UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CURSO DE BIOTECNOLOGIA

Avaliacdo do papel do ERP na proliferacdo de uma linhagem luminal (MCF-7) e na linhagem

triplo negativa (MDA-MB-231) de cancer de mama

Fernanda Carvalho de Souza

Monografia apresentada a Coordenacdo do Curso
de Biotecnologia, da Universidade Federal de
Uberlandia, para obten¢do do grau de Bacharel

em Biotecnologia.

Uberlandia - MG

Julho — 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UNERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CURSO DE BIOTECNOLOGIA

Avaliagao do papel do ER na proliferagdo de uma linhagem luminal (MCF-7) e na linhagem

triplo negativa (MDA-MB-231) de cancer de mama

Fernanda Carvalho de Souza

Marcelo José Barbosa Silva — Orientador

Felipe Andrés Cordero da Luz — Co-orientador

Monografia apresentada a Coordenacdo do Curso
de Biotecnologia, da Universidade Federal de
Uberlandia, para obtencdo do grau de Bacharel

em Biotecnologia.

Uberlandia - MG

Julho — 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UNERLANDIA
INSTITUT DE BIOTECNOLOGIA

CURSO DE BIOTECNOLOGIA

Avaliagao do papel do ER na proliferagdo de uma linhagem luminal (MCF-7) e na linhagem

triplo negativa (MDA-MB-231) de cancer de mama

Fernanda Carvalho de Souza

Prof. Dr. Marcelo José Barbosa Silva — Orientador
Felipe Andrés Cordero da Luz — Co-orientador

Instituto de Ciéncias Biomédicas

Homologado pela coordenagao do Curso

de Biotecnologiaem / /

Prof. Dr. Edgar Silveira Campos

Uberlandia - MG

Julho — 2018



“Me ensinaram a sonhar. Disseram que o mundo pode ser um
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RESUMO
O cancer de mama ¢ o principal cancer causador de morte em mulheres no mundo. O receptor
de estrogeno beta (ERB) € um dos receptores de estrégeno que pode ser encontrado na mama,
mas que até entdo nao ¢ utilizado como um marcador preditivo de progndstico. Alguns
estudos mostram um papel dicotomico ainda por ser elucidado de ERP, estes observam uma
acdo pro-tumoral e pro proliferativa e outros estudos mostram uma agao contraria. Culturas de
células tumorais de mama, como a MCF-7 e MDA-MB-231 foram utilizadas neste trabalho
com o objetivo avaliar o efeito dicotdmico do ERp frente aos modulares especificos DPN e
PHTPP e nao especifico E2. Na linhagem MCF-7, os tratamentos com DPN diminuem a taxa
proliferativa, aumenta a expressao de p21 e diminui de CCNDI1, o E2 aumenta a proliferagdo
celular e na presenca de DPN essa acdo ¢ antagonizada, fazendo com que ERf se comporte de
forma anti-proliferativa nessa linhagem. Na linhagem MDA-MB-231, DPN aumenta a
proliferagdo celular e expressio de CCNDI1 e p21, explicando parcialmente o efeito
proliferativo do DPN. Mas ainda s@o necessarios outros estudos acerca do papel de ERb na
em células tumorais para melhor compreensdo do papel dicotomico desse receptor a partir

destes resultados.

Palavras-chaves: proliferacdo, ERp, DPN
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LISTAS DE ABREVIATURAS

Akt — Proteina Quinase B

BSA — Albomina de Soro Bovino

CCNDI1 - Ciclina D1

¢DNA — Acido desoxirribonucleico complementar

CFSE - Carboxifluoresceina Succinimidil Ester

CO2 — G4s carbdnico

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA — Acido desoxirribonucleico

DPN — Diarilpropionitrilo

E2 — 178 estradiol

ERK 1/2 — Quinases relacionadas ao sinal extracelular 1/2

ER — Receptor de estrogeno

ERa — Receptor de estrogeno alfa

ERp — Receptor de estrogeno beta

ERPB1 — Receptor de estrogeno beta 1

ERPB2 — Receptor de estrégeno beta 2



ERf3 — Receptor de estrogeno beta 3

ERB4 — Receptor de estrogeno beta 4

ERPS5 — Receptor de estrogeno beta 5

HER2 — Receptor do fator de crescimento epidermal humano 2

mRNA — Acido ribonucleico mensageiro

NF-kB2 — Factor nuclear kappa B2

p21 — Proteina 21

p65 — Proteina 65

PBS — Tampao fosfato salino

PFA — Parafarmaldeido

PPD — P-fenilenodiamina

PR — Receptor de progesterona

PI3K — Fosfatidilinositol 3-quinase

RT-PCR (qPCR) — Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

SFB — Soro fetal bovino

UV — Ultra Violeta

vi



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt oot ettt ettt e e et et et et et es et ee et et eseteeeseteseseseseseneeenas 1
1.1 JUSHFICALIVA cueerirniririniicninnicnsnnicnsanicsnnisssnessssnsssssesssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssnns 2
2. OBJETIVOS ..ttt ettt ettt e sb e sttt e bt esbeesbeenaeeean 3
2.1 ODJEtiVOS GEIALS ..ceererrrisssrresssrresssrcssssncssssisssssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 3
2.2 ODbjetivos eSPECIfICOS...ccuiirrerirensseecsnnssrecsnnssaensnssssesssnssssesssassssesssnssssnsssassssesssasssassssassns 3
3. METODOLOGIA .....oooiiiiieeeeee ettt sttt e st 3
R B G111 1111 ¢ U] 111 F: ) OOt 3
3.2  Tratamento das CEIUIAS .......couiineiiiiinreiiiinniinntinnticsniesenssstssssssssssssssssssssssssesssssnns 4
3.3 Microscopia Confocal......ciiccinrniicssssnniccssssnrecsssssnsecssssasssssssssssesssssssssssssssssssssssssess 4
3.4 EnSaio de MTT...iiiiiiiiiineininnicsnnicsssnessssnesssscssssssssssesssssessssssssssssssssssssssasssssass 5
3.5  Marcaco Por CESE..iiiiiiinniicnniininninssicsssncssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssses 6
3.6 CUClo Celular ....uceeeiiineiinnricnneicsneicsnnissnncsssnessssnessssesssssesssssesssssssssssessssssssssssssssass 7
3.7  PCR em teMPO FeAl..cccueeeiirissuericsssreneecssssasiosssssessesssssssasssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssss 7
R . N 1 1 | E] LT 8
4. RESULTADOS E DISCUSSAO......cotireiniieieiiniierineeissisesiessessesesessessessssssessesssessenes 8
4.1 Imunomarcacio de ERP por microscopia confocal............ccueevueivueineccsuensencsnensnncnnne 8
4.2 Avaliacao da proliferacio na linhagem MCEF-7.......cccuviiirvicnsercssnicssnicsssnscsasssssaneses 9
4.3 Ciclo celular e expressao génica de p21 ciclina D1 na linhagem MCF-7................. 10
4.4 Avaliacao da proliferacio, ciclo celular e expressiao génica de p21 e ciclina D1 na
linhagem MDA-MB-231 w12
5. CONCLUSAOQ ..ottt ettt 14
6. REFERENCIAS. ..ot ssse st ssss st 15

vii



1. INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo aplicado a um grupo de doencas que tem como principal
caracteristica a proliferacao celular descontrolada (FERNALD; KUROKAWA, 2013). O
cancer de mama ¢ o principal cancer causador de morte em mulheres no mundo, com um
numero estimado de 1,7 milhdes de casos ¢ 512.000 mortes em 2012, representando 25% de
todos os casos de cancer (TORRE et al., 2015). A estimativa de novos casos para o ano de

2018 no Brasil ¢ de 59.700 (INCA).

Clinicamente, esta doenca ¢ subdividida em trés categorias terap€uticas basicas:
positivo para o receptor de estrogeno, HER2/neu amplificado e o cincer de mama triplo-
negativo (ER-, PR- e ndo superexpressio HER2/neu) (KOBOLDT et al., 2012).

O sistema de classificagdo por imunohistoquimica dos canceres de mama levam em
considera¢do apenas o receptor alfa de estrogeno (ERa) e desconsidera o receptor beta
(ERP), que até entdo ndo tinham suas fungdes muito bem conhecidas (GROSS; YEE, 2002).
Outros estudos ja mostraram que ERa ¢ um promotor tumoral e ERPB ¢ considerado seu
antagonista atuando como supressor de tumor (SKLIRIS et al., 2008).

Em células com superexpressao ectopica de ERP, a agdo de agonistas de ERa s6 leva
a proliferacdo celular na presenca de um inibidor de ERp, demonstrando assim, a
importancia da proporcao desses receptores (ERo/ERP) na célula (COVALEDA et al.,
2008). Um estudo demonstrou que o agonista de ambos os receptores de estrogeno 17f3-
estradiol (E2), induziu a proliferacdo de células tumorais que expressam ERa. No entanto,
em cé¢lulas ndo tumorais que expressam niveis fisiologicos de ERa e ERB, o E2 inibiu a
proliferagdo celular, refor¢ando que a propor¢cao ERo/ERf ¢ fundamental (COTRIM et al.,
2012). O ERp tem um importante papel antitumoral em condi¢des comuns do epitélio sadio,

porém, autores ja demonstraram atividade pro-tumoral do receptor, isso porque a funcao



antitumoral de ERP ndo ocorre de forma esperada em células tumorais, ou essa fungao ¢
impedida por outros fatores (THOMAS et al., 2012).

Muitos grupos reportaram a expressao das isoformas de ERP em tecidos normais e
também em carcinoma mamario. Como varios outros genes, ESR2 ¢ expresso em diferentes
isoformas de RNA mensageiro. Além do ERP ou ERB1, existe mais quatro isoformas que nao
se ligam a hormonios, ERB2, ERB3, ERB4 ¢ ERBS. Todos os cinco sdao produtos de splicing
alternativo do RNA mensageiro de ERB (LEUNG et al., 2012; MURPHY; LEYGUE, 2012).

Em um estudo foi observado que ERP2, associado a ERa, esta associado a um bom
prognodstico e resposta a terapia endocrina (SHAABAN et al., 2008). Contrariamente, a
expressao de ERB2 aumenta em tumores ERa’, induzindo pesquisadores a acreditar que essa
isoforma facilita a carcinogénese e estaria associada com um pior progndstico por sua
associacao com a fosforilagdo de c-Jun e da translocagao nuclear da subunidade p65 do NF-
kB2, bem como por estar associado a invasdo linfonodal e recidiva (CHANTZI et al., 2013).
Também, foi observado que perda de ERP1 e presenca de ERB2 no tumor primdrio se
associa com alto risco de invasdo linfonodal (ROSIN et al., 2014) e ERB1, por expressao
ectdpica, atua como supressor de tumor em células de cancer de mama triplo-negativo, como
a MDA-MB-231, pelo aumento da degradagdo de fatores de crescimento que envolvem as

vias ERK1/2 e PI3k/AKT (THOMAS et al., 2012).

1.1 Justificativa

O ERP foi primeiramente identificado como um elemento diminuido durante a
progressao tumoral na mama, sendo sugerido uma agao anti-proliferativa e, possivelmente
um candidato a abordagens terapéuticas. No entanto, estudos recentes mostram um papel
dicotomico ainda por ser elucidado, pois estes observam uma acdo pro-tumoral e prod

proliferativa, enquanto outros estudos mostram uma acdo contraria, antitumoral e anti-



proliferativa. Em vista disso, sdo necessarios mais estudos para esclarecer em quais

circunstancias o ERP tem atividade anti ou pro-proliferativa.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais
Avaliar o efeito dicotomico do ERp frente a moduladores especificos (DPN: agonista;
PHTPP:antagonista) e 17B-estradiol (E2) em uma linhagem de cincer de mama ERo" (MCF-
7) e em uma triplo-negativa (MDA-MB-231).
2.2 Objetivos especificos
e Avaliar a expressao de ERp na linhagens estudadas;
e Avaliar a proliferagao frente ao tratamentos;
e Analisar o ciclo celular frente aos tratamentos;

e Mensurar a expressdo génica de p21 e CCNDI frente aos tratamentos.

3. METODOLOGIA
3.1 Cultura celular
As células de linhagens MDA- MB-231 e MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich Louis, Missouri, EUA) acrescido de HEPES, bicarbonato de sodio,
penicilina/estreptomicina e suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fischer,
Waltham, Massachusetts, EUA). Para ensaios, o meio de cultivo ndo contém vermelho fenol,

que € usado como indicador de pH, e 5% de SFB sem hormoénio.

As duas linhagens celulares foram cultivadas em ambiente imido, a 37 °C com 5%
CO2. Os ensaios com todas as células aconteceram antes de atingirem 80% de confluéncia e

antes dos plaqueamentos foram depletados os hormonios contidos do meio de cultivo para


https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=602&q=St.+Louis+Missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiWxYq2gPDbAhWDGpAKHT6CBokQmxMIqgEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjE6oCq-e7bAhXEH5AKHROwB4oQmxMI1wEoATAO

posteriores experimentos por trocar o meio para RPMI 1640 sem vermelho fenol

suplementado com SFB tratado com carvao ativado e dextran para deple¢ao dos hormdnios.

3.2 Tratamento das células

Para avaliar a proliferacdo por MTT (Sigma) e CFSE (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA), ciclo celular e marcadores de proliferagdo por PCR foi usado o agonista
DPN (Sigma) e o antagonista PHTPP (4-[2-Phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl) pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-3-yl]phenol) (Sigma) do ER[, ambos na concentragdo 10 nM, bem como o
agonista de ER ndo especifico 17-estradiol (E2) (Sigma) a 10 nM. Em todos os tratamentos
foi utilizado DMSO (Sigma) como veiculo. Para cada experimento, ap6s o plaqueamento foi
dado o tempo de 24 horas paras as células aderirem a placa e, apds isso realizado os
tratamentos. Todos os tratamentos foram realizados utilizando meio RPMI 1640 sem
vermelho fenol e SFB sem hormdnio. Decorridos 72 horas para os ensaios de MTT, CFSE e
ciclo celular e 48 horas para expressdo génica, as células foram avaliadas de acordo como

descrito posteriormente na metodologia deste trabalho.

3.3 Microscopia Confocal

A expressdo do receptor nas linhagens estudadas foram estudadas por microscopia
confocal. Para este ensaio foi utilizada placa de 24 pogos, foi colocado 1 laminula circular
(Zeiss LM 510 Meta; 40x) dentro de cada pogo e posteriormente exposta a luz ultravioleta
(UV) durante 15 minutos com a tampa removida. Apds isso, foi colocado 1x10° células por
poco em meio RPMI 1640 sem vermelho fenol acrescido de 5% de SFB sem hormonio. Apods
24 horas para as cé€lulas aderirem as laminulas, foi removido o meio de cultura e lavado duas
vezes com PBS + BSA 1%, Tween-20 0,05%. A seguir, as laminulas foram incubadas por 20

minutos com PBS + PFA 4% para fixacdo das células. Apos o tempo, foi lavado duas vezes e


https://www.google.com.br/search?q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjHlea_q-3bAhVOmJAKHcYVAPsQmxMIwwEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjHlea_q-3bAhVOmJAKHcYVAPsQmxMIwwEoATAN

adicionado PBS + BSA 1% + saponina 0,1% por 20 minutos para permeabilizagdo celular. A
seguir, foi lavado duas vezes e incubado por 60 minutos com tampao de bloqueio PBS + BSA
4%.

Para marcacao, as células foram lavadas duas vezes apds o tempo de incubacdo e
adicionado 200 uL de anticorpo primario anti-ER (clone 14C8, Novus Biologicals, Littleton,
Colorado, EUA) em PBS + BSA 1% + saponina 0,1%, a placa foi lacrada e incubada por 24
horas a 4 °C. Posteriormente o sobrenadante foi retirado e as células lavadas duas vezes. Foi
adicionado 200uL de anticorpo secundario anti-IgG de camundongo produzido em cabras
1:64 (Sigma) e marcadores (TO-PRO 1:500 Thermo Fischer, faloidina 1:300 Sigma)
devidamente diluidos em PBS + BSA 1% + saponina 0,1% e incubado por 1 hora em camara
umida e escura. Apds a incubagao as laminulas foram cuidadosamente removidas da placa,
lavadas e secadas por gravidade para ndo agredir as células aderidas. A face contendo as
células foram colocadas em laminas contendo uma gota de PPD (Sigma) Apods este
procedimento, as laminas foram submetidas a leitura em microscopio invertido confocal

(LSM 510 Meta, UFU-ICBIM).

3.4 Ensaio de MTT

Para o ensaio de proliferagio por MTT (3-[(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide]) (Sigma), foram semeadas em placa de 96 pogos 1x10* células
por poco com meio RPMI 1640 sem vermelho fenol e 5% SBF sem horménio. Dado o tempo
para as células aderirem e o tempo dos tratamentos descritos anteriormente, o meio foi
removido da cultura e incubado com solugdo contendo MTT. Para o preparo da solucdo, 5 mg
da solug@o em p6 MTT foi diluida em 1 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS).
Foram adicionados 100 pL. de meio de RPMI 1640 sem vermelho fenol acrescido de 10% de

SFB sem hormédnio e 10% desta solu¢do de MTT a cada poco e, em seguida incubado por 4


https://www.google.com.br/search?q=Littleton+Colorado&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3sEw3N48vU-IEsdMtcorTtDQyyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYqv0xKKizGKgcEYhANYydFhDAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwidstOJgPDbAhVLlJAKHWN6CxcQmxMIoQEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Littleton+Colorado&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3sEw3N48vU-IEsdMtcorTtDQyyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYqv0xKKizGKgcEYhANYydFhDAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwidstOJgPDbAhVLlJAKHWN6CxcQmxMIoQEoATAS

horas a 37° C. Ap6s este periodo de incubagdo, 100 uL de solugdo de dodecil sulfato de sodio
(SDS), diluido em 50% agua e 50% dimetilformamida, foram adicionados em cada pogo da
placa para que os cristais de formazan gerados pelo metabolismo mitocondrial das células
fossem solubilizados.

A leitura da absorbancia da solubilizacao dos cristais de formazan esta relacionada a
quantidade de células viaveis e indica proliferacao celular dependendo do valor obtido em
relagdo ao grupo controle. A leitura da absorbancia foi feita utilizando um espectrofotometro
no comprimento de onda de 570 nm utilizando o equipamento GloMax (Promega, Fitchburg,
Wisconsin, EUA), os testes foram realizados em quintuplicata e foram obtidos valores de

densidade optica (OD) de cada poco.

3.5 Marcacao por CFSE

Para avaliagdo da prolifera¢do por CFSE as células foram tripsinizadas das garrafas de
cultura e lavadas com PBS. Posteriormente ressuspendidas em meio RPMI 1640 sem
vermelho fenol a uma concentragdo de 5x10° células/mL. Foi adicionado CFSE a uma
concentragdo final de 5 uM. As células foram incubadas por 15 minutos a 37° C e 5% de CO2
em homogeneizacdo constante. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e a
incorporacdo do CFSE no tempo 0 horas foi avaliada por citometria no equipamento CytoFlex
(Beckman Coulter, Brea, California EUA). Ap6s a incorporagio, foram semeadas 5x10* por
pogo em placas de 12 pocos, com meio RPMI 1640 sem vermelho fenol e 5% SFB sem
horménio. Apos 24 horas, o meio foi trocado pelo meio contendo os diferentes tratamentos e
as células foram cultivadas por 72 horas. Passado o tempo de tratamento, as células foram
tripsinizadas e avaliado o decaimento da fluorescéncia do CFSE por citometria seguindo a
avalia¢do inicial de 0 horas. Os dados foram interpretados com o programa FlowJo 10.0.7

(FlowJo, LLC, Ashland, Oregon, EUA)


https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjskuzFq-3bAhVIFpAKHVoOAc8QmxMIrgEoATAS
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3.6 Ciclo Celular

Para avaliacdo do ciclo celular, foram semeadas em placa de 6 pogos 2x10° células por
pogo com meio RPMI 1640 sem vermelho fenol e 5% SBF sem hormdnio. Dado o tempo para
as células aderirem e o tempo dos tratamentos descritos anteriormente, as células foram
tripsinizadas e retiradas da placa com seus respectivos tratamentos. Apos este, estas foram
lavadas com PBS e posteriormente FIXADA OU PERMEABILIZADA permeabilizadas com
solugcdo de NP-40 a 0,1% BSA, e incubadas por 30 minutos de 2 a 8 °C. Estas foram lavadas
novamente com PBS e adicionados 100 pL. de RNase (1 pg/mL) (Promega) seguido de 30
minutos de incubagdo de 2 a 8 °C, posteriormente foram adicionados 100 pL de iodeto de
propidio (PI, 1pg/mL) (Sigma) e incubado por 30 minutos de 2 a 8 °C. As amostras foram
lavadas e ressuspendidas em 100uL de PBS e analisadas por citometria de fluxo no
equipamento CytoFlex (Beckman Coulter, Brea, California, EUA). Os dados foram

interpretados com o programa FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC, Ashland, Oregon, EUA).

3.7 PCR em tempo real

As células da linhagem MCF-7 e MDA-MB-231 foram submetidas aos tratamentos
descritos acima. O RNA total foi isolado e a expressao génica dos alvos propostos foi avaliada
por PCR em tempo real (QPCR). Para a expressdo génica, as células foram cultivadas em
placas de 48 pogos e, apos 48 horas de tratamento, foram removidas para extracio de RNA
total pelo kit de extracdo automatico de Maxwell RSA simplyRNA (Promega, Fitchburg,
Wisconsin, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. O DNA complementar (cDNA)
foi obtido a partir do RNA total usando o kit de Transcri¢do Reversa GoScript™ (Promega),
para um volume total de 20 pl, e a reagdo de PCR foi feita de acordo com o protocolo do kit
GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Fitchburg, Wisconsin, EUA). A curva de eficiéncia foi

realizada para todos os primers (CICLINA DI e p21). A sequéncia dos primers foram


https://www.google.com.br/search?q=Brea+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzClOV-IAsYuMkgy0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAIPROE0QAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj5pfevru3bAhWCjZAKHe2aBOAQmxMIqgEoATAT
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjskuzFq-3bAhVIFpAKHVoOAc8QmxMIrgEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjskuzFq-3bAhVIFpAKHVoOAc8QmxMIrgEoATAS

desenhados com a ferramenta Primer Quest tool (IDTDNA) e analisadas com BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Anexo 1).

Foi utilizado 20 ng of cDNA por reacao, em um total de 40 ciclos por reacao, foi
utilizado. Os parametros das reagdes foram conforme as instru¢des do fabricante. A expressao
semiquantitativa foi determinada pelo método 2-AACt utilizando a -2 microglobulina como

gene enddgeno.

3.8 Analises
As andlises estatisticas foram realizadas com programa GraphPad Prism 6 (San Diego,
California, EUA). O teste One-Way ANOVA, com post hoc de Tukey, foi aplicado,

considerando diferenga estatistica o p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Imunomarcac¢io de ERp por microscopia confocal

As imagens de microscopia confocal mostram que as duas linhagens celulares estudadas
neste trabalho expressam ER (Figuras 1 e 2). O clone do anticorpo utilizado (14C8) tem a
capacidade de reconhecer as isoformas ERB1 e ERB (FUQUA et al., 2003) o pode ser
observado na Figura 1 (A e B), hd uma distribuicdo nuclear e citoplasmatico de ER3 na MCF-
7 e predominantemente nuclear na MDA-MB-231 (Figura 1-C e D). Os proximos resultados
mostram uma modulacdo diferente do receptor frente ao agonista de ERP nessas duas
linhagens estudadas, bem como o tratamento de E2+DPN na MCF-7 e PHTPP na MDA-MB-
231. Logo, sugere-se que a atividade pro-proliferativa ou anti-proliferativa depende das

isoformas dominantes de ERf} e bem como da expressdao de ERa.
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Figura 1: Em verde, ER (clone 14C8), em vermelho actina e em azul nicleo. Imagens A e C sem o canal do

nucleo e B e D. Expressdo citoplasmatica na linhagem MCF-7 e predominantemente nuclear na linhagem MDA -

MB-231.

4.2 Avaliacao da proliferacio na linhagem MCF-7

Na linhagem luminal MCF-7 observarmos alteragdo por MTT (Figura 2-A) apenas nos
tratamentos com E2 ou E2 + DPN, estes resultados mostram que o E2 aumenta a proliferagao
celular nessa linhagem e quando tratado com E2 + DPN a acdo proliferativa do E2 ¢
diminuida. Ao avaliar a proliferacdo por marcacdo com CFSE, o E2 leva ao decaimento do
CFSE em relacdo ao grupo controle, indicando maior taxa proliferativa (Figura 2-B) e
aumento da expressao de ciclina D1 (CCND1) (Figura 3-D). Os resultados aqui apresentados
corroboram com dados da literatura, uma vez que esta linhagem é ERa" e este receptor é bem
descrito como pro-proliferativo, sendo E2 um modulador de ER ndo seletivo, este aumenta a
proliferagdao celular via ERa (TREECK et al., 2010). Apesar dos dados apresentados por
CFSE nao serem significativos no tratamento com E2 + DPN em relagdao ao grupo controle,
ao que se refere o agonista diminuir a atividade proliferativa do E2, foi visto na proliferacao

avaliada por MTT que DPN antagoniza a a¢ao do E2. De acordo com Leung et al. 2012, em



linhagens que expressam ERo, a atividade proliferativa causada por este receptor ¢
antagonizada na presenca de ERp. Isso ocorre porque ER tem a capacidade de dimerizar com
ERa, funcionando como um dominante negativo da indug¢do mediada por ERa de genes

promotores de crescimento, como a CCND1 (LIU et al., 2002).
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Figura 2: Proliferagdo detectada por MTT (A), proliferacdo detectada com CFSE (B) na linhagem MCF-7. Os
tratamentos ocorreram por 72 horas nas concentragdes de DPN 10nM, E2 10nM e PHTPP 10nM. As analises
foram feitas usando o teste de Tukey. As barras representam média = SEM (n=5) para MTT e (n=6) para CFSE.
No grafico A e B o tratamento com E2 aumenta a proliferacdo celular e no tratamento com DPN + E2 a

proliferacdo foi diminuida, indicando que DPN foi capaz de diminuir a atividade proliferativa do E2.

4.3 Ciclo celular e expressao génica de p21 ciclina D1 na linhagem MCF-7

Na andlise do ciclo celular foi observado que o tratamento com DPN na MCF-7
aumenta a porcentagem de células na fase G1 no ciclo celular (Figura 3-A) e diminui em
G2/M apos este tratamento, juntamente com o aumento da expressdo de p21 (Figura 3-C),
proteina que inibe a transicdo da fase G1 para fase S do ciclo celular (CARROLL et al.,
2002). No tratamento com o E2, na fase Gl ndo ha diferenca significativa em relacdo ao

grupo controle de forma a diminuir a porcentagem de células nessa fase. Entretanto, no

10



tratamento com E2 + DPN, ha diminui¢do de células em G1 e aumento em G2/M, resultados

que nao foram como esperados de acordo com a literatura estudada e os resultados obtidos

anteriormente.
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Figura 3: Ciclo celular apés modulacdo de ERp fase G1 (A) e G2/M (B), expressdo génica de p21 (C) e ciclina
DI (D) na linhagem MCF-7. Os tratamentos ocorreram por 72 e 48 horas, para ciclo celular e expressao génica
respectivamente, nas concentragcdes de DPN 10nM, E2 10nM ¢ PHTPP 10nM. As barras representam média +
SEM (n=3). Ha aumento e diminui¢ao de células no tratamento com DPN nas fases G1 e G2/M, graficos A ¢ B,
respectivamente. Concordantemente, aumento da expressdo de p21 no mesmo tratamento no grafico C. Aumento

da expressdo de CCND1 no tratamento com E2, grafico D.
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4.4 Avaliacao da proliferacao, ciclo celular e expressio génica de p21 e ciclina D1

na linhagem MDA-MB-231

Na linhagem MDA-MB-231, observamos aumento da proliferagdo celular em relagdo
ao grupo controle no tratamento com DPN e o contrario com PHTPP no experimento de
proliferagdo com MTT (Figura 4-A). Os resultados nos ensaios de proliferacao por CFSE com
essa linhagem correlacionam esses resultados (Figura 4-B), uma vez que o DPN leva ao
decaimento de CFSE e PHTPP ao contrario, como em MTT. Estudos descrevem que ER[2
em linhagens de cincer de mama triplo-negativo e em linhagens de cancer de prostata ¢é
associado a um prognoéstico ruim (CHANTZI et al., 2013; DEY et al., 2012) e, que existe uma
correlacdo positiva entre a superexpressao de ERP em linhagens triplo-negativas e elevada
proliferagdo (JENSEN et al., 2001; O’NEILL et al., 2004). Foi observado que em cancer de
mama triplo-negativo hd predominio das isoformas ERB2 e ERB5 (SONG et al., 2017). Essa
caracteristica, associada a auséncia de ERa, pode levar a um comportamento diferente dos
moduladores farmacologicos de ERP. Apesar de se observar aumento da expressdo génica de
p21, houve aumento da expressdo de ciclina D1 por DPN, enquanto que por PHTPP houve
apenas aumento de expressdo de p21 (Figura B-C). Esses dados explicam parcialmente o

efeito de DPN e PHTPP na proliferacdo desta linhagem celular.
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Figura 4: Proliferagdo detectada por MTT (A), proliferagdo detectada com CFSE (B) na linhagem MDA-MB-
231. Os tratamentos ocorreram por 72 horas nas concentracdes de DPN 10nM e PHTPP 10nM. As analises
foram feitas usando o teste de Tukey. As barras representam média + SEM (n=5) para MTT e (n=6) para CFSE.
O grafico A mostra aumento na proliferagdo quando as células sdo tratadas com DPN, o mesmo ndo ¢ visto n

grafico B. No tratamento com PHTPP ha diminuic¢do da proliferagdo, graficos A ¢ B.
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Figura 6: Ciclo celular apos modulagdo de ERpB fase G2/M (A), expressdo génica de p21 (B) e ciclina DI (C) na
linhagem MDA-MB-231. Os tratamentos ocorreram por 72 e 48 horas, para ciclo celular e expressao génica
respectivamente, nas concentragdes de DPN 10nM, E2 10nM e PHTPP 10nM. As barras representam média +
SEM (n=3). Houve aumento de células na fase G2/M no tratamento com DPN, grafico A. Aumento na expressao
de p21 e CCNDI1 quando tratado com DPN, graficos B e C, respectivamente. No tratamento com PHTPP

também aumentou a expressdo de p21, grafico B.
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5. CONCLUSAO
Através da modulacdo farmacologica, ¢ evidente o papel dicotomico de ERB quando
analisamos a proliferagao celular, pois a proliferacao ocorreu de forma diferente dependendo
do tipo da linhagem celular. Contudo, a partir destes resultados vimos que para a linhagem
MCF-7 (ERa"), o ERB se comporta de forma anti-proliferativa e para a linhagem MDA-MB-

231 (ERa"), o ERPB se comporta de forma pro-proliferativa quando moduladas pelo agonista

DPN.
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ANEXOS

Anexo 1. Sequéncia dos primers para os genes alvos analisados por qPCR

Gene Sequéncia do primer

FW: 5 -TCACGCTTACCTC-3’
Ciclina D1 RV: 5’-CTCTCGATACACACAACATCCA- 3’

p21 FW: 5’-CCAGCCTCTGGCATTAGAATTA-3’
RV:5’- CGGGATGAGGAGGCTTTAAATA -3’



Anexo 2: Graficos do ciclo celular apos tratamentos em MCF-7 e MDA-MB-231
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