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RESUMO

O cancer de mama (CM) ¢ o tumor maligno mais comum ¢ a principal causa de morte pela
doenca em mulheres em todo o mundo. Sua complexidade traduz-se em diferentes
comportamentos clinicos de seus subtipos, sobretudo os triplo-negativos (CMTN). Os eventos
moleculares destes tumores sdo desconhecidos, dificultando o desenvolvimento de terapias-
alvo que melhorem a sobrevida das pacientes. No presente estudo, através de técnicas de
citometria de fluxo e western-blotting, objetivou-se avaliar o perfil de expressao das proteinas
Anexina A2 (AnxA2) e Citoqueratina 10 (Ck10) nas linhagens de células MCF10A (nao-
tumorigénica), MCF7 (fenotipo Iuminal) ¢ MDA-MB231 (fendtipo triplo-negativo).
Observou-se alta expressdo de ambas proteinas nas linhagens MCF10A e MDA-MB231 por
citometria de fluxo. Interessantemente, quando as proteinas celulares foram extraidas de modo
fracionado (citoplasma/membrana separadas do nucleo), a marcacdo foi distinta entre as
linhagens, fracdes proteicas e alvos. A AnxA2 se mostrou nitidamente menos expressa na
linhagem MCF7 nas duas fragcdes analisadas. A Ck10 ndo apresentou diferenca na marcagao
para as proteinas nucleares. Verificou-se perda na expressdo dessa proteina na fragdo
citoplasma/membrana a linhagem luminal, que sugere um comportamento peculiar em células
triplo-negativas. Nao foi identificada marcagdo no sobrenadante de cultura. A auséncia de
marcadores especificos para 0 CMTN evidencia a importancia de se compreender o perfil de
expressdo e o comportamento da AnxA2 e Ck10 nesses tumores. Nossos resultados
permitirdo o direcionamento de novas abordagens voltadas para esse subtipo tumoral e
contribuirdo para uma classificagdo mais detalhada do CMTN que carece de estratégias mais
efetivas e amplas de tratamento.

Palavras-chave: Cancer de mama. Triplo-negativo. Biomarcadores. Anexina. Citoqueratina.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common malignant tumor and the leading cause of cancer
death among women worldwide. The complexity of BC translates into different clinical
behaviors of its subtypes, especially the triple negative one (TNBC). The molecular events of
these tumors remain unknown, which hinders the development of target therapies that
improve the patient’s survival. In the present study, using flow cytometry and western-blotting
techniques, the aim was to evaluate the expression profile of the proteins Annexin A2 (AnxA2)
and Cytokeratin 10 (Ck10) in the MCF10A (non-tumorigenic), MCF7 (luminal phenotype)
and MDA-B231 (triple-negative phenotype) cell lines. High expression of both proteins was
observed in the MCF10A4 and MDA-MB231 strains by flow cytometry. Interestingly, when the
cellular proteins were extracted in fractionated way (cytoplasm/membrane separated from the
nucleus), the staining was distinct between the cell lines, the protein fractions, and the
targets. AnxA2 was less expressed in MCF7 cell line in the two fractions analyzed.
Considering Ckl0, there was no difference in the staining for nuclear proteins. However, the
expression of this protein was lower in the cytoplasm/membrane fraction for the luminal
lineage, suggesting a peculiar behavior in triple-negative cells. No staining was identified in
the culture supernatant. The absence of specific markers for TNBC highlights the importance
of understanding the expression profile and behavior of AnxA2 and Ckl0 in these tumors.
Our results will drive new approaches for this tumor subtype and will contribute to a more
detailed classification of TNBC, which lacks more effective treatment strategies.

Keywords: Breast cancer. Triple negative. Biomarkers. Annexin. Cytokeratin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definindo os tumores malignos

Cancer ¢, por definigdo, o nome de um conjunto de mais de 100 doengas,
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que invadem tecidos e orgaos,
podendo espalhar-se para outras regides do corpo, quadro clinico conhecido como metastase.
Diversas condigdes ambientais sdo associadas com o surgimento dessa patologia como os
fatores fisicos carcinogénicos, incluindo radiag¢@o ultravioleta e ionizante; quimicos, como o
amianto, as aflotoxinas e o arsénio; e bioldgicos, como infec¢des por virus, bactérias ou
parasitas. Hébitos ndo saudaveis, como o uso do tabaco, do alcool, de alimentos
industrializados, sobrepeso (ou obesidade) e sedentarismo também sdao relacionados a
ocorréncia de neoplasias malignas. Considerando os aspectos inerentes aos individuos, o
envelhecimento se destaca, uma vez que a incidéncia do cancer aumenta consideravelmente
com a idade. De fato, com o decorrer do tempo, os mecanismos de reparo molecular se
tornam ineficientes, comprometendo a integridade gendmica (WHO, 2018).

Molecularmente, o desenvolvimento e crescimento das células neoplésicas decorre de
mutagdes em genes supressores tumorais, os quais regulam o ciclo celular e apoptose, e em
protooncogenes, que sinalizam para a progressao mitotica (WARD, 2002). Mutag¢des nesses
grupos de genes sdo criticas para a promog¢do do tumor e para a formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese), em um microambiente complexo, altamente ativo e instavel
(WARD, 2002; CARVALHO, 2010).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima 29 milhdes de novos casos de cancer
no mundo em 2040. Sua incidéncia varia nas diferentes regidoes do mundo. Os niimeros para
cada 100.000 habitantes em paises mais desenvolvidos como os da Europa Ocidental sao
96,0; na América do Norte 91,6; os do Norte da Europa 89,4; e na Australia e Nova Zelandia
85,8. Ja em regides menos desenvolvidas, os valores sdo menos expressivos como Centro-Sul
da Asia com 28,2 ¢ Leste Asiatico com 27,0. A melhora no acesso a programas de triagem e
métodos terapéuticos eficazes tém contribuido, nos ultimos anos, para o aumento nos indices
epidemioldgicos e para a melhora na sobrevida dos pacientes. Ja em paises africanos, o atraso
no diagnostico e tratamento ¢ um determinante para a baixa sobrevida (menor que 50%) dos
afetados (MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019; IARC, 2019). No Brasil, para cada

ano do triénio 2020-2022, sdo esperados 625 mil novos diagnosticos dessa doenga. O cancer
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de mama (CM) e proéstata (66 mil cada) serdo os mais incidentes apds o cancer de pele nao
melanoma (177 mil). Destacam-se também as estimativas para os tumores de colon e reto (41

mil), pulmao (30 mil) e estdbmago (21 mil) (ONCOGUIA, 2017; INCA, 2020).

1.2 O Cancer de mama

A mama feminina (Figura 1) compreende varios componentes anatomicos, sendo
composta por tecido glandular, adiposo, conjuntivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e
fibras nervosas. E ancorada pelos ligamentos suspensores na fascia peitoral maior. Sua
irrigacao sanguinea ¢ derivada, principalmente, da artéria toracoacromial, da artéria toracica
lateral e pelos ramos perfurantes mamarios internos. Sua via de drenagem linfatica ocorre por
meio dos linfonodos axilares e através dos linfonodos mamarios e intercostais posteriores. A
mama ¢ constituida por 15 a 20 lobos compostos por um conjunto de 4cinos responsaveis pela
producdo do leite durante a lactagdo, que, em conjunto, se ligam a papila por meio de um

ducto lactifero.

Figura 1-Anatomia da mama feminina.
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Os ductos mamarios sdo pequenos vasos que conectam os alvéolos de um lobulo até o
mamilo, formados por células epiteliais que compdem o revestimento interno e células

mioepiteliais presentes no revestimento externo dessa estrutura, em contato com a membrana
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basal. A principal fun¢do dos ductos ¢ drenar a secrecdo dos l6bulos através da contratacio
das células mioepiteliais (SBMASTOLOGIA, 2017; ONCOGUIA, 2017).

O desenvolvimento da mama ¢ influenciado por hormdnios esteroides, como o
estrogénio e a progesterona, que estimulam a proliferagao celular e sdo, portanto, também
relacionados a condigdes patoldgicas como o cancer (AMB, 2017). O CM ¢ considerado um
problema de satide publica. No Brasil, apés o cancer de pele ndo melanoma, ¢ o mais
frequente nas mulheres das regides Sudeste (81,06 /100 mil), Sul (71,16 /100 mil), Centro-
Oeste (45,24 /100 mil) Nordeste (44,29 /100 mil) e Norte (21,34/100 mil) (INCA, 2020).
Estima-se que, por ano, 8,8 milhdes de mortes em todo o mundo sdo relacionadas ao CM
(WHO, 2017).

O diagnostico pode ser realizado por mamografia, ultrassonografia e/ou ressonancia
magnética. Quando detectadas alteragdes suspeitas, as pacientes sdo conduzidas a biopsia ou
puncdo tecidual. A mamografia utiliza raios-x para identificar possiveis alteracdes
patoldgicas. No ultrassom, ondas sonoras de alta frequéncia rastreiam a glandula e permitem
sua visualizacdo. Na ressonancia magnética sdo criadas imagens transversais dos Orgdos
internos, determinando, com maior precisdo, o tamanho do tumor e a existéncia, ou ndo, de
outros focos da doenca. Por fim, na bidpsia, ha a remocdo de uma pequena quantidade de
tecido para avaliagdo anatomopatologica e confirmagdo da presenca da lesdo (COLDITZ;
BOHLKE, BERKEY, 2014; ONCOGUIA, 2017).

Histologicamente, o CM pode ser definido como ndo invasivo e invasivo, sendo que as
estruturas mais acarretadas sdo os ductos seguidos pelos lobulos. O Carcinoma Ductal in situ
(CDIS) ¢ aquele em que as células cancerigenas ainda ndo se espalharam através das paredes
dos ductos para o tecido mamario vizinho e, portanto, sem risco inicial de metastatizagdo.
Similarmente, no carcinoma Lobular in situ (LCIS) as células transformadas crescem no
interior dos l6bulos. Ja o Carcinoma Ductal Invasivo (IDC), o mais comum, as células
tumorais rompem a parede do ducto atingindo tecidos subjacentes com capacidade de se
instalarem em sitios distantes (TAVASSOLI; EUSEBI, 2009; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017). A analise patoldgica também permite o estadiamento da lesdo, o que define
0 progndstico e a estratégia para o tratamento das pacientes.

Além disso, a predi¢ao do comportamento das lesdes e de estratégias terap€uticas mais
eficazes ¢ possivel devido as caracteristicas moleculares apresentados por cada subtipo
tumoral. Apesar de limitada diante da complexidade do CM, essa categorizagdo ¢ bastante
utilizada na pratica clinica. Os marcadores avaliados sdo: o receptor de estrogénio (RE), o

receptor de progesterona (RP), e o receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano
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(HER2), geralmente amplificado em alguns grupos de tumores mamarios (HON et al., 2016).
A detecgdo ¢ realizada por imunoistoquimica e permite a classificagdo do CM em quatro
subtipos principais: Luminal A (RE+ e/ou RP+, HER2-), Luminal B (RE+/-, RP+, HER2+/-),
HER2-enriquecido (RE-, RP-, HER2+) e Triplo-negativo (RE-, RP-, HER2-)
(GOLDHIRSCH, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

O luminal A ¢ caracterizado como positivo para RE, RP e negativo para HER2, além
de apresentar baixos niveis de Ki-67. Esta ¢ uma proteina nuclear responsavel pela
manutengdo e/ou regulacao do clico celular. O cancer Luminal A ¢ de baixo grau, tende a
crescer lentamente, e, por conseguinte, possui 0 melhor prognoéstico. Ja o subtipo Luminal B ¢
positivo para RE e/ou RP com altos niveis de Ki-67. Quanto ao HER2, podem ou ndo
superexpressar essa proteina. S3o tumores de pior prognodstico quando comparados ao
Luminal A (TYANOVA et al., 2016; HON et al., 2016).

Lesdes que superexpressam HER2, nomeadas HER2-enriquecidas sdo negativas para
os receptores hormonais. Esses canceres tendem a crescer mais rapidamente que os luminais e
apresentam pior prognostico. Contudo, respondem ao tratamento com anticorpos anti-HER2
(TYANOVA et al., 2016; HON et al., 2016).

O subtipo triplo-negativo (TN) corresponde a 15% do total de casos da doenga, sendo
que de 5% a 10% destes sdo ligados a heranga de mutagdes genéticas. Os tumores TNs sdo
heterogéneos, de alto grau e bastante agressivos, com altas taxas de recorréncia e baixa
sobrevida global (AMENDOLA; VIEIRA et al., 2005; COELHO et al., 2018). O CM triplo-
negativo (CMTN) ¢ mais comum em mulheres jovens e que apresentam predisposicao
hereditaria com mutacdes nos genes BRCAI (Breast Cancerl) e BRCA2 (Breast Cancer 2).
Como nao expressam RE, RP nem HER2 nao respondem a terapias especificas ja
rotineiramente utilizadas como a enddcrina e a que utiliza o anticorpo anti-HER2 (MAROTTI

etal., 2017).

1.3 Os desafios no estadiamento e tratamento do Cancer de Mama

O estadiamento clinico estima a extensao da doenga baseado nos resultados do exame
fisico, exames de imagem e biopsia do tumor. O mais comum ¢ o sistema TNM (Tumor Node
Metastasis). Neste, o “T” refere-se ao tumor primario, seu tamanho, o quanto se desenvolveu
no orgdo de origem e a invasdo de tecidos adjacentes. O “N” descreve o comprometimento
dos linfonodos e o “M” define a presenca de metastase em outros 6rgaos (UICC, 2004). Para

o CM, o sistema adotado encontra-se descrito na Tabela 1.
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Tabela 1: Estadiamento dos tumores mamarios conforme o sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis). Neste sao
analisados o tamanho do tumor primério (T), comprometimento linfonodal (N) e presenca de metastase (M).

Aspecto avaliado

Descricao

X

TO
Tamanho T1
Tumoral (T) T2

T3

T4

NX
NO
Comprometimento N1

Linfonodal (IN) N2

N3

Tumor primario ndo pode ser avaliado

Nao ha evidéncia de tumor primario

Tumor < 2 cm em sua maior dimensao

Tumor > 2 cm e <5 cm em sua maior dimensao

Tumor > 5 cm em sua maior dimensao

Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede toracica

ou a pele

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

Auséncia de metastase em linfonodos regionais

Metastase em linfonodos axilares, homolaterais e moveis
Metastase em linfonodos axilares, homolaterais e fixos

Metastase em linfonodos infra claviculares, homolaterais, com ou

sem envolvimento de linfonodos axilares.

MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

Metastase (M) MO
M1

Auséncia de metastase

Presencga de metastase

Fonte: Adaptado Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), 6* edigdo-2004.

J4 na gradacdo histologica do CM, utiliza-se o grau de Nottingham, o qual indica o

nivel de diferenciacdo da lesdo por meio de uma avaliagdo semiquantitativa das caracteristicas

morfoldgicas do tecido, incluindo semelhanca com células mamarias normais (grau nuclear),

indice mitotico e extensdo do tumor. Por estar altamente relacionado a agressividade da

doenca, pode ser utilizado para discriminar as pacientes em trés grupos: (i) Grau 1, em que as

células estdo crescendo mais lentamente e se assemelham ao tecido mamario normal; (ii) Grau

2, com ce¢lulas apresentando caracteristicas histologicas moderadamente diferenciadas; e (ii1)

Grau 3 em que ha a perda das caracteristicas originais e as células crescem de forma agressiva
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e invasiva (AQUINO, 2017). Esta capacidade se associa diretamente ao processo de
metastatizagdo, com a circulagdo das células cancerosas através dos sistemas sanguineo e/ou
linfatico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). Todos esses aspectos analisados
microscopicamente sao considerados na decisdo terapéutica. Portanto, o tratamento para o
CM ¢ estabelecido conforme sua caracterizagdo (GREENLEE et al., 2017). As principais
estratégias incluem: a quimioterapia, a radioterapia, a hormonioterpia e a imunoterapia.

A quimioterapia, iniciada pelo quimico alemdo Paul Ehrlich, utiliza compostos
quimicos (quimioterapicos) para matar ¢ conter, de maneira sist€émica, a multiplicacao de
células neoplasicas ao interferir em diferentes fases do ciclo celular. Os principais agentes
quimioterapicos incluem alquilantes, nos quais um atomo de hidrogénio ¢ substituido por um
radical alquila impedindo a replicacdo do DNA; os antimetabolitos, responsaveis por bloquear
a biossintese de acidos nucleicos e os inibidores mitoticos, os quais paralisam a mitose na
metafase, impedindo a migracdo dos cromossomos ¢ interrompendo a divisdo celular (INCA,
2017).

O desenho terapéutico pode prever a administracio de uma ou mais drogas
(poliquimioterapia), sendo que este formato tem se mostrado mais eficaz em um cenario de
resisténcia ao tratamento. Contudo, também atinge células normais, o que define sua
toxicidade. Nesse contexto, podem surgir efeitos indesejaveis, como: alopecia, nauseas,
vOmitos e diarreia (DE VITA et al., 2008). De acordo com a sua finalidade, a quimioterapia
pode ser classificada em: curativa, quando o objetivo é o controle completo do tumor;
adjuvante quando ¢ utilizada apds a cirurgia, atingindo possiveis células tumorais circulantes;
neoadjuvante, quando antecede a intervengdo cirirgica para redugdo parcial do tumor; e
paliativa visando apenas a melhora da qualidade de vida da paciente. Além disso, também
pode ser administrada juntamente com cirurgia e radioterapia (GREENLEE et al., 2017).

A radioterapia ¢ um método que emprega feixes de radiagdes ionizantes para destruir
as células tumorais. A dose e local de incidéncia sdao previamente calculados considerando o
tempo de exposi¢do, o volume especifico de tecido tumoral € o ndo comprometimento de
orgdos saudaveis. Pode ser realizada de maneira isolada ou associada aos outros métodos
terapéuticos. Quanto aos seus efeitos colaterais destacam-se: anovulacdo, dermatites e
mielodepressao (AMERICA CANCER SOCIETY, 2017).

A hormonioterapia ¢ uma técnica de manipulacdo do sistema enddcrino bastante
utilizada para o tratamento de neoplasias malignas positivas para receptor de estrogeno (RE).
E uma forma de terapia sistémica curativa ou paliativa, aplicada de forma isolada ou em

combinagdo com outros tratamentos, com agdes aditivas ou supressivas. Sao utilizados os



16

moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERM), impedindo o estimulo tumoral
mediado por esses hormonios. Sdo exemplos de SERM’s o Tamoxifeno, o Fulvestranto e o
Toremifeno. E baixa a incidéncia de efeitos colaterais graves, sendo os mais comumente
relatados: ondas de calor, sudorese noturna, nduseas e fadiga (ONCOGUIA, 2017; INCA,
2017). Também se destacam os inibidores da aromatase (IA), uma enzima do citocromo p450
responsavel por converter andrégenos em estrogenos, sendo usados em mulheres na pré-
menopausa. Antes da menopausa, a maior parte dos estrogenos femininos sao sintetizados nos
ovarios. Contudo, apos o inicio da insuficiéncia ovariana, a principal fonte de esteroides
sexuais passa a ser a cortex supra-renal, que os produz na forma de andrégenos. A aromatase,
nos tecidos periféricos, converte a androstenediona em testosterona e em estradiol, garantindo
a manutencdo de um ambiente estrogénico na mulher menopausada (SAAD et al., 2002). Os
IAS usados nas mulheres menopausadas sdo substancias que bloqueiam a aromatizacdo de
androgenos, causando efeitos colaterais minimos, semelhantes aos sintomas da menopausa e
os causados pelos SERM’s. Em casos mais graves ha relatos de desgaste 6sseo, levando a
osteoporose ¢ aumento do colesterol (DAMIANI; DAMIANI, 2007).

A imunoterapia, por sua vez, tem se destacado e se mostrado promissora no tratamento
oncolédgico. Baseia-se na modulagdo do sistema imunoldgico e/ou na interagdo antigeno-
anticorpo, em uma interface entre competéncia imunoldgica e evolucao favoravel do paciente.
Os mediadores da resposta imunoldgica podem ser classificados como fatores auxiliares,
supressores, reguladores do crescimento e citotoxicos. Na imunoterapia ativa sdo utilizadas
substancias estimulantes ou vacinas com células tumorais (autdéloga ou heteréloga). Na
passiva, sao administrados anticorpos a antigenos-chave auxiliando no combate a doenca
(AMERICA CANCER SOCIETY, 2017). Desta forma, a caracterizagdo molecular do CM ¢
indispensavel para o direcionamento da conduta clinica.

Para o CM, novas terapias encontram-se em ascensdo. Essas op¢des ndo cirrgicas tém
varios beneficios, incluindo diminui¢ao do risco de complicagdes e redugdo no tempo de
recuperagao, diminuindo a morbidade e a mortalidade das pacientes (BARRAL et al., 2016).
A hipertermia é baseada na elevac¢do da temperatura local, sendo normalmente administrada
em conjunto com outras estratégias de intervencdo. Os tecidos tumorais sdo aquecidos por
agentes externos a temperaturas de, no minimo, 40/41°C, durante um periodo rigorosamente
estabelecido. A elevacdo da temperatura causa predominantemente desnaturagao intracelular
de proteinas, desestabilizando membranas celulares, citoesqueleto, enzimas, e alterando a
transdu¢do de sinais ¢ a sintese de macromoléculas (HILDEBRANDT et al., 2002;
BARONZIO et al., 2014). A ablacgao por radiofrequéncia (RFA) ¢ um método alternativo ndo
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invasivo, que utiliza um eletrodo de radiofrequéncia para aquecer e coagular um tecido alvo.
Para essa técnica, a orientacdo de imagem, através de tomografia computadorizada ou
ultrassonografia, ¢ fundamental para garantir a inser¢ao correta do eletrodo € monitoramento
da resposta do tumor durante o procedimento (NGUYEN et al., 2014). J4 a fototerapia ¢ uma
das mais promissoras com maior penetracdo tecidual, toxicidade celular moderada e
irradiacdo de luz espacialmente controlada através do uso de agentes fotossensiveis
direcionados (CLARKE et al., 2015). Adota-se a ablacdo térmica das células tumorais por
hipertermia, ou agdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas por
fotossensibilizadores. Sao desencadeadas alteragdes no metabolismo celular e,
posteriormente, a morte celular programada (SARKAR et al., 2013). A fototerapia com UV-B
j& € amplamente utilizada para tratar varios disturbios da pele com efeitos colaterais minimos.
Estudos anteriores mostraram que a fototerapia reduz o risco de recidiva, e, portanto, melhora
o prognostico das mulheres em tratamento (CLARKE et al., 2015).

A imunoterapia e os inibidores da enzima Poli Adenosina difosfato Ribose (PARP)
tém se destacado como uma proposta promissora para o tratamento do CMTN. A PARP
encontra-se envolvida com os mecanismos de reparo do DNA por excisdo de base e
sinalizando para outras proteinas celulares criticas, como a p53.Estudos clinicos de inibidores
de PARP demonstraram seus papéis no aumento dos efeitos citotoxicos das radiagdes
ionizantes e das terapias quimioterapicas, ja que o reparo se encontra comprometido
(CALABRESE et al., 2004) e as células sinalizam para a apoptose (LAJUS, 2010). Células
mutadas para os supressores de tumor BRCAI e BRCA2 se mostram até 1.000 vezes mais
sensiveis ao inibidor de PARP. Pois esses agentes sdo capazes de provocar quebras dupla fita
no DNA, que serdo reparadas pela via de recombinagdo homologa, via na qual as proteinas
BRCAI e BRCA?2 participam (MOYNAHAN et al., 1999 apud LAJUS, 2010). Portanto, a
inibicdo da PARP-1 causa uma persisténcia da lesdo no genoma, desta forma, as células
tumorais que j& apresentam deficiéncia na via de recombinagdo homologa dependente de
BRCAI, ndo conseguem reparar as quebras do genoma; sendo assim, apenas as células
saudaveis aptas a recombinagdo homologa, restauram as lesdes continuando viaveis (LAJUS,
2010).

Portanto, seu uso foi aprovado para os casos de CMTN mutados para os genes BRCA,
com resultados promissores (BRYANT et al., 2005; LAJUS, 2010).

Uma das vias de resposta imune antitumoral mais importantes no cancer ¢ a constituida pela
proteina da morte programada-1 (PD-1), sendo este um receptor expresso na superficie dos

linfécitos T e de varias outras células imunoldgicas. Um de seus principais ligantes, o PD-L1
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(ligante da proteina da morte programada-1), atua como uma proteina imunoreguladora, ao
reprimir a ag¢do de linfécitos T citotoxicos (BAPTISTA, 2016). A expressao de PD-L1 ¢
identificada em alguns pacientes com CM, com superexpressao comumente observada em
CMTN. No tratamento destes, agentes anti-PD-1 / PD-L1 tém se mostrado promissores
(PLANES-LAINE et al., 2019), uma vez que permite o estimulo de linfocitos T no combate
as células transformadas. Contudo, ainda ¢ restrito o grupo de mulheres com CMTN que
responde as novas terapias, permanecendo imutavel as caracteristicas de agressividade,
prognéstico ruim e baixa taxa de sobrevida global associados a esse subtipo. Com isso,
permanece expectavel a identificacdo de alvos e abordagens terapéuticas com a caracterizagao
de marcadores moleculares associados ao subtipo triplo negativo, possibilitando assim o
direcionamento de terapias mais eficazes, ¢ consequentemente a melhora da qualidade de vida

dos pacientes (LIU et al., 2012).

1.4 Anexina A2 e Citoqueratina 10 como provaveis marcadores para o CMTN

A familia das Anexinas (Anx) ¢ formada por proteinas pleiotropicas, com ampla
distribuicao no citoplasma, membrana celular ¢ em menores proporgdes no nucleo das células
eucarioticas. Estdo envolvidas em multiplos processos celulares, como regulagdo do
crescimento celular, transducdo de sinal, coagulacdo, endocitose e exocitose (RESCHER;
GERKE, 2004; BHARADWAJ et al., 2013). Sdo caracterizadas por apresentarem estrutura
com ligagdo periférica a fosfolipidios de membrana. Sdo compostas por uma extremidade C-
terminal que contém uma sequéncia de 70 a 80 aminoacidos encarregados por se ligarem aos
fosfolipidios, ions calcio (Ca?") e adenosina trifosfato (ATP); e uma extremidade N-terminal
associada a modificagdes pos traducionais como fosforilacdo, glicosilacdo, clivagem
proteolitica seletiva e a interagdes proteina-proteina (KIM et al., 2001; WANG et al., 2014).

A AnxA2 (Figura 2) ¢ uma proteina de 36 kDa, codificada pelo gene ANXA2, expressa
em algumas células tumorais, cé€lulas endoteliais, macrofagos e células mononucleares. Pode
existir como mondmero ou na forma de um complexo heterotetramérico conjugado com
S100A10 (pll), denominado AIlt. Que reorganiza o citoesqueleto de actina e possui
implicacdes no processo de exocitose e endocitose. As fun¢des desempenhadas pela AnxA2
diferem em cada uma de suas apresentacdes. Quando associada a SI00S10 hé uma reducao na
dependéncia de calcio intracelular, de milimolar para micromolar, para que a AnxA2 se ligue

a fosfolipidios membranares. Além disso, a AnxA2 protege o SI00A10 da degradagdo
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mediada pela ubiquitina. A estabilidade de SI00A 10 estd intimamente associada a geragdo de
plasmina, uma serina protease com acdo antitrombodtica que foi descrita por promover a
invasao e formacdo de metastases das células transformadas. Extracelularmente, a AnxA2
funciona como um receptor para a subunidade S100A10, o qual desempenha um papel de
extrema relevancia na permeabilidade celular ao regular a geracdo da enzima proteolitica
plasmina e na transdug¢do de sinal ancorando S100A10 no exterior da superficie da membrana
plasmatica (BHARADWAJ et al., 2013). Além disso, comporta-se com uma proteina ligante
para proteases (catepsina B, plasminogénio e ativador do plasminogénio tecidual) e para
proteinas da matriz extracelular (colageno tipo 1), as quais, no cancer, também estao
envolvidas em processos relacionados a progressdao tumoral (MAI et al., 2000; WANG et al.,
2014). Sugere-se que a expressdao anormal de AnxA2 e sua localizacdo subcelular estd
fortemente correlacionada a uma gama de doengas autoimunes, neurodegenerativas e

inflamatorias (MUSSUNOOR; MURRAY, 2008; XU et al., 2015).

Figura 2- Figura representativa dos dominios estruturais da proteina Anexina A2. Esta ¢ composta por
dois dominios: (i) o amino-terminal em que ocorrem modificagdes pos-traducionais como acetilagio (Ser-1) e
fosforilagdo (Ser-11, Tyr-23, Ser-25) e (ii) o carboxi-terminal com quatro dominios predominantemente alfa-
helicoidais, cada um contendo 70 aminoacidos. O S100A10 se liga a uma hélice o anfipatica, com os residuos

hidrofébicos Val-3, Ile-6, Leu-7 e Leu-10. NES: sinal de exportag@o nuclear.
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Fonte: Adaptado de BHARADWAJ et al., 2013.

A expressao da AnxA2 ¢ regulada em niveis transcricionais pelo fator de crescimento
de fibroblasto basico (FCFb), pelo fator de crescimento epidérmico (EGF) e pela insulina.
Ademais, isoformas de AnxA2 decorrentes de splicing alternativo possuem alteragdes em
suas regides amino-terminais, comprometendo sua interacdo com S100A10 (BHARADWAIJ
et al., 2013). Quanto as complexas modificagdes pos-traducionais, a fosforilagdo € a mais
amplamente investigada, uma vez que afeta sua localizacdo e interacdo com outras moléculas
e, portanto, ¢ crucial para as fungdes desempenhadas. Os principais locais de

fosforilagdo encontram-se nos residuos de Serina (posi¢des 11 e 25) e no de Tirosina posi¢ao
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23. A fosforilagdo em Tyr23, bem como a desfosforilagio em Serll, estdo associadas a
dissociacdo do complexo S100A10 e a rearranjos dos filamentos de actina, alterando a
motilidade celular (GRINDHEIM et al., 2017). A fosforilacdo da AnxA2 no Tyr23 expde a
proteina na superficie celular, estimulando a proliferacdo e migracao celulares dependente de
EGFR em células de CMTN (CHAUDHARY et al., 2014). Essa fosforilagio também
aumenta a fosforilagdo do fator de transcricdo STAT3, envolvido na agressividade tumoral,
promovendo a progressao de células tumorais mamarias (GRINDHEIM et al., 2017).

Ja a acetilacdo em Serl no dominio N-terminal da molécula, também regula a ligacdo da
AnxA2 ao complexo SI00A10 (BHARADWALJ et al., 2013).

A expressao da AnxA2 no cancer é controversa ¢ ainda pouco compreendida. No CM
foi observada sua superexpressao em tumores invasivos, no carcinoma ductal in situ, € em
células malignas mamarias HER-2 negativas (CHRISTENSEN et al., 2018), evidenciando um
pior prognostico também no CMTN (SHARMA et al., 2006a,2006b; SYED et al., 2007). A
expressao elevada dessa proteina também ¢ correlacionada com o aumento da producio de
sinais pro-inflamatdrios e com a atividade neoangiogénica (SHARMA et al., 2010). Zhang e
colaboradores (2010), realizaram o silenciamento da expressdao de AnxA2 em células de CM,
0 que conduziu a parada do ciclo celular e induziu a apoptose. Uma analise protedmica
quantitativa em células MCF-7 demonstrou que a AnxA2 esta potencialmente envolvida com
a resisténcia a quimioterapicos (doxorrubicina e paclitaxel) no CM (BHARADWAJ et al.,
2013 apud CHUTHAPISITH et al., 2007). A AnxA2 também participa de diferentes vias de
transducdo de sinal. Sua intera¢do com o gene supressor de tumor homologo de fosfatase e
tensina (PTEN) foi descrita recentemente por Castaldo et al., (2019) e associada ao controle
da fosforilacdo de Akt, a qual desempenha um importante papel na regulacao do ciclo celular.

Diferentes proteinas ja foram descritas interagindo com a AnxA2 como o
Potencializador de migragdo e invasaol, superexpresso em tecidos tumorais e responsavel por
regular a apoptose, processos redox e migracao celular (KUSHWAHA et al., 2019). No CM, ¢
correlacionado com o estagio da doenca, sobretudo com a ocorréncia de metéstases distantes
como no pulmao e figado (EVANS et al., 2006; KUSHWAHA et al., 2019). MIEN1 conduz a
um aumento na fosforilagdo de AnxA2 no residuo Tyr23, o que estimula sua translocacao
para a superficie extracelular (ZHAI et al.,, 2011; KPETEMEY et al., 2015). A AnxA2
também interage com a Citoqueratina 17 (Ckl17) via EGFR, modulando a proliferacao,
crescimento celular, e inflamagdo epitelial. Uma maior expressdo da proteina Ck17 ja foi
identificada em carcinomas mamadrios, cervicais, escamosos orais e gastricos (YANG et al.,

2019). Chung et al., (2012), demonstraram que a AnxA2 se liga a Ckl7 alterando sua
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estabilidade. Além disso, esta também regula na fosforilagdo de AnxA2 em Tyr23. Portanto, a
interacdo entre AnxA2 e filamentos intermediarios afeta a dindmica do funcionamento de
células tumorais, o que representa um possivel mecanismo promotor da oncogénese. Em um
estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, a Ck10 e aAnxA2 colocalizam em linhagens de
CMTN (ALVES, 2018).

As citoqueratinas (Cks) sdo proteinas constituintes do citoesqueleto das células
epiteliais ¢ compdem o maior grupo dos filamentos intermediarios, correspondendo, em
humanos, por pelo menos trés quartos de todas as proteinas filamentares. Encontram-se
descritos aproximadamente 20 tipos diferentes, conectando as células por meio de juncgdes do
tipo desmossomos, oferecendo forga mecanica e estabilidade aos tecidos (LANE et al., 2004).
Sdo separadas em citoqueratinas do tipo I (ou acidicas, Ck9 a Ck23) e as do tipo II (ou
basicas, Ckl a Ck8) (KARANTZA, 2010). Estruturalmente, apresentam um dominio a-
helicoidal central de aproximadamente 310 aminoacidos. Este ¢ composto por subdominios
intercalados por segmentos curtos ndo helicoidais, chamados de segmentos ligantes L1, L12 e
L2. Ja os dominios nao-helicoidais da cabeca e cauda se encontram nas extremidades da
molécula e consistem nos subdominios V1 e HI e H2 e V2 respectivamente, como

representado na Figura 3 (HERRMANN et al., 2007).

Figura 3- Representagio da estrutura principal das citoqueratinas (Cks) secundérias Ck1/Ck10/Ck9/Ck2e,
Cko6/Ck16/Ck17, Ck4/Ck13, Ck3/Ck12. Os dominios de haste helicoidal o abrangem 1A a 2B formando dimeros
que podem se agrupar em filamentos de 10 nm de largura. Também estdo representados os subdominios
intercalados por segmentos curtos ndo helicoidais, chamados de segmentos ligantes L1, L12 ¢ L2, e por
dominios ndo-helicoidais da cabega e¢ cauda que consistem nos subdominios VI e Hl e¢ H2 e V2
respectivamente.
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Fonte: Adaptado de LANE et al., 2004

Cks desempenham varias fungdes ja descritas como: reguladoras moleculares,
polarizagdo apico-basal, motilidade, controle do tamanho celular, sintese de proteinas,
transporte entre membranas e sinalizagdo (ALMEIDA JUNIOR, 2004). Sua distribui¢ao varia
conforme cada epitélio, sendo possivel, assim, que sejam utilizadas como importantes
marcadores de diferenciagdo epitelial (KARANTZA, 2010). A Ckl0 ¢ uma proteina
suprabasal de aproximadamente 56,5Kda que, em humanos, ¢ codificada pelo gene KRT10.

Possui um peso molecular relativamente alto, sendo expressa no epitélio escamoso
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estratificado. No citoplasma, a Ck10 se associa a Ck1 formando os filamentos intermediarios
de queratina, que se agrupam em redes fornecendo forga e resiliéncia a pele, além de protecao
a danos por atrito e outras tensdes fisicas. Mutagdes pontuais no gene KR7'/(0 resultam em
uma rede de filamentos prejudicada, comprometendo a sua capacidade de resistir de forma
eficaz ao estresse e a fortes compressdes, perdendo sua capacidade protetora. Por conseguinte,
0s queratindcitos suprabasais se tornam frageis, resultando em sua citolise (MULLER et al.,
2006; PALKO, 2018).

Alteragdes na expressao da Ck10 estao associadas a manifestacdo de diversas doengas,
principalmente transtornos epidérmicos, como a Ictiose e Hiperqueratose epidermolitica
(MULLER et al., 2006; CHOATE et al., 2010). Com relacio ao cancer, a expressio de Cks
tem valor diagndstico e até prognodstico, pois as células tumorais tendem a reter sua expressao
em células epiteliais de origem, sendo, portanto, moléculas consideradas marcadores Uteis
para determinar o foco primério dos tumores, a fim de auxiliar nas estratégias de tratamento.
Além disso, papéis moduladores atribuidos a essas proteinas nas vias de sinalizagdo e
regulacdo do crescimento e da morte celulares sdo indicativos importantes da utilizacdo das
Cks como marcadores oncoldgicos (YANG et al., 2019; SHETTY et al., 2012; SOUZA, et al.,
2019).

Algumas Cks modulam dinamicamente sua expressdo de acordo com o processo
carcinogénico. No cancer gastrico, por exemplo, ha a superexpressdo de Ck7 e perda de Ck20.
J& no carcinoma espinocelular ocorre o aumento da expressdo de Ck 1, 5, 6, 8, 19 (KIM et al.,
2004; MAKINO et al., 2009). No carcinoma epidermoide de boca e orofaringe Safadi et al.,
(2019), identificaram menores niveis de Ck10,14 e 16 e uma maior expressdo de Ck19 foi
associada a um quadro de metéstase a distdncia. Sabe-se que as Cks, em sua totalidade,
funcionam de maneira altamente dependente do contexto no qual estdo inseridas. No CM
essas proteinas possuem relevante valor clinico. Cheung et al., (2016), descreveram que a
expressao de Ckl4 ¢ relacionada a metastases distantes. Comportamento semelhante foi
observado para a Ck19, cuja maior expressao foi correlacionada com menor sobrevida do
paciente (SHARMA, 2019). Células de CM positivas para Ck5 apresentam fenotipo basal
mais agressivo, além de se mostrarem resistentes a terapia (KABOS et al., 2011; JOENSSU et
al., 2013; SATO et al, 2014).

Em 2009, um estudo de Kohler et al., sugeriu que o CM pode expressar Cks capilares.
A Ck81, por exemplo, foi associada a migragdo e invasdo de células tumorais mamarias
(NANASHIMA et al., 2017). Quanto a Ck10, ndo ha relatos de sua expressao no CM. Um

estudo prévio com camundongos transgénicos, em que a expressdao de Ck10 humana foi
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direcionada para a camada basal da epiderme, demonstrou redug¢do da proliferagdo celular,
indicando o papel dessa Ck na inibi¢ao da formagdo de tumores in vivo (SANTOS, 2002;
PALKO, 2018). No carcinoma hepatocelular, a expressdo de Ck10 foi detectada em uma
linhagem de células MHCC97-H de elevado potencial metastatico. Contudo ndo identificada
na linhagem menos agressiva MHCC97-G (YANG et al., 2008). Foi previamente
demonstrado que Ck10 interage com Akt e PKCC impedindo sua translocagdo e controlando a
proliferagao celular ao modular a via de transducao de sinal da fosfoinositida 3-cinase (PI-3K)
(PARAMIO et al., 1999). Acredita-se na possibilidade de que alteragdes conformacionais na
Ck10 possam estar associadas a perda de sua funcdo (SANTOS, 2002), e, embora ainda nao

descrito na literatura, esta proteina pode ser um biomarcador promissor para o0 CM.

2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a expressao da AnxA2 e Ck10 em linhagens celulares mamarios.

Objetivos Especificos

* Cultivar as linhagens mamarias MCF-10A (ndo-tumorigénica), MCF-7 (tumoral com
fenotipo luminal) e MDA-MB231 (tumoral com fenotipo triplo-negativo);

* Avaliar o perfil de expressao total das proteinas AnxA2 e Ck10;

* Avaliar o perfil de expressdo das proteinas AnxA2 e Ck10 em diferentes compartimentos

celulares (nucleo, membrana, citoplasma e sobrenadante).

* Definir o perfil de expressao desses dois marcadores (AnxA2 e Ck10) no CM.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens Celulares



24

Para o cultivo celular foram utilizadas trés linhagens celulares da mama:
* MCF-10A (nd3o tumorigénica): cultivada em meio DMEM-F12 (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®), 10 ng/ml de fator de
crescimento epidérmico (EGF) (Gibco®), 0,25pug/ml de hidrocortisona
(Sigma®), 10 pg/ml de insulina (Gibco®) e 50 pg/ml de gentamicina
(Cultilab®).
* MCF-7 (fenotipo luminal): cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 pg/ml de gentamicina.
* MDA-MB231 (fendtipo basal): cultivada em meio L15 (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 pg/ml de gentamicina.
Todas foram adquiridas do ATCC e mantidas a 37°C de 2 a 3 semanas, trocando-se 0 meio a
cada 48 horas, at¢ a confluéncia de 80% das células quando estas foram utilizadas nos
experimentos para analise de expressdao. As linhagens MCF-10A ¢ MCF-7 também foram

cultivadas em atmosfera de 5% de CO2.

3.2 Citometria de fluxo

Para avaliar a expressado total das proteinas AnxA2 e Ck10 nas linhagens mamarias, a
quantidade de células usadas para cada linhagem celular foi: 3,5x10° para MCF-7; 3,88x10°
para MDA-MB231 e 4x10° para MCF-10A. As células foram desagregadas, ressolubilizadas
em tampao fosfato-salino (PBS), fixadas e permeabilizadas com o kit Cyto Fix / Cyto Perm
(BD GolgiStop™). Posteriormente, as células foram incubadas com anticorpo anti-AnxA2
(1:50; 0034400, Invitrogen) e anti-Ck10 (1:50, MAB3003, Abnova). O anticorpo secundario
utilizado foi anti-IgG de camundongo conjugado com ficoeritrina (PE) (1:100; 656111,
Invitrogen). As células também foram incubadas com o anticorpo secundario como controle
para marcacdes inespecificas. Foi utilizado o citdmetro de fluxo Accuri C6, (BD Pharmingen

™) cujo software foi empregado para as analises.

3.3 Western-Blotting

Para a obtencdo dos extratos proteicos do nucleo e citoplasma/membrana das trés
linhagens celulares MCF-10A; MCF-7 e MDA-MB231 foram realizados os procedimentos
descritos pelo fabricante do kit NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents
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(Thermo Scientific). As proteinas foi adicionado inibidor de protease (Cell Signaling
Technology) e as fragdes proteicas foram estocadas a -80°C.

Para a quantificacdo das proteinas utilizou-se o kit Pierce® BCA Protein Assay de
acordo com as instrucdes do fornecedor. A curva de calibragao foi plotada de acordo com os
dados referente a solugdes padrao de albumina sérica bovina (BSA), diluidas em dgua na faixa
de 0,01 a 0,1g/L. Incubou-se as células tratadas com o kit Pierce® BCA durante 30 minutos a
37°C e, ap6s esse periodo, a quantificagdo proteica foi efetuada usando um espectrofotdmetro
NanoDrop2000c (Thermo-Scientific®) registando-se os valores no comprimento de onda de
562 nm.

As proteinas das duas fragdes (membrana/citoplasma e ntcleo) extraidas para cada
uma das trés linhagens foram resolvidas por eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
a 10%. A transferéncia foi conduzida a 100V por 16 horas para uma membrana de
nitrocelulose (Hi-Bond C; Amersham GE). Finalizada a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com 5% de leite desnatado solubilizado em Tampao de Tris salino (PBS) sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 1 hora.

Em seguida, retirou-se a solugdo de bloqueio e foram acrescentados os anticorpos
primarios Anti-AnxA2 (0034400, Invitrogen), Anti-Ck10 (MAB3003, Abnova) e Anti-Actina
(AC-74, Sigma), utilizados na propor¢aol:500. A membrana foi incubada por 16 horas a 4°C
sob agitacdo. No dia seguinte, lavou-se a membrana 5 vezes com PBS com posterior
incubacdo com anticorpo secunddrio Anti-Mouse (Sigma) e Anti-Rabbit (Sigma) na
proporcdo 1:1000 conjugados a enzima HRP (Peroxidase de rabanete), a temperatura
ambiente por 1 hora, sob agitacdo. Finalizou-se o processo com a lavagem da membrana com
TBS e visualizagdo da marcag@o por quimioluminescéncia (reagentes de deteccdo ECL ® GE
HealthCare em filmes autorradiograficos (GE HealthCare). A solug¢do de ECL foi colocada
sobre a membrana de modo a cobrir a sua totalidade, sendo mantida por cerca de 1-5 minutos.
Apos eliminar o excesso da solugdo, a membrana foi incubada com filme autorradiografico o
qual foi posteriormente revelado e fixado por meio de solugdes de revelacdo de

autoradiografias (GE HealthCare) para a identificagdo das bandas proteicas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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O CM ¢ uma doenga heterogénea e complexa, com diferentes subtipos moleculares. O
TN ainda permanece pobremente compreendido, o que demanda esforcos voltados para sua
melhor caracterizagdo. Nao ha marcadores especificos para o CMTN e a busca e validagao
dessas moléculas tém se mostrado preponderantes na definicao de novas abordagens voltadas
para essas pacientes. Em um estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, a Ck10 e a AnxA2
foram identificadas em linhagens de CMTN. Considerando a Ck10, sua alta expressdo tem
sido utilizada como biomarcador em saliva para o diagnostico de cancer oral escamoso (MU
et al.,, 2014). A superexpressaio de AnxA2 ja foi descrita em células MDA-MB231
(FLODROVA et al., 2016), contudo, ndo ha relatos da correlacdo entre ambas no CMTN.
Este estudo objetivou avaliar a expressao total da AnxA2 e Ck10 assim como fracionada no
nucleo, membrana/citoplasma e sobrenadante das linhagens MCF-10A, MCF-7 ¢ MDA-
MB231 para, assim, melhor caracterizar essas moléculas no CMTN. Novos caminhos poderao
ser abertos visando uma classificagdo mais detalhada desse subtipo tumoral preocupante e que
carece de estratégias mais efetivas de tratamento.

Nos ensaios de Citometria de Fluxo, verificou-se a expressao total de ambas proteinas.
Esta ¢ uma metodologia multiparamétrica amplamente utilizada por possibilitar o estudo
morfoldgico, fenotipico e funcional de populacdes celulares, deteccdo de biomarcadores, além
de uma analise qualitativa e quantitativa da expressao de antigenos (MARTINS; GAGLIANTI;
2008). A imunofenotipagem, realizada neste estudo, possibilita a caracterizagdo ¢ a
diferenciac¢do das células por meio da detec¢do da fluorescéncia emitida pelos fluorocromos
de acordo com a dispersdo da luz no equipamento. Apds a separagdo celular individual ¢
conduzida a andlise e a qualificagdo das microparticulas suspensas em fluxo, em meio liquido
(NAKAGE et al., 2005). Na oncologia, a analise citométrica de fluxo possui uma aplica¢ao
impar, ao possibilitar o estudo de mecanismos moleculares que regulam a tumorigénese, além
de permitir identificar marcadores bioldgicos com aplicacdo diagndstica, progndstica e
terapéutica. Além disso, esta metodologia fornece informacdes mais sensiveis e objetivas com
precisdo sobre a taxa proliferativa de células tumorais em relacdo aos dados fornecidos pela
histologia tradicional (LIN et al., 2014).

A AnxA2 tem se destacado como um potencial marcador oncogénico em diferentes
tumores, incluindo o CM (GRINDHEIM et al., 2017). Além disso, pesquisas demostraram
uma estreita relacdo entre o nivel de expressdo da AnxA2 e a progressao e a invasao celulares
em cancer de pulmao e de ovario (WANG et al., 2017) e em células do CM (SHARMA et al.,
2010). Os estudos de Gibbs; Vishwanatha (2018), na busca por preditores de progressao

tumoral para o CMTN, relataram que a expressdo aumentada de AnxA2 estd associada a
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desfechos clinicos desfavoraveis e pior prognodstico, com sobrevidas global e livre de doenga
reduzidas. Hipotetizamos que sua expressao seria maior em células de CMTN e, conforme
figura 4, observou-se uma diferenga entre os picos obtidos apos analise das marcagdes. O
método de quantificacdo adotado considerou os niveis proteicos totais e a AnxA2 também tem
sido descrita em diferentes compartimentos celulares desempenhando fungdes-chave
conforme sua localizacdo. Shetty et al., (2012), também descreveram o papel da AnxA2 como
marcador de progressao do CM, quando localizada na superficie celular. Valapala;
Vishwanatha (2011), afirmaram também que essa proteina, quando em superficie, conduz a
degradagdo da matriz extracelular, promovendo o processo de migragdo e invasdo de células
tumorais. Interessantemente, Chaudhary et al., (2014), observaram que as células epiteliais
ndo tumorigénica, apresentam uma baixa expressdo de AnxA2 na membrana. Estes dados
sugerem que, em cé¢lulas de CMTN, a AnxA2 ¢ encontrada na superficie coordenando eventos

tumorais preditores de agressividade.

Figura 4- Andlise de citometria de fluxo comparando a expressdo de Anexina A2 (AnxA2) entre diferentes
linhagens celulares mamarias. (A) MCF-10A; (B) MDAMB231 e (C) MCF7
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Realizamos, portanto, a extragdo das proteinas celulares em duas fragdes: (i)
citoplasma/ membrana e (ii) nticleo e avaliamos a expressao por Western Blotting. Esta é uma
poderosa ferramenta que pode ser usada para identificar e fornecer informagdes sobre os
niveis de expressdo de proteinas a partir da especificidade dos anticorpos utilizados. E um
procedimento importante para a imunodeteccio (KURIEN; SCOFIELD, 2015). O
fracionamento proteico realizado neste estudo permitiu um melhor entendimento da
localizacdo e expressdo das proteinas de interesse e, portanto, sugere diferentes funcdes
desempenhadas nos compartimentos celulares. Como demonstrado na Figura 5, a AnxA2 tem,
de fato, uma expressao peculiar entre os subtipos moleculares do CM conforme a fragao
analisada.

Sua expressio ndo foi detectada na linhagem MCF-7 no nutcleo e
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citoplasma/membrana, se mostrando intensa nas linhagens MCF-10A e MDA-MB231, ambas

triplo- negativas.

Figura 5- Expressdo de Anexina A2 (AnxA?2) nas fragdes proteicas obtidas do citoplasma/membrana (M+C) e
do nucleo (N) das linhagens celulares mamarias MCF-10A, MCF7 e MDA-MB-231.
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Fonte: Proprio autora, 2020

Na membrana plasmatica, a expressao da AnxA2 ¢ responsavel pela manutengao da
homeostase, regulando a reparacdo mediada pelo plasminogénio e a degradacdo da matriz
extracelular (HITCHCOCK et al., 2014). Segundo Myrvang et al., (2013), a diferenca na
expressdo de AnxA2 entre as linhagens MDAMB -231 e MCF-7 encontra-se correlaciona
com o comportamento metastatico do modelo TN. Wu et al., (2012), também observaram que,
quando supreexpressavam AnxA2, células MCF-7 se tornavam altamente proliferativas e
migratorias, aumentando sua capacidade metastatica. Ja o papel da AnxA2 no ntcleo de
células tumorais ainda ¢ pobremente compreendido. Madureira et al., (2012), sugeriram e
descreveram em seus estudos que a AnxA2 pode se acumular no nucleo apds a exposi¢ao das
células a diferentes agentes genotoxicos, desempenhando, assim, um efeito protetor ao DNA
contra danos oxidativos. Em neoplasias, a expressao nuclear de AnxA2 protege as células
tumorais de agentes genotoxicos, como quimioterapicos, cooperando para um fenotipo de
resisténcia, mais agressivo e com um prognostico desfavoravel (HITCHCOCK et al., 2014).
Portanto, nossos resultados corroboram com estudos anteriores. De fato, a AnxA2 tem sido
associada a eventos oncogénicos-chave como angiogénese, proliferagdo, apoptose, migragao,
invasdo e adesdo celulares. Além disso, ha indicios de sua interagdo com outras proteinas que
desempenham papel importante no ambiente tumoral, cooperando para a promog¢do de
metastase do cancer (LOKMAN et al., 2011).

Em estudo anterior de nosso grupo de pesquisa foi sugerida uma correlacao entre a
AnxA2 e a Ck10 no CMTN. Portanto, também avaliamos, no presente estudo, a expressao de
Ck10 nas diferentes linhagens celulares. A expressdo de Ck10 bem como seu papel no CM

ainda nao foram descritos. Sabe-se que essa proteina compde os filamentos intermediarios do
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citoesqueleto de células epiteliais, regulando diferentes fungdes, sobretudo relacionadas a
motilidade. Mutagdes em Ck10 e sua baixa expressdo ja foram relacionadas a distirbios da
epiderme (MULLER et al., 2006). Alguns estudos ja relataram sua a¢do como supressora
tumoral ao inibir a proliferagao celular de queratinocitos (PARAMIO et al., 2001; SANTOS
et al., 2002; PALKO, 2018). No ensaio de citometria de fluxo, os resultados evidenciam uma

maior expressdo de Ck10 nas linhagens MCF10-A e MDA-MB231 (Figura 6).

Figura 6- Andlise de citometria de fluxo comparando a expressdo de Citoqueratina 10 (Ck10) entre diferentes
linhagens celulares mamarias. (A) MCF-10A; (B) MDAMB231e (C) MCF7
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Atualmente, sugere-se que um dos principais mecanismos responsaveis pela
progressdo do CM ¢ o fendmeno de transicdo epitélio-mesenquimal, no qual had a perda de
caracteristicas epiteliais pelas células tumorais que adquirem, entdo caracteristicas invasivas
(KOKKINOS et al., 2007; VALEJO, 2010). Como citoqueratinas encontram-se relacionadas a
esse processo, também se mostrou importante avaliar a expressdo de Ck10 em diferentes
fragdes proteicas. Interessantemente, uma menor expressdo de Ck10 foi observada na fragao
citoplasma/membrana da linhagem MCF-7 (Figura 7). Para o ntcleo ndo houve diferenca
entre as linhagens. Também ndo houve marcagdo para AnxA2 e Ck10 no sobrenadante das

células estudadas (dados nao demonstrados).

Figura 7- Expressio de Citoqueratina 10 (Ck10) nas fragdes proteicas obtidas do citoplasma/membrana
(M+C) e do nucleo (N) das linhagens celulares mamarias MCF-10A, MCF7 e MDA-MB-231.
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Fonte: Préprio autora, 2020

De acordo com Koch e Roop (2004) e Paramio et al. (1999) ¢ importante salientar que
a Ck10 esta entre as proteinas mais prevalentes nas c€lulas suprabasais da epiderme normal.
Sua presenga inibe a proliferacdo e a progressdo do ciclo celular dos queratinocitos
(BRAGULLA; HOMBERGER, 2009). Contudo, em um estudo prévio de Yang et al., (2008),
a expressao de Ckl0 foi detectada em uma linhagem celular metastatica de carcinoma
hepatocelular, nao identificada em uma linhagem menos agressiva, um comportamento
similar a0 demonstrado por nossos resultados, nos quais a maior expressao de Ckl0 foi
observada nas fracdes da membrana e citoplasma da linhagem triplo negativa. Acreditamos
que o provavel papel desempenhado pela ck10 no citoplasma celular de tumores mamarios
esteja correlacionado com a agressividade da lesdo e pode ser um fator progndstico nesses
tumores.

Outras citoqueratinas também apresentam esse comportamento. Stathopoulou et al.,
(2002), detectaram uma maior expressdo de Ck19 em pacientes com CM metastatico, sendo
essa também considerada um marcador desfavoravel. Ck5 e Ck14 também apresentam esse
comportamento. Consideradas citoqueratinas basais, Ck5, Ck6 e CK14 sao correlacionadas
com um pior prognoéstico e menor taxa de sobrevida das pacientes com CM (LAAKSO et al.,
2005; RIJN et al., 2002; EL-REHIM et al., 2004; GUSTERSON et al., 2005). Contudo, a
expressao diferencial e o papel funcional desempenhado pela Ck10 no CM ainda ndo foram

descritos. Nosso estudo, portanto, ¢ pioneiro e sugere a relagdo da Ck10 com o CMTN.

5 CONCLUSAO

Verificou-se uma expressao diferencial das proteinas AnxA2 e Ck10 nos extratos
proteicos totais e em diferentes compartimentos celulares (membrana/citoplasma e nucleo)
das linhagens mamadarias MCF-10A (ndo-tumorigénica), MCF-7 (tumoral com fenotipo
luminal) ¢ MDA-MB231 (tumoral com fenotipo triplo-negativo). Observou-se uma maior
expressao de AnxA2 nas fracdes celulares das linhagens triplo-negativas. J& a Ckl10 se
mostrou mais expressa apenas no citoplasma e membrana dessas células. Nosso estudo ¢é

pioneiro em demonstrar a expressdo de Ckl10 no CM, mas ensaios adicionais devem ser
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conduzidos para a completa avaliacdo da relagdo da expressdo dessa proteina com o tumor
mamario. Ademais nossos resultados permitirdo o direcionamento de novas abordagens
voltadas para esse subtipo tumoral e propiciara novos caminhos visando uma classificacao

mais detalhada do CMTN que carece de estratégias mais efetivas de tratamento.
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