MCF-7, e apenas
EDTA para MDA-MB-231, por cinco minutos, e a tripsina foi inativada com SFB,
quando pertinente, e as células foram recolhidas e lavadas trés vezes em solucédo salin
PBS.

Os tratamentos foram como segue:

MCF-10A: tratamento com BPA 1 uM ou 10 puM (volume/volume 1:1000)
(FERNANDEZ; RUSSO, 2010), associado ou ndo a 200 uM MPA (v/v 1:1000). O
tratamento ocorreu por 16 dias. Nos grupos tratados com MPA, a adi¢éo deste ocorreu no
12° dia (BILIR et al., 2011). O meio foi trocado a cada quatro dias. Um grupo sem

reagentes (grupo nado-tratado) e outro apenas com veiculo (grupo veiculo; DMSO v/v
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1:1000) foram formados. Os grupos que ndo receberam MPA receberam cloroférmio (v/v
1:1000), com excecdo do grupo branco, mas incluindo o grupo veiculo, no 12° dia. O
tempo de tratamento para os diversos ensaios foi 0 mesmo.

MCF-7 e MDA-MB-231: tratamento com BPA 1 uM, 10 uM ou 100 puM (v/v
1:1000). Um grupo sem reagentes (ndo-tratado) e outro apenas com veiculo (grupo
veiculo; DMSO v/v 1:1000) foram formados. O tratamento para analise de expressao
génica ocorreu por 24 horas, enquanto que para citometria ocorreu por 64 horas.

Para analise da expressdo génica, foram plaqueadas 2x10° cells/poco, em placas
de 24 pocos, e tratadas apds 24 horas do plaqueamento, foram tratadas conforme os
tratamentos supracitados. O volume final foi de 500 pl por poco.

Para andlise por citometria, 1x10° células foram cultivadas em garrafas de 25 cm?
e tratadas conforme os supracitado. O volume final de meio foi de 2,5 mL por garrafa.

Para ensaio de migragao/transwell das células MCF-10A, foram plaqueadas 1x10°
por camara transwell apds os tratamentos.

Para ensaio de invasdo/scratch assay das células MCF-10A, apds os tratamentos,
células foram plaqueadas em placas petri 12,5 x 37,8 mm e cultivadas, em meio de
cultivo, por 20 dias.

Para ensaios de sensibilidade a tamoxifeno (MCF-7), foram plaqueads 1x10°
células por poco, em placas de 24 pogos, e foram tratadas, conforme descrito, por 24 e 64
horas. Apés os tratamentos, as células foram lavadas trés vezes com meio, seguido da
incubacdo por trés horas de meio, lavadas e tratadas com tamoxifeno (12,5 UM — o0 volume
final foi calculado levando em conta a morte celular provocada por cada tratamento). Um
sexto grupo de células MCF-7 foi elaborado para anélise de tamoxifeno. Como as células
tratadas com 100 uM de BPA (64 horas) descolam, com uma morte celular de
aproximadamente 80%, as células que permaneceram aderidas foram lavadas e
plaqueadas em garrafas de 25 cm?, expandidas por 72 horas, posteriormente plaqueadas
em placas de 24 pocos (2x10° cells/pogo), e posteriormente tratadas com tamoxifeno

(12,5 uM) durante 24 horas para ensaios de morte celular (grupo BPA 100 R1).

3.3 Ensaio de MTT

Para determinar a citotoxicidade dos tratamentos, concentracéo inibitoria mediana
(ICs0) e citotoxicidade do tamoxifeno, o ensaio colorimétrico de MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide)] foi realizado. Apos

tratamentos, as células foram lavas trés vezes com meio e o MTT foi adicionado a uma
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concentracdo final de 1 mg/mL. Apds quatro horas, foi adicionado 10%SDS em 50% de
dimetilformamida (v/v 1:1) e incubado por 16-18 horas. A absorbancia (540 nm) foi
analisada com o equipamento GloMax (Promega, Fitchburg, W1, USA).

3.4 Ensaio de morte celular

Para anélise de morte celular, o Kit FITC Annexin V Apoptosis Detection kit (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA) foi utilizado. Células (1x10°) foram descoladas e tratadas,
seguindo as recomendacdes do fabricante. A andlise foi realizada em um citdmetro
FACSCanto Il (BD). Os dados foram analisados utilizando o programa FlowJo vX 0.7
(Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).

3.5 Extracdo de RNA e gPCR

O RNA total foi extraido das células utilizando o Kit de extragdo automatico
Maxwell 16 LEV para células (Promega), seguindo as instruc6es do fabricante. O cDNA
foi sintetizado com o0 GoTaq Reverse Transcription System (Promega). O gPCR dos alvos
na Tabela 1 foi realizada utilizando o sistema SYBR do kit GoTaq gPCR Master Mix Kit
(Promega). A sequéncia dos primers foram desenhados com a ferrmenta Primer Quest
tool (IDTDNA) e analisadas com BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
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Tabela 1 Sequéncia dos primers para os genes alvos analisados pelo sistema SYBR

Gene Locus Sequéncia do primer  Funcdo Referéncia
p-2 NM_004048 FW: 5’-TAT CCA GCG Gene para controle
microglobulin TAC TCC AAAGA -3’ enddgeno
RV:5°- GGA TGA AAC
CCA GAC ACATAG -
3
CDH1 NM_001317184 FW:5-GTC ATT GAG  Medeia adesdo entre (CHEN, A. etal.,
CCT GGC AATTTA G- células epiteliais. 2014)
3
RV:5°- GTT GAG ACT
CCTCCATTCCTTC-
3
CDH2 NM_001308176 FW:5’- CAAGAG CTT  Medeia adesdo entre (DRASIN;
GTC AGG ATC AG -3’ células mesenquimais. ROBIN; FORD,
RV:5’- GGG TTC TCC 2011)
ACTTGATTT CC -3’
ESRP1 NM_001034915 FW 5’- CCC ATC AGG Regula diversos eventos  (ISHIl et al.,
AGA TGC CTT TAT C-  de splicing alternative 2014;
3 durante a transi¢éo WARZECHA et
RV 5’-CCT CAG CTG epitléio-mesénquima. al., 2009)
AAC ACT GAA AGA-3’
ESRP2 NM_024939 FW 5’- TGG GAA GTC  Regula diversos eventos  (ISHII et al.,
AAG ACA ATG GTA de splicing alternative 2014)
G-3 durante a transicéo
RV 5’-CCC GTC TCG epitléio-mesénquima.
TATTTC TGC TTT A-
3
HNRNPA1 NM_002136 FW 5~ CAACCC TGT  Envolvido com o (JEAN-
GAC AGTCCATATT- empacotamento de pre-  PHILIPPE; PAZ;
3’ mMRNA em particulas CAPUTI, 2013;
RV 5’- ATA GCT GCC hnRNP, transporte de LOH et al., 2015)
ACAGCTTCTTC-3’ mRNA polyA do
ndcleo para o
citoplasma e pode
modular a selecdo de
sitio de splicing
HNRNPF NM_001098204 FW 5’- GCG ACC GAG  Associado com splicing  (GEUENS;
AAC GAC ATTTA-3’ alternativo. BOUHY;
RV 5’- GCA AAC TCA TIMMERMAN,
ACA TCT GCT TCA C- 2016)
3’
HNRNPH1 NM_001257293 FW 5- ATGATGTTG Associado com splicing  (GEUENS et al.,
GGC AGG AA-3° alternativo. 2016)
RV 5’- CTATGC AAT
GTTTGATTG- 3’
MMP2 NM_001127891  FW: 5°- CAT ACA GGA Envolvido na (LU, P.etal.,
TCATTG GCTACAC degradagdo de matriz 2011; SONG et
-3 extracellular. al., 2016).
RV:5’- TCA CAT CGC
TCC AGACTT -3’
MMP9 NM_004994 FW: 5’- AAG GAC CGG Envolvido na (YOUSEF et al.,
TTC ATTTGG -3’ degradagdo de matriz 2014)

RV:5’- CCT CGT ATA
CCG CATCAATC -3’

extracellular.
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Tabela 1 Sequéncia dos primers para 0s genes alvos analisados pelo sistema SYBR
(continuagao)

Gene Locus Sequéncia do primer Funcdo Referéncia
RBFOX2  NM_001031695 FW 5°-CGA TGG CAA GGG TCT Importante (VENABLES
ATATC -3’ regulador de etal., 2013)
RV 5’- ACACTC CCTCCTACCTTG  splicing
ATAA-3’ alternativo
mesenquimal
tecido-especifico
em células
normais e
cancerigenas.
SF3B1 NM_001005526 FW 5°- GGT GGA GAC AGC AGA Codificaa (WILL;
TT-3° subunidade | do LUHRMANN,
RV 5’- CTG ACC AAG CAA ACT complex 3B de 2011)
CGTAGAT-3 splicing
consitutivo.
SNAI1L NM_005985 FW: 5°- CCA CGA GGT GTG ACT Inibe a expressdo  (DE
AAC TATG -3’ de E-caderina e HERREROS et
RV:5’- ACC AAA CAG GAG GCT regulaa al., 2010;
GAA ATA -3’ transicdo epitélio- GUAN, 2015)
mesénquima.
SNAI2 NM_003068 FW:5’-CTC TCT CCT CTT TCC GGA Inibe aexpressdo  (GUAN, 2015;
TACT-3 de E-caderina e PAN, Y. etal.,
RV:5’-GCT TGG ACT GTAGTC TTT regulaa 2016)
CCTC-3 transicdo epitélio-
mesénquima.
SRSF1 NM_001078166 FW 5°- AAG CCC TTC TCC AAC CAT Codificauma (FENG et al.,
AAG -3’ protéina ubiqua 2013; LI, X.;
RV 5’- GGG CTG TC GTA GAC AAA  que estimula MANLEY,
TACA-3 proliferacdo 2005)
cellular e
diferenciacéo;
est4 envolvido
com splicing
alternativo e
exportacédo de
mMRNA e
tradugdo.
TWIST1 NM_000474 FW: 5’- CGG AGA CCT AGATGT Relacionado com  (GUAN, 2015;
CATTGTTT -3 a determinacéo PALUMBO-
RV:5- ACGCCC TGT TTC TTT GAA de linhagem ZERR et al.,
TTTG-3’ cellular e 2016)
diferenciacéo;
regula a transicdo
epitélio-
mesénquima.
VIM NM_003380 FW: 5°- Ancoramento e (KIDD;
ACTAGAGATGGACAGGTTATCA - organizagdo de SHUMAKER,;
3 organelas no RIDGE, 2014)
RV: 5’- citosol.
GTAGGAGTGTGCGTTGTTAAG -3’
ZEB1 NM_001128128 FW:5’-CTC ACATTC CTC ACT Inibe a expressdo  (GUAN, 2015;
GCCTAAC-3 de E-caderina e WANG, J. et
RV: 5’- GAG AAC ATA GCT GAG regula a al., 2009)

CTC CAT AAA -3

transicéo epitélio-
mesénquima.
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O gPCR dos alvos na Tabela 2 foi realizada utilizando o sistema TagMan

(Promega). Os primers foram obtidos da empresa IDTDNA (Sintese Biotecnologia,

Brazil).

Tabela 2 Numero de catalogo dos primers para 0s genes alvos analisados pelo sistema

TagMan

Gene (exon Locus Catalog number Function Reference

lapping)

B-2 microglobulin - NM 004048 Hs.PT.39a.222114845 Gene de  controle

(exons 2-3) - endégeno.

GAPDH (exons2-  NM 001256799 Hs.PT.39a.22214836 Funcbes da via da (COLELL;

3) - glicélise e fung~eos GREEN; RICCI,
antiapoptoticas; 2009)
contribui para
proliferacéo e protecéo
de células tumorais,
promovendo
tumorigénese.

FGF2 (exons 1-2)  NM_002006 Hs.PT.56a.24613308  Estimula proliferagdo  (SCOTET;
de células vasculares e HOUSSAINT,
mesenquimais; 1998; XU et al,
envolvido no 2015; YAN et al.,
desenvolvimento 1993)
tumoral.

FGFR2  (exons NM_000141 Hs.PT.58.2098032 Envolvido no (SU; JIN; CHEN,

18-19) desenvolvimento 2014)
embrionério e rpearo
tecidual.

FGFR2 b NM_022970 Hs.PT.58.40356754.9  |soforma alternative de  (SHIRAKIHARA

(exons 8-8) FGFR2 envolvida em et al, 2011;
sindromes de WARZECHA et
craniossinossitose e al,, 2009;
cancer; isoforma WESCHE;
alternative de FGFR2 HAGLUND;
abundante em células HAUGSTEN,
epiteliais. 2011)

(Fesgrf?g 0 lllc NM 001144913  Hs.PT.58.2697036.9 Isoforma alternative de  (GALLO et al.,

FGFR2 envolvida em

sindromes de
craniossinossitose e
cancer; isoforma

alternative de FGFR2
abundante em células
mesenquimais.

2015;
SHIRAKIHARA et
al., 2011,
WARZECHA et
al., 2009)

Para ambos os sistemas, 100ng of cDNA por reagdo, em um total de 40 ciclos por

reacdo, foi utilizado. Os parédmetros das reagdes foram conforme as instrucGes do
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fabricante. A expressdo semiquantitativa foi determinada pelo método 2-*A“t utilizando a
B-2 microglobulina como gene enddgeno. Os dados foram represetandos em heatmap,
onde a média do resultado dos grupos ndo-tratados foram subtraidos dos resultados das

expressdes obtidas dos grupos veiculo e tratamentos.

3.6 Calculo do switch de isoforma de FGFR2
O célculo foi realizado utilizando a propor¢cdo FGFR2-11Ic/FGFR2-111b, baseado
em Zhao e colaboradores (2013) Para tal, a seguinte equacéo foi realizada, sendo x o

resultado da proporcéo.

FGFR2IIIc 2ACT FGFR2I1Ic
(x): FGFR2IIIb = 2ACT FGFR2I11b

A proporcdo isoforma/FGFR foi utilizada para validara a equacéo anterio. Para

tal calculo, a seguinte equacdo foi utilizada, sendo y o resultado conforme a isoforma:

FGFR2IIIc 2ACT FGFR2I1Ic
FGFR2total = 2ACT FGFR2total

(ylllc):

FGFR2IIIb 2ACTFGFR2111b

(yllIb): FGFR2total _ 24CT FGFR2total

Finalmente, as proproc@es das duas isoformas foram somadas, cujo resultado
deve ser aproximadamente igual a 1:
ylllc +ylllb =1

3.7 Marcagdes por anticorpo e citometria de fluxo

Para analise de proteinas, a marcacdo com anticorpos e andlise por citometria de
fluxo foram utilizados. As células foram descoladas, lavadas trés vezes com PBS
acrescido de 5% SFB, e centrifugadas a 400 g por 5 minutos a temperatura ambiente. A
viabilidade celular foi analisada pela coloragcdo excludente de azul de Tripan a 0,4%
(Sigma) e contadas em um camara de Neubauer melhorada. Posteriormente, as células
foram fixadas com 4% de formaldeido durante 10 minutos, lavadas com PBS acrescido

de 5% SFB e centrifugadas a 800 g por 5 minutos a 4°C. Quando peritenente, as células
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foram permeabilizadas com 0.01% Triton X-100 por 10 minutos, lavadas com PBS
acrescido de 5% SFB e centrifugadas a 800 g por 5 minutos a 4°C.

ApoGs a preparacdo das células, os anticorpos conjugados foram adicionadas a
aproximadamente 5x10° células. A concentracdo final dos anticorpos foi de 1:100,
realizado em fase escura. Os anticorpos anti-CD24 (catalogo n° 555427), anti-CD44
(catdlogo n° 562991), anti-CD49f (catadlogo n°® 562473), anti-CD182 (CXCRZ2; catélogo
n® 551125), anti-CD184 (CXCR4; catdlogo n° 562448), anti-E-caderina (catadlogo n°
560062), anti-EpCAM (catadlogo n° 563180), anti-EGFR1 (catalogo n° 563343), anti-
HER2/neu (catdlogo n° 340554), anti-Ki67 (catdlogo n° 563756), anti-N-caderina
(catélogo n®562119), todos anti-humano, foram adquiridos da BD. O tampdo BD Brilliant
Stain Buffer (catdlogo n° 563794) foi acrescentado quando necessario. As células foram
analisadas no citdbmetro FACanto Il (BD). Células de cada grupo sem as marcacdes
(brancos) foram analisadas para detec¢do de auto-fluorescéncia.

A quantificacdo das proteinas foi ralizada utilizando a intensidade mediana da
fluorescéncia (MIF). A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa FlowJo vX
0.7 (Tree Star Inc.).

3.8 Ensaio de invaséo/transwell

O ensaio de invaséo foi realizado em camaras de transwell de policarbonato, com
poros de 8 um, em placas de 24 pocos (Costar, Corning, EUA). Growth-reduced
Matrigel® (BD) foi diluido e adicionado ao ensaio de invasdo a uma concentracao final
de 1 mg/mL. Sessenta microlitros da solugdo foram colocados nas cémaras e
poteriormente incubado a 37°C por 30 minutos para polimerizagao. Apos isso, as células
MCF-10A tratadas foram plaqueadas e meio de migracdo (200 pl) foi adicionado sobre
estas. Meio de migracdo foi adicionado as placas (500 pl). Por cada grupo experimental,
dois subgrupos foram formados: um acrescido de CXCL12 (20 ng/ml final) ao meio da
placa, e outro sem CXCL12. Células MDA-MB-231 foram utilizadas como controle
positive da migracdo. Apds 24 horas, 0 meio das camaras foram aspiradas e as membranas
de policarbonato foram limpadas com um swab Umido para remover as células suspensa,
posterioremente trasnferidas para serem limpadas com 400 pl de Cell Stain Solution e
incubadas por 10 minutos. Apos isso, as cdmares foram lavas 10 vezes em aguas destilada.

Fotomicrografias das membranas foram obtidas com o microscépio Leica DM500
(Wetzlar, Germany), na ampliacdo de 10 vees, utilizando o programa Las Ez. As células

de 10 campos aleatorios, por grupo, foram contadas utilizando o programa ImageJ.
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3.9 Ensaio de migracdo/scratch assay

As células MCF-10A foram manipuladas como descrito no segundo topico desta
secdo. Apos atingirem confluéncias, uma ponteira de 200 ul foi utilizado para formar um
risco (ferida) para permitir as células migrarem. As imagens foram capturadas utilizando
um microscopio invertido EVOS (AMG), até o fechamento da ferida em qualquer um dos

grupos. As fotomicrografias foram analisadas com o programa ImageJ.

3.10 Reacdo de Feulgen

Células MCF-10A dos grupos ndo-tratado, veiculo, BPA 10 uM e BPA 10
UM/MPA tiveram seus nucleos analisados pela reacdo de Feulgen. As células foram
fixadas em solucdo de etanol absoluto/acido acético (volume/volume 3:1) por 1 minuto,
enxaguadas em etanol a 70% por 5 minutos e secadas a ar a temperatura ambiente. As
células foram submetidas a reacdo de Feulgen, com hidrdlise realizada a 4 M HCI a 25°
C por 45 minutos, seguida de coloracdo com reagente de Schiff a temperatura ambiente.
Lamelas lavadas com agua sulfurosa e dgua detilada foram secadas a ar, clarificadas em
xileno e montadas em laminas histologicas em baslamo Canada.

Para captura de imagens e analise, 0 equipamento Leica e 0s programas Leica e
ImageJ foram utilizados, respectivamente. Imagens foram obtidas com um microscépio
Leica DM500 equipado com uma objetiva planar 100/1,25, com um condensador pré-
focado e pré-centralizado, iluminacdo LED (3 W, 6,000 K temp); a iluminacdo foi
mantida sempre no maximo e o diafragma do condesador foi colocado na posi¢édo 100x.
As condigdes de iluminagdo, incluindo as do ambiente, foram mantidas constantes no ato
da analise. As imagens a serem processadas foram transferidas do microscopio para um
Desketop Intel Core i7 através da camera Leica ICC50 HD High Definition Digital
Microscope Camera, utilizando o programa Leica LAS EZ capture software (v 1.8.1,
Leica Microsystems Limited, Switzerland). As condigdes de captura foram: exposicao
22,0 ms, ganho 2,1x, gamma 1,00 e saturacdo a 100,00. Nessas condic¢des, 1mm
corresponde a 15,9 pixels. O programa ImageJ providenciou informagdo quantitativa da
area nuclear (em milimetros quadrados) e valor de cinza médio por nucleo que foi
convertido em densidade 6ptica (OD - absorbancia). A conversdo dos valores de cinza
médio para abosrobéncia foi realizado utilizando o programa “Optical Density
Calibration” tool, baseado em Kodak No. 3 Calibrated Step Tablet. A OD integrada (10D,
neste caso valores de Feulgen-DNA) foram obtidos pela integracdo da absorbancia pela

area dos nucleos. Contraste e entropia, caracteristica texturais baseados na Matriz de
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Correlacdo dos Nives de Cinza (GLCM) foram estimados. Contraste ¢ uma medida de
constrate ou a quantidade de vriagdo local presente em uma imagem (HARALICK;
SHANMUGAM; DINSTEIN, 1973), e reflete a variabilidade no grau de empacotamento
de cromatina por nucleo. A entropia mede o nivel de desordem espacial dos niveis de
cinza na GLCM, e reflete que tdo heterogéneo um nucleo, corado pela reacédo de Feulgen,
pode ser. Aproximadamente 100 nucleos por imagem foram selecionados, de forma

aletardria, por imagem, que ndo foram limitadas a poucas areas dos borroes.

3.11 Analise estatistica

As analises estatisticas foram ralizadas com os programas GraphPad Prism 6.0©
(GraphPad Software Inc., 2007, San Diego, CA, USA) e Minitab 14 (Statistics package,
1972, Pennsylvania State University). One-way ANOVA, com analise post hoc de Tukey,
Two-way ANOVA, com andlise post hoc de Sidak, e teste t de Student, foram ralizadas
considerando significancia estatistica quando alfa era menor que 0,05 (p<0,05). As
diferengas estatisticas estdo representadas por letras: letras diferentes representam
diferencas estatisticas; letras idénticas representam semelhanca estatistica. Os graficos

estdo representados como médias + desvio de erro padrdo (SEM).
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4 CAPITULO 1: EFEITOS DO BPA ASSOCIADO AO MPA NA PROMOCAO
TUMORAL DE CELULAS NAO-TRANSFORMADAS

4.1 RESULTADOS

Citotixicidade
Primeiramente, a citotoxicidade das drogas nas diversas concentracdes foi testado

pelo ensaio de MTT. N&o houve citotoxicidade significativa (dados ndo mostrados).

BPA e MPA alteram a expressdo de EMT-TFs

Apbs tratamentos, a expressdo de SNAIL, SNAI2, TWIST1 e ZEB1 foram
analisados. Nao houve diferenca significativa na expressdo de SNAI1 em funcdo dos
tratamentos. Interessantemente, o grupo veiculo teve expressao aumentada de SNAI2, em
relacdo ao ndo-tratado, enquanto que BPA e MPA diminuiram a expressao de SNAI2.
Ademais, o veiculo DMSO diminui a expressdo de TWIST1 e ZEB1. No entanto, houve
aumento na expressdo de TWIST1 e ZEB1 em funcao dos tratamentos, quando comparado
ao grupo veiculo (p<0,05); BPA 1 uM/MPA e BPA 10 uM/MPA também aumentaram a
expressdo de TWIST1 comparado ao grupo ndo-tratado (p<0,05). E importante destacar
que o MPA parece ter agido sinergicamente com BPA na regulacdo de TWIST1, pois se
observou um pequeno, porém equivalente, aumento nos grupos tratados com
DMSO/MPA e BPA 1uM, quando comparado ao grupo veiculo, e uma expressao ainda
maior de TWIST1 na presenca de BPA e MPA (p<0,05). Embora 0 DMSO causou efeitos
pronunciados na expressao de alguns genes, os efeitos de BPA e MPA ou sdo opositores,
ou somatorios, o que significa que 0 DMSO ndo afetou os resultados obtidos com MPA
e BPA. Provavelmente o grupo tratado com DMSO/MPA teria efeitos mais destacados
no aumento, ou diminuicdo, da expressao de alguns genes, se o efeito do DMSO fosse
subtraido, o que mosta a importancia do grupo controle. Como o DMSO diminui a
expressao de genes e os efeitos do tratamento com DMSO/MPA néo diferem do grupo
ndo-tratado, é possivel que o MPA teria atingido efeitos maiores, resultando em uma
discrepancia maior com o grupo ndo tratado. Os dados estdo representados na Figura
1.1A.
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Figura 1.1 BPA e MPA alteram a expresséo de genes e o fen6tipo para um perfil EMT. (A) Heatmap da expresséo dos genes com diferencas significativas
(p<0,05) (n=2). Houve alteracdo no cluster de genes relacionados com EMT, principalmente os EMT-TFs e as metaloproteases em fungdo dos
tratamentos, embora um efeito de fundo, pela presenca do veiculo, foi observado; houve alteracédo dos marcadores de status epitelial/mesenquimal, como
aumento de da expressdo de VIM e aumento da propor¢do FGFR2 Ilic/lllb. Houve diminui¢do da expressdo de FGFR2. Embora representado, os
tratamentos BPA 1 uM/MPA e BPA 10 pM/MPA néo sdo significativamente diferentes dos outros (p>0,05). Os fatores de splicing representados tiveram
alteragdes significativas (p<0,05), dentre os quais a diminuicdo de RBFOX2, pela presenca de MPA, é o mais destacavel. (B) Andlise da expressdo do
CXCR4 frente aos diferentes tratamentos. (C) Ensaio de invasdo/transwell. As células MDA-MB-231 foram utilizadas como controle positivo da invaséo
e da atividade de CXCR4 na presenga de SDF1-a (n=3). (D) Ensaio de invasdo/transwell das células tratadas na presenga ou auséncia de SDF1-a (n=3).
(E) A proporcéo de invasdo entre os dois ensaios (presenca/auséncia de CXCL12), para testar se 0 aumento de CXCR4 obtido na citometria de fluxo era
funcional, foi calculada. A diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras diferentes; letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05).
As barras de desvio representam SEM. As cores no heatmap representam diferengas na expressdo génica em vezes, em relagdo ao grupo ndo-tratado:
quanto mais a esquerda (verde), menor a expressao (até 2,5 vezes menor); quanto mais a direita (vermelho), maior a expresséo (até 2,5 vezes maior). O
asterisco representa diferenca estatistica significativa. Abreviacdes: ECM : matriz extracelular; EMT: transigéo epitélio-mesénquima; EMT-TFs: fatores
de transcricad da EMT; status E/M: status epitelial/mesenquimal.

Impacto na via FGFR2 e no status epitelial/mesenquimal

Uma grande diminuicdo na expressdo de FGFR2 é observada em todos 0s grupos,
quando comparado com o grupo nado-tratado, a exce¢do do grupo tratado com BPA 10
UM (p<0,05). No entanto, como DMSO estava presente em todos os tratamentos, é
possivel que a diminuicdo da expressdo de FGFR2 foi causada pelo seu efeito, mas €
dificil de afirmar tal fato, pois o tratamento crénico com BPA a 10 uM, que também
possui DMSO, restabeleceu os niveis de expressdo de FGFR2, porém, quando
acrescentado MPA, os niveis cairam novamente (p<0,05). Parece que, de alguma forma,
0 MPA agiu de forma similar, talvez de forma competitiva e excludente, ao DMSO nesta
questdo. Os dados estdo representados na Figura 1.1A.

Embora a diminuicéo da expressdao de FGFR2 ¢ nitida, a proporc¢éo de isoforma
I1c/lb foi mantida no grupo controla a aproximadamente 0,4, similar ao grupo nao-

tratado. Os grupos tratados com BPA a 1 uM, com ou sem MPA, tiveram um aumento da
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propor¢do a aproximadamente 0,95, e esta ultrapassou a propor¢do 1:1 quando 0s
tratamentos cronicos com BPA foi de 10 pM, embora a presenga de MPA diminui
levemente esta proporgédo (p<0,05). Isto implica que tanto o BPA como o MPA induziram
o switch de isoforma de FGFR2 da variante epitelial (I1lb) para a mesenquimal (llic), e,
em relacdo a concentracdo de 10 uM de BPA, este efeito foi mais pronunciado, sendo,
porém, um pouco contrabalanceado pela administracdo de MPA (p<0,05). Os dados estdo
representados na Figura 1.1A.

A expressdo génica de FGF2 também foi analisada para avaliar a participacédo
deste fator de crescimento no switch de isoforma de FGFR2. Interessantemente, houve
diminuicdo da expressdo de FGF2 nos grupos veiculo e DMSO/MPA, e um aumento,
comparado ao controle, nos grupos com BPA (p<0,05). Infelizmente, uma grande
variabilidade foi observada nos grupos tratados com BPA/MPA, tornando impossivel de
inferir a participacdo de FGF2 no contexto das duas drogas (p>0,05). No entanto,
novamente, DMSO alterou a expressao de FGF2 para baixo, e 0 MPA parace ser inefetivo
na regulacdo deste gene, mesmo quando associado a BPA, embora o tratamento de BPA,
associado ou ndo a MPA, provavelmente teria aumentado a expressdao de FGF2 em
relacdo ao grupo nao-tratado, se ndo fosse pelos efeitos de fundo do DMSO. Os dados
estdo representados na Figura 1.1A.

Enquanto que o switch de isoforma de FGFR2 para a isoforma Illc é nitida, outros
marcadores classicos de EMT (CDHL1 — gene codificante da E-caderina -, CDH2 — gene
codificante da N-caderina -, e VIM — gene codificante de Vimentina) ndo foram alterados
de forma tradicionalmente observada na EMT. O gene CDH1 teve sua expressdo
diminuida em fungdo do DMSO, mas MPA diminui ainda mais sua expresséo (p<0,05).
No entanto, BPA 1 pM aumentou a expressdo, mas BPA 10uM diminuiu, quando
comparados ao grupo veiculo (p<0,05), o que mostra uma acdo antagonista dose-
dependente do BPA. Ademais, no grupo tratado com BPA 10 uM houve uma diminuigéo
na procentagem de células E-caderina® (p<0,05) (Figura 1.3A). O gene CDH2 teve sua
expressao diminuida pelo tratamento com MPA, e ndo houve alteracao significativa em
funcdo de BPA (Figura 1.1A). Observou-se aumento da expressdo de VIM nos
tratamentos com BPA 1 uM/MPA, BPA 10uM e BPA 10 uM/MPA (p<0,05), e uma
pequena diminuicdo da sua expressdo no tratamento com BPA 1 uM (p<0,05),
configurando uma agéo sinergista desses dois compostos nesta questdo, considerando que
0 MPA, sozinho, ndo alterou a expressao de VIM. No caso de VIM, sua expressao nao foi

afetada pelo DMSO. Os dados estdo representados na Figura 1.1A.
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Impacto na expressdo génica dos fatores de splicing

Neste foi observado diferenca estatistica na expressdo de ESRP1 no grupo
vehiculo (p>0,05), em relagdo ao ndo tratado, e diminuigdo nos grupos BPA 1 uM e BPA
10 uM/MPA em relacdo aos demais (p>0,05). A expressdo de ESRP2 foi diminuida
principalmente pela presenca de DMSO, que contrabalanceou um possivel aumento
causado por MPA, sozinho, ou na presenca de BPA de forma mais drastica que o aumento
claro causado por BPA sozinho (p<0,05). Houve diminui¢do da expressdo de RBFOX2
pela presenca de MPA e BPA 10 uM, sendo menor no tratamento com BPA 10 uM/MPA
(p<0,05). Os demais fatores de splicing ndo tiveram sua expressdo génica alterada pelos
tratamentos. E interessante destacar que n&o houve alteracéo significativa na expressio
génica dos outros fatores de splicing analisados em funcdo das concentragoes
micromolares de BPA, exceto HNRNPF, que teve sua expressdo aumentado com BPA 1
UM , quando comparado ao grupo veiculo (p<0,05), e BPA restabeleceu a diminuicdo

causada por MPA (p<0,05). Os dados estéo representados na Figura 1.1A.

BPA/MPA confere um fenétipo invasivo

Para avaliar se o tratamento com BPA/MPA eficientemente causa EMT, genes
envolvidos com a invasdo e migracdo, bem como a prépria invasao e migracdo, foram
testados.

Primeiramente, a expressao de MMP2 e MMP9 foram analisados. Houve
diminuicdo da expressdo destes dois genes no grupo veiculo (p<0,05), e MPA sozinho ou
BPA a1 uM restabeleceram suas expressdes (p<0,05). Um grande aumento da expressao
por BPA, de forma dose-dependente, foi observado (p<0,05). Interessantemente, um
maior aumento na expressdao de MMP9 foi observado na presenca de BPA/MPA quando
comparado a suas compartes de apenas BPA (p<0,05). Como o tratamento BPA 10
MM/MPA aumentou a expressao de MMP9 mais do que o tratamento com apenas BPA
10 puM, se pode inferir uma acéo sinergista do MPA ao BPA nesta questdo. Portanto, 0s
tratamentos com BPA/MPA, ou altas concentracBes de BPA, causaram aumento na
expressao de genes cujo produto esta associado ao fenétipo de EMT. Os dados estdo
representados na Figura 1.1A.

Adicional ao aumento de MMPs, foi observado aumento de CXCR4 no tratamento
com BPA 10 uM/MPA, avaliado pelo MIF (Figura 1.1B). Todos os resultados apontaram

para o estimulo do fen6tipo EMT nas células MCF-10A como resposta aos tratamentos.
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O impacto dos tratamentos no comportamento invasivo foi testado com o ensaio
de invasdo/transwell. As células MDA-MB-231 foram utilizadas como controle positivo,
as quais tiveram alta invasividade, e ainda maior na presenca de CXCL12 (Figura 1.1C).
Todos os tratamentos aumentaram a invasdo das células (Figura 1.1D). Para testar a
participacdo de CXCR4 no processo, 0 mesmo ensaio, mas na presenca de CXCL12 foir
realizado (Figura 1.1D, direita), com uma evidente exacerbacdo dos efeitos da alta
concentracdo de BPA, associado ou ndo a MPA. Embora a invasdo notoriamente
aumentou, a diferenca da invasdo observada entre os grupos tratados, quando comparados
0s ensaios (presenca/auséncia de CXCL12), ndo aumentou, com excec¢éo do grupo tratado
com BPA 10uM/MPA (Figura 1.1E).

BPA/MPA confere um aumento duradouro da capacidade de migracao celular

O ensaio de scratch assay foi realizado apds os vinte dias do término dos
tratamentos e, mesmo apds este tempo, as células tiveram a habilidade de manter
caracteristicas similares de migracao celular. O gréfico mostra o processo de fechamento
da ferida provocada para o0 ensaio e demonstra que os tratamentos com BPA 10 uM e
BPA 10 uM/MPA induzem um fechamento mais rapido que o groupo ndo-tratado,
sugerindo que essas drogas influenciaram o aumento de fatores relacionado com a
migragéo celular (Figura 1.2). Esses dados s&o similares aos de invaséo celular (compare
com a Figura 1.1D).
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Figura 1.2 Scratch assay. O ensaio de migragdo/scratch assay foi realizado apds 20 dias do término dos tratamentos (n=3). Uma grande diferenga
estatistica nas duas variaveis (tratamento e tempo) foi encontrada (p<0,05). Um rapido fechamento da ferida é observado nos grupos que foram tratados
com BPA 1 uM, BPA 10 pM e BPA 10 pM/MPA, comparado com 0s grupos néo-tratado e veiculo. Porém, um efeito de fundo em funcéo do veiculo
também é observado: o grupo controle fechou mais rapido que o branco. No entanto, os grupos tratados tiveram um fechamento mais rapido em varios
momentos. A diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras diferentes; letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05).

Impacto na proliferagéo celular

Interessantemente, no momento de descolar as células para os ensaios, sempre se
observou uma contagem celular reduzida, por exclusdo de azul de Tripan, em funcdo dos
tratamentos com BPA, de forma dose-dependente. Porém, os tratamentos com MPA
sempre aumentaram a contagem celular nos tratamentos (dados ndo mostrados).

Por mensurar os niveis de Ki67, um indicador de proliferacdo celular, é possivel
concluir que DMSO ¢é capaz de estimular a proliferacdo celular, que é fortemente
revertido pelo tratamento com MPA a niveis menores que o do proprio grupo ndo-tratado,
ou é fracamente revertido pelo tratamento com BPA, indepedentemente da concentracédo
e da presenca, ou ndo, de MPA (Figura 1.3B). Isto implica que tanto BPA como MPA
reverteram o aumento da proliferacdo induzido pelo DMSO, efeitos que seriam mais
pronunciados em ensaios livres do veiculo DMSO. E importante destacar que o MPA
associado a maior concentracdo de BPA, embora ndo foi estatisticamente significativo,
teve uma tedéncia a estimular a proliferagéo celular.

Adicionalmente, dois receptores associados a poliferacdo celular de células
epiteliais (EGFR1 e HER?2) foram quantificados. Com relagdo ao EGFR1, somente 0s
grupos BPA 10uM e BPA 10uM/MPA difereriam dos demais, tendo menor quantidade
de EGFR1 (Figura 1.3C). A expressdo de HER2 aumentou em funcéo dos tratamentos
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com BPA 1uM/MPA, BPA 10uM e BPA 10uM/MPA (Figura 1.3D). Os efeitos parecem
ser sinergistas de alguma forma, mas ndo somatérios, uma vez que BPA 10uM aumentou
HER?2 as niveis similares que BPA 1uM/MPA, e ndo houve aumento de HER2 em funcéo

de tratamento com BPA 1uM, quando comparado aos grupos ndo-tratado e veiculo.
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Figura 1.3 Marcadores de fenétipo e de proliferacéo analisados por citometria de fluxo. Como alguns marcadores estdo envolvidos com fenétipo celular
e proliferagéo celular, alguns marcadores epiteliais (E-caderina, A), proliferacdo (Ki67, B), receptores de fatores de crescimento (EGFR1 e HER2; C e
D, respectivamente), e fen6tipo de célula de mama (CD49f e CD44/CD24; E e F, respectivamente) foram analisados. Os tratamentos foram capazes de
alterar o levemente fendtipo epitelial (A) e aspectos de proliferacdo (B-D), mas ndo o fenétipo de célula de mama. A diferenca estatistica (p<0,05) esta

representada por letras diferentes; letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05). As barras de desvio representam SEM (n =6-9).

Alteracdes na morfologia nuclear

Como os tratamentos com BPA 10 uM e BPA 10 uM/MPA causaram as maiores
alteracdes na migracdo e invasdo, essas células foram submetidas a reacdo de Feulgen
para avaliacdo morfoldgica das caracteristicas nucleares. O resultado mais evidente foi o
aumento no nimero de nucleos com areas maiores em todos os tratamentos (Figura 1.4A-
E), porém mais pronunicado no tratamento com BPA 10 puM. No entanto, a quantidade
de DNA (IOD) desses nucleos nao foram diferentes dos grupos néo-tratado ou veiculo,
evidenciando que foram submetidos a uma forte descompactacédo da cromatina.

Embora ha uma forte descompactacdo nos nucleos grandes, o tratamento com
BPA 10 uM também induziu compactagdo cromatinica em aproximadamente 25% dos
nucleos, o que ocorreu principalmente em regides previamente condensadas (aumento

nos valores de contraste, Figura 1.5C), mas, também, em novas regides (aumento da



entropia, Figura 1.6C). O mesmo fenbmeno aconteceu no tratamento com

UM/MPA, mas em 40% dos nucleos (Figuras 1.5D e 1.6D).
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parametros indicam compactagdo nuclear e o conteido de DNA (D e E, respectivamente).
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Figura 1.5 Scatterplot em 3D mostrando a correlagéo entre Mean, Contraste e IntDen/IOD. As imagens mostram a correlagéo entre Mean (OD), que

indica grau de compactagdo; IntDEN (I0OD), que estima contetido genético (DNA) e Contraste, que mede a diferenca entre as regides compactadas e as
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BPA e MPA néo alteram os marcadores moleculares de células MCF-10A

O fenétipo de CSC foi analisado pela expressdo de CD24, CD44, o fenétipo de
células de mama por CD49f e EpCAM, utilizando citometria de fluxo. Primeiramente,
quase todas as células, grupos ndo-tratado, veiculo ou tratadamentos, so EpCAM'W-
(dado ndo mostrado) e entre 70%-80% sdo CD49f* (Figura 1.3E), embora sejam CD49f°"
(dado ndo mostrado). Isto configura o fendtipo tipico de células mioepitelias de mama,
como as MCF-10A de fato séo.

Todas as células sdo CD44"9" (dado ndo mostrado) e aproximadamente 90% sdo
CD24*, embora sejam CD24'" (dados ndo mostrados). O status de CD24 variou com as
passagens. Portanto, a porcentagem de células CD447/CD24 variou com as passagens.
N&o houve diferenca estatistica nesses marcadores em fungdo de tratamentos (Figura
1.3F).
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4.2 DISCUSSAO

BPA e MPA alteram RBFOX2 e o splicing alternativo de FGFR2

Os fatores de splicing possuem um papel muito importante na progresséo tumoral
e tumorigénese. Aumento de RBFOX2, SRSF1, SF3B1, hnRNP Al, hnRNP F, hnRNP
H, e diminuicdo de ESRPs sdo envolvidos com aumento da agressividade tumoral
(ANCZUKOW et al., 2012; DAVID; MANLEY, 2010; HE et al., 2005; HONORE;
BAANDRUP; VORUM, 2004; HSU et al., 2015; LI, S. et al., 2009; SHAPIRO et al.,
2011; VENABLES et al., 2013). Neste estudo ndo se observou diferenca estatistica na
expressao dos genes desses fatores de splicing em funcéo da exposicdo cronica de BPA,
exceto ESRP1. Interessantemente, concentraces micromolares de BPA tampouco
alteraram a expressdo desses genes de fatores de splicing em células MDA-MB-231 (ER
), embora a analise tenha ocorrido apds 24 horas de exposi¢do. Porém, alteragcdes foram
observadas em células MCF-7 (ER*) (dados do capitulo 2). A diminuicdo de ESRP2 foi
obsrevada principalmente por DMSO, com aumento provocado por BPA e MPA. Foi
observado que a diminui¢do de ESRP2 impacta na expressao de E-caderina por aumentar
a expressdo de fatores da familia Zeb, assim reprimindo a expressdo de CDH1 (ISHII et
al., 2014). No entanto, neste estudo foi observado aumento de ZEB1 em grupos que
tiveram também aumento de ESRP2 (compare na Figura 1.1A). Esses dados contrastantes
sugerem vias pleiotrépicas e colaterais que regulam esses genes.

Um dos eventos analisados na EMT é o switch de FGFR2. Portanto, elementos
envolvidos neste fendmeno foram analisados. Interessantemente, a expressdo de FGFR2
diminui, mas principalmente pela presenca do veiculo, com restabelecimento apenas com
tratamento de BPA10 pM. Uma explicacdo para o switch de isoforma seria a expresséo
de FGF2, pois FGF2, ligante de FGFR2 Ilic, pode induzir switch de isoforma de FGFR2
para lllc, criando um loop autocrino (MAREK et al., 2009; SCOTET; HOUSSAINT,
1998; YAN et al., 1993). O veiculo também diminuiu a expressao de FGF2, mas houve
aumento de FGF2 apenas nos tratamentos com BPA. Isso poderia explicar o switch de
isoforma de FGFR2 nesses grupos.

O splicing alternativo do pré-mRNA de FGFR2 é governado pelos fatores
analisados (ESRP1, HNRPNAL1, HNRNPF, HNRNPH1, RBFOX2 e SRSF1), exceto por
SF3B1 e ESRP2 (BARANIAK; CHEN; GARCIA-BLANCO, 2006; MAUGER et al.,
2008; WARZECHA et al., 2010). No entanto, ndo houve alteragdes na expressdo dos
fatores de splicing que pudésse explicar o switch de isoforma de FGFR2, exceto a
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diminuicdo de RBFOX2 nos grupos tratados com MPA e em BPA uM. Este € o segundo
estudo a analisar o impacto do BPA na expressédo de fatores de splicing e splicing
alternativo no contexto da tumorigénese de mama (WILLIAMS et al., 2016).

Embora foram observados algumas alteracfes nos fatores de splicing analisados,
estas alteracbes ndo sdo relevantes no contexto de progressdo tumoral. O splicing
alternativo observado (switch para FGFR2 llic) est4 de acordo com EMT. O fator de
splicing mais relevante que sofreu alteracdo foi RBFOX2. Porém, a principal participacao
de RBFOX2 nos fendmenos observados parece ser outra, como serd discutido

posteriormente.

MPA potencializa os efeitos de BPA na EMT

A EMT provocada por BPA foi relatada em varios estudos, tanto em células ER*
ou ER, elicitado por vias diferentes, resultando em diferentes fatores de transricdo de
EMT governando o EMT de acordo com o status de ER da célula e a concentragdo de
BPA, se nanomolar ou micromolar. Varios desses estudos mostraram eficientemente a
EMT por aumento de migracéo e fatores de invasdao (CASTILLO SANCHEZ; GOMEZ,
PEREZ SALAZAR, 2016; CHEN, Z. J. etal., 2015; DONG; TERASAKA; KIYAMA,
2011; KIMetal., 2015; SHI et al., 2014; ZHANG, K. S. et al., 2014; ZHANG, X. L.
et al., 2015). Embora esses estudos foram realizados em linhagens celulares diferentes,
com status de ER diferentes e concentracfes diferentes de BPA, eles tém em comum um
protocolo de exposicdo de 24-72 horas de BPA, enquanto que neste estudo foram 16 dias
de exposicdo. A exposicao prolongada a concentragdes micromolares de BPA certamente
elicitaram os efeitos observados por outras vias ainda nao estudadas. Também, o EMT
causado por BPA neste estudo levou eficientemente a um perfil de EMT pelo aumento de
invasdo, aumento de TWIST1 e ZEB1, com aumento de MMPs. Embora houve um efeito
de fundo provocado pelo veiculo utilizado (DMSO), que causou aumento de SNAI2, ndo
aumentou a invasdo dessas células e ndo comprometeu a acdo de BPA nestes aspectos.
No entanto, os fendmenos observados aconteceram na maior concentracdo testada de
BPA (10 uM).

ConcentragGes nanomolares de MPA inibiram EMT em células de linhagem de
cancer endometrial que expressam ectopicamente o receptor de progesterona (PR)(VAN
DER HORST et al., 2012) e concentragdes micromolres de MPA induzem MET durante
a decidualizagdo in vitro de celulas estromais uterinas (ZHANG, X. H. et al., 2013). No

entanto, a perda de PR esta associado com mau prognostico, e EMT, em cancer
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endometrial (COLAS etal., 2012; THIGPEN et al., 1999). Neste estudo, os ensaios foram
realizados com a célula triplo-negativa MCF-10A. Isto pode explicar os dados
contrastantes. Embora o MPA sozinho ndo elicitou efeitos notorios, € interessante o fato
de potencializar alguns efeitos observados em células pré-tratadas cronicamente com
BPA, principalmente com a menor concetracédo testada (1 uM). Na maior concentracao
de BPA (10 uM), o MPA ndo alterou significativamente nenhum dos aspectos observados
relacionados a EMT e invasdo. Parece que MPA regula as vias pelas quais BPA atua, mas
seu efeito é redundante ao da maior concentracao testada de BPA (note na Figura 1.1A
referente a TWIST1 e MMPs, bem como na Figura 1.1D referente ao aumento da invasao).

Os fatores da familia Snail (Snaill e Snail2 —ou Slug), séo responsaveis pelo EMT
parcial, e seu aumento é observado na fase inicial do processo. Ja 0 aumento Twistl e
Zebl no EMT total e sdo observados na fase final do processo (TRAN et al., 2011;
ZHANG, J. et al., 2014). E possivel observar que MPA potencializa os efeitos de BPA
no que se refere a TWSITL, e é possivel observar que o comportamento da expressdo das
MMPs segue o padréo de expressdo de TWIST1 (compare na Figura 1.1A). Esses dados
evidenciam que BPA/MPA atua pela via TWIST1/c-fossMMP (YU et al., 2012).
Interessantemente, o aumento de TWIST1, MMP2 e MMP9 ¢ correlacionado com
metéstase linfodonal e aumento dos valores tumor-linfono-metéstase em cancer de mama
(ZHAO, M. et al., 2013).

O EMT pela via TWIST/MMP permite que a célula preserve caracteristicas
epiteliais e € mais plastico, facilitando o MET uma vez chegado no sitio secundario no
contexto da metastase (JOLLY etal., 2015; SHAMIR et al., 2014). Isso pode explicar os
dados contrastantes observados na expressdo de CDH1 e CDH2, os quais ndo se
comportaram da forma esperada (diminuicdo e aumento, respectivamente, de forma dose-
dependente). No entanto, VIM se comportou de forma esperada e, novamente, MPA
potencializou o efeito apenas da menor concentracdo de BPA. O outro indicador de status
epitelial/mesenquimal observado, a proporcéo Ilic/111b, se comportou de forma esperada,
de forma dose-dependente, mas com alguns efeitos peliotropicos no tratamento BPA10
UM /MPA.

O fenotipo celular foi analisado pelo ensaio de invasdo/transwell na presenca ou
auséncia de CXCL12. O eixo CXCL12/CXCR4 possui um papel muito importante no
cancer de mama e metastase (WEIDLE et al., 2016). Neste estudo néo foi observada uma

participacdo significativa do eixo CXCL12/CXCR4. No entanto, somente no grupo
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tratado com BPA10 uM /MPA houve aumento de CXCR4 com uma contribui¢édo, embora

ndo grande, no processo de invas&o.

BPA diminui a proliferacdo celular e MPA induz proliferacdo celular de MCF-10A

O primeiro indicativo do impacto de BPA na proliferacao cleular foi a contagem
reduzida de células de forma dose-dependente. Em outros estudos foi observado aumento
da proliferagdo celular com concentragdes nanomolares a micromolares, até 10 puM, de
BPA, com alta citotoxicidade em concentra¢es maiores de 10 puM. Porém, os protocolos
desses estudos consistem em 24 a 72 horas de exposicdo a BPA e a maioria desses estudos
foi realizado com células MCF-7, que é uma linhagem de célula de cancer de mama
estrogeno-positivo (LU, Z. X. et al., 2014; SAMUELSEN et al., 2001; ZHANG, W. et
al., 2012). O Udnico grupo que fez andlises semelhantes em células de mama triplo-
negativas, embora malignas, ndo observou diferenca na proliferacdo celular (ZHANG,
W. et al., 2012), semelhante a outros resultados do nosso grupo (dados do capitulo 2).
Neste estudo foi utilizado um tempo de exposicéo de 16 dias.

Porém, o MPA sempre aumentou a contagem celular, mesmo na presenca de BPA,
neste estudo (dados ndo mostrados). Ate certo ponto, 0 MPA reverteu as propriedas anti-
proliferativas do BPA. A proliferacdo foi corroborada com a anélise de ndcleos que
mostraram alguns nicleos com o dobro de material genético no tratamento com BPA 10
UM/MPA ou um deslocamento para a fase S no tratamento com BPA 10 uM. Assim,
MPA aumenta a proliferacdo celular. Esses dados sdo contrastantes com os dados obtidos
de Ki67, um indicativo de proliferacéo celular. Estudos observaram que MPA estimula a
proliferacdo de MCF-10A via MAPK (KRAMER et al., 2006), e que a propria
progesterona, bem como outras progestinas, induz proliferacdo celular na MCF-10A pelo
aumento da atividade mitocondrial e diminui a apoptose via FasL (BEHERA et al., 2009).

Em resumo, neste estudo foram observadas propriedades anti-proliferativas por
parte do BPA e proprieades proliferativas por parte do MPA em células MCF-10A.
Porém, um etudo observou propriedades proliferativas por parte do BPA (PFEIFER;
CHUNG; HU, 2015a).

BPA diminui EGFR1 e aumenta HER?2
Enquanto alguma informacdo a respeito da proliferacao celular esté disponivel na
literatura, nenhuma informacgdo a respeito da expressdo de receptores de fatores de

crescimento esta disponivel frente a tratamento de BPA e MPA. Os tratamentos com
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maiores concentracdes testadas de BPA, associado ou ndo a MPA, alteraram a quantidade

desses receptores analisados em céelulas MCF-10A, sendo dados novos.

BPA e MPA alteram a morfologia nuclear, mas ndo o fenétipo de célula de mama nas
MCF-10A

Os tratamentos com BPA 10 uM e BPA10 uM/MPA induziram compactacao de
cromatina em algumas células, enquanto que descompactacdo de cromatina, que é
geralmente associada com instabilidade gendmica, foi observado em alguns nucleos,
principalmente do Gltimo grupo (BPA 10uM/MPA). Barbisan e colaboradores (1999)
identificaram esta mesma compactacdo de cromatina em nucleos de células MCF-10F
apos a transformacdo com benzo[a]pyreno (linhagem celular BP1), e essa compactacao
foi ainda maior e distribuida areas mais amplas da cromatina na linhagem tumoral BP1-
E1. Esse evento foi observado também em células BP1 transfectadas com o oncogene H-
ras, que gera uma linhagem tumoral extramemente agressiva (MELLO; DE CAMPOS
VIDAL; RUSSO, 1999). Portanto, a compactagdo de cromatina em células transformadas
ou tumorais se mostra como uma caracteristica distintiva, que pode ser observada em
algumas células apos os tratamentos realizados neste estudo. Embora ndo mensurado,
eventos epigenéticos podem ser a causa de tais mudancas na estrutura da cromatina, pois
ja foi observado que BPA e MPA induzem profundas alteragcdes epigenéticas,
principalmente metilacdo de DNA (DYSON et al., 2015; KUNDAKOVIC;
CHAMPAGNE, 2011; SINGH; LI, 2012).

As células MCF-10A sdo, na sua maioria (70-80%) basais/mioepiteliais
(EpCAM-CD49f'°") com uma pequena fracdo de células progenitoras luminais
(EpCAM*CD49f"; dados ndo mostrados) (KELLER et al., 2010; MCDERMOTT;
WICHA, 2010). Ademais, elas sdo CD44"9" e quase todas sdo CD24'°", embora variando
entre as passagens, atestando que elas possuem um fenétipo do tipo CSC (KELLER et
al., 2010; MCDERMOTT; WICHA, 2010). Em um estudo foi observado uma populagéo
com fenétipo CSC (CD44%/CD24°) em cultura de células MCF-10A, também com
variagOes entre as passagens e com alteracdes em funcdo do soro presente no meio
(SHERIDAN et al., 2006). Ndo houve impacto no fenétipo de cancer stem cells (CSC),

neste quesito, em fungédo dos tratamentos.



48

BPA age possivelmente via ERf € BPA se intercepta com MPA em RBFOX2.

As células MCF-10A so triplo-negativas e tampouco expressam AR (GARAY et
al., 2012; SUBIK et al., 2010), mas expressam GR (KULASINGAM; DIAMANDIS,
2007). E importante destacar que as MCF-10A, embora consideradas ER’, expressam
ERpB (LATTRICH et al., 2013; YUSUF; FRENKEL, 2010).

O ERp é um conhecido antagonista de ERa, e atua como supressor de tumor
(HARTMAN et al., 2006; SKLIRIS et al., 2003). Interessantemente, o knockdown de
ERp levou a um aumento da proliferacdo de células MCF-10A (TREECK et al., 2010).
Também, agonistas de ERP diminuiram a proliferacdo celular nas MCF-10A
(LATTRICH et al., 2013). Parabenos, xenoestrégenos como o BPA, o préprio estradiol
(WROBEL; GREGORASZCZUK, 2014) e fitoestrégenos (CHEN, F. P.; CHIEN, 2014)
induziram a expressao de ERp em MCF-10A; também o BPA induziu a expressdo de ER[
em células ER* (SHI et al., 2014). Essas informacGes da literatura nos fazem hipotetizar
que o BPA diminuiu a proliferacdo celular de MCF-10A pelo aumento e ativacdo de ERp
(Figura 1.7A).

Alguns estudos mostraram que células ER™ (ERa) sofreram EMT apds exposicao
de BPA pela ativacdo de GPER/EGFR/ERK1/2 (DONG et al., 2011; ZHANG, K. S. et
al., 2014) e pela fosforilagdo das vias ERK1/2, p38-MAPK e Akt, resultando na
diminuicdo de FOXA1 (ZHANG, X. L. et al., 2015). Também foi observado que BPA
ativa GPER em células triplo-negativas, que leva a EMT pela transativacdo de EGFR, e
pelo aumento de AP-1 e da atividade de NFKkB dependente da sinalizacdo de Src e ERK2
(CASTILLO SANCHEZ et al., 2016). No entanto, foi observado que o ERf} aumenta a
degradacdo de EGFRL1 e a fosforilacdo de ERK1/2 em células de cancer de mama triplo-
negativas (THOMAS et al., 2012). Em células de cancer de mama ER-negativo, 0
tratamento com estradiol levou a migragdo e invasdo por dois mecanismos diferentes.
Células com uma proporcdo GPER/ERP elevado levou a este fenbmeno pela via
ERK1/2/Akt e fosforilagdo de ezrina depedendente de GPER, em células que
superexpressma HER2, mas, em células com propor¢cdo GPER/ERf baixa (MDA-MB-
231), este fenbmeno aconteceu via ERB/PI3K/Akt. A ativacdo de GPER nesta Gltima
impede a acdo de ERp nesta questdo (ZHOU et al., 2016). Também, Shi et al (2014)
observou que concentracdes namolares de BPA aumentaram a migracdo de células de
linhagem de epitélio da mucosa de célon humano (ER*) pelo aumento de ERp, que leva
a ativacdo da via Integrinap1/MMP-9 depedente de ERp. Estas informagdes da literatura

nos levam a hipotetizar que, em um primeiro momento (fase precoce; Figura 1.7A), o
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BPA induz EMT via GPER ERK1/2 e Akt, mas aumenta ERp, o qual é responsavel por
induzir EMT e degradar EGFR1 em um segundo momento (fase tardia; Figura 1.7B).

O MPA, ademais de ser agonista de PR, € um conhecido agonista do receptor de
glicorticoide (GR) (BUCHANAN et al., 2005; COURTIN et al., 2012).
Interessantemente, a ativacdo do GR levou a EMT (PAN, D.; KOCHERGINSKY;
CONZEN, 2011) e sobrevivéncia (MIKOSZ et al., 2001) em células MCF-10A. A
auséncia de PR nas MCF-10A, somado a esses dados, permite hipotetizar que a principal
via pela qual MPA esta induzindo EMT € via GR, enquanto a proliferacéo € via MAPK,
como previamente discutido (Figura 1.7C).

Como o grupo de células MCF-10A pré-tratado com BPA que sofreu acgdo
sinérgica do MPA sempre foi 0 de menor concentracgdo testada, nds hipotetizamos que o
efeito sinérgico seja provocado pela saturacdo das vias PI3K/Akt e ERK1/2, e a utilizacdo
de concentracBGes maiores de BPA ja saturariam tais vias. No entanto, ha algo a ser notado:
a diminuigcdo de RBFOX2. RBFOX2 est4 associado com a repressdo transcricional de
receptores nucleares de esteroides, incluindo GR e ERJ (NORRIS et al., 2002). Assim, a
diminuicdo de RBFOX2 permitiria uma acdo mais potente do GR. No entanto, sempre
que adicionado MPA, ha diminuicdo da expressdo de RBFOX2, o que, neste trabalho, ndo
contribuiria na agdo sinérgica e, ainda, permitiria uma acdo transcrirional maior de ERp,
0 que permitira sua acdo antitumoral no contexto (Figura 1.7D). Interessantemente, a
maior concentracdo testada de BPA também levou a diminuicdo da expressdo de
RBFOX2, o que pode ser um mecanismo de feedback negativo normal em células sadias
para impedir a promog¢do tumoral. Assim, em conjunto, a acdo de MPA aboliria
parcialmente a acdo antitumoral de ERp nas células MCF-10A dependente de GR e outras
vias ndo elucidadas.

Estudos posteriores para demonstrar a interagdo entre MPA e BPA, via ERp e
RBFOX2, bem como andlises para demonstrar como RBFOX2 ¢ afetada, sdo de grande
importancia. Também, compreender o papel de RBFOX2 na regulacdo dos receptores de
estrégeno podem responder perguntas importantes relacionadas com progressao tumoral

e falha terapéutica em cancer de mama ER(a)" e ER(a)".
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Figura 1.7 Acg8o hipotética de BPA e MPA e as vias moleculares em células MCF-10A. (A) Em um primeiro momento, BPA
desencadearia EMT e sobrevivéncia celular pelas vias PI3K/Akt, NF-kB e ERK1/2, dependentes de GPER, e a a¢éo transcricional, se
houver, de ERp seria bloqueada por RBFOX2. Um aumento de ERp (expressdo de ESR2) comecaria a acontecer nesta etapa inicial.
De alguma forma, concentracdes elevadas de BPA diminuem a expresséo de RBFOX2. (B) Em um momento tardio, ERP se encontraria
muito aumentado e BPA desencadearia EMT e sobrevivéncia celular pelas vias PI3K/Akt e NF-kB, mas depedentes de ERB; o aumento
de ERP seria responsavel por diminuir a proliferacéo celular, principalmente por sua atividade trasncricional. Em um contexto de alta
concetracdo de BPA, a baixa quantidade de RBFOX2 permite uma atividade transcricional maior de ERp e também héa degradacéo de
EGFR1. (C) MPA induz EMT via ERK1/2 e NF-kB, dependente de GR, e proliferagdo celular via MAPK. De alguma forma MPA
diminui a expressdo de RBFOX2. (D) Células pré-tratadas com BPA se beneficiam do efeito provocado pelo MPA. Os efeitos do
momento tardio de BPA se somam ao de MPA. A proliferacéo celular provocada por MPA faz um contra-balango a reducéo da
proliferagdo causado por BPA via ERB. Em um contexto de baixas concentragdes de BPA, a diminuicdo de RBFOX2, causada pelo

MPA, permite que o aumento mais discreto de ERp exerga uma agdo tdo potente quanto a elicitada por concetragdes maiores de BPA.
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4.3 CONCLUSAO

A exposicao cronica ao BPA associado com exposi¢do aguda ao MPA tem uma
acdo sinergista nas células epiteliais de mama triplo-negativas ndo-transformadas (MCF-
10A), conferindo diversas caracteristicas como proliferacéo celular, invasao e migracéo.
Esses compostos sdo capazes de aumentar proteinas envolvidas na migracdo celular
(CXCR4), aumentar a expressdo de genes de EMT-TFs e de genes de degradacéo de
matriz extracelular, diminuir as caracteristicas epiteliais, aumentar as caracteristicas
mesenguimais, como switch para FGFR2 llic, por EMT parcial, e alterar os niveis de
material genético e sua compactacdo. Também, o MPA consegue abolir os efeitos

deletérios do BPA referente a diminuicédo da proliferacdo e sobrevivéncia celular.

4.4 PERSPECTIVAS

Estudos posteriores utilizando concentrages menores de BPA e MPA (10° M) devem
ser realizados para reproduzir um ambiente mais proximo das condicdes fisioldgicas para
analisar os possiveis efeitos transformantes destas duas drogas de forma sinérgica, bem
como estudos que demonstrem o elo molecular entre as vias elicitadas pelas duas drogas.
Também, estudos visando descrever o que acontece durante o processo de exposi¢do, nao
apenas no final, ajudardo a elucidar o comportamento de tais fatores ao longo do tempo

para compreender a biologia por tras do processo tumoral de forma mais detalhada.
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5 CAPITULO 2: EFEITO DO BISFENOL A EM CELULAS TUMORAIS DE
MAMA: AUMENTO DAS CARACTERISITCAS AGRESSIVAS

5.1 RESULTADOS

Altas concentreacgdes micromolares de BPA causam efeitos citotoxicos em células de
cancer de mama ER" e ER

A caracterizacdo por citometria de fluxo de ambas as células foi realizado antes
dos experimentos. As células MCF-7 formam duas populacdes separadas (P1 e P2)
(Figura 2.1A). Apos fenotipagem, foi observado que as populagdes de P1 e P2 possuem
fendtipos diferentes (Figura 2.1B). Todos os ensaios citométricos das células MCF-7
foram relaizados na populacdo P1, pois nesta populacdo se encotram as CSCs. Tais
fendmenos ndo foram observados nas células MDA-MB-23.

Os efeitos citotoxicos foram analisados para prosseguir os experimentos. O
primeiro fendbmeno observado foi o descolamento de ambas linhagens do fundo das
garrafas quando tratadas com 100 uM de BPA por 64 horas (dado ndo mostrado). A
viabilidade celular foi testada para ensaios posteriores. O BPA néo foi tdxico as células
MCF-7 durante 24 horas (dado ndo mostrado). Apds 64 horas, as concentragdes de 10 e
100 uM de BPA causaram morte celular consideravel (Figura 2.1C-E). Como 100 uM de
BPA foi 0 mais citotdxico, apenas as células viaveis foram analisadas nos demais ensaios
citométricos (Figura 2.1F).

As células MDA-MB-231 tiveram poucos danos pela exposicdo a BPA, sendo
consideravel apenas na concentragéo de 100 uM de BPA por 64 horas (Figuras 2.2 A-C).
As linhagens de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) foram cultivadas na presenca
de concentracdes micromolares, crescentes, de BPA por 64 horas para ensaios de
citometria de fluxo. O primeiro fendmeno observado foi o0 descolamento quando tratadas
com 100 uM de BPA, ap6s 64 horas, em ambas as linhagens.
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Figura 2.1 Caracteristicas citométricas e morte celular de MCF-7. Ap6s os tratamentos, a citotoxicidade foi analisada por ensaio de morte celular (n=6-
9) (A) Gréfico de contorno de citometria de fluxo (SSC-A x FSC-A). Duas populagdes sdo observadas — P1 e P2. (B) Porcentagem da populagdo P2 de
acordo com os tratamentos. (C) Porcentagem de células mortas. (D) Gréfico dot plot evidenciando as células mortas das células tratadas com 10 uM de
BPA. (E) Grafico dot plot evidenciando as células mortas das células tratadas com 100 uM de BPA. (F) Grafico de contorno de citometria de fluxo
(SSCA-A x FSC-A) das células tratadas com 100 uM de BPA. E possivel observar duas populages conjuntas: uma maior (P1), e uma menor (P2). A
diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras diferentes; letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05). As barras de desvio
representam SEM.
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Figura 2.2 Caracteristicas citométricas e morte celular de MDA-MB-231. Apés os tratamentos, a citotoxicidade foi analisada por ensaio de morte celular
(n=6-9) (A) Porcentagem de células mortas. (B) Gréafico dot plot evidenciando as células mortas das células tratadas com 100 uM de BPA. (C) Grafico
dot plot evidenciando as células mortas das células tratadas com 10 uM de BPA. A diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras diferentes;
letras iguais representam semelhanga estatistica (p>0,05). As barras de desvio representam SEM.
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As concentragdes micromolares de BPA aumentam a agressividade mais nas células de
cancer de mama ER™ que nas ER

O principal objetivo desta vertente foi analisar se 0 BPA aumenta caracteristicas
agressivas importantes envolvidas com progressao tumoral. NOs analisamos receptores
de quimicinas (CXCR2 e CXCR4), bem como a populacdo CSC (CD447/CD24). A
molécula EpCAM, envolvida com metéstase, também foi analisada neste context.

Como a maioria dos estudos observam que BPA desencadeia EMT, tanto E-
caderina como N-caderina foram analisados por citometria de fluxo. Durante a EMT, o
splicing alternativo se desloca para um padrdao mesenquimal. Portanto, foi analisado se
FGFR2 sofria splicing alternativo para a isoforma lllc, que esta envolvida com
agressividade durante a EMT.

Primeiramente, dois genes de controle endogeno foram testados (B2-
microglobulina e GAPDH). No entanto, a expressao de GAPDH various muito entre 0s
grupos de tratamento nas células MCF-7 (Figura 2.3A) enquanto que a expressao de p2-
microglobulina ndo variou. Portanto, B2-microglobulina foi tulizado como contorle
enddgeno nos ensaios de gPCR.

Nas células MCF-7 foi observado diminuicdo de FGFR2 nos tratamentos, sendo
mais acentuado na concentragdo de 10 puM (Figure 2.3A). Mas a propor¢cdo FGFR2
[ic/Illb aumentou nos grupos tratados com 1 ae 100 puM de BPA (p<0.05),
principalmente neste ultimo (p<0.05), mas diminuiu com 10 uM de BPA (p<0.05) (Figure
2.3A). Importantemente, a quantidade de E-caderinadiminui juntamente com aumento de
células EpCAM*, N-caderina® e CXCR2" (Figuras 2.3B, 2.3C, 2.3D e 2.3E,
respectivamente) ap6s 64 horas de exposi¢do a 100 uM de BPA, mas a expressdo de VIM
aumentou apenas a 1 UM de BPA (p<0.05) e diminuiu com as demais concentracfes de
BPA (p<0.05) (Figura 2.3A). Intrigantemente, aumentou a quantidade de E-caderina,
juntamente com diminuicdo das células N-caderina®, no grupo tratado com10 puM de
BPA. Outro marcante resultado foi o aumento da populacdo de CSCs em todos o0s
tratamentos, especialmente com 100 uM de BPA (Figure 2.3F).

Nas células MDA-MB-231, a contagem de células N-caderina® diminui com todos
0s tratamentos, principalmente com 10 uM de BPA (Figura 2.3G). No entanto, houve
aumento de CD44 e de células CXCR2* cells no tratamento com 100 uM de BPA (Figuras
2.3H e 2.3I, respectivamente). Os tratamentos provocaram diminuigdo da expresséo de
VIM (p<0.05), exceto 100 uM de BPA, quea aumentou (p<0.05) (Figura 2.3J). N&o foram

observadas alteracdes na populagéo (Figura 2.3K).
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Concentragdes micromolares de alteram a via de FGFR2 e a expressao de fatores de
splicing em células ER*

Para explicar o splicing alternativo de FGFR2, a expressao de alguns fatores de
splicing (ESRP1, hnRNPA1, hnRNPF, hnRNPH1, RBFOX2 e SRSF1), envolvidos com o
splicing alternativo de FGFR2, foram analisados. Ademais, a expressdo de FGF2 foi
analisado para testar se o splicing alternative se deve aos fatores de splicing ou a estimulo
de ligantes.

Reguladores da via do FGFR2 e fatores de splicing envolvidos com o o splicing
alternativo de FGFR2 e outros envolvidos com agressividade tumoral foram analisados
nas células MCF-7. Nao foi detectada expressdo de FGF2. Houve diminuicdo da
epxressdao de ESRP1 no grupo tratado com 100 uM de BPA (p<0.05), bem como
diminuicdo da expressdo de ESRP2 nos grupos tratados com 10 e 100 uM de BPA. Néo
foi observada diferenca estatistica na expressdo de RBFOX2. Foi observado diminuicao
da expressdo de SF3B1 no grupo veiculo (p<0.05), com aumento a 1 uM (p<0.05) e
diminuicdo a 10 uM (p<0.05) de BPA. Houve aumento na expressdo de SRSF1 com 1 e
100 uM de BPA (p<0.05), e diminuicdo a 10 pM de BPA (p<0.05). foi observado
diminuicdo na expressdo de HNRNPA1, HNRNPF e HNRNPH1com 10 uM de BPA
(p<0.05), Houve aumento na expressdo de HNRNPH1 no grupo tratado com 1 uM de
BPA (p<0.05). Os dados estdo na Figura 2.3A.

No entanto, nas células MDA-MB-231 ndo foi observado expressdo de FGFR2
nem FGF2, bem como ndo houve alteragao na expressédo dos fatores de splicing (p>0,005)
(Figura 2.3J).
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Figura 2.3 BPA aumenta caracteristicas de agressividade em células de cancer de mama ER* e ER". (A-F) MCF-7. (A) Heatmap da expressdo dos genes
com diferencas significativas (p<0,05) (n=9). Os tratamentos ndo alteraram a expressdo dos genes de expectada segundo uma transigdo epitélio-
mesénquima convencional. Por exemplo, é possivel ver aumento da expressdo de VIM apenas com BPA 1 BPA 1 uM, mas houve aumento da proporcéo
FFGFR2 Ilic/111b, embora houve diminuicdo da epxressdo de FGFR2; os fatores de splicing representados sofreram alteragdes significativas (p<0,05)
em comparagdo com o grupo ndo-tratado, sendo a alteragdo da expressdo de SRSF1 o mais relevante a ser observado neste estudo. As células também
foram marcadas para analise, por citometria de fluxo, de marcadores de fenétipo celular, status epitelial e receptores de fatores de crescimento celular
(n=6-9) (B) Contagem de células EGFR1*. (C) Contagem de células HER2*. (D) Quantificagdo de E-caderina. (E) Quantificacdo de EpCAM. (F)
Contagem de células N-caderina®. (G) Contagem de células CXCR2*. (H) Populagdo CSC. (G-K) MDA-MB-231. (G) Contagem de células N-caderina®.
(H) Contagem de células CXCR2". (I) Quantificagdo de CD44, analisada por MIF. (J) Heatmap da expressdo génica. Embora algumas representacées
indiquem variacéo, apenas a expressao de VIM foi alterada estatisticamente (p<0,05), e houve uma tendéncia de aumento da expressédo de RBFOX2 nos
tratamentos com 1 pM e 10 pM de BPA (p=0,053). . (K) Populagdo CSC. A diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras diferentes; letras
iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05). As barras de desvio representam SEM. As cores no heatmap representam diferencas na expressao
génica em vezes, em relagdo ao grupo ndo-tratado: quanto mais a esquerda (verde), menor a expressdo; quanto mais a direita (vermelho), maior a

expressao.
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Altas concentragdes micromolares de BPA diminuem EGFR1 e HER2 tanto em células
ER* como ER

EGFR1 e HER2 possuem um papel importante na progressdo tumoral. Eles séo
receptores envolvidos com proliferacdo celular. Sendo assim, estes receptores foram
analisados por citometria de fluxo, bem como o indicador de proliferacéo celular Ki67.

Nas células MCF-7, o nimero de células EGFR1* e HER2" diminuiram apds 64
de incubacdo com 100 uM de BPA (Figuras 2.4A e 2.4B, respectivamente). Nas células
MDA-MB-231 também foi observado diminuicdo das células EGFR1" (1 e 100 uM) e
HER2" (1 uM) (Figuras 2.41 e 2.4J, respectivamente).

O namero de células Ki67" foi reduzido nas células tratadas com 100 uM de BPA
(Figura 2.4C). Duas subpolucabes, conforme os niveis de Ki67, foram definidos: um
Ki67"9" (Figura 2.4D e 2.4E) e outra Ki67'°" (dado ndo mostrado). Interessantemente,
todas as células Ki67"9" sdo EGFR1* (dado ndo mostrado), mas apenas a contagem de
células HER2", em funcéo do tratamento com 100 uM de BPA, foi observado (Figura
2.7D). A subpopulacio de células Ki67"" teve contagem maior de células EGFR1* e
HER2* no grupo veiculo, e tratamentos de 1 e 10 uM de BPA diminuiram a contagem de
células EGFR1" e HER2" nesta subpopulacdo, comparado com o grupo veiculo, e as
tratadas com 100 uM de BPA tiveram aumento de células EGFR1" e diminui¢do da

contagem de células HER2" nesta subpoluacédo (Figura 2.4F e 2.4G, respectivamente).
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Figura 2.4 Expressdo de EGFR1, HER 2 Ki67. A positividade para EGFR1 e HER2 foi analisado nos dois picos de marcacacdo de Ki67 nas células
MCF-7 (n=9). (A-H) MCF-7. (A) Quantificagdo de Ki67, analisado por MIF. (B) Histograma da expressdo de Ki67. O eixo x representa a intensidade

da marcagéo e o eixo y representa a contagem de células. E possivel observer dois pico de expressdo de Ki67. Cada pico foi analisado separadamente no
que se refere a positividade de EGFR1 e HER2. (C) Porcentagem de células Ki67"9" . (D) Contagem de células. Todas estas células sdo positivas para
EGFR1. (E) Contagem de células Ki67'"""EGFR1*. (F) Contagem de células Ki67'*YHER2*. Todas estas células s&o positivas para EGFR1. (I e J) MDA-
MB-231 cells. (I) Contagem de células EGFR1* cell count. (J) Contagem de células HER2*.A diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras
diferentes; letras iguais representam semelhangca estatistica (p>0,05). As barras de desvio representam SEM.
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BPA causa resistancia duradoura ao tamoxifeno nas celulas MCF-7

Como o tratamento com BPA causou maiores alteracBes na célula MCF-7, a
resisténcia a terapia foi testeda apenas nesta linhagem cellular. O tamoxifeno foi
escolhido porque o BPA interage com o ER, o alvo do tamoxifeno. Primeiramente, foi
feita um curva dose-resposta para determinar o 1Cso, 0 qual foi de 12.5 uM de tamoxifeno
na exposi¢do de 24 horas (dados ndo mostrados).

Apos 24 horas de tratamento com BPA, o tamoxifeno induziu morte celular nos
grupos tratados com BPA, exceto no trato com 100 uM de BPA (Figura 2.5A).
Interessantemente, os grupos tratados com BPA por 64 horas, independentemente da
concentracdo, adquiriram resisténcia a morte induzida por tamoxifeno (Figura 2.5B).
Adicionalmente, esse efeito parece ser duradouro, pois o grupo tratado com 100 uM por
64 horas, mas que teve o BPA depletado do meio por 3 dias (BPA 100 R1) tampouco teve

aumento na morte celular por tamoxifeno.
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Figura 2.5 Sensibilidade das células MCF-7 ao tamoxifeno. Apds a exposigdo as concentracdes de BPA por 24 horas (A) e 64 horas (B), as células
foram tratadas com citratao de tamoxifeno (12,5 pM), ou veiculo (DMS), por 24 horas. Posteriormente, a morte celular foi analisada por citometria de
fluxo (n=6). A diferenca estatistica (p<0,05) esta representada por letras diferentes; letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05). As barras

de desvio representam SEM.
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5.2 DISCUSSAO

Diversos estudos tém descrito o efeito do BPA em ativar EMT em células
cancerigenas ER* e ER cancer cells, focando em descrever os mecanismos e vias
celulares envolvidas neste assunto. Porém, poucos analisar outras caracteristicas
envolvidas com agressividade tumoral e progressdo tumoral (CASTILLO SANCHEZ et
al., 2016; CHEN, Z. J. etal., 2015; DONG et al., 2011; KIM et al., 2015; SHI et al.,
2014; ZHANG, K. S. et al., 2014; ZHANG, X. L. et al., 2015). Esta vertente do estudo
focou em analisar caracteristicas envolvidas com a agressividade tumoral que geralmente
ocorrem concomitantemente com EMT, como aumento de quimiorreceptores, expansao
da populagédo CSC e mudanca no programa de splicing alternativo (ISHIWATA, 2016;
YANG, F. et al., 2016). Para tal objetivo, as células de cancer de mamaMCF-7 e MDA-
MB-231 foram utilizadas para anlisar tais caracteristicas ap0s exposicao a concentracfes

micromolares de BPA.

Concentracgdes micromolares de BPA promovem em células de cancer de mama ER* e
ER um perfil de EMT, mas com diferencas

Embora em algumas condi¢des o BPA causou citotoxicidade marcante, e apenas
apo6s 64 horas de exposicdo, as analyses foram realizadas apenas em células viaveis,
resolvendo este problema.

A EMT foi desencadeada e mambas as células cancerigenas ER™ e ER", mas com
contrastes em relacdo a literatura. Os marcadores analisados (VIM, E-caderina e N-
caderina) nem sempre se comportaram como esperado. Nas células MCF-7 houve
diminuicdo de E-caderina concomitante a aumentode N-caderina apenas com 100 puM de
BPA, mas com diminuicdo na expressdo de VIM, sugerindo uma EMT né&o-tradicional
(JOLLY et al., 2015). Interessantemente, o tratamento com 10 uM de BPA conferiu as
MCF-7 um fen6tipo que esta de acordo com a transicdo mesénquima-epitélio (MET), pelo
aumento de E-caderina com diminuicdo de N-caderina. Porém, houve aumento da
isoforma I1IC de FGFR2 nos grupos com caracteristicas de ET, corroborando a EMT
(HORIGUCHI et al., 2012; SHIRAKIHARA et al., 2011; UEDA et al., 2014;
WARZECHA et al., 2010). Esses dados séo contrastantes com a literature, pois outros
estudos realataram diminuicdo de E-caderina com aumento de N-caderina e Vimentina
de forma dose-dependente em células ER™ tratadas com BPA (CHEN, Z. J. et al., 2015;
KIM et al., 2015). Provavelmente a diferenca nas metodologias aplicadas expliquem

parcialmente estas diferencgas.
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Nas células MDA-MB-231 cells houve diminuicdo da expressdo de VIM com 0s
tratamentos de 1 e 10uM of BPA, bem como diminui¢do das células N-caderina® por
todos os tratamentos. Esses dados sdo contrastantes com a literatura. Porém, o Unico
estudo que descreveu bem a EMT (tradicional) em células de cancer de mama ER" utilizou
concnetragcdes annomolares de BPA (ZHANG, X. L. et al., 2015).

Concentracgdes micromolares de BPA confere mais caracteristicas de agressividade a
células de cancer de mama ER* que ER’

Com excecdo de algumas diferencas, a EMT foi desencadeada em ambas as
linhagens celulares. No entanto, 0 BA aumentou as caracteristicas de agressividade mais
nas células ER".

A linhagem MCF-7 possui uma pequena populacdo de CSCs (até 0.5%), enquanto
que quase todas as células MDA-MB-231 sdo CSC (KELLER et al., 2010). Um estudo
observou que pequenas concentracdes de estradiol (1 nM) séo capazes de expandir a
pequena populacdo de CSC na cultura de MCF-7 (FILLMORE et al., 2010), mas néo foi
observado expansdo em um estudo que utilizou estradiol a 10 nM (VARES et al., 2013).
Assim, é possivel entender porque o aumento de CSC dependente de BPA nas MCF-7
nédo se comportou de forma dose-dependente.

Como as CSCs da linhagem MDA-MB-231 ndo variaram com os tratamentos, é
muito provavel que este fendmeno se dé em funcdo da presenca de ER. Foi observado
que as CSCs sdo indiretamente dependente de estrogeno, visto que o estradiol aumenta a
producdo de FGF9, assim ativando o receptor FGFR3 das CSCs, estimulando-as a
proliferarem pela via de sinalziacdo FGF/FGFR/Tbx3 (FILLMORE et al., 2010). Como
0 BPA é um xenoestrogeno, isso explicaria porque as células CSCS da linhagem MCF-7
(ER*) CSCs, mas nao da linhagem MDA-MB-231 (ER"), se expandiram.

Outras moléculas estdo envolvidas com agressividade tumoral, como CD44 e
EpCAM, ambas as daus envolvidas com motilidade celular (MAETZEL et al., 2009;
MCDERMOTT; WICHA, 2010). Ademais, as CSCs EpCAM* séo capazes de formar um
tumor com menos células comparada a contraparte EpCAM™ (AL-HAJJ et al., 2003), e
EpCAM antagoniza a agcdo de E-caderina, contribuindo com EMT (MAETZEL et al.,
2009). Alguns quimiorreceptores estdo envolvidos com metastase no cancer de mama,
principalmente CXCR2 e CXCR4 (ISHIWATA, 2016; YANG, F. etal., 2016).

Nas células MCF-7, apenas nas tratadas com BPA 100 uM de BPA por 64 horas

houve aumento de células CXCR2" bem como de EpCAM, embora sem diferenga na
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quantidade de células CD44"/CD24/EpCAM* (dados ndo mostrados). Ndo houve
alteracdo de CXCR4 (dados ndo mostrados). Este é o primeiro estudo a observer que o
BPA aumenta as caracteristicas de agressividade e expande a popula¢do de CSCs em
células de cancer de mama ER".

Nas ceélulas MDA-MB-231 também sO0 houve aumento em algumas
caraceteristicas quanda tratadas com 100 uM de por 64 horas, que foi 0 aumento de
células CXCR2" e aumento de CD44. Estes dados também sdo novos na literatura.

Esses dados mostram diferencas marcantes no efeito exercido pelo BPA em
células de cancer de mama ER* e ER". Diferentes mecannismos estdo envolvidos com a

progressdo tumoral, 0 a presneca de ER deve ser o determinante neste quesito.

BPA altera o splicing alternativo em células de cancer de mama ER*, mas ndo em ER’

O splicing alternative é um evento cellular importante e é afetado durante EMT.
Como observado, FGFR2 sofreu uma mudanga no splicing a favorecer a isoforma
mesenquimal (lllc). Para explicar este fendmeno, a expressdo de FGFR2 em si e de
FGF2, um regulador desta via, foram anlisados (MAREK et al., 2009; SCOTET,;
HOUSSAINT, 1998; YAN et al., 1993), bem como a expressdo de fatores de splicing
envolvidos com o splicing alternativo de FGFR2 (ESRP1, hnRNPA1, hnRNPF,
hnRNPH1, RBFOX2, SRSF1) (BARANIAK et al., 2006; MAUGER et al., 2008;
WARZECHA et al., 2010). Ademais, os fatores de splicing foram analisados sob a
perspectiva de contribuidores da agressividade tumoral em céncer de mama
(ANCZUKOW et al., 2012; DAVID; MANLEY, 2010; HE et al., 2005; HONORE et
al., 2004; HSU et al., 2015; LI, S. etal., 2009; SHAPIRO et al., 2011; VENABLES et
al., 2013).

N&o houve diferenca na expressao dos fatores de splicing analisados nas células
MDA-MB-231 em fungad dos tratamentos. Tampouco foi detecatada expressdo de
FGFR2 ou FGF2, semelhante a alguns estudos (KORAH, R. et al., 2004; KORAH, R.
M. et al., 2000; LUQMANI; GRAHAM; COOMBES, 1992).

Interessantemente, ndo foi detectada expressdo de FGF2 nas células MCF-7,
semlhante a um estudo (LUQMANI et al., 1992), sendo descartado como possivel
explicacdo para o aumento de FGFR2 Ilic. No entanto, diversas alteragdes foram
observadas na expressdo dos fatores de splicing estudados. E razoavel afirmar que a
mudanca de isoforma, neste caso, eta sendo governada pelo aumento de SRSF1: 0s grupos

tratadas com 1 e 100 uM de BPA tiveram aumento de SRSF1 e de forma coerente ao
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aumento da propor¢cdo FGFR2 Ilic/llIb. Ademais, a diminuicdo de ESRP1 no tratamento
com 100 puM de BPA pode cooperar neste assunto.

E interessante relatar que apenas as células de cancer de mama ER* tiveram
alteracdo na expressdo dos fatores de splicing analisados. Isto provavelmente se deva

também a presenca de ER.

Células MCF-7 pré-tratadas com BPA possuem sensibilidade reduzida ao tamoxifeno

Como as celulas MCF-7 tiveram aumento da agressividade, a sensibilidade ao
tamoxifeno, um antagonista do ER amplamente utilizado para tratar cancer de ER"
(RONDON-LAGOS et al., 2016), foi testado. Neste estudo foi observado uma diminuicao
a sensibilidade ao tamoxifeno de forma dose- e tempo-dependentes. Ademais, esta
diminuica a sensibilidade ao tamoxifeno foi duradouro, visto que o grupo BPA 100 R1
também apresentou resisténcia ao tamoxifeno. Em um estudo in vivo, o BPA foi capaz de
estabelecer um tumor de MCF-7 em camundongos fémeas ovarectomizadas, e 0
tamoxifeno foi capaz de abolir o crescimento dos tumores causado pelo BPA (WEBER
LOZADA; KERI, 2011). Esse contrite com nossos resultados pode ser explicado pela
diferenca nos ensaios, bem como a biodisponibilidade do tamoxifeno in vivo.

Os dados adquiridos nos nossos ensaios nos levou a hipotetizar que este efeito ndo
é exercido por ocupacao estérica, mas provavelmente por alteracdes metabdlciar ou
diminuicdo de ER. Ademais, o BPA aumentou a viabilidade celular ap6s 24 horas, mas o
mesmo nao foi observado ap6s 64 horas (dados ndo mostrados). Um estudo demosntrou
que houve diminuicdo de ERa em células ER* apds tratamento com BPA sem afetar a
expressao de ERB (SHI et al., 2014). Estes dados da literatura podem explicar porque o

BPA diminui a sensibilidade ao tamoxifeno no nosso estudo.

BPA altera o status de EGFR1 e HER2 em células ER™ e ER" provavelmente via ERS

Os resultados de EGFR1 e HER a respeito de proliferacdo celular ndo sdo
relevantes neste estudo, mas as alteracfes de EGFR1 e HER2 observadas em em ambas
as células de cancer de mama ER* e ER" foram intrigantes, embora ndo todas as
concentragOes testadas alteraram estas proteinas. Um estudo observou que o estradiol
desencadeou EMT e degradacdo de EGFR1 via ERB1l nas células MDA-MB-231
(THOMAS et al., 2012). N6s observamos resultados semelhantes, inclusive na MCF-7
cells. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a observar estas alteracfes por
BPA.
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Como citado no anterior subtdpico, é capaz do BPA exercer algumas ac¢des via
ERp. Varios xenoestrogenos (WROBEL; GREGORASZCZUK, 2014), inlcuindo o BPA
(SHI et al., 2014), e fitoestrégenos (CHEN, F. P.; CHIEN, 2014) aumentam ERf, o qual
¢ um inibidor da proliferacdo celular (KOEHLER et al., 2005; SOTOCA et al., 2008;
TREECK et al., 2010) e antagonista de ERa (VOUTSADAKIS, 2016). ERB também
induz a degradagdo de EGFR1 (THOMAS et al., 2012). Nas MCF-7, existe diminui¢do
da proliferacdo, de forma tempo-dependente na exposicdo de BPA, e a diminuigéo de
EGFR1 poderiam ser explicados pelo aumento de ERB. No caso das MDA-MB-231, o
aumento de ERP poderia explicar a diminuigdo de EGFR1, ¢ 0 aumento de RBFOX2
(p=0,0531), que € um inibidor da atividade de receptores nucleares de estrdide, incluindo
de ERB (NORRIS et al., 2002), poderia explicar porque estas células ndo possuem
alteracdo na taxa proliferativa, embora apenas nas concentraces menores. Estudos
posteriores visando elucidar o papel de RBFOX2 neste assunto sdo importantes, pois
poderiam responder respostas relacionadas com resisténcia a terapias em cancer de mama
ER" e ER". A Figura 1.7A, ademais de representar o processo nas células MCF-10A,
também consegue representar de forma fidedigna por que as células MDA-MB-231
consguem se beneficiar da acdo pro-tumoral do ERB, mas ndo ha acdo antitumoral, em

func@o do aumento de RBFOX2 que estas células realizam durante EMT.
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5.3 CONCLUSAO

ConcentracGes micromolares de BPA s&o capazes de aumentar as caracteristicas
agresssivas tanto em células de cancer de mama ER™ e ER", mas com diferencas
consideraveis. Em células ER*, diversas caracteristicas de EMT tradicional foram
observados juntamente com o aumento de diversas caracteristicas de agressividades,
como aumento de CSCs e diminuicéo da sensibilidade ao tamoxifeno, enquanto que nas
celulas ER" diversas caracteristicas de EMT n&o-tradicional oforam observados,
acompanhado do aumento de poucas caracteristicas agressivas. Esses dados demonstram
que a exposicdo ao BPA pode ter um papel importante na progressao de cancer de mama,
principalmente ER*. Estudos poesteriores utilizando concentracfes ajustadas de BPA
devem ser conduzidos para investigar tais caracterisitcas de agressividade envolvidas com
mannutencdo tumoral, resisténcia a terapias e metastase em modelos de cancer de mama

e descrever os papéis de ERa e ERP neste contexto.
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6 COMENTARIOS E PERSPECTIVAS GERAIS

A exposicdo a BPA e MPA evidentemente € algo prejudicial. Em um contexto em
que se leva em consideracdo a mama como um todo, as células basais/mioepiteliais,
representadas pelas células MCF-10A, podem sofrer efeitos transformantes
significativos. Visto que qualquer terapia de reposi¢do hormonal ou contraceptivo a base
de estrogenos € suspensa uma vez que o cancer de mama € diagnosticado, a exposicao
persistente a BPA é algo a ser considerado neste contexto, representado pelas células
MCF-7 e MDA-MB-231, o qual pode promover a progressao tumoral e aumento da
agressividade. Embora neste estudo foram realizados ensaios in vitro e as concentracdes
superam aquelas de condi¢Ges normalmente econtrados em pessoas, este estudo ja
demonstra fatos preocupantes referentes a exposicdo a essas drogas nos contextos
delineados e os atuais resultados justificam estudos posteriores com concentracfes na
ordem de nanomolares e por tempo mais prolongado, apoiando-se na ideia dos protocolos
deste estudo, para analisar o efeito perigoso destas duas drogas associadas na
tumorigénese de mama e do efeito persistente do BPA no cancer de mama estabelecido.
Também, os dados deste estudo sugerem um papel diferente da proteina RBFOX2
referente a regulacdo da atividade dos receptores de estrogeno, e ndo simplesmente como
fator de splicing, durante promogéo e progressdo tumoral que deve ser estudado mais
detalhadamente.
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