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RESUMO

O céancer de mama é a neoplasia que mais acomete mulheres no mundo. Dentre os fatores
progndsticos levados em consideragdo estdo os receptores hormonais. O receptor de estrégeno
beta (ERP) é um dos receptores hormonais que pode ser encontrado na mama, mas que até entdo
ndo é utilizado como um marcador preditivo de progndstico tumoral por conta da sua acao
paradoxal. Células tumorais de mama da linhagem MCF-7 foram utilizadas neste trabalho para
averiguar a funcdo dicotdmica do ERpB no processo tumoral. De tal forma que foi avaliado
alguns dos processos que sdo observados nas etapas do desenvolvimento do cancer de mama,
como proliferacdo, transicdo epitélio-mesénquima (EMT) e investigacdo das células -tronco
cancerosas (CSCs) . Para isso, foram utilizados o agonista de ERp, Diarilpropionitrilo (DPN),
o agonista ambiguo (ERa e ERP) estradiol (E2) e o fator de crescimento transformante
beta (TGF-B), indutor de EMT. As células que receberam tratamento com DPN obtiveram
maior nimero de CSCs comparadas as que ndo foram cultivadas com esse agonista, resultado
encontrado pela técnica de citometria de fluxo. As células que tiveram um tratamento prévio
com TGF-f demonstraram menor taxa de proliferacdo e aumento na expressao de p21, uma
proteina com acao bloqueadora de ciclina D1, cuja expressdo ficou inalterada nos tratamentos
com TGF-B e agonista de ERP. A-respeito dos genes relacionados a EMT (SLUG,
SNAIL,VIMENTINA, ZEB1,TWIST1,RBFOX2,CICLINAD1 e p21), ERp inibiu a expressao
dos mesmos, sugerindo que esse receptor induza o fendmeno denominado transicao
mesenquimal epitelial (MET). Nesse cenario, DPN causou a diminuicdo da expressdo de
SLUG, SNAIL, TWIST, contrastando com a expressao obtida no tratamento com TGF-f que,
aléem desses genes, também demonstrou aumento na expressdo de ZEB1, RBFOX2 e
vimentina. O efeito do TGF-Bna EMT foi revertido ao associd-lo com DPN. Os dados
corroboram com a literatura acerca do possivel papel pr6 tumoral de ERB no aumento da
proliferacdo celular e da geracéo das células-tronco cancerigenas de mama (BSCs), além de ir
ao encontro do fendtipo relacionado a MET nos tratamentos com DPN sozinho ou associado
ao TGF-B. Com esses resultados, torna-se claro no nosso trabalho que dependendo o que é
avaliado em relagdo a acdo do ERP, previamente tratado ou ndo com TGF-B, o seu efeito

dicotdbmico ainda é observado.

Palavras-chave: Cancer de mama. MCF-7. Receptor de estrdgeno beta (ER-B).



ABSTRACT

Breast cancer is the most common neoplasm of women in the world. Among the prognostic
factors taken into consideration are the hormonal receptors. The estrogen receptor beta (ERp)
is one of the hormone receptors that can be found in the breast, but is not used as a predictive
marker of tumor prognosis due to its paradoxical action. Tumor cells of the MCF-7 lineage
were used in this work to ascertain the dichotomic function of ERp in the tumor process. Thus,
we evaluated some of the processes that are observed in the stages of breast cancer
development, such as proliferation, epithelial-mesenchymal transition (EMT) and cancer stem
cell research (CSCs). For this, ERB agonist Diarilpropionitrile (DPN), ambiguous agonist (ERa
and ERP) estradiol (E2) and transforming growth factor beta (TGF-p), inducer of EMT, were
used. Cells receiving TGF-  treatment obtained a higher number of CSCs compared to those
that were not cultured with this agonist, a result found by the flow cytometry technique. Cells
that were pretreated with TGF- demonstrated a lower rate of proliferation and increased
expression of p21, a protein with cyclin D1 blocking action, whose expression was unchanged
in TGF-B and ERP agonist treatments. Regarding the EMT-related genes (SLUG, SNAIL,
VIMENTINA, ZEB1, TWISTI1, RBFOX2, CYCLINADI1 and p21), ERB inhibited their
expression, suggesting that this receptor induces the phenomenon called epithelial
mesenchymal transition (MET). In this scenario, DPN caused a decrease in the expression of
SLUG, SNAIL, TWIST, in contrast to TGF-B expression, which, in addition to these genes,
also showed increased expression of ZEB1, RBFOX2 and VIMENTIN. The effect of TGF-8
on EMT was reversed by associating it with DPN. The data corroborate with the literature about
the possible ERP pro-tumor role in increasing cell proliferation and the generation of breast
cancer stem cells (BSCs), in addition to the MET related phenotype in treatments with DPN
alone or associated to TGF-f. With these results, it becomes clear in our work that depending
on what is evaluated in relation to the action of ER, previously treated or not with TGF-p, its
dichotomous effect is still observed.

Key- words: Breast cancer. MCF-7. Estrogen receptor beta (ER).
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama

O tipo de cancer que mais acomete a populacdo feminina é o de mama. No Brasil, as
estimativas para o biénio de 2016-2017 apontam a ocorréncia de aproximadamente 58 mil
novos casos da doenca, reforcando a magnitude do problema no pais (CANCER, 2016 ).

O céncer de mama é uma doenga na qual pacientes com mesmo diagnostico podem
apresentar diferentes resultados clinicos. As alteracGes que ocorrem no processo carcinogénico
atribuem caracteristicas ndo-proprias das células, como resisténcia a apoptose, proliferacdo
aumentada (imortalidade) na auséncia de mitégenos, angiogénese, invasividade, evasao imune,
e, finalmente, metastase(BERTRAM, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Apesar da diversidade genética e epigenética que ha no cancer de mama, ele pode ser
dividido em quatro subtipos moleculares principais: luminal A, luminal B, HER2 positivo e
triplo negativo (TPN) (DAI; CHEN; BAI, 2014).

Tumores luminais sdo caracterizados por expressarem receptores de estrégeno e
apresentar um perfil similar ao das células luminais do epitélio da mama normal. (SOTIRIOU
et al., 2003). Este subtipo foi ainda subdividido em trés grupos, sendo que dois deles sdo:
luminal A e B, por apresentarem diferentes comportamentos clinicos e expressdo génica.

Os tumores luminais A apresentam alta expressdo de ER e/ou PR e baixos indices de
proliferacdo celular, baixa expressdo de Ki-67. Ja o subtipo luminal B exibe, em sua maioria,
receptores hormonais, embora por vezes sejam expressos em baixos niveis. No entanto, suas
caracteristicas marcantes sdo a expressao de genes associados a superexpressdo de HER2 e de
genes relacionados ao ciclo celular e proliferacdo, como Ki-67, e, portanto, maiores taxas de
proliferacdo celular (SORLIE et al., 2001; SORLIE et al., 2003).

Os tumores que ndo expressam ER sdo agrupados em dois subgrupos distintos. Um
subgrupo compreende tumores com superexpressao da proteina Her-2/neu e o outro abrange
tumores com fenotipo basal. Tumores Her-2/neu positivo sdo caracterizados pela amplificacao
do gene HER-2 e negatividade para receptores hormonais (CIANFROCCA; GOLDSTEIN,
2004).

Os tumores de fendtipo basal (basal-like) expressam genes e proteinas que sao
especificos das células basais do epitélio mamario, isto inclui a expressdo de citoqueratinas e

negatividade para ER, PR e HER-2. Este subtipo é o que apresenta comportamento clinico mais



11

agressivo quando comparado aos tumores pertencentes aos outros subgrupos moleculares
(DAIRKEE et al., 1987; MALZAHN et al., 1998; RAKHA et al., 2006).

Ha& vaérios fatores progndsticos que sdo levados em consideragdo na rotina clinica do
tratamento dessa doenca. Entre eles estédo o tamanho do tumor, envolvimento dos linfonodos, o
marcador de proliferacdo celular ki67, a grade histolégica e a expressdo imunohistoquimica dos
receptores de progesterona (PgR), o receptor do fator de crescimento humano epidermal 2
(HER?2) e o receptor de estrogeno a (ER o) (CHANTZI et al., 2013).

1.2 Receptores de estrdgeno na mama

Ao que tange a saude mamaria, 0 hormdnio estrogeno que esta envolvido tanto no
desenvolvimento das glandulas mamarias quanto no processo tumoral é destacado por seu papel
na proliferacéo e progressdo do cancer de mama. O sinal desse hormdnio é mediado pelo seu
receptor, que é um fator de transcricdo pertencente a superfamilia dos receptores de horménios
esteroides e localiza-se na membrana nuclear (KUIPER et al., 1996; OGAWA et al., 1998;
OMOTO et al., 2003).

Clinicamente, a acdo do ER alfa € o preditor efetivo mais conhecido na resposta a terapia
hormonal no cancer de mama. Somente em 1996 foi descoberto o segundo receptor, ERB. ERB1
foi associado a um papel antitumoral por estar subexpresso durante a tumorigénese mamaria,
embora ndo possa ser encontrado em todos os tipos de cancer de mama. (CAPPELLETTI et al.,
2006; OGAWA et al., 1998).

Aproximadamente 50% dos tipos de cancer de mama luminais e 60% dos tumores triplo-
negativos (TNBC) sdo ERB* e had uma perda na expressdo desse receptor ao longo da progresséo
tumoral. Entretanto, o critério utilizado para positividade do receptor de estrogeno é baseado
na expressdo somente de ERa, por ser claramente pré- tumoral. Além do mais, muitos estudos
foram feitos para procurar fatores preditivos adicionais ou alternativos a esse, ja que apenas
70% dos pacientes ERa" conseguem ser responsivos a terapia. (COTRIM et al., 2013).

Os dois receptores de estrogeno tém o 17p-estradiol (E2), um estrogénio enddgeno,
como agonista, sendo que ERp tem quatro vezes menos afinidade ao E2 comparado ao ERa. A
propor¢cao ERa / ERP parece ser fundamental na regulagdo celular, por estimular um processo
conhecido como transicdo mesenquima-epitélio (MET) (efeito contrario ao EMT), além de
regular a proliferacdo na auséncia de ligante ou na presenca do ligante ambiguo (E2, para 0s
dois receptores de estrogeno) em linhagens positivas para esses receptores (COTRIM et al.,
2013; HARTMAN et al., 2006; SOTOCA et al., 2008).
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1.3 Receptor de estrdgeno beta (ERB)

Muitos grupos reportaram a expressédo das isoformas de ERB em tecidos normais e
também em carcinoma mamaério. Como varios outros genes, ERB (ESR2) é expresso em
diferentes isoformas de RNA mensageiro. Além do ERB ou ERB1, existe mais quatro isoformas
que ndo se ligam a hormonios, ERB2, ERB3, ERB4 e ERB5. Todos 0s cinco sdo produtos de
splicing alternativo do RNA mensageiro deste receptor(LEUNG et al., 2012; MURPHY;
LEYGUE, 2012).

A funcdo antiproliferativa de ERB ja é conhecida, mas muitos estudos observaram que
esse receptor pode ter uma acdo proliferativa/ pro-tumoral. Essa acdo dicotbmica pode ser
verificada in vivo. Em células tumorais ERB", 0s agonistas desse receptor levam a uma
diminuicdo da proliferacéo e apoptose in vitro. Entretanto, no mesmo estudo foi demonstrado
que houve aumento do tumor induzido in vivo (KONTOS et al., 2011).

A expressao de ERb2 aumenta em tumores ERa, induzindo pesquisadores a acreditar
que essa isoforma facilita a carcinogenesis e estaria associada com um pior progndstico por
conta da sua associacdo com a fosforilacdo de c-Jun fosforilada e da translocacéo nuclear da
subunidade p65 do NF-kB2 (CHANTZI et al., 2013).

Diferentemente, ERB tem sido associado em alguns estudos com um aumento da taxa
de sobrevivéncia em pacientes tratados com tamoxifeno (GRUVBERGER-SAAL et al., 2007;
HONMA et al., 2008; MA et al., 2017; ROSIN et al., 2014).

1.4 Marcadores de Transicao epitélio- mesénquima (EMT) e Células- tronco cancerigenas
(CSCs)

Durante o processo de EMT, as células tumorais perdem a expressdo de marcadores
epiteliais especificos, incluindo E-caderina, EpCAM e adquirem a expressdo de marcadores
mesenguimais do citoesqueleto e proteinas de adesdo, como a N- caderina e vimentina, além de
regular positivamente quinases e fatores de crescimento incluindo c-MET, TGF-B, WNT ¢
FOX. Esse processo é controlado por uma familia de genes, dentre eles SNAIL, TWIST e ZEB
(KSIAZKIEWICZ; MARKIEWICZ; ZACZEK, 2012).

No contexto da EMT estdo inseridas as células-tronco cancerosas (CSCs). Estudos

mostram que estas células tém o potencial de iniciar, manter um tumor e derivar
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heterogeneidade ao mesmo (CASTANO et al., 2012), sendo, na maioria dos casos, responsaveis
por recidiva e resisténcia a quimioterapia (FISCHER et al., 2015; MC DERMOTT et al., 2010;
ZHENG, X. et al., 2015).

Células tronco de cancer de mama sdo altamente tumorigénicas, em ensaios de enxerto
em camundongos comparadas a células cancerigenas diferenciadas. Quanto ao seu fenétipo,
estas células sdo pouco diferenciadas e possuem marcadamente uma reprogramacdo celular
tipica de EMT (FISCHER et al., 2015; MC DERMOTT et al., 2010), a qual est4 envolvida
com agressividade tumoral e quimioresisténcia na maioria dos casos (FISCHER et al., 2015;
GUAN, 2015).

Ma e colaboradores (2017) mostraram que a maioria das mamoesferas que foram
geradas a partir de células tronco tumorais de mama (CTM) (BSCs) séo fenotipicamente CD24
CD44*EpCAM* (MA et al., 2017).

Ao contrério das células de cancer diferenciadas, as CSCs ndo sdo inteiramente
dependentes da respiracdo oxidativa mitocondrial. Dessa forma, a acdo de ER3 como um fator
de vulnerabilidade para as mitocondrias pode se tornar benéfico para a manutencao das células
tronco tumorais, aumentando o metabolismo glicolitico, ja que como foi demonstrado por Ma
e colaboradores gque o0 agonista DPN reduziu a taxa do consumo de oxigénio, fato que péde ser
revertido na presenca do antagonista PHTPP(MA et al., 2017). Importantemente, estimulos que
desencadeiam a EMT também podem expandir a populacdo CSC (CASTANO et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Alguns canceres de mama com invasao linfonodal possuem niveis substanciais de ER3
e simultaneamente altos niveis proliferativos (no linfonodo) (NOVELLI et al., 2008). Além
disso, ERP ¢ ERp1 foi associado com altos niveis proliferativos (Ki67) em TNBC, que marcam
para células basais, sem aumento da apoptose dessas células (SKLIRIS et al., 2006). Enquanto
também ha evidéncias que ERB pode estar envolvido no processo contrario a proliferacdo. Foi
demonstrado que o knockdown do gene codificante de ERp levou a um aumento da proliferacao
de células MCF-10A (células epiteliais triplo-negativas nao-trasformadas de mama) e MCF-7,
ambos na auséncia de ligante (E2) (TREECK et al., 2010). Também, agonistas de ERf
diminuiram a proliferagdo celular nas MCF-10A, mas apenas em altissimas concentracfes
(LATTRICH et al., 2013).

Esse processo paradoxal também é encontrado em células que superexpressam ERp,
nesse caso, a agdo de agonistas de ERa s6 leva a proliferagdo quando ERP € inibido (SOTOCA
et al., 2008). As informacdes acima demonstram que o ERpB possui um carater dicotdmico,
algumas vezes favorecendo a proliferacdo das células tumorais e em outras dificultando o
mesmo processo.

Para chegarmos mais proximo do que acontece a nivel da acdo de receptores no
microambiente tumoral, avaliamos o papel do receptor ERp, reavaliando sua acdo em células
luminais positivas tumorais de mama durante a transi¢cdo epitélio-mesénquima induzida por
TGF-B.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia do receptor de estrdgeno beta (ERB) de células tumorais de mama

do tipo luminal MCF-7 durante a transicao epitélio-mesénquima.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a expressdo dos genes relacionados com a transicao epitélio-mesénquima
frente o tratamento ou ndo com o agonista DPN especifico para o ERp.

e Analisar o efeito do DPN na proliferacdo celular da MCF-7 sozinho e frente a EMT
induzido por TGF-p.

e Auvaliar a expressdo de ERa e ERB em células MCF-7 durante o EMT induzido pelo
TGF-B.

e Averiguar o fendtipo das MCF-7 frente o estimulo com o agonista especifico para o
ERB.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura Celular

As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio RPMI 1640 contendo HEPES, bicarbonato de sddio,
penicilina / estreptomicina e 10% de soro bovino fetal (SFB) (meio de cultura). Para ensaios,
utilizou-se RPMI sem vermelho fenol, com os mesmos suplementos, a 5% de SFB tratado com
carvdo ativado e dextran para retirada de hormdnios. Células foram cultivadas em um ambiente
umido a 37 °C com 5% de CO2. Todos os ensaios foram realizados antes das células atingirem
80% de confluéncia.

4.2 Reagentes e Tratamentos
Os reagentes DPN, E2 e PHTPP foram adquiridos da SIGMA (St. Louis, MO, USA)
e 0 TGF-B da PeproTech (Ribeirdo Preto, SP. Brasil).

Os tratamentos foram feitos com a linhagem celular de cancer de mama MCF-7. As
células foram submetidas a 24 horas de deplecdo hormonal com meio RPMI sem vermelho
fenol e soro fetal bovino (5%) sem hormdnios (protocolo de retirada de hormonios baseado em
Dembinski, TC, Leung, CK, Shiu, RP (1985)). Apo0s 24 horas, nos grupos TGF- B, foi
adicionado o fator na concentracdo de 10 ng/mL e ap6s 48hs o meio contendo TGF-B foi
retirado e substituido por meio contendo DPN(1uM ou 10nM), E2(1uM) e TGF-B novamente,
nas suas concentracdes (grupo agonista + TGF-B). Nos grupos que ndao continham a citocina,
foi realizado o mesmo protocolo, sem a adicdo de TGF-B. Apds as 48hs finais, atingido o total
de 96hs, as células foram utilizadas para os testes subsequentes (citometria de fluxo, MTT e
RT-PCR).

4.3 Ensaio de proliferacdo/viabilidade

Para 0 ensaio de proliferacdo, as células com o0s respectivos tratamentos foram

incubadas com uma solugdo contendo MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
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tetrazolium). Para preparar esta solugdo, 5 mg de MTT (SIGMA) foram diluidos em 1 ml de
PBS, ap6s a remocao do meio de tratamento foram adicionados 10 pl desta solugdo a 5 mg/ mL
e 90 ul de meio contendo 10% de SFB. As células foram incubadas durante 4 horas a 37°C na
auséncia de luz para uma concentracao final de 0,5 mg/mL. Para solubilizagdo dos cristais de
formazan, a solucéo de MTT foi retirada e foram adicionados 100 pl de DMSO puro. A leitura
de absorbancia dos cristais de formazan, diretamente proporcional ao nimero de células viaveis,
foi feita usando um espectrofotobmetro no comprimento de onda de 570 nm. Os testes foram
realizados em triplicata.

4.4 PCR em tempo real

As células da linhagem MCF-7 e MDA-MB-231 foram tratadas como descrito acima.
O RNA total foi isolado e a expressdo génica dos alvos propostos foi avaliada por PCR em
tempo real (QPCR). Para a expressao génica, as células foram cultivadas em placas de 48 pocos
e subsequentemente, a reacdo gPCR foi realizada. O RNA total foi primeiro extraido usando o
kit do Sistema de Isolamento de RNA SV Total (Promega, Fitchburg, WI, EUA) e 0 DNA
complementar (cDNA) foi obtido a partir do RNA total usando o kit de Transcricdo Reversa
GoScript™ System (Promega), para um volume total de 20 pl, e a reacdo de PCR foi feita de
acordo com o protocolo do kit GoTaq gPCR Master Mix (Promega, Fitchburg, WI, EUA). A
curva de eficiéncia foi realizada para todos os primers : SLUG (ID: 395065), SNAIL(ID: 6615),
VIMENTINA(ID:103186320), ZEB1(ID: 6935), TWIST1(ID:7291), RBFOX2(1D:23543),
CICLINA D1(ID:595) e p21(ID:1026). A sequéncia dos primers foram desenhados com a
feramenta  Primer  Quest tool (IDTDNA) e analisadas com  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Tabela 1).

Foi utilizado 100ng de cDNA por reacdo, em um total de 40 ciclos por reacdo. Os
parametros das reac6es foram selecionados conforme as instrucdes do fabricante. A expressao
semiquantitativa foi determinada pelo método 2-AACt utilizando a -2 microglobulina como

gene enddgeno.

4.5 Citometria de fluxo

As células foram pré-tratadas como descrito no item 4.2 e foram plaqueadas 1x10° células/pogo

em placa de cultura celular de 6 pocos. Adicionou-se DPN (1 uM), E2 (1 nM) e E2 associado


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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com DPN em triplicata, nos grupos necessarios. Apds 96 horas de tratamento, as células foram
tripsinizadas e colocadas na estufa por 10 minutos. Elas foram ent&o lavadas com meio RPMI
e centrifugados durante 5 minutos a 2000 rpm. Ap0és este passo, 5 pL dos anticorpos mouse
anti-CD24 conjugado com FITC(catalogo n° 555427), e rat anti-CD49f conjugado com Alexa
fluor 647(catadlogo n° 562473) , todos anti-humano, foram adquiridos da BD Biosciences. As
células foram analisadas no citdmetro CytoFLEX( Beckman Coulter). Células de cada grupo
sem as marcac0es (brancos) foram analisadas para deteccdo de auto-fluorescéncia. As amostras
foram incubadas durante 30 minutos no escuro e lidas no citbmetro. A quantificacdo das
proteinas foi realizada utilizando o nimero de células em porcentagem de CD24(-) e CD49f(+).

A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa Kaluza (Beckman Coulter, Inc.)

4.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com os programas GraphPad Prism 6.0©
(GraphPad Software Inc., 2007, San Diego, CA, USA). Para a comparacdo de mais de um
grupo, foi utilizado o One-way ANOVA, com analise post hoc de Tukey e para comparacéo
entre dois grupos, foi utilizado o teste t Student. O nivel de significAncia estatistica foi
considerado se o alfa foi menor do que 0,05 (p<0,05). Os gréaficos estdo representados como

médias * erro padrdo da média (SEM).
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Tabela 1: Sequéncia dos primers para o0s genes alvos analisados por g°PCR

GENE LOCUS SEQUENCIA DO PRIMER
RBFOX2 NM_001031695 FW 5’-CGA TGG CAA GGG TCT ATATC -3’
RV 5’-ACA CTC CCT CCT ACCTTG ATA A-3°
SNAI1 NM_005985 FW: 5’-CCA CGA GGT GTG ACT AAC TAT G-3’
RV: 5’-ACC AAA CAG GAG GCT GAA ATA-3’
SNAI2 NM_003068 FW: 5’-CTC TCT CCT CTT TCC GGATAC T-3’
RV: 5°-GCT TGG ACT GTAGTCTTT CCT C-3’
FW: 5°-CGG AGA CCT AGATGT CATTGT TT-3’
TWIST1 NM_000474
- RV:5’-ACGCCCTGTTTCTTT GAATTT G-3°
FW: 5’-ACT AGA GAT GGA CAG GTT ATC A-3°
VIM NM_003380
- RV:5- GTAGGA GTG TGC GTT GTT AAG-3’
FW: 5’-CTCACATTCCTCACT GCCTAAC-3
ZEB1 NM_001128128 RV: 5’-GAG AAC ATA GCT GAG CTC CAT AAA-

B2-MICROGLOBULIN

CICLINA D1

P21

NM_004048

NM_053056.2

NM_001291549.1

3
FW: 5’-TAT CCA GCG TAC TCC AAA GA-3’
RV: 5’-GGA TGA AAC CCA GAC ACATAG-3
FW: 5 -TCACGCTTACCTC-3’

RV: 5’-CTCTCGATACACACAACATCCA-3’
FW: 5 -TCACGCTTACCTC-3’

RV: 5’-CTCTCGATACACACAACATCCA-3’

FW: 5°-CCAGCCTCTGGCATTAGAATTA-3’
RV: 5’- CGGGATGAGGAGGCTTTAAATA -3’
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5 RESULTADOS

5.1 Marcadores de EMT

Apds tratamentos, foram avaliados alguns marcadores relacionados a EMT, dentre eles:
SLUG, SNAIL, TWIST1, ZEB1, VIM e RBFOX2, este que é um fator de splicing altamente
expresso em EMT e com atividade co-repressora de ERs. Os dados séo apresentados em forma

de expressdo génica desses marcadores pelo método 2 44,

Pbde-se considerar que o tratamento com TGF-3 aumentou todos os genes relacionados
ao EMT nas MCF-7 (Figura 1). Observou-se também que o agonista de ERB (DPN) reduziu a
expressdo génica, independente do tratamento do TGF-B, de SLUG, SNAIL e TWIST1. No
entanto, DPN aumentou a expressao génica de ZEB 1 (Figura 1). Os transcritos de RBFOX2 e
VIM aumentaram apos o tratamento com TGF-B, mas DPN reduziu a expressdo dos mesmos

apenas nas células estimuladas com TGF- (Figura 1).
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Figura 1 — Avaliagdo da expressdo média da producdo do transcrito dos genes SLUG (A), SNAIL (B), TWIST
(C), ZEB1 (D), RBFOX2(E) e VIM (F) relacionados a transicéo epitélio mesénquima das MCF-7 tratadas ou ndo
com 10ng/mL de TGF-fb e 1 uM de DPN durante 96 horas. Os simbolos *, #, e & representam diferenca estatistica
(p<0,05) entre os grupos correspondentes. Barras representam médias + erro padrdo da média (SEM). Vimentina
(VIM).
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5.2. Ciclo celular e proliferagdo

Apos tratamentos, as células foram submetidas ao ensaio de MTT para que pudéssemos
avaliar o efeito da ativacdo do ERp na proliferagdo celular. A principio, p6de-se observar que
0 TGF-B diminui a proliferacdo celular e o DPN interfere parcialmente na diminuicdo da
proliferagdo (Figura 2A).

Para entender como a ativacdo do ERp influencia no ciclo celular, uma vez que ele
alterou a proliferacdo das MCF-7 tratadas com TGF-f, dois controladores de ciclo celular foram
analisados. Sendo assim, pode-se observar que a expressdo génica de CCND1 diminuiu e P21
aumentou frente a DPN (Figuras 2B e 2C). Por outro lado, observou-se que TGFf induz a
expressdo de p21 e quando as MCF-7 sdo submetidas ao tratamento com DPN, ela inibe
completamente o efeito do aumento da expressédo da p2l1 induzida pelo TGFp, bem como
aumenta a expressédo de CCND1 (Figuras 2B e 2C).

A Proliferacédo B CCND1 C p21

150 2.0 s

1.54

1004

ccnNDp1 (2%%¢cy)

1.0 2 a4
i #& k)
o

génica
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0.5 5 24 #
A

Proliferacdo celular (%)

Figura 2 - Avaliacdo da proliferacdo por MTT(A) e expressdo média da producéo do transcrito dos genes CCND1
(B) e p21 (C) relacionados ao controle do ciclo celular das MCF-7 tratadas ou ndo com 10ng/ml de TGF-B e 1uM
de DPN durante 96 horas. Os simbolos * e # representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos
correspondentes. Barras representam a médias * erro padrdo da média (SEM).

5.3 Expressdo génica de ESR1 e ESR2

Apos tratamento com TGF-, foi observado um grande aumento na expressao de ESR1,
sem alterar a expressao de ESR2 (Figura 3A e 3B, respectivamente). Como controle da

especificidade do primer utilizado nesse experimento, utilizou-se uma linhagem triplo negativa
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denominada MDA-MB-231. Como esperado, essa célula ndo apresentou expressdo de ESR1
enquanto que a mesma apresenta mensagem génica do ESR2 (Figura 3C).
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Figura 3 - Avaliagio da expressdo média da producio do transcrito dos genes ESR1(A) e ESR2 (B) relacionados
ao controle do ciclo celular das MCF-7 tratadas ou ndo com 10ng/ml de TGF-b durante 96 horas. MDA-MB-231
foi utilizada como controle da especificidade do primer utilizado (C). Os simbolos * representa diferenca estatistica
(p<0,05) entre os grupos correspondentes. Barras representam médias * erro padrdo da média (SEM).

5.4 Fenotipo de células luminais da mama: Marcagdo de CSCs

O fendtipo de CSCs de células da mama foi analisado pela marcacao dos anticorpos CD24
e CDA49f utilizando citometria de fluxo. Observou-se que o estradiol, ndo altera a porcentagem
de CSC na cultura da MCF-7 (Figura 4), comportamento bem diferente quando a acdo do ER
é verificada quando €é colocado seu agonista. Nesse cenario, hd& um aumento de
aproximadamente 4 vezes o numero de CSCs presentes entre as MCF-7 (Figura 4). Além disso,

esse mesmo dado comprova que 0 E2 ndo interfere no aumento de CSCs induzida pelo DPN.
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Figura 4 - Avaliacdo do numero de células CD24-CD49f+ na populacdo das MCF-7 tratadas ou ndo com
DPN(1uM) e estradiol(1nM) por 96 horas. Os simbolos * e # representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os
grupos correspondentes. Barras médias * erro padrdo da média (SEM).
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6 DISCUSSAO

O receptor de estrogeno beta (ERp) foi primeiramente identificado como um elemento
que esta diminuido durante a progressao tumoral no cancer de mama, sendo sugerido a ele uma
acdo anti-proliferativa, dessa forma, sendo um possivel candidato para abordagens terapéuticas.
No entanto, estudos recentes mostram um papel dicotdmico ainda por ser elucidado: alguns
estudos observam uma acdo prdé-tumoral e pro-proliferativa, enquanto outros, uma acgao
antitumoral e anti-proliferativa(KARAMOUZIS et al., 2016). Por isso, o estudo sistematico dos
efeitos de ERP sdo necessarios para determinar em quais condigdes ele ¢ um potencial alvo
terapéutico, ou como ele pode ser modulado (agonismo/antagonismo) dependendo do tipo de

tumor em questao.

A acdo antiproliferativa de ERp foi estudada e o silenciamento do gene codificante para

esse receptor leva a um aumento na proliferacdo em células da linhagem MCF-10 A (células

epiteliais de mama triplo negativas ndo transformadas) e em MCF-7, as duas na auséncia do

ligante E2 (MALLEPELL et al., 2006). Também, os agonistas de ERB diminuem a proliferacéo

celular em MCF-10 A, na presenca de E2, mas somente em concentra¢fes muito altas(PAECH

et al., 1997). Ma e colaboradores também demonstraram que DPN néo afetou a proliferacdo de
células das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231(MA et al., 2017)

Neste estudo foi observado que a a¢do do agonista DPN levou de forma semelhante a
literatura ao fendmeno conhecido como MET e contrariamente & literatura, ndo alterou a
proliferacdo. Quando analisado os genes envolvidos no ciclo celular, foi demonstrado que ha
um contexto de inibicdo da proliferacdo. Em linhagens de cancer luminal, como a MCF-7, ¢é
observada uma acdo anti-proliferativa e anti-tumoral, como por exemplo, promover
MET(ZHENG, N. et al., 2016) (SOTOCA et al., 2008) (MAK et al., 2013; VOUTSADAKIS,
2016).

Apesar dos aparentes efeitos inibitorios de DPN na inducdo da EMT, logo na progressdo
tumoral, causada pelo TGF-pB, esse composto reverte o efeito anti- proliferativo causado por
essa citocina. No cancer de mama, o TGFpB também possui uma ac¢ao dicotomica: em fases
iniciais no cancer do tipo luminal, bem como pré-cancer, ele age como um potente fator
antitumoral com base na sua acao citostastica (aumento de inibidores da proliferacédo celular),
mas em fases avancadas, bem como em cancer triplo-negativo, favorece a progressédo e induz
EMT(ZARZYNSKA, 2014). Nos ensaios deste trabalho, foi observado eficientemente que o

TGFp exerceu efeito citoestatico, o que esta de acordo com a literatura (GUERRIN et al., 1992;
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SUN et al., 1994). Intrigantemente, foi observado aumento da proliferacéo na adicdo de DPN
aos grupos tratados com TGFp, sendo esse um dado novo na literatura. Dado contrastante pelo
fato de que ERp regula os componentes da via do TGF-beta, resultando na supressédo de EMT,

que é um fendmeno proé- proliferativo, pela regulacdo positiva de proteinas morfogenética do
0sso (BMP), especificamente a proteina BMP7(CHANG et al., 2006; VOUTSADAKIS, 2016).

Nos tratamentos com TGF-B_houve uma maior expressdo da proteina p21(proteina do

ciclo celular que previne a progressao do ciclo), enquanto que quando associado com DPN a

expressdo da proteina diminuia. Liao e colaboradores, reportaram gue o ERa_regula o ciclo

celular pela supresséo de p53/p21 e regula positivamente o antigeno relacionado a proliferacao

Ki-67 para promover proliferacdo em células luminais MCFE-7 (LIAO et al., 2014), mecanismo

de acdo que possivelmente pode ser utilizado também por ERB.

A linhagem MCF-7 é uma linhagem fenotipicamente heterogénea(NUGOLI et al., 2003),
sendo composta por trés compartimentos (subpopulacdes): células luminais maduras, celulas
progenitoras luminais e CSCs, sendo as duas primeiras as mais abundantes. Diferentemente da
literatura, ndo foi observado aumento de CSCs na presenca de E2 (FILLMORE et al., 2010),
somente quando adicionado ao DPN ou nos grupos DPN por si s6, corroborando com a
literatura (MA et al., 2017). Apesar de que 0 numero de celulas BSCs podem ser expandidas
por meio da incubacdo com estradiol(ASSELIN-LABAT et al., 2010; RUSSO et al., 2010),
mesmo sendo considerados ER-a negativas, fato que pode ser explicado por estimulagéo
paracrina (FILLMORE et al., 2010; MALLEPELL et al., 2006), esse efeito ndo foi visto nos

nossos resultados , visto que no tratamento com estradiol , ndo foi visto aumento dessa

populacdo de células comparadas ao controle (diluente).

Durante a progressdo de carcinoma de mama in situ para invasivo, ha uma grande perda
de ERa (ALLRED; BROWN; MEDINA, 2004) e como citado anteriormente, células altamente
invasivas (alto indice de EMT) que invadem linfonodo possuem niveis elevados de ERp e
simultaneamente altos niveis proliferativos (NOVELLI et al., 2008). Interessantemente, a
atividade pro-tumoral e pré-proliferativa de ERB € observada principalmente no caso de
linhagens de cancer de mama triplo-negativo, nas quais foi descoberto que ERp é capaz de
ativar as vias MEK/ERK e levar a EMT (PIPERIGKOU et al., 2017). As CSCs de MCF-7
possuem um fendtipo de célula triplo-negativa (FILLMORE et al., 2010), além de que essas
células tronco cancerigenas sdo marcadas pelo EMT (MAY et al., 2011), possuindo portanto

um fenotipo mesenquimal. Essas informacfes sugerem que a selecdo e expansdo de CSCs se



27

associam com a progressao e a um mau prognostico, ja que EMT é um processo antecedente a
metastase, e a ativacdo de ERP mostrou um aumento subtipo-especifico de CSCs na linhagem
estudada, dado que ndo é compativel com o que foi encontrado na avaliacdo dos marcadores de
EMT na gPCR.
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7 CONCLUSAO

O ERB possui um papel dicotdomico na linhagem MCF-7, sendo um inibidor da EMT,
acdo que nao vai de encontro ao desenvolvimento do tumor e, a0 mesmo tempo induz o
aparecimento de CSCs, células que sabidamente podem estar associadas com a falha

terapéutica, remissdo e mudanca no fendtipo do tumor dificultando seu tratamento.
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