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RESUMO

O céancer de mama é um dos mais frequentes no mundo e o que mais acomete o
sexo feminino. A busca por novos alvos terapéuticos se faz necessaria. Assim, recursos
obtidos por meio da nanotecnologia tém se tornado promissores visto que apresentam
potencial para solucionar algumas limitagdes da terapia convencional como toxicidade
sistémica. O Citrato de rodio (CR) é um complexo metalico que apresentou significativa
atividade citotoxica, citostatica e antitumoral em células de carcinoma mamario humano.
O tratamento destas células com a formulacdo em que CR ¢é associado a nanoparticula de
maghemita (MRC) resultou na redugdo da toxicidade no organismo e aumentou a
especificidade ao tecido alvo. O estudo de expressdo génica pode revelar se estd havendo
inibicdo ou superexpressao de genes especificos relacionados a metastase e apoptose. A
actina € uma proteina presente no citoesqueleto que desempenha fungdes relevantes na
manutencdo da morfologia, mitose, e aumento da sensibilidade celular & inducdo de
apoptose. Neste estudo foi avaliada a modulagdo génica e sintese de actina em células de
adenocarcinoma mamario tratadas com CR e MRC com o objetivo de se conhecer a
biologia tumoral destas células, em relacdo ao seu perfil de producdo de actina, para
propor futuras intervencdes biotecnoldgicas direcionadas a terapia do cancer de mama. A
modulagdo da expressao génica e da sintese de B actina mediada por CR e MRC, na dose
de 250 uM por 48 h, em células da linhagem de adenocarcinoma mamario MDA-MB-
231 e em linhagem saudavel MCF-10A, foram avaliadas por meio de RT-gPCR, western
blot e imunomarcacdo por microscopia de fluorescéncia. Em células MDA-MB-231
observou-se reducdo na expressdo de 3 actina de 0,7 e 0,5 nos tratamentos com CR e
MRC, respectivamente. Observou-se também reducdo na sintese de P actina apos
tratamento com MRC. Estes efeitos foram associados a reducdo na viabilidade celular e
a alteracbes morfoldgicas e estruturais no citoesqueleto de actina e nucleo celular.
Contudo, em células epiteliais de origem normal, MCF-10A, ndo houve alteracdo na
modulacdo génica e/ou proteica de actina. Portanto, a actina pode ser um importante alvo

para terapéutica de cancer de mama metastatico mediada por CR e MRC.

Palavras-chaves: adenocarcinoma mamario; citrato de rédio; actina; expressao génica;

nanoparticulas de maghemita, sintese proteica.



ABSTRACT

Breast cancer is one of the most frequent in the world and the one that most affects
the female sex. The search for new therapeutic targets is necessary. Thus, resources
obtained through nanotechnology have become promising since they present the potential
to solve some limitations of conventional therapy as systemic toxicity. Rhodium citrate
(CR) is a metal complex that showed significant cytotoxic, cytostatic and antitumor
activity in human mammary carcinoma cells. Treatment of these cells with the
formulation in which CR is associated with magnetite nanoparticle (MRC) resulted in
reduction of toxicity in the organism and increased specificity to the target tissue. The
study of gene expression may reveal whether there is any inhibition or overexpression of
specific genes related to metastasis and apoptosis. Actin is a protein present in the
cytoskeleton that plays important roles in maintaining morphology, mitosis, and
increasing cellular sensitivity to induction of apoptosis. In this study, the gene modulation
and actin synthesis in mammary adenocarcinoma cells treated with CR and MRC were
evaluated in order to know the tumor biology of these cells, in relation to their actin
production profile, to propose future biotechnological interventions directed to breast
cancer therapy. Modulation of CR and MRC-mediated gene expression and synthesis of
[B-actin at a dose of 250 uM for 48 h in MDA-MB-231 mammary adenocarcinoma cell
line and healthy MCF-10A lineage were evaluated by RT-gPCR, western blot and
immunoblotting by fluorescence microscopy. In MDA-MB-231 cells a decrease in -
actin expression of 0.7 and 0.5 was observed in the CR and MRC treatment, respectively.
A reduction in the synthesis of -actin was also observed after treatment with MRC. These
effects were associated with reduced cell viability and morphological and structural
changes in the actin cytoskeleton and cell nucleus. However, in normal epithelial cells,
MCF-10A, there was no change in the gene and / or protein modulation of actin.
Therefore, actin may be an important target for CR and MRC-mediated metastatic breast

cancer therapy.

Key-words: breast adenocarcinoma; rhodium citrate; actin; gene expression;

nanoparticles of maghemite, protein synthesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O céancer € um nome genérico dado a um conjunto de centenas de doengas que
tem em comum o crescimento desordenado de células. O processo de formacéao do cancer
é chamado de carcinogénese ou oncogénese e surge a partir de alteracGes genéticas que
podem gerar crescimento celular anormal. Esse crescimento desordenado de células
transformadas pode invadir tecidos e 6rgdos e passa a ser denominado de tumor
(ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2018). Assim, o processo de carcinogénese ocorre
lentamente e em trés estagios sendo eles: (1) iniciacdo em que o agente carcindgeno, o
oncoiniciador, induz mudancas na proliferacdo e na diferenciacéo celular; (2) promogéo
em que oncopromotores conduzem a transformacdo maligna e (3) progressao em que
ocorre quando as células cancerosas ja se multiplicaram descontroladamente levando a
perda da funcdo do tecido (ALMEIDA et al., 2005). O maior desafio para a terapéutica
do cancer se deve pelo fato de células tumorais possuirem capacidade de migrar para
tecidos adjacentes e se estabelecer em novos 6rgdos, processo denominado metéstase
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; CAIRNS & MAK, 2016).

Diversas sdo as causas que originam o cancer podendo ser por desordens
fisiologicas relacionadas a anomalias na expressdo génica das células e na resposta das
células a estimulos internos ou externos ao organismo. Os fatores internos estdo
relacionados com 0s mecanismos epigenéticos, predisposicdo genética, desarranjos
hormonais e fatores relacionados a imunidade (ALMEIDA et al., 2005; FLAVAHAN et
al., 2016; YU et al., 2016). Os fatores externos séo relacionados com o comportamento
individual tais como sedentarismo, tabagismo, alcoolismo ou ainda exposicao a agentes
mutagénicos tais como radiacdo ultravioleta e exposi¢cdo a compostos quimicos ou virus
(HANAHAN &WEINBERG, 2011; LAUBY-SECRETAN et al., 2016).

Atualmente o cancer é uma das principais causas de morte no mundo e foram
estimados para o ano de 2018 mais de 17 milhGes de novos casos, excluindo o cancer de
pele ndo melanoma e 9,6 milhdes de mortes (BRAY et al., 2018). Aproximadamente 70%
das mortes por cancer ocorrem em paises em desenvolvimento. No Brasil, estima-se 600
mil novos casos de cancer para os anos de 2018 e 2019 (PLUMMER et al., 2016).

Estimativas apresentadas pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA) indicam

maior aumento de novos casos de cancer de mama em mulheres (Figura 1). O cancer de
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mama € um dos principais carcinomas com maior prevaléncia no Brasil sendo a estimativa
para o biénio 2018-2019 de 59.700 novos casos representando 29,5% dos novos casos a
cada ano (INCA, 2018). Como fatores relacionados ao aumento da incidéncia desta
doenca destaca-se o envelhecimento da populacéo assim com a ocorréncia de fatores de
riscos tais como tabagismo, excesso de peso, sedentarismo, consumo de alimentos
industrializados, dentre outros (ELLISON et al., 2017; HEITZ et al., 2018).

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 50.700 29,5%
Homens Mulheres
Traqueia, Brénguio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 2,4%
Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 B8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio & Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tirecide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 5.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Mervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Mervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*NU0mero arredondado para multiplos de 10.

Figura 1: Estimativa do nimero de novos casos para o ano de 2018 das taxas brutas de incidéncia a
cada 100 mil habitantes e segundo sexo e localizagdo priméaria*. Fonte: INCA, 2018.

1.2. Cancer de Mama

Para compreender melhor a origem e progressao do cancer de mama € necessario
entender a organizacdo da estrutura e o tecido glandular da mama normal. A mama
humana é composta por um complexo de ductos ramificados a partir do mamilo, I6bulos
e estroma (Figura 2). As glandulas mamarias se desenvolvem na puberdade feminina
onde os ductos se ramificam e sdo responsaveis pelo transporte de leite advindo dos
I6bulos aos mamilos. Os l6bulos representam a porcao secretéria da glandula enquanto o
estoma consiste em tecidos adiposo e conjuntivo circundantes aos ductos, I6bulos, vasos
sanguineos e linfaticos (SCHIMITT & GOBBI, 2017; ACS, 2017).
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Figura 2: Estrutura do tecido mamario normal. A glandula mamaria é formada por ductos, l6bulos e
estroma  circundados por tecido adiposo e de suporte. Fonte: Adaptado de
https://www.cancer.org/cancer/breast-cancer/about/what-is-breast-cancer.html

Os lébulos e ductos da glandula mamaria sdo revestidos por células epiteliais,
ambos apoiados em uma lamina basal. Os lébulos sdo revestidos por células luminais que
compdem a camada mais interna da glandula mamaria e possuem a capacidade de
secrecdo e de absorcdo de fluidos. Estas células expressam citoqueratinas, proteinas
relacionadas ao leite e receptores para o estrdgeno. Os ductos séo revestidos por células
mioepiteliais que formam a camada mais externa da glandula mamaria (CICHON et al.,
2010; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

No decorrer da vida feminina as células da mama sofrem alterac@es. Desta forma,
é normal as glandulas mamarias passarem por alteracGes anatdmicas e fisioldgicas. Essas
alteracfes podem causar um crescimento excessivo das células dos ductos e dos l6bulos,
chamadas de hiperplasia e isto pode ocorrer em mulheres em todas as idades. Quando a
hiperplasia ocorre nos ductos, ela € denominada de hiperplasia ductal e caso aconte¢a nos
Iobulos, é chamada de hiperplasia lobular. Existem hiperplasias tipicas e atipicas. As
hiperplasias tipicas abrangem altera¢fes benignas das mamas enquanto que as atipicas,
apesar de também serem benignas, indicam que as células estdo se desenvolvendo de

forma anormal e isto aumenta o risco do desenvolvimento de um carcinoma mamario.
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Nas figuras 3 e 4 estdo representadas estruturas de ductos e I6bulos normais e anormais
(ACS, 2017; SINGLETARY, 2003).

- Ducto Normal

Células Anormais no
Ducto

Figura 3: Carcinoma ductal in situ (DCIS). As células que revestem os ductos sofreram alteracdes e se
tornaram células cancerosas. Fonte: Adaptado de American Cancer Society, 2017.

O cancer de mama é uma doenca heterogénea que pode ser classificada em
subtipos distintos com base nos padrdes de expressdo de genes ou marcadores tumorais.
Neste contexto, existem varios tipos de cancer de mama e estes sdo denominados de
acordo com o nome do tecido de onde se originam. Assim, a maioria dos canceres de
mama sdo denominados carcinomas por terem origem no epitélio (ACS, 2017,
ALMEIDA et al., 2005).

Os carcinomas mamarios mais comuns sao classificados em carcinoma ductal in
situ (CDIS) (Figura 3) e o carcinoma lobular in situ (CLIS) (Figura 4). Estes carcinomas
podem apresentar alteracdes genéticas e na expressdo de genes que regulam funcgdes
essenciais como proliferacdo, morte e diferenciacdo celular. A célula que sofre mutacéo
pode adquirir vantagem seletiva e passar por uma expansao clonal. Desse modo, cada
uma das células-filhas tem potencial de adquirir novas alteracdes moleculares. Assim, 0s
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sucessivos eventos de alteracfes moleculares, selecdes e expansdes clonais levam a um

acumulo de modificacBes genéticas e epigenéticas, induzindo a progressdo do tumor
(AXELROD et al., 2006).

Lébulo Normal

Lobulo preenchido
com células anormais

Figura 4: Carcinoma lobular in situ (DLIS). As células que revestem os lébulos sofreram alguma
alteracdo e se tornaram células cancerosas. Fonte: Adaptado de American Cancer Society, 2017.

Os carcinomas mamarios podem ainda ser chamados de adenocarcinoma quando,
além de apresentar alteracGes nas células epiteliais dos ductos, também apresentam
alteragBes no padrdo de crescimento glandular. A maioria dos canceres de mama é
classificada em adenocarcinoma (ROBBINS & COTRAN, 2005). Existem, ainda, 0s
carcinossarcomas, denominados de tumores mistos malignos. Este tumor é composto por
células semelhantes aos componentes epiteliais (luminais ou mioepiteliais) e
mesenquimais. O tumor de origem epitelial € potencialmente metastatico pois as células
se disseminam pelos vasos linfaticos e sanguineos para os linfonodos regionais e
pulmdes. Ja aqueles de origem mesenquimal o fazem via hematdgena para os pulmdes
(TEIXEIRA et al., 1998; GOLDHIRSCH et al., 2011).
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A capacidade de espalhar ou invadir o tecido circundante define o tipo invasivo
ou metastatico do carcinoma mamaério. Deste modo, o deslocamento das células
cancerosas para outros tecidos além daqueles originais depende do seu potencial
metastatico e do seu nivel de invasibilidade. Geralmente as células cancerosas se movem
através da corrente sanguinea ou por meio do sistema linfatico para os 0ssos, pulmdes,
cérebro e figado. Os tecidos e 6rgdo perdem as suas funcbes conforme as células
cancerosas vao substituindo as células normais “anfitrias” (INCA, 2018).

Existem trés principais biomarcadores que definem o potencial de
desenvolvimento e invasibilidade do cancer de mama: receptores de estrégeno (ER),
progesterona (PR) e o promotor de crescimento HER2. O resultado (positivo ou negativo)
do teste para essas proteinas sdo fundamentais para a decisdo do tratamento mais
promissor para a doenca. Usualmente, tumores testados como triplo-positivos sdo tratados
com drogas hormonais e drogas que possuem como alvo o promotor de crescimento
HER2. J& o cancer de mama diagnosticado como triplo-negativo ndo depende dessas
proteinas para sua proliferacdo. Logo, os tratamentos baseados em hormonioterapia e em
quimioterapia, que tem como alvo o HER2, ndo séo eficazes. O subtipo de cancer de
mama triplo-negativo prolifera e se espalha mais rapidamente do que a maioria dos outros
subtipos (DUFFY et al., 2017; MARTINS et al., 2017).

As células cancerosas apresentam caracteristicas especificas ao final do processo
de evolucdo tumoral tais como: 1) sustentacdo da proliferacdo celular, 2) evasdo de
supressores de crescimento, 3) resisténcia a morte celular, 4) potencial replicativo
ilimitado, 5) inducdo da angiogénese, 6) invasdo tecidual e metastase, 7) evasdo do
sistema imune, 8) desregulacdo do metabolismo energético da célula, 9) inflamacéo, 10)
instabilidade genémica e mutacdo (HANAHAN & WEINBERG, 2011) (Figura 5).
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Evasdo de supressores
Sustentacdo da proliferagao de crescimentos

celular

Desregulacdo do metabolismo Evasdo do sistema
energético Imune

¥ Potencial replicativo
ilimitado

Resisté&ncia a morte
celular

Instabilidade
gendmica e mutag

Inflamagao

Invasdo tecidual e
metdstase

Indugdo da
angiogénese

Figura 5: Caracteristicas comuns de celulas cancerosas. Fonte: adaptacdo de HANAHAN &
WEINBERG, 2011.

1.3.  Linhagens utilizadas como modelo experimental

Linhagens de células humanas sdo modelos experimentais simplificados e
informativos para pesquisas com diferentes finalidades. Neste trabalho avaliamos duas
linhagens de mama. As células MCF-10A (Figura 6) pertencem a linhagem de células
imortalizadas e ndo tumorigénicas, portanto saudaveis. Esta linhagem é considerada
epitelial mamaria ndo maligna apresentando caracteristicas normais. Por isso, esta
linhagem é largamente usada em estudos in vitro devido a possibilidade de caracterizacéo
de importantes eventos associados a morfogénese e alterac@es fenotipicas (SOULE et al.,
1990).

A linhagem de mama triplo negativa - MDA-MB-231 (Figura 7) — origina-se de
um adenocarcinoma. Esta linhagem deriva de um sitio metastatico e ndo € responsiva a
estrogeno (American Type Culture Collection-ATCC). A células MDA-MB-231 séo
bastante utilizadas em pesquisas cientificas uma vez que possuem alteracdes nos padrdes

morfoldgicos e na expressao génica representando assim, um modelo experimental.
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Designation: ~ MCF-10A

r ~
Low Density High Density

Figura 6: Linhagem de mama néo tumoral MCF10A. Fonte:
https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/CRL-10317%20L ow%20High.ashx.

Designation: ~ MDA-MB-231
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Scale Bar = 100pm

7
Scale Bar = 100pm
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Figura 7 Linhagem de mama tumoral MDA-MB-231. Fonte:
https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/HTB-26.ashx
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1.4.  Tratamentos empregados para o cancer de mama e suas limitagdes

O tratamento para o cancer depende de algumas variaveis tais como o tipo, a
localizacgdo, nivel de estadiamento da doenca no organismo além da condicéo de saude e
idade do paciente (BERGMANN et al., 2000). Geralmente, as estratégias terapéuticas de
abrangéncia sistémica consistem em quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia e 0s
tratamentos loco-regionais envolvem o emprego de cirurgias e radioterapia (ACS, 2017).

Em estagios iniciais do cancer, onde somente a mama ou, ainda, em alguns casos
mulheres com nodulo-positivo a cirurgia é um tratamento muito utilizado e normalmente
se faz necesséria associar terapia adjuvante como radioterapia a fim de prevenir
recorréncia (CTSU, 2005). No caso de metastase, as células neoplésicas estdo dispersas
no organismo o0 que o torna muitas vezes inacessiveis por cirurgia. Assim, o tratamento
por quimioterapia € o mais utilizado e a administracdo do medicamento € realizada por
via intravenosa a fim de promover o controle e a inibicdo da proliferacdo das células
cancerosas. Porém, esse tratamento é bastante invasivo pois atua tanto em células normais
como em células tumorais (OLIVEIRA & ALVES, 2002).

A radioterapia é empregada quando restam alguns resquicios de células tumorais,
antes e/ou apos a cirurgia ou quando a regido cancerosa € invidvel para realizacdo da
cirurgia. Esta terapia provoca alteragdes no material genético no intuito de impedir a
proliferacdo celular. Esta terapia induz a ionizacdo de substancias em meio biolégico por
meio da remocdo de elétrons formando espécies reativas de oxigénio que reagem com
outras biomoléculas e ocasionam desordem celular em células dos tecidos circunvizinhos
também. A radioterapia € bastante empregada na clinica sendo que aproximadamente de
70 a 83% de pacientes com cancer de mama passam por esse tipo de tratamento (BOYLE
& LEVIN, 2008; GRAMINHA, 2010).

A hormonioterapia € um tratamento utilizado quando os tumores apresentam
determinada expressdo de receptores hormonais e consiste no uso de substancias
semelhantes ou supressoras de hormonios para inibir o crescimento do tumor. O
tratamento é de longa duracéo e induz efeitos adversos como a supressédo dos horménios
femininos (BARROS et al., 2001; BRITO, 2014).

Ja a quimioterapia € utilizada em caso de doenca sistémica e a grande limitagédo
do seu uso resulta dos efeitos adversos ocasionados pela baixa especificidade dos
quimioterapicos, uma vez que estes agem tanto nas células tumorais quanto nas células

sadias do organismo decorrendo em elevada toxicidade sisttémica. Por isso, pacientes
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submetidos a quimioterapia apresentam, frequentemente, efeitos adversos como perda de
cabelo, nauseas, fadiga e assim, baixa qualidade de vida (ASLAM et al., 2014). Outro
fator que torna o tratamento ineficiente é a instabilidade genética e as altas taxas de
mutacdes que ocorrem em células tumorais gerando heterogeneidade tumoral. Desta
forma, podem existir no tumor, células cancerosas sensiveis ao tratamento e outras
resistentes ao mesmo tratamento. Assim, quando expostas a um quimioterapico, as células
sensiveis aos efeitos da droga sdo mortas e aquelas que séo resistentes sobreviverdo e se
multiplicardo, o que pode resultar na reincidéncia do tumor e em um comprometimento
da eficacia quimioterapica (WEINBERG, 2013; CHAVES, 2017).

Assim, entender como as células cancerosas se comportam e se dispersam no
organismo ajudaré a identificar alvos moleculares promissores para a terapia do cancer
(VALASTYAN, 2011). No intuito de minimizar os fatores limitantes para o tratamento
do cancer de mama, cientistas buscam novas abordagens terapéuticas que sejam mais
seletivas as células cancerosas e que causem menos efeitos adversos aos pacientes. Nesse
cenario, complexos metalicos representam potenciais farmacos antitumorais.

Entre novas abordagens terapéuticas estdo os sistemas de entrega de drogas e a
terapia génica. Os sistemas de entrega (delivery) de farmacos por nanoparticulas podem
melhorar a eficécia dos tratamentos de cancer por favorecer o acimulo do quimioterapico
no tecido alvo, conservando fisiologicamente as células e tecidos saudaveis. Isto permite
a potencializacdo da acdo farmacol6gica do principio ativo quimioterapico (SAFARI &
ZARNEGAR, 2014).

Outro tipo de abordagem terapéutica promissora € a terapia génica que consiste
em alteracOes pontuais no gene ou modificacdes em sitios especificos que tenham como
alvo o tratamento terapéutico, uma vez que otimiza o veiculo de entrega, que podem ser
plasmideos, nanoestruturas ou virus (WIRTH et al., 2013; GONCALVES & PAIVA,
2017).

1.5. Complexo de rodio

Os complexos metalicos comecaram a ser utilizados no século XX, quando a
atividade antitumoral do complexo inorgénico cisdiaminodicloroplatina (I1) (cisplatina)
foi descoberta por Barnet Rosenberg. A cisplatina possui mecanismos de agdo que
induzem a citotoxicidade uma vez que esta possui a capacidade de induzir morte celular.

Este complexo induz a formacdo de ligacGes covalentes cruzadas entre as guaninas do
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DNA, causando distor¢éo na estrutura helicoidal e impedindo sua transcricéo e replicacéo
(WING et al., 1984; KATSAROS & ANAGNOSTOPOULQU, 2002; PASETTO et al.,
2006). A cisplatina € uma das drogas mais utilizadas no tratamento de diversos tipos de
cancer. Entretanto a sua eficacia € comprometida uma vez que altas doses causam
toxicidade afetando as células saudaveis e, assim, causando efeitos graves como
nefrotoxicidade e neurotoxicidade (MILLER et al., 2010; ARUNKUMAR et al., 2011,
WILMES et al., 2015; HU et al., 2017).

Assim, a descoberta de novos complexos metélicos tornou-se necessaria e
comecou-se a busca por compostos com atividades terapéuticas semelhantes a cisplatina
e que induzissem toxicidade especifica. Assim, carboxilatos de rodio (I1), férmula
molecular [Rh2(O2CR)4] (Figura 8), tém sido estudados desde 1972 com este objetivo e
alguns estudos demonstram que estes complexos possuem atividade antineoplasica
(REIBSHECHEID et al., 1994; CARNEIRO et al., 2011; CHAVES, 2017).

Dentre promissores carboxilatos de rodio destaca-se o citrato de rddio (I1) (Figura
9). Este complexo apresenta em sua estrutura quimica dois &tomos de rodio ligados a duas
moléculas de 4gua (representados em “L”) e a quatro grupos de citrato, formando quatro
carboxilas (-COOH) em sua estrutura molecular. Estas caracteristicas quimicas o tornam
altamente solivel em meio hidrofilico. Estes complexos metélicos tém sido bastante
investigados nos ultimos anos e foram demonstrados seus efeitos citotoxicos e
antitumoral em células de cancer de mama tanto em ensaios in vitro como in vivo
(CARNEIRO et al., 2011; PEIXOTO 2012; CARNEIRO et al., 2013; NUNES et al.,
2013; SIQUEIRA, 2016; CHAVES et al., 2017).

Apesar da promissora atividade citotoxica e antitumoral apresentada por este
complexo, poucos estudos tém sido realizados para explorar seu potencial terapéutico e
pouco se sabe sobre seu possivel mecanismo de acdo. Estudos conduzidos por Carneiro
(2011) mostraram que o tratamento com citrato de rddio em células de adenocarcinoma
mamario humano induziu uma expressiva reducdo qualitativa nos filamentos de actina.
Estudos posteriores realizados por Chaves (2013 e 2017) mostraram que o citrato de rédio
associado a nanoparticulas induz alteracBes morfologicas, fragmentacdo e inibicdo da

sintese de DNA, caracteristicas relacionadas a apoptose celular.
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Figura 8: Estrutura quimica de carboxilato de rédio. Fonte: Carneiro et al., 2011.

(o)
(o)
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Figura 9: Estrutura quimica do Citrato de rodio (I1). Fonte: Carneiro et al., 2011.

1.6. Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma area da ciéncia que tem sido bastante investigada nas
ultimas decadas para fabricagdo, caracterizacdo, manipulacdo e aplicacdo de diversos
materiais em areas diversificadas (SAHOO et al., 2007). Uma das aplica¢cbes mais
promissoras refere-se ao uso de materiais em escala nanométrica para aplicagcdo
biomédica especialmente em sistemas de liberagdo controlada de farmacos para
tratamento do cancer (BROCHADO et al., 2013; ALVARENGA et al., 2014).
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Como sistemas de entrega de farmacos - as nanoparticulas - vem se destacando
tanto pela variedade de particulas possiveis como pela eficiéncia que varios modelos de
nanoestruturas e/ou nanocarreadores demonstram (JAHANGIRIAN et al., 2017).
Nanoparticulas (NPs) podem apresentar tamanho entre 1 a 1000 nm a depender do tipo
(origem) e estrutura quimica. Varios tipos de nanoparticulas estdo sendo testadas como
sistema de entrega de farmacos e como agentes diagnosticos tais como nanoparticulas de
origens poliméricas, metalicas, lipidicas e de metais semicondutores (DARAEE et al.,
2016). O uso de nanoparticulas no cancer pode ser utilizado para fins de diagnostico e/ou
terapéutica. Quando possui finalidade diagnostica, as nanoparticulas sdo elaboradas a fim
de identificar células tumorais e assim possibilitar a visualizacdo da neoplasia (MISHRA,
et al., 2017) e quando s&o produzidas para tratamento de céancer elas sdo terapéuticas.
Considerando estas propriedades de NPs e a alta solubilidade do citrato de rédio nosso
grupo de pesquisa desenvolveu um fluido magnético contendo citrato de rodio (1)
associado a nanoparticulas de maghemita para aplicacdo terapéutica em cancer de mama
visando que esta associacdo resulte na reducdo da toxicidade no organismo e aumente a

especificidade ao tecido alvo — células tumorais da mama.

1.6.1. Nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas (NMs) tém se destacado nos Gltimos anos devido as
suas promissoras potenciais aplicaces em decorréncia das suas propriedades. Estes
materiais apresentam promissora aplicacdo visto que podem atravessar a barreira
endotelial e se fixar especificamente nas células-alvo. Isto é possivel devido a
versatilidade dessas estruturas as quais podem ter as dimensdes controlaveis desde alguns
nandmetros até dezenas de nandémetros e esta propriedade (controle do tamanho) afeta a
sua atividade biol6gica. NMs podem, ainda, ser utilizadas para recobrir materiais
biologicamente ativos como ions especificos, nucleotideos, oligonucleotideos, peptideos,
vitaminas, antibioticos, substratos analogos ou anticorpos, ou ainda serem encapsuladas
em lipossomas e vesiculas. A composi¢do quimica da cobertura destes materiais deve
incluir materiais que apresentem biocompatibilidade ao organismo (PANKHURST et al.,
2003; XU et al.,2006; GUEDES et al., 2010; DUNCAN & GASPAR, 2011).
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Nanoparticulas magnéticas sdo compostas por 6xidos de ferro. Dentre alguns tipos
destas destaca-se a maghemita (¥-Fe203) que podem ter tamanhos similares ao de muitas
estruturas bioldgicas como virus, bactérias, proteinas, DNA, RNA, etc.

Considerando estas propriedades de NMs e a alta solubilidade do citrato de rodio,
nosso grupo de pesquisa desenvolveu um fluido magnético contendo citrato de rodio (I1)
associado a nanoparticulas de maghemita para aplicacéo terapéutica em cancer de mama
visando que esta associacdo resultasse na reducdo da toxicidade no organismo e
aumentasse a especificidade ao tecido alvo — células tumorais da mama. Em estudos
preliminares foi demonstrado o efeito antitumoral deste fluido magnético e foi
comprovado seu efeito potencializado em relacdo ao citrato de rddio livre (CARNEIRO
etal., 2013; ROCHA et al., 2017). Além disso, foi demonstrado que essa formulagédo de
fluido magnético contendo citrato de rodio foi mais captada por células de cancer de

mama do que em células normais (CHAVES et al., 2017).

1.7. Citoesqueleto celular

O citoesqueleto é uma estrutura dindmica e complexa que participa de funcdes
celulares essenciais tais como plasticidade fenotipica, transporte e sinalizacéo celular,
além de constituir principal componente o qual determina a morfologia celular
(SCHMIDT & HALL, 1998).

O citoesqueleto é composto por trés tipos principais de filamento de proteinas
sendo eles microtubulos, microfilamentos e filamentos intermediérios. Os microtdbulos
estdo relacionados com a polimerizacdo e despolimerizacdo das estruturas celulares e
atuam na motilidade e diviséo celular. Os filamentos intermediarios néo estdo envolvidos
diretamente com a motilidade celular, mas proporcionam resisténcia mecanica as células
e tecido. E, por altimo, os microfilamentos, também chamados de filamentos de actina,
estdo espalhados por toda a célula e apresentam a fungéo estrutural, de contracdo e de
movimentacado celular (KASP, 2005).

Os filamentos de actina sdo constituidos por proteinas contracteis de actina que €
a proteina globular mais abundante nas células dos mamiferos. A actina atua no transporte
de organelas pelo citoplasma e desempenha fungdes relevantes na dinamica celular tais
como manutencdo da morfologia, mitose e regulacdo da sinalizacdo para sobrevivéncia
(GOURLAY et al, 2005; DE ROBERTIS, 2006). Esta proteina é codificada por genes

independentes e possui trés principais isoformas: (1) a-actina, (2) f-actina e (3) ¥-actina.
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A isoforma a-actina estd presente nas células musculares com fungéo contratil enquanto
a B-actina e a y-actina coexistem como componentes do citoesqueleto e contribuem para
estabelecer a forma e motilidade das células ndo-musculares dos eucariotos (DE
ROBERTIS, 2006).

A estrutura e organizacdo da actina no citoesqueleto tem relagdo com diversos
eventos de regulacdo e diferenciagéo celular e que podem desencadear a formacdo de
neoplasia e progressdo da capacidade de invasdo (metéstase) das células cancerosas no
organismo (RAO & COHEN, 1991). A organizacdo dos filamentos de actina é um
processo dindmico de polimerizacdo e despolimerizacdo que origina grandes alteracfes
na estrutura de uma célula.

Assim, o conhecimento sobre a disposicdo ndo estatica de constituintes do
citoesqueleto da célula levou ao desenvolvimento de drogas antimit6ticas no tratamento
contra o cancer visto que o bloqueio da polimerizagdo dos monémeros de actina, bem
como da formacéo do fuso mitético impedem a divisdo celular (RAO E COHEN, 1991,
RANG et al, 2011). Esse evento também é mediado por um amplo espectro de interaces
com proteinas da matriz extracelular, membranas celular, enzimas citoplasmaticas e até
mesmo com o nucleo da célula (LODISH et al, 2000). A modulacdo da actina pode ser
modificada por meio de ferramentas biotecnoldgicas a fim de se desencadear apoptose
em células cancerosas (JORDAN & WILSON, 1998).

1.8. Expresséo génica

A expressdo génica diz respeito ao processo pelo qual as sequéncias de DNA
(&cido desoxirribonucleico), que representam os genes, sdo moduladas até a sintese de
proteina. O conhecimento sobre o fluxo de informacdo unilateral - do DNA a proteina - €
conhecido como dogma central da biologia molecular o qual preconiza que a molécula de
DNA ¢ utilizada como molde para construgdo de molécula de RNA (acido ribonucleico),
a qual sera usada como molde para a sintese de proteina (WRAY et al., 2003; ALBERTS
etal., 2017).

A molécula de DNA tem duas principais funcionalidades: replicacéo e transcricéo.
A primeira é o mecanismo responsavel pela transmisséo da informac&o armazenada. Ja a
transcricdo € a transformacgdo da informagdo armazenada em “mensagens”. O produto

desse processo da origem a uma molécula intermediaria denominada RNA mensageiro
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(mRNA) que atua na transformagdo da “mensagem” para producdo de uma dada proteina
(MARTINS & MACIEL FILHO, 2012; ALBERTS et al., 2017).

A expressdo génica é a principal funcéo relacionada com os mRNAS e 0 processo
de transcricdo. Ela define o perfil das proteinas especificas de cada tipo celular envolvido
no processo de diferenciacdo celular. Existem varios mecanismos e fatores que regulam
a expressdo génica tais como a condensagdo da cromatina, metilacdo do DNA, iniciagéo
transcricional, “splicing” alternativo de RNA, estabilidade do RNA mensageiro (mRNA),
controles traducionais, degradacdo de proteinas, dentre outros. Para cada gene, a
iniciacdo da transcricdo parece ser o determinante primario de controle da expressdo
génica (CORDEIRO, 2003; GUINDALINI & TUFIK, 2007).

A heterogeneidade do céncer de mama e o grande nimero de genes
potencialmente envolvidos no controle do crescimento, na morte e na divisao celular
enfatizam a importancia de se estudar as alteracdes genéticas e epigenéticas que podem
ocorrer nas células tumorais. A analise de expressdo génica em células tumorais pode
revelar se estd havendo inibicdo ou superexpressdo de genes especificos relacionados com
o perfil celular e sua funcdo tais como a actina. Assim, estudar o conteddo génico e de
sintese de actina € importante para avaliar se esta proteina pode ser modulada por citrato
de rddio livre (CR) e associado a nanoparticulas de maghemita (MRC). A reducdo do
nivel de actina nos tratamentos poderia indicar a potencialidade destes em inibir a
proliferacdo celular no tumor pelo fato de que a actina pode estar envolvida em varios

processos tumorais tais como metastase e apoptose.
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2. JUSTIFICATIVA

Sabendo que o cancer de mama tem uma alta taxa de incidéncia e prevaléncia
mundial faz-se necessario elaborar alternativas terapéuticas mais eficientes e menos
invasivas aos pacientes. O citrato de rodio livre (CR) e associado a nanoparticulas de
maghemita (MRC) vem sendo estudado pelo nosso grupo e estas formulacbes
apresentaram promissor potencial terapéutico para o cancer de mama, Visto ter
apresentado, em estudos in vitro e in vivo, significativa atividade citotoxica e citostatica
em cultura de células de cancer de mama e atividade antitumoral em camundongos
portadores de carcinoma mamario (CARNEIRO et al., 2011, CARNEIRO et al., 2013;
PEIXOTO et al.,, 2014; CARNEIRO et al., 2015). Ainda, o efeito citotoxico destas
formulacgdes tem sido relacionado com a capacidade de induzir estresse oxidativo e
fragmentacdo do DNA (CHAVES et al., 2015), modulacdo da expressdo e sintese de
fibronectina e laminina (ROCHA et al., 2017) e também alteracbes morfoldgicas
associadas ao citoesqueleto de actina em células da linhagem MCF-7 (CARNEIRO et al.,
2011).

Alteracdes na dinamica de polimerizacédo e despolimerizacdo do citoesqueleto de
actina e alteracdes na morfologia celular, motilidade e adesividade sdo caracteristicas
peculiares das células cancerigenas transformadas (CARLIER & PANTALINI, 2007).
Sabe-se que o citoesqueleto de actina é central para a homeostase celular e representa um
importante ponto de intervencdo para a quimioterapia no cancer. Alteracdes na
polimerizacdo da actina, por exemplo, desempenham um papel fundamental na regulacéo
dos eventos morfoldgicos e fenotipicos de uma célula maligna. Por isso, filamentos do
citoesqueleto sdo alvos de um numero crescente de drogas anti-cancer (STEHN et al,
2013).

Farmacos antitumorais visando microtubulos, tais como Taxol e compostos
similares tém sido usados clinicamente com sucesso no tratamento de varias doencas
malignas (WHITE et al., 2001). Porém, at¢ o momento ndo foram desenvolvidos
medicamentos clinicamente comprovados que tenham como alvo filamentos
intermediarios e microfilamentos de actina (BLAGOSKLONNY et al., 2000). O
remodelamento da actina é o resultado da ativagdo das vias de sinalizagdo da actina
oncogénica ou da inativacdo de varias proteinas importantes de ligacdo a actina que
possuem funcdes supressoras de tumor. Desta forma, padrdes distintos da expressao

génica tém sido correlacionados com o progresso da doenga (TRICHET et al. 2007).
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Portanto, estudar o conteudo génico e de sintese de actina é bastante relevante para
avaliar se esta proteina pode ser modulada por quimioterapicos como CR e MRC. A
reducdo do nivel de actina nos tratamentos pode indicar a potencialidade destes em inibir
a proliferacdo celular e em reduzir sua capacidade metastatica visto que a actina pode
estar envolvida nestes processos biologicos. Neste estudo foi avaliada a modulacao génica
e sintese de actina em células de adenocarcinoma mamario tratadas com CR e MRC com
0 objetivo de se conhecer a biologia tumoral destas células, em relacdo ao seu perfil de
producdo de actina, para propor futuras intervencdes biotecnologicas direcionadas a

terapia do cancer de mama.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo geral

Avaliar se o citrato de rédio (I1) livre e associado & nanoparticulas de maghemita
induzem alteracdes na expressdo e na sintese de actina em células de adenocarcinoma
mamario.

3.2.0Dbjetivos especificos

Avaliar se o citrato de rddio (1) livre e associado a nanoparticulas de maghemita:

e Alteram a expressao génica das proteinas B-actina (genes ACTG1) em células de
carcinoma mamario das linhagens MDA-MB-231 e em células ndo tumorais da
linhagem MCF-10A, por meio de Real Time-PCR.

e Alteram a sintese das proteinas B-actina em MDA-MB-231 e MCF-10A, por
meio de Western Blotting.

e Alteram a morfologia celular e a disposigdo estrutural e qualitativa de (3-actina,
por meio da imunomarcacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Condicdes de Cultura Celular

A linhagem de adenocarcinoma mamario humano MDA-MB-231 foi cedida pela
Profa. Dra. Sénia Nair Bao, coordenadora do Laboratério de Microscopia do
Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia. As células foram
cultivadas em meio de cultura L-15 (Leibovitz) (L4386) (Sigma ®, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de penicilina e
estreptomicina, obtidos da empresa GIBCO™,

A linhagem de células saudaveis de origem epitelial, MCF-10A foi adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) (Cddigo 0161). As células foram mantidas
em meio de cultura Dulbecos’s modified Eagle’s medium/Nutrient Mixture Ham’s F-12
(DMEM/F-12) na proporgao de 1:1; suplementado com 10 ng/mL de fator de crescimento
epidermal humano (EFG) (Sigma®), 100 ng/mL de toxina colérica (Sigma®); 1 mg/mL
de insulina animal origin free (AOF) (GIBCO™), 500 ng/mL de hidrocortisona
(Sigma®) e 10% de soro fetal equino inativado (SFE) (Sigma®).

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

Apos as células adquirirem confluéncia de mais de 70% realizava-se as passagens
(repiques) das células. Para isso, as células eram lavadas com solucdo salina Phosphate-
Buffered Saline (PBS 1x, GIBCO™) e depois submetidas a agdo proteolitica de solucéo
de tripsina-EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) (GIBCO™) e incubadas entre trés
a sete minutos a 37°C. A seguir, a acdo enzimatica era neutralizada com meio de cultivo
e 0 meio em suspensao formado era homogeneizado. Deste meio, uma aliquota era usada
para a quantificacdo do numero de células para os experimentos por meio de contagem
direta em Camera de Neubauer utilizando-se o0 método de excluséo por corante Azul de
Tripan (GIBCO™).
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4.2. Tratamento das células

O complexo de Citrato de Rodio livre (CR), Citrato de Rodio associado a
nanoparticulas de Maghemita (MRC) e Nanopaticulas de Maghemita associada a citrato
(MC) foram sintetizados e cedidos pelo grupo do Professor Dr. Aparecido Ribeiro do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG). O Paclitaxel (PTX)
(Accord Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil) foi cedido pela farméacia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) e este farmaco foi escolhido como controle positivo por
apresentar mecanismo de acdo no citoesqueleto celular, além de ser um quimioterapico
empregado na clinica para tratamento de cancer de mama.

As concentracOes estoques utilizadas neste estudo foram de 18,8 mM para o CR;
6,28 mM para MRC; 0,5 M de MC e 7,0 mM para o PTX. Para o uso as solucgdes estoques
foram ajustadas para 250 uM de CR e MRC, 50 nM para PTX. Para ensaios de RT-qPCR
e Western Blot as linhagens celulares foram semeadas e, ap6s 24 h foram tratadas e
mantidas por 48 h até as anélises.

No ensaio de RT-gPCR as células foram semeadas em placas de seis po¢os com
densidade inicial de 5x10° e, apds 24 h, foram tratadas com dose de 250 1M de CR livre
ou associado a NPs (MRC) ou mantidas apenas em meio de cultivo (controle negativo)
por 48 h. Para o ensaio de Western Blot as células foram cultivadas em frascos de 25 cm?
com 10° células para MDA-MB-231 e 5x10° para MCF-10A e, apds 24 h, as células foram
tratadas com CR, MRC, MC ou PTX (controle positivo) por 48 h. Nos ensaios de
imunomarcacao (fluorescéncia) utilizou-se placas de 24 pocos e densidade celular de
7x10* e 1x10° células de MCF-10A e MDA-MB-231, respectivamente. Neste ensaio, as
células foram mantidas com as solucdes de tratamento com CR, MRC, MC ou PTX e 0

controle positivo por 24 h.

4.3. PCR em tempo real

4.3.1. Extracao e quantificacdo de RNA total

O RNA total das celulas foi extraido atraves do pellet das linhagens celulares e,
para isso, utilizou-se o kit comercial MirVana™ (Ambion® by life technologiesTM,
EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. Apos a extracdo, o0 RNA foi mantido a -20°C
até o momento do uso. De forma geral, a extragdo de RNA foi feita utilizando 500 pL de
Lysis/Binding Buffer adicionado a amostra seguido de agitacdo vigorosa no vortex até as
células terem sido totalmente lisadas. Em seguida, 50 uLL de Homogenate Additive miRNA
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foram adicionados e a solucdo foi homogeneizada em vortex por 15 segundos e incubada
por dez minutos em gelo. Em seguida, foram adicionados 500 uL de fenol-cloroférmio e
a solucédo foi homogeneizada por mais 60 segundos e o lisado centrifugado a 10.000 rpm
por sete minutos. Logo, a parte aquosa foi removida e transferida para um novo tubo.
Neste, foi adicionado etanol 100% na propor¢do de 1/3 do volume recuperado. Em
seguida, o volume final foi pipetado na coluna fornecida pelo kit e centrifugado por 30
segundos a 10.000 rpm. Logo, o liquido foi descartado e o filtro preservado. Este processo
foi repetido até que todo o etanol fosse filtrado. Foram adicionados a coluna 700 pL da
Wash Solution 1 e a coluna foi centrifugado por 30 segundos. Entdo o liquido foi
descartado e 500 uL da Wash Solution 2/3 foram aplicados a coluna por 15 segundos e,
logo, o liquido foi descartado e centrifugado novamente por 60 segundos. A coluna foi
transferida para um novo tubo do kit e adicionou-se 100 uL da Elution Solution (pré-
aquecido a 95°C). Em seguida, o material foi centrifugado por 30 segundos a 10.000 rpm
e recuperou-se 0 RNA que foi armazenado a -20°C até o uso.

A quantificacdo foi realizada por meio do método de fluorimetria, utilizando o kit
de quantificacdo para RNA total (Qubit® RNA BR Assay Kit) (Molecular Probes® by
life technologiesTM, EUA) e o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen,
Califonia, EUA).

4.3.2. Transcricdo reversa (RT) para sintese do DNA complementar (cDNA)

Utilizou-se o sistema de primers randémicos do kit comercial GoScript™ Reverse
Transcription System (Proega, Wisconsin, EUA), seguindo instrucfes do fabricante com
algumas adaptacGes. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 100 ng de RNA total.
Inicialmente, foi adicionado 1 uL de random primer ao RNA total para cada amostra,
RNA da amostra (volume depende da quantificacdo) e completado com &gua livre de
nuclease para o volume final de 5 L para cada amostra. Em seguida, este mix foi levado
ao termocliclador (MyCycler™ Thermal Cycler System, Bio-Rad) para desnaturacao do
RNA a 70°C por cinco minutos. Logo apdés, foi adicionado a cada amostra um mix
contendo 4 pL de GoScript™ Reaction Buffer, 2 uL de MgClz, 0,5 uL RNasin
Ribonuclease Innitor, 1 1L de GoScript™ Reverse Transcriptase e 6,5 1L de agua livre
de nuclease, totalizando 20 uL. Entdo, as amostras foram incubadas a 25°C por cinco
minutos para anelamento e a 42°C por 50 minutos para a extensdo da sequéncia

nucleotidicas e, no final, as amostras foram armazenadas a -20°C até o uso.
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4.3.3. Amplificacdo e quantificacio de -actina por PCR

Para esta reacéo, utilizou-se o kit GoTag® gPCR Master Mix (Madison, W1, USA)
(Promega). As proporgdes dos reagentes utilizados no mix para cada amostra foram as
seguintes: 10 uL GoTag® qPCR Master Mix, 7 uL de agua livre, 0,5 uL de primer
forward, 0,5 uL de primer reverse e 2 uL de cDNA, totalizando 20 uL por pogo. Os
experimentos foram montados em placas de 96 po¢os (MicroAmp® Fast Optical, 0,1 ml
9 Applied, Fost, CA, USA) e foram conduzidos em triplicata para cada grupo
experimental. Foi incluido um grupo controle negativo (non-template control, NTC) para
monitorar possivel contaminacdo de primer e evitar, assim, estimar resultados falso-
positivos.

Para a reacdo de gPCR em tempo real) foram utilizados primers especificos para
a sequéncia do RNA mensageiro (mRNA) de B-actina humano (ATCB) e primers de
controle enddgeno. Os primers de fita continua e descontinua (forward e reverse) para -
actina foram 5-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3’ e 5'-
AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA-3', respectivamente (Sigma®) (WEBER et al.,
2015). Testes de primers enddgenos foram previamente realizados (PAPOLA, GAPDH
e GPBL1) para escolha do gene que teve menores indices de variagcdes entres as amostras.
Para a linhagem MCF-10A e MDA-MB-231 foi usado o gene enddgeno poli (A)
polimerase alfa (PAPOLA) primers forward e reverse: 5'-
GCTACGAAGACCAGTCCATTG-3 'e 5-TGTT GGTCACAGATGCTGCT-3
(KWON et al., 2009).

Toda a reacdo foi realizada em termocliclador QuantStudio™ 12K Flex Real-Time
PCR System (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Califérnia, USA). Os
produtos de amplificacdo foram detectados por meio do marcador fluorescente Fast
SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) seguindo
as especificagcfes do fabricante. As condi¢fes das reagcdes foram determinadas
previamente em ciclos padronizados de 95°C por dois minutos para desnaturagéo, seguido
de 40 ciclos de 95° por trés segundos e 60°C por trinta segundos para anelamento e
extensao.

O modelo matematico adotado foi de analise comparativa do material genético do
gene alvo com um controle interno normalizado e o gene de controle endégeno. A
quantificaco relativa (224 foi feita considerando a média das triplicatas, onde ACr é
a diferenca entre os valores de Ct do gene enddgeno e dos valores de Ct do gene alvo

(ACt= Ct do gene alvo — Ct do gene enddgeno). A partir dos valores de ACtdos grupos
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CR, MRC e controle positivo foi possivel subtrair a variagdo de ACt das amostras

controle por meio da média do ACt (calibrador), obtendo o AACt= ACt — calibrador.

4.4. Western Blot (WB)

4.4.1. Extracdo e quantificacdo de Proteinas

O ensaio de extracdo das proteinas ocorreu ap6s as 48 h do tratamento. As células
foram lavadas com solucdo de PBS (1 X) e, em seguida, foram adicionados 50 uL de
Tampéo de Lise contendo Inibidor de Protease (Roche); Tris-HCI 1M, pH 7,4; NaCl 5M;
Triton (100 X) a 10% e &gua deionizada MilliQ e as células foram incubadas por dez
minutos em gelo. Logo, as células foram lisadas com auxilio de um “rodo” (cell scraper)
e coletadas em tubos eppendorf e incubadas por dez minutos no gelo, sendo
homogeneizadas em vortex a cada trés minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por dez minutos a 14.000 rpm a 4°C e o sobrenadante transferido para
novos tubos. As amostras de proteinas totais foram armazenadas a -20°C e quantificadas
utilizando-se o kit BCA (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit) (Sigma®), de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

4.4.2. Gel SDS-PAGE e Western Blot

Para o fracionamento das proteinas a técnica utilizada foi eletroforese em gel de
SDS-policrilamida (SDS-PAGE) com gradiente de 5% a 12%. Primeiramente, as
amostras para a desnaturacao das proteinas foram fervidas por cinco minutos a 95°C. Para
isso, foram aplicados 25 g de proteinas totais de cada amostra e em um poco aplicou-se
5 uL de marcador molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) (Bio-Rad)
no gel. A eletroforese do gel foi realizada a 80 V até a amostra entrar no gel separador e
120 V no restante da corrida utilizando Tampé&o Tris-Glicina (125 mM Tris; 0,96 M
Glicina e 0,5% SDS- pH 8,2).

Para realizar o Western Blot, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond® ECL™ nitrocellulose membranes) utilizando Tampao de
Transferéncia gelado (24 mM Tris; 193mM Glicina e 20% Metanol) durante uma hora a
100 V em cuba de eletroforese (BIO-RAD). Em seguida, as membranas foram incubadas
por uma hora com PBS/leite em p6 molico (3%) para bloqueio das ligagdes inespecificas

e lavadas com PBS/Tween-20 (0,05%) por trés vezes sendo cinco minutos cada lavagem.
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A membrana entdo foi incubada com anticorpo priméario anti-p-actina
(Monoclonal Anti-p-Actin antibody produzido em rato) (Sigma-Aldrich) e anticorpo
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), overnigh, a -4°C em camera fria.
Em seguida, as membranas foram lavadas por trés vezes por cinco minutos cada em
solucéo de PBS/Tween-20 (0,05%). Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo
secundario conjugado & HRP (horseradish peroxidase) diluido na proporcao de 1:5.000
em solucdo de bloqueio inespecifico (PBS/leite em p6 molico - 3%) por uma hora sob
agitacdo de um homogeneizador elétrico, em temperatura ambiente. Logo, as membranas
foram lavadas por trés vezes por cinco minutos cada em solucdo contendo PBS/Tween-
20 (0,05%) e reveladas utilizando 500 uL de cada solucédo do kit de quimioluminescéncia
- ECL (GE Healthcare) (Amersham Biosciences). As bandas foram visualizadas por meio
deste sistema de deteccdo enzimatica que catalisa a oxidacao do luminol em presenca de
peréxido, o que resulta em emissdo de luz no equipamento ImageQuant™ LAS 4000
series (GE Healthcare Life Sciences).

4.5 Ensaio de Imunomarcacio de -actina por microscopia de fluorescéncia

O ensaio de Imunomarcacéo foi realizado para se visualizar a organizagédo e
distribuicdo da f-actina nas células das linhagens MCF-10A e MDA-MB-231.
Previamente, laminulas redondas (Perfect) (25,4 x 76,2 mm) foram lavadas e
autoclavadas. As células de ambas as linhagens foram semeadas sobre estas laminulas em
placas de 24 pocos e seguiu-se o protocolo de tratamento das células conforme item 4.2.
Apo0s 24 h, o meio de cultura foi retirado e, a cada etapa descrita a seguir, as células foram
lavadas com 500 uL de PBS por trés vezes seguidas.

Primeiramente, as células foram fixadas com Formaldeido (3,7%) por 15 minutos
e procedeu-se a permeabilizacdo das membranas celulares por meio da incubacéo das
células com Triton (1%) por dez minutos sob temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se a solucéo de bloqueio inespecifico (leite desnatado a 1%; albumina sérica
bovina - BSA - a 2,5 %,; soro fetal bovino (SFB) a 8% em PBS - pH 7,2) por 30 minutos
sob temperatura ambiente. Depois, adicionou-se, imediatamente, o anticorpo primario de
B-actina (Monoclonal Anti-pB-Actin antibody produced in mouse, Sigma-Aldrich) e
incubou-se as células overnight a 4°C.

No dia seguinte, adicionou-se 0 anticorpo secundario Anti-Mouse IgG Alexa 546

(Invitrogen) na proporgdo de 1:500 em PBS para visualizagéo do citoesqueleto e incubou-
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se as laminulas por uma hora a temperatura ambiente protegida da luz com papel
aluminio. A seguir, as laminulas foram incubadas por sete minutos com DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) (300 nM) para marcacdo do nucleo. Por
fim, as laminas foram montadas e analisadas em microscopio de florescéncia (ZEISS).

Utilizou-se filtro verde e ultravioleta e objetiva de 40 X.

4.6. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. A expressao de B-actina,
analisada por RT-gPCR, foi analisada pelo teste de Kruskal Wallis dado que os
pressupostos da normalidade ndo foram observados. Os testes foram realizados no
programa GraphPad Prism (versdo 8.0.2 - GraphPad Software, La Jolla, California,
EUA). Em relagdo ao ensaio de sintese da proteina [-actina as bandas foram
quantificadas e os valores de “pixels” referentes as bandas foram transpostas em dados
numeéricos utilizando-se o programa Image J (Image 1.45s, National Institutes of Health,

USA). Os niveis de significancia foram estabelecidos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise da expressio relativa de B-actina induzida por Citrato de Rédio

livre e associado a Nanoparticulas de Maghemita

O objetivo do ensaio de gRT-PCR foi avaliar se as formulagdes baseadas em
citrato de rodio (CR e MRC, dose de 250 uM) induziam reducéo no nivel de expressdo
génica de B-actina em células tumorais (MDA-MB-231) e normais (MCF-10A). Em
celulas da linhagem tumoral MDA-MB-231 observou-se significativa reducdo na
expressdo de B-actina apos os tratamentos com citrato de rodio livre — CR- e associado a
nanoparticulas — MCR (Figura 10).

Em um estudo conduzido por Chaves (2017) foi demonstrado que o tratamento
com MRC inibe a proliferagdo de células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) e induze
apoptose. Ainda, foi mostrado, em estudo realizado por Carneiro (2011), que CR
apresenta atividade citotoxica, citostatica e antitumoral em células de adenocarcinoma
mamario. Assim, estas formulacbes apresentaram-se promissoras como potenciais alvos
terapéuticos para o cancer de mama.

O remodelamento da actina (processo de polimerizacéo e despolimerizacéo) pode
estar associado a ativacdo de vias de sinalizacdo oncogénica ou da inativacdo de varias
proteinas importantes de ligacdo a actina que possuem funcdes supressoras de tumor.
Padrdes distintos de expressao proteica de alguns desses genes em células cancerosas e
processos carcinogénicos tém sido correlacionados com o progresso da doenca (RAO &
LI, 2004).

Interessantemente, a linhagem MDA-MB-231 corresponde a uma linhagem de
adenocarcinoma mamario caracterizada como triplo-negativa, ou seja, ndo responsiva a
receptor de estrogeno, receptor de progesterona e a proteina HER-2 (receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano), e em nosso ensaio pdde-se observar uma reducgéo
expressiva (p<0,05) no contetido de B-actina de 0,7 no grupo de CR e 0,5 no grupo de
MRC (Figura 10). Provavelmente, esta reducdo da expressao de actina esta associada
com a reducdo na produgéo de actina na linhagem MDA-MB-231. Estudos conduzidos
por nosso grupo demonstraram que, na dose de 250 uM, CR reduziu a viabilidade celular
para cerca de 42% (0,53) e MRC para cerca de 21% (3,4) em células da linhagem MDA-
MB-231 (dados ndo publicados).
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A B-actina parece ter importante relacdo com a citotoxicidade induzida por CR e
MRC. O efeito citotdéxico induzido por CR e MRC esta relacionado com alteracoes
estruturais no citoesqueleto de actina em células de adenocarcinoma da linhagem MCF-
7 (CARNEIRO et al, 2011). A dinamica do citoesqueleto de actina esta relacionada com
a agregacao desta proteina, que ocorre em virtude da sua despolimerizacdo, e isto esta
correlacionado com o aumento da sensibilidade celular a indugdo de apoptose (MOLLI
et al., 2009). O perfil de expressdo de actina esta associado com uma série de eventos
celulares tais como migracéo celular invasiva. Assim, a redugdo do nivel de actina nos
tratamentos (CR e MRC) pode indicar a potencialidade destes em inibir a proliferagéo
tumoral pelo fato de que actina pode estar envolvida em processos de metastase e indugéo
de apoptose (KANTHOU & TOZER, 2002; KANG et al., 2015).

MDA-MB-231
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Figura 10. Expressio relativa de p-actina avaliada pelo método de gPCR (PCR qualitativa em tempo
real) em células tumorais da linhagem MDA-MB-231. A expressao foi normalizada pelo gene endogeno
poli (A) polimerase alfa (PAPOLA) (ACt) e pela expressio do grupo ndo tratado (NT) (AACt,
arbitrariamente considerado 1,0 - 100% de expressdo). As células foram tratadas por 48 h com Citrato de
Raédio (CR) e Nanoparticulas de Maghemita associada a Citrato de Rodio livre (MRC) na dose de 250 uM
de CR. A barra representa uma vez o erro padréo e foi realizada andlise ndo paramétrica por meio de teste
de Kruskal-Wallis. Todos os dados foram normalizados com o controle negativo (NT) e expressos como
média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicatas. Asteriscos
indicam diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo (p< 0.05).
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Em relacdo a linhagem MCF-10A, celulas de origem epitelial normal, observou-
se grande variacdo na expressao relativa de f-actina em todos 0s grupos experimentais,
inclusive no controle. Assim, ndo foi possivel obter resultados conclusivos acerca da
expressdo desta proteina, visto que esta oscilacdo na expressdo relativa de B-actina
decorre das variacGes que ocorreram na expressao génica do controle enddgeno que €
utilizado para normalizar os dados (Figura 11). Sobretudo, observou-se que a maior
variacdo ocorreu em células tratadas com MRC. Assim, novos ensaios devem ser
realizados a fim de se obter resultados mais confiaveis. Para isso, serd necessario testar

outros primers de genes endogenos que resultem em menor variacao.
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Figura 11. Expressio relativa de p-actina avaliada pelo método de gPCR (PCR qualitativa em tempo
real) em células epiteliais de mama saudaveis da linhagem MCF-10A. A expresséo foi normalizada
pelo enddgeno PAPOLA (ACt) e pela expressdo do grupo ndo tratado (NT) (AACt, arbitrariamente
considerado 1,0 (100% de expressdo). As células foram tratadas por 48 h com Citrato de Rddio (CR) e
Nanoparticulas de Maghemita associada a Citrato de Rddio livre (MRC) na dose de 250 uM de CR. A barra
representa uma vez o erro padrdo e foi realizada analise ndo paramétrica por meio de teste de Kruskal-
Wallis. Todos os dados foram normalizados com o controle negativo (NT) e expressos como média + desvio
padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata (p< 0.05).
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5.2. Sintese da proteina B-actina

A técnica de Western blot foi empregada para avaliar se havia modulagdo da
sintese de P-actina induzida pelas formulacGes de citrato de rddio em células das
linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A apds 48 horas de tratamento.

Em relagéo a linhagem MDA-MB-231 foi observado que apenas o tratamento com
citrato de rodio associado a nanoparticula de maghemita (MRC) houve significativa
reducdo no contetdo de actina em relacdo ao controle (NT- ndo tratado). Os tratamentos
com PTX ¢ com MCR reduziram ligeiramente a sintese de [3-actina quando comparado
com o controle (NT), mas esta redugdo nao foi significativa. O contetudo de [3-actina em
celulas tratadas com CR foi igual ao do controle (Figura 12).

Os filamentos de actina desempenham um papel fundamental na regulacédo dos
eventos morfoldgicos e fenotipicos de uma célula maligna, tais como a linhagem MDA-
MB-231 que apresenta elevado potencial metastatico (INSALL & MACHESKY, 2009).
Nos ensaios de qPCR foi observada uma reducéo significativa da expressao relativa de 3-
actina nesta linhagem celular (Figura 10), corroborando, assim, nossos resultados.

Ha evidéncias de que a reducdo quantitativa de actina esteja associada a eventos
celulares relacionados a apoptose. A despolimerizacdo da actina pode ser desencadeada
pela agregacao da proteina em decorréncia da reducdo da sua expressao e isto desempenha
um papel importante na abertura de canais ibnicos na mitocéndria que regula a apoptose.
(WHITE et al., 2001; GOULAY & AYSCOUGH, 2005). Estudos ainda realizados por
Santos (2007) demonstraram que a oxidacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) esta
relacionada a despolimerizacdo e inibicdo dos filamentos de actina, uma vez que o
peroxinitrito (ONOQ") oxida a actina, provocando oxidacgdo da cisteinas e das metioninas.
Assim, a actina esta envolvida em uma série de eventos celulares que regulam a
proliferacdo celular (RIDLE & PARDEE, 1980) e, assim, a reducao na expressao e sintese
de actina representa um resultado promissor ja que este efeito estd associado a
citotoxicidade em células tumorais.

Ainda, a actina interage com proteinas da matriz extracelular, membrana celular,
RNAm, enzimas citoplasméaticas e nucleo, promovendo diversas alteracdes no
citoesqueleto (RAO & COHEN, 1991). Estudos preliminares conduzidos por nosso grupo
demonstraram que CR e MRC induziram atividade antitumoral em camundongos
portadores de adenocarcinoma mamario de uma linhagem com elevado potencial

metastatico (linhagem 4T1). Este efeito foi associado a uma reducdo na expressao de
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fibronectina e laminina (Rocha et al., 2017). Varios estudos tém demonstrado que estas
duas proteinas da matriz extracelular estdo superexpressas em tumores metastaticos (LAI
et al., 2019; REITHMEIER et al., 2017). A reducdo na expressao das mesmas revela o
elevado potencial do tratamento de CR e MRC para o cancer de mama metastatico, visto
que apresentam potencial de induzir reducdo na expressdo de importantes proteinas
relacionadas ao processo de migracgdo celular — actina, fibronectina e laminina.

Quando se analisou as células da linhagem MCF-10A observou-se, de forma
geral, que ndo houve diferenga significativa na sintese da B-actina entre os grupos de
tratamento (Figura 13). Este resultado € bastante interessante visto que esta linhagem é
originada de células epiteliais saudaveis. Ainda, em estudos preliminares nosso grupo de
pesquisa demonstrou que CR e MRC foram mais citotdxicos em células tumorais do que
em células saudaveis (CARNEIRO et al, 2011; CHAVES et al, 2017; ROCHA et al,
2017). Desta forma, parece coerente nao termos encontrado reducdo na sintese de actina
em células saudaveis da linhagem MCF-10A.
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Figura 12: Sintese de p-actina (42 KDa) na linhagem MDA-MB-231. Células da linhagem MDA-MB-
231 foram semeadas com densidade inicial de 10° células e, apds 24 h, tratadas com as doses de 50 nM de
paclitaxel (PTX) e 250 uM de citrato de rédio livre (CR) e associado a nanoparticulas de maghemita (MRC)
e nanoparticulas de maghemita recoberta com citrato (MC) em dose equimolar de ferro de MRC. Utilizou-
se 25 pug por pogo de proteina total em cada pogo e utilizou-se 0 GAPDH como controle interno (endgeno).
A quantificagdo do contetido de B-actina foi normalizada em relagéo a expressdo de GAPDH (controle
endogeno). Realizou-se analise ndo paramétrica com teste de Kruskal-Wallis. (A). Representacdo de analise
quantitativa do nivel de B-actina encontrado em B (ensaio de western blot - WB). A quantificagdo de
intensidade de pixels foi feita por meio do programa Image J e as médias e desvio padrdo foram plotados
em A (Image 1.45s, National Institutes of Health, USA). (B). Imagem de um ensaio representativo de WB.
A andlise das proteinas foi feita por eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %) seguidas de transferéncia
em membrana de nitrocelulose. * reducéo da sintese proteica de MRC. Todos os dados foram normalizados
com o controle negativo (NT) e expressos como média + desvio padrdo da média de trés experimentos
independentes. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo (p< 0.05).
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Figura 13: Expressdo proteica de p-actina (42 KDa) na linhagem MCF-10A. Células da linhagem MCf-
10A foram semeadas com densidade inicial de 10° células e, apds 24 h, tratadas com as doses de 50 nM de
paclitaxel (PTX) e 250 uM de citrato de rodio livre e associado a maghemita (MRC) e com maghemita
recoberta com citrato (MRC) em dose equimolar de ferro de MC. Foram realizados trés experimentos
independentes. Utilizou-se 25 pg por pogo de proteina total em cada pogo e utilizou-se 0 GAPDH como
controle interno (endogeno). Quantificacdo normalizada de B-actina em relagéo a expressdo de GAPDH,
andlise ndo paramétrica, com teste de Kruskal-Wallis (A). Representacdo de anélise quantitativa do nivel
de p-actina encontrado em B, quantificacdo dos pixels pelo programa Image J (Image 1.45s, National
Institutes of Health, USA). (B) Andlise das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %)
seguidas de transferéncia em membrana de nitrocelulose. Todos os dados representados em A foram
normalizados com o controle negativo (NT) e expressos como média + desvio padrdo da média de trés
experimentos independentes. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais analisados (p<
0.05).

5.3. Imunomarcacédo de B-actina

A fim de se visualizar a configurag@o estrutural de $-actina nas células MDA-MB-
231 e MCF-10A, apés tratamento com CR e MRC, foi realizada a imunomarcagdo dessa
proteina e as células foram analisadas em microscépio de florescéncia. A actina é uma
das proteinas mais abundantes em células eucarioticas, o que confere a morfologia
caracteristica das células (LODISH et al., 2000). De forma geral, observou-se mudancas
morfoldgicas e estruturais relacionadas a actina e ao nucleo em ambas as linhagens e para
todos os tratamentos. Estas alteracBes foram associadas ao efeito citotoxico induzido
pelas formulagdes (Figuras 14 e 15).

Células da linhagem MDA-MB-231 apresentaram mudangas morfologicas e
estruturais como fragmentacdo e condensacdo nuclear e agregacdo dos filamentos de
actina apos os tratamentos com CR e MRC e com paclitaxel - PTX (Figura 14).

Por outro lado, em células da linhagem MCF-10A tratadas com PTX, MRC e MC
foi observada agregacédo dos filamentos de actina, caracteristica demonstrada por pontos

focais com maior intensidade de fluorescéncia (Figura 15). As mudancas estruturais no
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citoesqueleto de actina também foram associadas as alteragdes estruturais no ndcleo
celular. Notou-se, no tratamento com MRC uma redugdo do nimero das finas protrusdes
de membrana (Figura 15).

Em estudos prévios foi demonstrado que CR e MRC induziram alteragdes
estruturais do citoesqueleto de actina de células da linhagem MCF-7 (dose de 500 uM) e
estas alteracOes resultaram na reducdo dos filamentos de actina, evento associado a sua
despolimerizacdo (Carneiro, 2011). Estimulos provenientes do interior das células, como
por exemplo, lesdes no RNA ou DNA, desestruturacdo do citoesqueleto, alteracdes no
reticulo endoplasmatico ou modificacGes citoplasmaticas sdo capazes de induzir apoptose
(Carvalho, 2009). Assim, é possivel que CR e MRC induzam apoptose por mecanismos
relacionados ao citoesqueleto, de forma direta, ou por mecanismos indiretos tais como
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que desencadeiam alteracGes
estruturais na actina (SANTOS, 2007).

43



MDA-MB-231

DAPI Sobreposicao

Controle (NT)

s
.
=
o
N
~N
oc
o

Figura 14: Distribui¢do estrutural de p-actina na membrana de células da linhagem MDA-MB-231.
As células foram tratadas com as doses de 50 nM de paclitaxel (PTX) e 250 uM de citrato de rodio livre
(CR) e associado a nanoparticulas de maghemita (MRC) e nanoparticulas de maghemita recobertas com
citrato (MC) em dose equimolar de ferro de MRC por 24 h. As células MDA-MB-231 foram marcadas com
anticorpo Anti-Mouse 1gG Alexa 546 para marcacdo da actina (vermelho) e o nlcleo das células foram
marcados com 4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) (azul). A setas representam a
agregacdo da actina e os asteriscos representam os filamentos de actina concentrados ao redor do nucleo.
As imagens foram adquiridas em microscopio de florescéncia (ZEISS) utilizando objetiva no aumento de
40 X.
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Figura 15: Distribui¢io e marcagio de B-actina na membrana celular MCF10A. As células foram
tratadas com as doses de 50 nM de paclitaxel (PTX) e 250 uM de citrato de rodio livre (CR) e associado a
nanoparticulas de maghemita (MRC) e nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato (MC) em dose
equimolar de ferro de MRC por 24 h. As células MCF10A foram marcadas com anticorpo Anti-Mouse 19G
Alexa 546 para marcacdo da actina (vermelho) e o nicleo das células foram marcados com 4',6-Diamidino-
2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) (azul). A setas representam a agregacdo da actina. As imagens
foram adquiridas em microscépio de florescéncia (ZEISS) utilizando objetiva no aumento de 40 X.
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CONCLUSOES

Os tratamentos com Citrato de Radio livre (CR) e associado a nanoparticulas de
maghemita (MRC) — dose de 250 uM por 48 h - induziram modulagdo negativa de
expressdo e sintese de P actina em células da linhagem de adenocarcinoma mamario
metastatico (MDA-MB-231). Contudo, em células epiteliais de origem normal, ou seja,
saudaveis, ndo houve alteracdo na modulacao génica e/ou proteica de actina nas condicdes
experimentais testadas. A redugdo na expressdo e sintese de P actina estd associada a
reducdo na viabilidade e a alteracbes morfoldgicas e estruturais no citoesqueleto de actina
e nlcleo celular. Assim, podemos concluir que a actina pode ser um alvo importante para
terapéutica de cancer de mama metastatico mediada pelas formulacbes baseadas em

citrato de rodio.
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PERSPECTIVAS

As perspectivas propostas para a continuidade desse trabalho séo:

1. Investigar a dindmica de regulacdo da despolimerizacdo da actina por
outras proteinas citosolicas uma vez que os tratamentos mostraram morfologia
alterada.

2. Avaliar a expressao e sintese f-actina em outras linhagens tumorais a fim
de confirmar a sua reducéo.

3. Analisar novos enddgenos para avaliacdo de expressdo génica.
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