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RESUMO

O cancer de mama é o segundo mais frequente no mundo, com mais de 2 milhdes de
novos casos diagnosticados em 2018. Paclitaxel € um antineoplasico amplamente
utilizado, entretanto, seus efeitos adversos comprometem a continuidade do
tratamento, gerando impacto na progressao da doenca. Estudos baseados em RNA
de interferéncia revelaram microRNAs como potencializadores terapéuticos,
apontando o controle pés-transcricional da expressdo génica como alternativa
promissora para o tratamento do cancer. Neste sentido, miR-34a e miR-7 se destacam
COmo supressores tumorais no cancer de mama, visto que regulam genes envolvidos
em vias de sinalizagdo, proliferacdo celular e metastase. Assim, o aumento do
conteudo destes microRNAs em células cancerosas, por meio de imitadores
sintéticos, representa uma nova abordagem terapéutica da doenca. No presente
estudo objetivou-se avaliar a capacidade dos imitadores sintéticos de miR-34a e
miR-7 em sensibilizar as células de tumor mamario, das linhagens MCF-7 (ER+) e
MDA-MB-231 (triplo-negativa), para os efeitos do paclitaxel. O nivel de expressao
génica de miR-7 e miR-34a foi determinado por RT-qPCR e calculado pelo método
2-88CT A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico de MTT e a andlise
morfolégica por meio de microscopia 6ptica. A linhagem MDA-MB-231 apresentou
menor expressao basal de microRNAs em relacdo a MCF-7, tanto de miR-34a quanto
de miR-7. O tratamento com 100 nM de paclitaxel promoveu o aumento da expressao
dos microRNAs em estudo, em ambas as linhagens, exceto na expressado de miR-7
na linhagem MCF-7, na qual teve efeito oposto. A transfec¢éo de células tumorais com
imitadores sintéticos de miR-34a (30 nM) e de miR-7 (10 nM) reduziu a viabilidade
celular em relacdo ao controle negativo, em ambas as linhagens testadas. A
associagao entre miR-34a mimic (30 nM) e paclitaxel (100 nM) foi mais efetiva na
reducado da viabilidade celular na linhagem MDA-MB-231, comparativamente ao uso
isolado do paclitaxel (74,7% versus 83,5%). Na linhagem MCF-7 houve a mesma
tendéncia, porém sem significancia estatistica (77,6% versus 81,0%). Ja a associa¢ao
entre miR-7 mimic (10 nM) e paclitaxel (100 nM) foi mais efetiva na reducdo da
viabilidade em comparacéo a terapia isolada, tanto em células MCF-7 (44,6% versus
77,2%) quanto em células MDA-MB-231 (73,3% versus 85,6%). Quando avaliados na
mesma concentracdo (30 nM), mir-7 apresentou resultados mais expressivos que
miR-34a na reducao da viabilidade celular, em ambas as linhagens MCF-7 (37,9%
versus 74,0%) e MDA-MB-231 (74,7% versus 88,8%). O aumento do contetdo de
miR-7 mediante oligonucleotideos sintéticos na concentragcdo de 10 nM promoveu
alteracdes morfologicas, como perda de prolongamentos citoplasmaticos, rompimento
da membrana e maior granulosidade, nas duas linhagens estudadas, porém mais
evidentes na linhagem MCF-7. Com o presente estudo foi possivel concluir que o uso
de imitadores sintéticos de miR-34a e miR-7 representa uma abordagem promissora
na terapéutica do cancer de mama e a associacao destes microRNAs com paclitaxel
apresenta, no geral, efeitos superiores em relacdo a terapia isolada sobre as
alteracdes morfolégicas e de viabilidade celular. Entre os microRNAs testados, miR-7
apresenta maior potencial terapéutico e surge como alvo promissor para a terapia
génica do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de Mama; MCF-7; MDA-MB-231; miR-34a; miR-7; paclitaxel.



ABSTRACT

Breast cancer places the second position among oncology disorders, with two million
new cases in 2018. Chemotherapy with paclitaxel holds satisfactory anticancer
efficacy. However, the inherent side effects bring additional difficulties in the patient's
medical care. MicroRNAs are short double-stranded RNA interference (RNAI)
molecules with the capacity to potentiate conventional antineoplastic drugs. In such
sense, miR-34a and miR-7 suppress breast cancer growth by exerting an RNAI-
mediated silencing of oncogenes involved in cell signaling, tumor growth, and
metastasis. Targeting microRNA aberrantly expressed in cancer cells represents a
wide avenue for drug development in oncology. In the present study, we evaluated
whether miR-34 and miR-7 mimics could potentiate the effects of paclitaxel on breast
cancer cells of lineages MCF-7 (ER+) and MDA-MB-231 (triple negative). miR-34a and
miR-7 cell content was quantified by RT-gPCR, normalized to housekeeping genes,
and presented as relative expression by the 2-22CT method. Cell viability, determined
by MTT colorimetry assays, and morphological changes by optical microscopy. The
triple-negative MDA-MB231 showed a lower miR-34a and miR-7 basal expression
compared to MCF-7 cell line. Paclitaxel (100nM) increased the expression of
microRNAs in both cancer cell lines, except for miR-7 in MCF-7 cells. Regarding
microRNAs, miR-34a (30nM) and miR-7 (10nM) caused a significant reduction in cell
viability of both lineages, in comparison to negative controls. miR-34a mimics (30nM)
in association with 100nM paclitaxel potentiated the drug effect on the viability of
MDA-MB-231 cells (74,7% versus 83,5%). The same occurred for MCF-7 cells (77,6%
versus 81,0%), although the difference was not statistically significant. The second
MiRNA target also showed efficacy when associated with paclitaxel. miR-7 worked at
lower concentration (10nM), meaning it holds increased potency. This miRNA
potentiated paclitaxel actions on the viability of MCF-7 (44,6% versus 77,2%) and
MDA-MB-231 (73,3% versus 85,6%) cell lineages. miR-7 showed superior efficacy in
reducing cell viability in comparison with miR-34 at the same 30nM concentration, in
both MCF-7 (37,9% versus 74,0%) and MDA-MB-231 (74,7% versus 88,8%) cells. The
morphology of cancer cells was strikingly affected by miR-7 mimics (10nM). We
observed a loss of cell extensions, membrane disruption, and increased granularity in
both lineages, which were more pronounced in MCF-7 lineage. In conclusion, miR-34a
and miR-7 mimics showed efficacy against tumor cell lines MCF-7 and MDA-MB-231,
and ability to potentiate the effects of paclitaxel. Our results point miR-7 as the most
promising target for a miRNA-targeted gene therapy for breast cancer.

Key words: breast cancer, MCF-7, MDA-MB-231, miR-7, miR-34, paclitaxel
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Atualmente, as doencas neoplasicas sado responsaveis por um em cada seis
Obitos em todo o mundo, mais do que a mortalidade decorrente de HIV / AIDS,
tuberculose e malaria, somadas (1). Até 2040, a estimativa global € de 27,5 milhdes
de novos casos e 16,3 milhdes de mortes por cancer. Entretanto, supde-se que estes
nameros sejam ainda superiores, devido a adocdo crescente pela populacdo de
comportamentos alimentares e estilos de vida pouco saudaveis, além de mudancas
nos padrdes reprodutivos, como gravidez tardia, principalmente em paises em
desenvolvimento (1-3).

Para o Brasil, sdo estimados 600 mil casos novos de cancer, para cada ano do
biénio 2018-2019. A excecao do cancer de pele ndo melanoma, o tipo de cancer mais
incidente em homens sera o de prostata (31,7%), seguido por pulmao (8,7%), intestino
(8,1%), estbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, o tipo com maior
incidéncia prevista é o cancer de mama (29,5%), seguido por intestino (9,4%), colo do
atero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%). A incidéncia de cancer de mama entre
mulheres é crescente e progressiva a partir dos 40 anos, bem como a mortalidade

decorrente dessa neoplasia (4) (Figura 1).

Localizagéo Priméria Casos % Localizagao Priméria Casos %

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronguio e Pulméo 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%

Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estomago 13.540 6.3% Traqueia, Brénquio € Pulméo  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Es6fago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cncer mais incidentes estimados no Brasil para
2018, por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma. Numeros arredondados para multiplos de 10.
(Adaptado de Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2018) (4).
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Em termos globais, excluindo-se os canceres de pele ndo melanoma, o cancer
de mama € a neoplasia mais frequente, com mais de 2 milhdes de novos casos
diagnosticados em 2018, representando 25% de todos 0s novos casos de cancer em
mulheres, com previsao de cerca de 626.700 mortes para o mesmo ano (1). Para o
Brasil, estimam-se 59.700 novos casos, para cada ano do biénio 2018-2019, com um

risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (4).

1.2 BIOLOGIA DO CANCER

Céancer € o termo utilizado para designar um grupo de doencas genéticas,
altamente heterogéneas, caracterizadas pela proliferacdo desordenada de células
que perderam a capacidade de formar tecidos com organizacgéo e funcéo normais (2,
5).

O processo de formacdo de tumores em seres humanos, conhecido como
carcinogénese, apresenta varias etapas e pode se estender por décadas, devido a
sua complexidade (5, 6). No inicio do processo, as células com fendétipo e organizacéo
normais comecam a apresentar comportamento proliferativo acelerado, denominado
de hiperplasia. Estas células hiperplasicas podem evoluir para displasias que, além
da proliferacdo exacerbada, apresentam anomalias citolégicas, como alteracdes no
tamanho e forma do nucleo e aumento da atividade mitética. Nesta etapa ja é
recomendado 0 monitoramento e/ou tratamento, uma vez que a displasia € a etapa
transitoria até a formacdo das neoplasias. As neoplasias podem ser classificadas
como benignas ou malignas, sendo as neoplasias malignas denominadas

efetivamente de céancer (5, 7) (Figura 2).

Normal ——> Hiperplasia ——> Displasia —> Cancer
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Muitos elementos podem interferir na promocdo ou progresso da
carcinogénese, de forma isolada ou simultaneamente. Existem alguns fatores de risco
considerados ndo modifichAveis como idade, mutacBes genéticas hereditarias ou
condi¢cdes imunoldgicas; porém, outros fatores podem ser combatidos, como o
excesso de peso corporal, sedentarismo, ma nutricdo e a exposicdo a agentes
potencialmente mutagénicos, como tabaco e alcool (2, 8).

Durante as mdltiplas etapas do processo carcinogénico, as células adquirem
caracteristicas que as diferenciam das células normais e que irdo determinar o
sucesso da progressao tumoral. Conforme revisado por Hanahan e Weinberg, 2011
(9), estas caracteristicas incluem a capacidade de sustentacdo da sinalizacédo
proliferativa, a evasdo dos supressores de crescimento, estratégias de fuga do
sistema imunoldgico, imortalidade replicativa, mecanismos de promocao da
inflamacédo, capacidade de invasdo e metastase, inducdo da angiogénese,
caracteristicas de instabilidade do genoma e mutacdes, resisténcia a morte celular e

reprogramacdo do metabolismo energético (Figura 3).

Proliferagéo Evasédo dos supressores
ilimitada de crescimento

Desregulacédo
energética

Escape do
sistemaimune

Resisténcia a
morte celular

Instabilidade
gendmica e mutagdes

Inducéo da Invaséo e
angiogénese metastase

Figura 3. Caracteristicas adquiridas pelas células tumorais (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011)

9).

As neoplasias podem ser classificadas em duas categorias gerais, de acordo
com o grau de agressividade de seu crescimento. Os tumores benignos apresentam

crescimento localizado, geralmente lento e sem invasao a tecidos adjacentes. Ja os
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demais tumores, que alcancam a membrana basal e invadem o tecido subjacente sdo
ditos malignos (5, 10). Além do prejuizo causado pelos tumores primarios, as células
cancerosas podem desenvolver habilidades de migracéo para regides adjacentes do
corpo, por meio da corrente sanguinea ou do sistema linfatico, atingindo 6rgdos
anatomicamente distantes, processo denominado de metastase. Cerca de 90% da
mortalidade relacionada ao cancer € causada por tumores metastaticos (5, 6).

A sucessdao de eventos bioldgicos necessarios para a formagcédo de metastases
€ denominada de “cascata de invasdo-metastase”. As etapas basicas para 0 sucesso
do processo metastatico em tumores solidos consistem no intravasamento das células
cancerosas para 0S vasos sanguineos ou linfaticos, a sobrevivéncia durante o
percurso até o extravasamento e aderéncia a outros 6rgados distantes do tumor
primario, com consequente adaptagdo ao novo microambiente, e finalmente o reinicio
do processo proliferativo, gerando novas neoplasias detectaveis clinicamente (11).

Cerca de 80% dos tumores em humanos desenvolvem-se a partir de células
epiteliais que revestem os Orgdos e tecidos, sendo denominados de carcinomas.
Dentre os principais exemplos de carcinoma estao os tumores de pele, figado, ovério,

bexiga e mama (5).

1.3 CANCER DE MAMA

O cancer de mama apresenta fatores etioldgicos especificos, que se somam
aos elementos de desenvolvimento canceroso descritos acima. Entre os fatores de
risco atribuidos, em mulheres, estdo a menarca precoce (antes dos 12 anos) e a
menopausa tardia (apds os 55 anos), nuliparidade, primeira gravidez apds os 30 anos,
uso de alguns anticoncepcionais, terapia de reposicdo hormonal, bem como a
predisposicao genética, como as mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2, associadas
a neoplasias de mama em idade jovem (4).

A maioria dos carcinomas de mama tem origem no epitélio lobular ou ductal da
glandula mamaéria (Figura 4). De acordo com sua caracteristica infiltrava, os tumores
podem ser classificados como in situ, quando ndo acometem os tecidos adjacentes, e
invasivos, quando atingem o tecido mamario circundante. Em torno de 85% a 90%

dos carcinomas invasivos sao de origem ductal (12-15).
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Figura 4. Estrutura da glandula mamaria feminina e locais de formacao dos carcinomas. (16)

A progressao da doenca podera transcorrer do tumor primario localmente
situado no interior da mama (estagio 1) propagando-se para os tecidos e linfonodos
proximos (estagios 2 e 3) e para 6rgaos distantes (metastase a distancia / estagio 4).
Pulmbes, ossos, figado e cérebro sdo o6rgaos frequentemente acometidos por
metastases de cancer de mama (15).

O céancer de mama é uma doenca complexa que apresenta alto grau de
heterogeneidade, tanto inter quanto intratumoral. Por esta razao, a classificacdo dos
tumores mamarios em subtipos auxilia no diagnostico, progndéstico e na escolha da
terapia mais adequada para cada paciente (17, 18). As metodologias atualmente
empregadas na classificacdo tumoral compreendem analises histoldgicas, clinicas e
patolégicas do tumor primario, bem como a presenca ou auséncia de doenca
metastatica detectavel e a expressao de marcadores moleculares (13).

Biomarcadores moleculares acurados, ja disponiveis no mercado, oferecem
valioso apoio ao diagnostico clinico, haja visto que tumores morfologicamente
semelhantes podem apresentar prognosticos e respostas terapéuticas muito diversas
(19). Com base na classificacdo molecular, podemos dividir os tumores de mama em
trés grupos principais: positivos para receptores hormonais, estrégeno (ER+) e/ou
progesterona (PR+); positivos para o receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2+) e negativos para os trés marcadores anteriores,

denominados triplo-negativos (Triple-negative breast cancer — TNBC) (17, 20).
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O subtipo triplo-negativo representa cerca de 15% de todos os casos de cancer
de mama e, em sua maioria, sdo classificados como carcinomas ductais invasivos.
Estes carcinomas acometem com maior frequéncia mulheres jovens e apresentam
pior prognéstico, pela falta de uma terapia direcionada e eficacia limitada das
abordagens terapéuticas disponiveis, sendo a quimioterapia a principal op¢édo de
tratamento (20-22).

1.3.1 Linhagens celulares como modelo experimental de cancer de mama

Linhagens celulares sdao amplamente utilizadas como modelos para o estudo
do céancer, pois fornecem ferramentas essenciais para a elucidacdo de perguntas
biolégicas mais complexas. Nos modelos in vitro de cancer de mama, as linhagens
celulares MCF-7 e MDA-MB-231 sado comumente empregadas, sendo ambas
originadas de efusdo pleural e pertencentes a subtipos de carcinoma lobular
metastatico (23, 24).

A linhagem celular MCF-7 é utilizada como modelo de cancer de mama
horménio-dependente, uma vez que apresenta status positivo para o receptor de
estrogénio (ER+). Possui morfologia epitelial, padrdo de crescimento em colonias e
apresenta baixa capacidade invasiva (23-26). J& a linhagem MDA-MB2-31 apresenta
status negativo para os receptores hormonais (ER-/ PR-) e ndo superexpressa o gene
HER2 (HERZ2-); tal linhagem celular é assim utilizada como modelo de cancer de
mama triplo-negativo. Além disso, células MDA-MB-231 apresentam alta expressao
de vimentina, um marcador do fenétipo mesenquimal, e possuem alta capacidade
invasiva (23, 24, 26).

1.4 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS PARA O CANCER DE MAMA E
SUAS LIMITACOES

Apesar dos avancos cientificos e tecnologicos na area de cancerologia nos

altimos anos, com o desenvolvimento de ferramentas para diagndsticos mais
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acurados e novas abordagens terapéuticas, o tumor de mama ainda representa a
primeira causa de morte por cancer entre as mulheres no mundo todo (4).

As alternativas terapéuticas para o cancer de mama compreendem oS
tratamentos locais e as terapias sistémicas. Localmente, as opgdes incluem cirurgia
conservadora com remocao apenas do tumor ou mastectomia, onde ocorre a retirada
total da mama, e a radioterapia. Ja os tratamentos sistémicos compreendem a
hormonioterapia, para o tratamento de subtipos positivos para 0s receptores
hormonais (RE+ e RP+); a imunoterapia, com anticorpos monoclonais que estimulam
0 sistema imune; as chamadas terapias alvo, como as direcionadas para tumores
HER2+ ou com mutacao no gene BRCA, e a quimioterapia, amplamente utilizada para
varios tipos tumorais. Os tratamentos acima podem ser realizados isoladamente,
como monoterapia, ou associados, principalmente no tratamento de tumores

metastaticos, que apresentam alta resisténcia aos agentes terapéuticos (11, 13, 27).

1.4.1 Quimioterapia

Em decorréncia dos avancos na compreensdo da biologia tumoral e da
utilizacado de biomarcadores para o desenvolvimento de terapias personalizadas, os
ultimos anos trouxeram grande melhoria na relagéo risco-beneficio dos tratamentos
guimioterapicos, com efeitos benéficos na sobrevida dos pacientes, além de identificar
e resguardar os pacientes que ndo se beneficiam desta modalidade terapéutica (28).
Entretanto, por sua natureza sistémica e altamente téxica, 0os agentes quimioterapicos
ainda apresentam reduzida especificidade e efeitos adversos frequentes, uma vez que
agem tanto em células cancerosas quanto em células sadias (29).

Os efeitos colaterais mais comuns decorrentes da quimioterapia incluem
algumas reacbes moderadas como perda de cabelo, surgimento de aftas, fadiga,
perda de apetite ou alteracdes de peso, nadusea, vomito e diarreia, além de efeitos
mais graves como infec¢des, hemorragias, infertilidade, comprometimento da
memoria e danos cardiacos, que podem aparecer meses ou até anos apos o término
do tratamento (27, 29).

A quimioterapia pode ser realizada como terapia Unica ou em conjunto com

outros tratamentos locais ou sistémicos. Em associacdo a um procedimento cirirgico
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pode ser empregada antes (quimioterapia neoadjuvante) ou apOs a cirurgia
(quimioterapia adjuvante). Sua administracéo pode ocorrer por via oral ou intravenosa,
sendo as drogas mais utilizada as antraciclinas, como doxorrubicina e epirubicina, os
taxanos, como paclitaxel e docetaxel e os agentes de platina, como cisplatina e
carboplatina (27).

Quimioterapias baseadas em taxanos sdo opc¢Oes terapéuticas de primeira
linha para o tratamento de diversos tumores de mama, especialmente dos tumores
triplo-negativos, tanto em esquema adjuvante quanto neoadjuvante. Associacdes
entre taxanos e outros quimioterapicos, como paclitaxel + carboplatina, sdo muito

utilizadas no tratamento do cancer de mama metastatico (22).

1.4.1.1 Paclitaxel

Paclitaxel (PTX) é um agente quimioterapico da classe dos taxanos que
apresenta a formula quimica C47Hs1NO14 e peso molecular de 853.918 g/mol (Figura
5) (30). Seu mecanismo de acao principal é a inibicdo da dinamica normal de
reorganizacdo da rede de microtubulos, pela aglomeracdo dos dimeros de tubulina,
promovendo a parada do ciclo celular na fase G2/M e consequente inducdo da
apoptose (31-33).

Figura 5. Representacéo da estrutura quimica do Paclitaxel (30)
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Foi isolado e identificado pela primeira vez em 1967 a partir da casca do Teixo
do Pacifico (Taxus brevifolia) durante um programa de triagem de extratos derivados
de plantas com potencial atividade antitumoral, desenvolvido pelo Instituto Nacional
do Cancer do Estados Unidos. Em 1994 o paclitaxel foi aprovado pela agéncia federal
americana FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento do céancer de
mama, e vem sendo amplamente utilizado como agente terapéutico de uma variedade
de tumores humanos nas ultimas décadas (22, 33).

Um dos problemas encontrados no emprego do paclitaxel na pratica clinica
sua limitada solubilidade em agua, sendo necessaria a utilizacéo de veiculo contendo
Oleo de ricino polioxietilado (Cremophor EL) e etanol, substancias que causam efeitos
colaterais indesejaveis, exigindo o uso de pré-medicagdo com corticosteroides e anti-
histaminicos (31, 32, 34, 35). Entre os principais efeitos colaterais atribuidos ao
tratamento com paclitaxel, incluindo reacdes de hipersensibilidade aos solventes,
estdo a neutropenia, fadiga e neuropatia periférica (maos e pés), com sintomas
relacionados a dorméncia, dor, sensacdo de queimacdo ou formigamento e
hipersensibilidade ao frio ou ao calor (27).

Diante do exposto, se faz urgente a busca de estratégias terapéuticas
alternativas com a finalidade de aumentar a eficiéncia das drogas convencionais, com
diminuicdo da dose empregada e consequente reducdo dos efeitos colaterais que
comprometem a continuidade do tratamento, gerando impacto na progressdo da

doenca.

1.5 MICRORNAS

Em decorréncia do desenvolvimento de ferramentas avangadas em biologia
molecular e da compreensao crescente sobre o padrdao de mutacbes em doencas
genéticas complexas, como 0 cancer, pesquisas para 0 estabelecimento de
biomarcadores moleculares que auxiliem no diagndstico, prognéstico e na selecdo da
melhor abordagem terapéutica vem ganhando destaque (36-39).

MicroRNAs, ou miRNAs, sdo RNAs curtos, de cadeia dupla, ndo codificadores
de proteinas, que regulam a expresséo de varios genes pelo processo de RNA de

interferéncia (RNAI) (40, 41). Em animais, sao transcritos pela RNA polimerase Il
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(Pol 1), formando um microRNA primario em forma de grampo, denominado de pri-
MIiRNA. Estes sdo processados no nucleo da célula pelas enzimas Drosha e DGCRS,
originando microRNAs precursores, os pré-miRNAs, que serdo transportados ao
citoplasma pela proteina Exportina-5. No citoplasma ir& ocorrer um novo
processamento, executado pela enzima Dicer acoplada a TRBP e PACT, resultando
em um miRNA duplex com cerca de 18 a 25 nucleotideos. A fita passageira (sense) é
entdo retirada e a fita guia (antisense), representando o microRNA maduro, €
incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNA — complexo RISC
(Induced Silencing Complex), contendo proteinas argonautas, que irdo auxiliar na
conducédo do complexo RISC até RNAs mensageiros (MRNAS) alvos que apresentem
sequéncias parcialmente complementares na regido 3'-UTR (untranslated region),
resultando no silenciamento génico por reducéo da tradugéo ou perda de estabilidade
do mRNA) (41-44) (Figura 6).

pri-miRNA

pré-miRNA

Exportin 5 .
Ndcleo celular
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Figura 6. Biogénese dos microRNAs e mecanismo de regulagdo de mRNA por imitadores sintéticos —
miRNAs mimics (Adaptado de Titze-de-Ameida e Titze-de-Almeida, 2018) (41).
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Terapias baseadas em RNAI direcionadas para o tratamento do cancer
compreendem o uso de RNAs curtos de interferéncia - SIRNAs (Small-interfering RNA)
e microRNAs. Em relagcdo aos microRNAS, seu contetdo pode ser regulado para baixo
ou para cima, com a utilizagdo de inibidores de miRNAs (antimiRs) ou imitadores
sintéticos (MIRNA mimics) (39, 45).

Os imitadores sintéticos de microRNAs, ou miRNAs mimics, sdo moléculas
sintéticas semelhantes aos microRNAs enddgenos, que irdo mimetizar o papel celular
dos mesmos. As moléculas exdgenas inseridas nas células irdo se ligar ao complexo
RISC, atuando de maneira semelhante aos microRNAs celulares, restabelecendo,
desta maneira o equilibrio organico da célula (38, 42). A possibilidade de modulacao
da expressdo de microRNAs por meio de moléculas sintéticas, tanto in vitro quanto in
vivo, oferece ndo s6 ferramentas para melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares regulados por estas moléculas, mas também revela uma promissora

utilizacao terapéutica (46) (Figura 7).

Perda do miRNA
supressor de
tumor

! Ativacdo
das vias —— |

oncogénicas

Terapia
. COM MiRNA
2. mimic

Supressao
das vias —»
oncogénicas

Desenvolvimento do Regresséo do cancer

cancer © 2010 American Association for Cancer Research
Cancer Research Reviews AR

Figura 7. Terapia de reposicao de microRNAs direcionada para oncologia. A perda do miRNA supressor
de tumor leva a hiperativacdo de vias oncogénicas. A reposicdo destes miRNAs restabelece a funcéo
do miRNA supressor de tumor ausente, suprime as vias oncogénicas e o crescimento de células
cancerosas (Adaptado de Bader e Winkler, 2010) (38).

1.5.1 MicroRNAs no cancer: miR-34a e miR-7

A expressao aberrante de microRNAs tem sido relacionada a varios processos
bioldgicos no cancer, incluindo carcinogénese, progressao tumoral, morte celular e
resisténcia a drogas, modulando tanto vias oncogénicas quanto vias supressoras de
tumor, representando ndo apenas alvos terapéuticos, mas também promissores

biomarcadores para diagndéstico e prognéstico (38, 44, 46-48).
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O miR-34a pertence a familia miR-34, que é composta também pelos
microRNAs miR-34b e miR-34c, foi originalmente caracterizado em 2007 e vem
ganhando destaque desde entédo pelo seu importante papel como supressor de tumor,
tendo sua expressao epigeneticamente silenciada em varios tipos de cancer (47, 49,
50).

A expressao de miR-34a em tecidos tumorais de mama é comparativamente
mais elevada nos carcinomas de mama nao metastaticos, intermediaria nos tecidos
adjacentes e praticamente ausente nas metastases 6sseas, demostrando sua
associacdo com vias de invasdo e metastase (51). E, também, regulado
negativamente sob condi¢cdes de hipoxia, influenciando o microambiente tumoral,
contribuindo para o processo metastatico (52). O aumento do conteddo com miR-34a
exdgeno contribuiu para a inibicdo da proliferacdo celular, inducdo da apoptose, e
supressédo da transicao epitelial-mesenquimal em células cancerosas (47, 52).

Outro microRNA gue desempenha papel significativo como supressor tumoral
€ 0 microRNA-7 (miR-7). Semelhante ao miR-34a, o miR-7 também atua na inducdo
da apoptose e na inibicdo da proliferacao e da transigéo epitelial-mesenquimal (EMT)
em células de cancer de mama (53). Foi identificado pela primeira vez por Lagos-
Quintana e Tuschl,em 2001 (54). Em humanos, o miRNA-7 é codificado por trés genes
distintos: miR-7-1, miR-7-2 e miR-7-3. Os alelos miR-7-1 e miR-7-3 sdo codificados
em introns dos genes HNRNPK e PGSF1a, respectivamente, ja o alelo miR-7-2 esta
situado em uma regiéo intergénica do cromossomo 15. Apesar de certa variabilidade
entre 0s precursores de miR-7, todas as trés sequéncias compartilham a mesma fita
guia madura (41, 55).

O miR-7 também vem sendo estudado como biomarcador prognéstico,
podendo auxiliar na definicdo da melhor abordagem terapéutica no cancer de mama,
com base no seu perfil de expressao intratumoral (56) e por estar negativamente
correlacionada com o estagio, grau e sobrevida dos pacientes com este tipo de cancer
(57).

A motivacdo do presente estudo foi a hipotese de que seria viavel uma
terapéutica conjunta baseada na tecnologia de RNAi com imitadores de microRNAs
associados ao paclitaxel, um quimioterapico ja consolidado, visando aumento da
eficiéncia no combate as células cancerosas e diminuicdo da dose do medicamento,
obtendo assim melhores resultados e reducdo dos efeitos colaterais decorrentes da

guimioterapia (29, 32).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar se imitadores sintéticos de miR-34a e miR-7 sensibilizam células de

tumor mamario para os efeitos do quimioterapico paclitaxel.

2.2 ESPECIFICOS

a) Determinar a expressao basal de miR-34a e miR-7 nas linhagens de tumor
mamario MCF-7 e MDA-MB-231;

b) Avaliar a expressdo de miR-34a e miR-7 nas linhagens celulares expostas
ao quimioterapico paclitaxel;

c) Examinar os efeitos de oligonucleotideos sintéticos de miR-34a e miR-7, em
uso isolado ou em associacdo ao paclitaxel, sobre a viabilidade das células em
estudo;

d) Identificar as possiveis alteracbes morfoldégicas em células expostas aos

microRNAs, isoladamente ou em associa¢do ao quimioterapico paclitaxel.
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3 METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas duas linhagens de adenocarcinoma mamario humano,
MCF-7 (ATCC® HTB-22™) e MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™), adquiridas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Sénia
Nair Bao, do Laboratério de Microscopia Eletrénica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade de Brasilia — UnB (Figura 8).

A linhagem MCEF-7 foi cultivada em meio RPMI-1640 (Gibco) suplementado
com HEPES (10 mM); D-glicose (2,5 g/L); Bicarbonato de Sédio (2 g/L); Piruvato de
Soédio (1 mM); 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco) e 1% de solucdo de
antibidtico/antimicético (Sigma-Aldrich), mantida em estufa com atmosfera iumida a
37° C e 5% de COz2. A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em meio L-15 (Leibovitz)
(Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco) e 1% de
solucédo de antibiotico/antimicético (Sigma-Aldrich), mantida em estufa com atmosfera

Umida a 37° C, na auséncia de COsa.

Figura 8. Micrografias das linhagens celulares utilizadas no estudo. A) MCF-7; B) MDA-MB231.
Imagens capturadas em microscépio 6ptico (Nikon Eclipse TS100), com aumento de 20X.

As células foram previamente cultivadas em frascos para cultivo celular (25 cm?
ou 75 cm?) até a confluéncia de 70-90%, lavadas duas vezes com tampdo PBS
(Phosfate Buffer Saline) (Laborclin Ltda.), desaderidas com o auxilio de Tripsina/EDTA
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0,25% (Gibco) por 3 minutos a 37°C, seguido de adicdo de meio de cultura contendo
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) para inativacéo da tripsina. As células foram entao
transferidas para tubo de polipropileno, centrifugadas a 1500 RPM por 3 minutos,
ressuspendidas em PBS e contadas na Camara de Neubauer. O numero de células

viaveis orientou o calculo da quantidade de células utilizada nos ensaios deste estudo.

3.2 TRANSFECGCAO CELULAR COM IMITADORES SINTETICOS DE
MICRORNAS (MIMCS)

A transfeccdo foi realizada 24 horas apds o plagueamento das células, em
confluéncia de 30-50%, conforme recomendacfes do fabricante do reagente de
transfeccdo INTERFERIn (Polyplus-transfection®). Trata-se de um polimero catiénico
em solucéo hidroalcodlica, desenvolvido para oferecer alta eficiéncia de transfeccéo
com baixas concentragdes de miRNA.

Os oligonucleotideos utilizados foram: miR-34a mimic (MiIRCURY LNA miRNA
mimic hsa-miR-34a-5p, Exigon), miR-7 mimic (CONmiR mimic mmu-miR-7a-5p,
Riboxx e mirVana miRNA mimic api-miR-7, Ambion) e mimic Controle Negativo -
Scramble (Negative Control miRCURY LNA miRNA mimic, Qiagen) (Tabela 1). Os
produtos liofilizados foram dissolvidos em agua nuclease-free e aliquotados na

concentracdo estoque de 10 uM.

Tabela 1 — Imitadores sintéticos de miRNAs utilizados no estudo

Imitador sintético Sequéncia nucleotidica da fita guia (guide strand) Fabricante
mmu-miR-7a-5p* 5-UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGCCCC-3'** Riboxx
api-miR-7 5-UGGAAGACUGAUUUUGUUGUU-3’ Ambion
hsa-miR-34a-5p 5-UGGCAGUGUCUUAGCAGCUGGUUGU-3’ Exiqon
Scramble 5-UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3’ Qiagen

* A sequéncia de miR-7a-5p € idéntica em camundongos (mmu) e em seres humanos.

** Sublinhados os quatro nucleotideos de citosina adicionados como parte da tecnologia do mimic.

Para os ensaios de viabilidade celular em placas de 96 pogos 0s microRNAs
mimics foram diluidos em 50 pL de meio Opti-MEM (Gigbo) e acrescidos 0,5 pL de
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INTERFERIn para a formacdo do complexo de transfeccdo. Para reduzir a
variabilidade intra-ensaio, preparou-se uma mesma mistura para todos os pocos. Este
complexo de transfeccéo foi homogeneizado em vortex por 10 segundos e incubado
a temperatura ambiente por 10 minutos. Durante a incubacgédo, o contetdo dos pocos
foi substituido por 100 pL de meio de cultura pré-aquecido a 37°C, onde foram
acrescidos posteriormente 50 uL do complexo de transfeccdo aos grupos com
reposicao de miRNAs ou 50 pL de Opti-MEM aos pocos dos grupos nao transfectados,
totalizando um volume final de 150 pL por pogo.

Quanto aos ensaios de expressao génica e analise morfoldgica, realizados em
placas de 06 pocos, foi seguido o mesmo protocolo descrito acima, ajustando-se os
volumes para 200 uL de Opti-MEM e 7 uL de INTERFERIn por poco. O contetdo dos
pocos foi substituido por 1,8 mL de meio pré-aquecido a 37°C e acrescidos
posteriormente 200 pL do complexo de transfeccéo ou apenas Opti-MEM nos grupos

controle, resultando em um volume final de 2 mL por poco.

3.3 TRATAMENTO COM O QUIMIOTERAPICO PACLITAXEL

O medicamento paclitaxel (PTX) utilizado no presente estudo (Accord
Farmacéutica Ltda.) foi cedido pela farméacia do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB). Apresentado na forma farmacéutica de solucéo injetavel, cada mL contém 6
mg de paclitaxel, 6leo de ricino polioxietilado purificado, 49,7% (v/v) de alcool
desidratado e metabissulfito de sédio (31).

A partir da solugéo original a 7 mM foram feitas duas diluigdes seriadas no
momento da utilizacédo (1:100 e 1:10), em meio Opti-MEM (Gibco), resultando em uma
solugéo de trabalho na concentracdo de 7 pM. Por fim, a solugdo de trabalho foi
diluida, em meio de cultura especifico para cada linhagem, de maneira que a
concentracéo final em cada poco fosse de 25, 50, 100 ou 200 nM nos ensaios de
dose-resposta, ou de 100 nM nos demais ensaios. Experimentos em placas de 96
pocos foram executados com volume final de 200 puL enquanto aqueles realizados em
placas de 06 pogos com volume final de 3 mL. Volumes idénticos de meio de cultura
foram adicionados aos po¢os dos grupos que nao receberam o tratamento com PTX.
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3.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), com base na habilidade das
células metabolicamente ativas de reduzirem os sais de tetrazolium (amarelo) ao
produto formazan (purpura), pela acao de desidrogenases mitocondriais (58).

Para determinacao dos efeitos da transfecgdo com miRNAs sobre a viabilidade
celular, avaliados isoladamente ou associados ao quimioterapico paclitaxel, foram
seguidas as condicbes experimentais detalhadas nas tabelas 2 e 3 e desenho

experimental descrito na figura 9.

Tabela 2 — Grupos e condi¢Bes experimentais dos ensaios de viabilidade celular com transfeccdo de
miR-34a

Grupo Sigla Condigcbes experimentais
I CN Controle Negativo. Células apenas com meio de cultura
Il RTF Meio de cultura + reagente de transfeccéo
[ miR-34a Transfeccdo com miR-34a mimic (30 nM)

Transfeccdo com miR-34a mimic (30 nM) + Tratamento com

v miR-34a + PTX paclitaxel (100 nM)

V SCRB Transfeccdo com mimic controle negativo - scramble (30 nM)

VI SCRB + PTX Tran;fecgao com mimic scramble (30 nM) + Tratamento com
paclitaxel (100nM)

Vi PTX Tratamento com paclitaxel (100 nM)

Tabela 3 — Grupos e condi¢Bes experimentais dos ensaios de viabilidade celular com transfec¢éo de
miR-7.

Grupo Sigla Condicbes experimentais
I CN Controle Negativo. Células apenas com meio de cultura
Il RTF Meio de cultura + reagente de transfeccéo
[ miR-7 Transfecgdo com miR-7 mimic (10 nM)

Transfeccdo com miR-7 mimic (10 nM) + Tratamento com

v miR-7 + PTX paclitaxel (100 nM)
Vv SCRB Transfeccdo com mimic controle negativo - scramble (10 nM)
Vi SCRB + PTX Transfeccdo com mimic scramble (10 nM) + Tratamento com

paclitaxel (100 nM)
VIl PTX Tratamento com paclitaxel (100 nM)
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Para execucdo dos ensaios nos grupos experimentais acima foram semeadas
3x103 células por poco, em placas de poliestireno de 96 pocos, mantendo-se as
condi¢bes de cultivo por 24 horas para aderéncia das células. Foram realizadas as
transfeccdbes com mimics de miR-34a, miR-7 ou Scramble e 24 horas apods a
transfeccao realizou-se o tratamento com paclitaxel a 100 nM. Transcorridas 48 horas
do tratamento, o contetdo dos pocos foi substituido por 150 uL de solugdo de meio
de cultura contendo 0,5 mg/mL de MTT. Apoés incubagdo por 3 horas em estufa
umidificada (37°C, 5% de COgz), os cristais de formazan foram solubilizados em
150 uL de Dimetilsulfoxido (DMSO). Adicionou-se também 150 yL de DMSO a pocos
sem células utilizados como “brancos” para posterior normalizagao dos resultados. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Multiskan Microplate
Photometer, ThermoScientific), utilizando o comprimento de onda de 595 nm.

Os valores de absorbancia dos grupos experimentais Il a VII foram convertidos
em porcentagem de viabilidade em relacdo ao valor obtido no grupo | (CN). A média
dos valores obtidos somente com o reagente de transfeccdo (grupo Il) foi utilizada
para normalizar os resultados obtidos nos grupos transfectados (Il a VI). Portanto, os

dados do grupo Il ndo foram expressos graficamente.

Plaqueamento

N/

Transfecgdo com miRNAs ol Troca do meio dos grupos
mimics néo transfectados
N\ 240 /.

Tratamento com Paclitaxel ou Vi do~melo Lo BT
nédo tratados

Figura 9. Diagrama esquematico do desenho experimental utilizado nos ensaios de viabilidade celular
pelo método de MTT.
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3.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A avaliacdo da expressdo génica seguiu as mesmas condi¢cdes experimentais
dos ensaios de MTT, permitindo-se elucidar o conteddo de miR-7 e miR-34 de acordo
com a respectiva viabilidade das células.

Foram semeadas 12x10* células por poco, em placas de poliestireno de 06
pocos, utilizando-se 2 pocos para perfazer um “n” experimental. Decorridos os tempos
de cada ensaio, as células foram lavadas duas vezes com tampéao PBS, tripsinizadas
e centrifugadas. Os pellets foram ressuspendidos em tampé&o PBS, centrifugados e,
apos o descarte do sobrenadante, armazenados a - 80°C para posterior extracao dos

miRNASs.

3.5.1 Extracg&o e Quantificagdo

Os miRNAS foram extraidos e purificados dos pellets de células de tumor
mamario por meio do kit comercial mirVana miRNA Isolation Kit (Applied Biosystems),
seguindo instru¢cdes do fabricante. Apos a extracao, as amostras foram mantidas a -
20°C até o momento da utilizagao.

A guantificacdo dos miRNAs foi realizada pelo método fluorométrico utilizando
o reagente Qubit microRNA Assay Kit (Invitrogen), em tubos translicidos especificos
para este fim (Qubit assay tubes, Invitrogen) e leitura no equipamento Qubit 2.0

Fluorometer (Invitrogen).

3.5.2 RT-gPCR

Para analise da expresséo génica utilizou-se a técnica de PCR em tempo real
(qPCR) precedida da sintese do cDNA por meio da transcricédo reversa (RT), ambas
realizadas no mesmo dia.

As amostras foram previamente diluidas em dgua RNase-free na concentracao
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de 2 ng/uL, para padronizar os ensaios e garantir a quantidade maxima de material
requerida pelo kit de transcricdo reversa (10 ng em 5 pL).

A sintese de cDNA foi realizada mediante o kit TagMan MicroRNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) juntamente com iniciadores especificos (primers)
dos microRNAs alvos e RNAs curtos nucleares, conforme descrito na tabela 4.
Inicialmente foi preparada uma unica solucdo para todas as reacbes, com as
seguintes quantidades por reagdo: 0,15 pl de dNTP (100 mM); 1 ul de enzima
Multiscribe RT (50 U/uL); 1,5 pl de 10x RT buffer; 0,19 yl de RNAse inhibitor (20 U/uL)
e 4,16 ul de agua RNAse-free. Foram transferidos 7 uL da solugao descrita acima para
microtubos de 0,2 uL, onde foram adicionados 5 uL de miRNA (2 ng/uL) e 3 uyL do RT
Primer (5x) de interesse. Apdés 5 minutos no gelo, as reacdes foram levadas ao
termociclador (MyCycler, Bio-Rad), sendo submetidas aos seguintes tempos e
temperaturas: 30 minutos a 16°C; 30 minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C. O cDNA foi

armazenado a - 20°C para posterior uso no ensaio de qPCR.

Tabela 4 — Alvos utilizados nos ensaios de expresséo génica

Alvo amplificado Sigla Sequéncia

microRNA 7 humano miR-7 5-UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGUU-3’

microRNA 34a humano miR-34a 5-UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU-3’

5-ATTTGCTATCTGAGAGATGGTGATGACATTTTA

U24 small nucleolar RNA RNU24 AACCACCAAGATCGCTGATGCA-3'

5-CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTC

6B small nuclear RNA RNUGB CATATTTTT-3’

Para a realizacdo da qPCR foram preparadas solu¢cbes independentes para
cada gene alvo, contendo os seguintes reagentes e quantidades (por reagéo): 10 uL
TagMan Fast Advanced Master Mix (2X) (Applied Biosystems), 7 pL de agua
nuclease-free e 1 yL do primer (20x) de interesse, correspondente ao primer utilizado
na RT. Foram transferidos 18 uL desta solugao para placa de 96 pocos (MicroAmp
Fast Optical 96-Well Reaction Plate 0.1 mL, Applied Biosystems) e adicionados 2 pL
de cDNA, totalizando 20 pL por reacdo. As placas foram seladas com filme adesivo
(MicroAmp Optical Adhesive Film, Applied Biosystems), centrifugadas (Mini Plate

Spinner, Labnet) e levadas ao termociclador (QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
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Systhem, Applied Biosystems). Os ciclos de amplificacdo adotados foram: 2 minutos
a 50°C; 20 segundos a 95°C e 40 ciclos de 03 segundos a 95°C e 30 segundos a
60°C.

Cada ensaio foi realizado com amostras em triplicata técnica, incluindo-se um
RNA de referéncia (enddégeno) para normalizacdo dos resultados e um controle
negativo NTC (no-template control) contendo os demais reagentes, porém com agua
nuclease-free em substituicdo ao cDNA (59). O gene de referéncia foi escolhido com
base em ensaios prévios, onde o critério de escolha foi a expressdo génica mais
estavel entre os grupos controle e os grupos submetidos a transfeccdes e/ou
tratamentos.

Os resultados foram avaliados com base na média dos valores dos ciclos de
quantificacdo de cada amostra (Cq ou Ct) e a expressédo génica relativa calculada pelo
método 2-24Ct (59, 60). Os dados foram inicialmente normalizados pela variagdo do Ct
do miRNA alvo em relacdo ao Ct do RNA de referéncia, obtendo-se o ACt. O valor de
ACt de cada grupo experimental foi posteriormente comparado com o ACt do grupo
controle negativo ndo tratado (CN), obtendo-se o AACt. Este valor de AACt foi utilizado
para calculo da expresséo relativa, mediante a formula 2-24Ct que contempla a
expressao logaritmica por duplicacdo do cDNA a cada ciclo de amplificacéo, e o sinal
negativo que ajusta a relacdo inversa entre o valor de Ct e o conteddo de miRNA na

amostra em teste.

3.6 AVALIACAO MORFOLOGICA

Para a avaliacdo das alteracbes morfolégicas nas linhagens celulares, foram
semeadas 12x10* células por poco, em placas de poliestireno de 06 pocos, as quais
foram submetidas as condi¢gbes experimentais descritas anteriormente (tabelas 2 e 3).
As células foram visualizadas e fotografadas em microscopio 6ptico (Axiovert, Zeiss),

operado em contraste de fase, e os dados analisados qualitativamente.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente avaliados quanto a sua distribuicao utilizando o
teste de normalidade de D’Agostino-Pearson. Dados distribuidos normalmente foram
analisados pelos testes parameétricos t de Student ndo pareado ou por ANOVA de uma
via, seguida pelo teste de Tukey. Os resultados que ndo apresentaram distribuicdo
normal foram analisados pelos testes ndo paramétricos de Mann Whitney. Dados
paramétricos foram expressos como média e erro padrdo e 0s ndo parameétricos
utilizando-se mediana e intervalo interquartil. O nivel de significancia considerado foi
de p<0,05. Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism,

versao 6.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO GENICABASAL DE MIR-34A E MIR-7 EM LINHAGENS DE
CANCER DE MAMA

Inicialmente procurou-se examinar o perfil de expressdao dos miRNAs de
interesse no presente estudo, miR-34a e miR-7, nas linhagens de tumor mamario
selecionadas e se havia diferenca na expressdo entre o subtipo positivo para
receptores hormonais (MCF-7) e o subtipo triplo-negativo (MDA-MB-231).

Observou-se que ambas as linhagens expressam constitutivamente os miRNAs
de interesse em niveis detectaveis pela metodologia de gPCR e que ha uma diferenca
significativa de expressao entre as linhagens, para os dois miRNAs avaliados.

Na expressdo de miR-34a foi observada uma diminuicdo de 0,11 vezes na
linhagem MDA-MB-231 em relacdo a linhagem MCF-7 (Figura 10A). Ja miR-7 se
mostrou 0,02 vezes menos expresso na linhagem MDA-MB-231, em comparagao a

expressao na linhagem MCF-7 (Figura 10B).
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Figura 10. Expresséo basal de miRNAs nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. (A) miR-34a se mostrou
0,11 vezes menos expresso na linhagem MDA-MB-231, em relacdo a linhagem MCF-7. (B) Na
expressédo de miR-7 foi observada diminui¢&do de 0,02 vezes na linhagem MDA-MB-231, em relagdo a
MCF-7. n=6. Ensaios de RT-gPCR normalizados pelo gene de referéncia RNU24. Expresséo relativa
calculada pelo método 2-22Ct e analisada pelo teste de Mann-Whitney (**p<0,01).
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4.2 CURVA DOSE-RESPOSTA DO QUIMIOTERAPICO PACLITAXEL

Foram realizados ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT para
avaliar o efeito do paclitaxel (PTX) sobre a viabilidade das células tumorais MCF-7 e
MDA-MB231. As concentracdes selecionadas para este ensaio, com base em
resultados prévios do nosso grupo de pesquisa, foram de 25 nM, 50 nM, 100 nM e
200 nM.

Os resultados obtidos demostraram que o quimioterapico paclitaxel promoveu
reducdo significativa da viabilidade celular quando comparado ao grupo controle
negativo (CN), em todas as concentracbes testadas, em ambas as linhagens,
mostrando-se assim uma preparacdo experimental viavel para os testes de hipétese
do presente estudo.

Observou-se também uma tendéncia na producédo de efeitos superiores sobre
a viabilidade celular com o aumento das concentracdes do quimioterapico, em ambas
as linhagens, porém ndo houve significancia estatistica entre as concentracoes.

Na linhagem MCF-7 a menor concentracéo de paclitaxel (25 nM) promoveu a
reducao da viabilidade celular para 76,8%, seguida de 75,5% com 50 nM, 75,2% com
100 nM e 72,3% com 200 nM (Figura 11A).

Os resultados observados na linhagem MDA-MB-231 seguiram a mesma
tendéncia da linhagem MCF-7, porém, com reducdes na viabilidade ligeiramente mais
discretas. Na concentracdo de 25 nM a viabilidade celular foi reduzida para 83,4%,
seguida de 83,0% com 50 nM, 80,2% com 100 nM e 76,8% com 200 nM (Figura 11B).

Notou-se que a concentracdo intermediaria entre 25 nM e 200 nM, ou seja, 100
nM, foi capaz de causar efeito significativo sobre ambas as linhagens em teste, sendo

assim selecionada para 0s ensaios seguintes deste projeto.



39

MCE-7 MDA-MB-231
—~ 1107 110 =
g S
. 1004 < 1004
o =
3 ©
= 904 El 90 -
e )
) 80 1 © 80
(4]
kel °
© 3]
- 70+ k=t 70
z E
i 60 © 60
Z >
>
50 T T T T T 50 T T T T T
CN 25nM 50nM 100 nM 200nM CN 25nM 50 nM 100 nM 200 nM
Concentracdo de paclitaxel Concentracdo de paclitaxel

Figura 11. Efeito do paclitaxel sobre a viabilidade de células de tumor mamario, avaliada pelo método
de MTT. (A) Linhagem MCF-7; (B) Linhagem MDA-MB-231. Houve reducéo significativa da viabilidade
nas concentracdes avaliadas em relagdo ao controle negativo (CN), porém ndo houve significAncia
entre elas. Cinco ensaios independentes, com replicatas variando entre seis e oito. Dados convertidos
em porcentagem de viabilidade, expressos como média + SEM e analisados por ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Tukey. # diferenca significativa em relagdo ao CN (p<0,0001).

4.3 EXPRESSAO GENICA DE MIR-34A E MIR-7 APOS TRATAMENTO
COM PACLITAXEL

No passo experimental em curso, procurou-se avaliar se o quimioterapico
paclitaxel, na concentracdo de 100 nM, causaria mudanca na expressao de miR-34a
e miR-7 nas linhagens tumorais em estudo.

Células MCF-7 mostraram aumento de 3,0 vezes na expressao de miR-34a em
resposta ao paclitaxel, comparativamente com a expressao nas células ndo tratadas
(CN) (Figura 12A). Na linhagem MDA-MB-231 o tratamento com paclitaxel ocasionou
aumento de 5,6 vezes na expressdo de miR-34a, em relacdo as células que nao

receberam o tratamento (Figura 12B).
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Figura 12. Expresséo relativa de miR-34a apds tratamento com paclitaxel 100 nM. (A) Células MCF-7
expostas ao PTX mostraram aumento de 3,0 vezes na expressdo de miR-34a; (B) Na linhagem MDA-
MB-231 observou-se aumento de 5,6 vezes na expressao deste miRNA apds o tratamento. Ensaios de
RT-gPCR normalizados pelo gene de referéncia RNU6B. Expressao relativa calculada pelo método 2-
AACt @ analisada pelo teste de Mann-Whitney. N=5. (*p<0,05).

Na avaliagédo da expresséo relativa de miR-7 observou-se que o tratamento de
células da linhagem MCF-7 com paclitaxel diminuiu em 0,39 vezes a expressao deste
microRNA, em relacdo as células que ndo receberam o tratamento (CN) (Figura 13A).
Quanto a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com paclitaxel causou aumento de
1,92 vezes na expressao relativa de miR-7, em comparac¢ao as células ndo tratadas
(Figura 13B).
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Figura 13. Expressdao relativa de miR-7 apés tratamento com paclitaxel 100 nM. (A) Na linhagem
MCF- 7 o tratamento com PTX diminuiu em 0,39 vezes a expressédo de miR-7; (B) Na linhagem MDA-
MB-231 houve aumento de 1,92 vezes na expressdo apés o tratamento. Ensaios de RT-gPCR
normalizados pelo gene de referéncia RNU6B. Expressédo relativa calculada pelo método 2-24Ct e
analisada pelo teste de Mann-Whitney. N=6. (*p<0,05).
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4.4 EFEITO DO IMITADOR SINTETICO DE MIR-34A, ISOLADO OU
ASSOCIADO AO PACLITAXEL, SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE
LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Com base nos resultados anteriores, decidiu-se investigar se o aumento
artificial do conteado de microRNAs seria capaz de afetar a viabilidade celular nas
linhagens tumorais selecionadas e se a proposi¢cao de uma terapia combinada com
imitadores sintéticos e o quimioterapico paclitaxel (PTX) promoveria melhores
resultados do que a utilizacdo isoladas de ambos. Apds a realizacdo de ensaios
prévios de viabilidade celular (dados ndo apresentados), foi determinada a
concentracdo de 30 nM do imitador sintéticos de miR-34a como a mais adequada para
este estudo, em ambas as linhagens.

Na linhagem MCF-7 foi observado que a transfeccdo com 30 nM de miR-34a,
isoladamente, promoveu a redugdo da viabilidade celular para 84,2%, resultado
estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle negativo (CN) e
ao grupo transfectado com uma sequéncia aleatdria - mimic scramble (92,5%),
demostrando que o efeito foi alvo-dependente. A associacdo entre miR-34a e
paclitaxel reduziu a viabilidade para 77,6%, sendo este efeito maior e significativo
guando comparado ao grupo apenas com miR-34a. Apesar de haver uma tendéncia
de reducéo na viabilidade celular no grupo com a terapia combinada (miR-34a+PTX),
em comparacdo com o grupo tratado apenas com paclitaxel, onde a viabilidade ficou
em 81,0%, a diferenca observada nao foi significativa. A transfeccdo com miR-34a de
forma isolada também ndo demonstrou maior efetividade quando comparada ao grupo
tratado apenas com paclitaxel. A associacdo entre mimic scramble (SCRB) e
paclitaxel (PTX) reduziu a viabilidade para 83,0%, ndo apresentando, entretanto,
diferenca significativa quando comparada aos resultados encontrados nos grupos
SCRB e PTX (Figura 14).
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Figura 14. Avaliagcdo da viabilidade celular em linhagem MCF-7 apés transfec¢cdo com miR-34a mimic
(30 nM). O tratamento Unico com miR-34a reduziu a viabilidade celular em relacdo ao grupo CN. A
associacdo deste miR-34a e PTX foi mais efetiva na redugédo da viabilidade que o uso isolado do
microRNA. O mesmo néo foi observado no grupo transfectado com scramble. N&o houve diferenca
significativa entre o grupo PTX e os demais grupos. Cinco ensaios independentes, com replicatas
variando entre quatro e seis. Dados expressos como média + erro padréo e analisados por ANOVA de
uma via, seguida pelo teste de Tukey. # diferenc¢a significativa em relagdo ao controle negativo (CN).
(*p<0,05; ***p<0,001).

Quanto a linhagem MDA-MB-231, o grupo transfectado apenas com 30nM de
miR-34a mimic apresentou reducao de viabilidade celular para 85,2%. A associacao
entre miR-34a e paclitaxel promoveu efeitos maiores e significativos, reduzindo a
viabilidade celular para 74,7%. A terapia associada também produziu efeito superior
ao paclitaxel isolado, que promoveu a reducdo da viabilidade para 83,5%. miR-34a
mimic mostrou eficacia semelhante a do paclitaxel, ou seja, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Foi observada diferenca significativa entre os
grupos SCRB e SCBR+PTX, 93,5% e 81,2% de viabilidade, respectivamente,
possivelmente em decorréncia dos efeitos do paclitaxel, uma vez que nao houve
significancia estatistica entre os grupos tratados com a associagdo e somente com
paclitaxel (Figura 15). Ressalte-se que para ambas as linhagens, MCF-7 e MDA-MB-
231, a transfeccdo com mimic controle negativo (SCRB) ndo apresentou efeito
significativo na reducgao da viabilidade celular quando comparado ao grupo controle

negativo (CN).
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Figura 15. Avaliacao da viabilidade celular em linhagem MDA-MB-231 ap@s transfec¢cdo com miR-34a
mimic (30 nM). A transfecc¢éo apenas com miR-34a foi efetiva na reducdo da viabilidade celular em
relag&o ao grupo CN. A associacao entre miR-34a+PTX foi mais efetiva na redugéo da viabilidade tanto
em relagdo ao grupo apenas com miR-34a quanto apenas com PTX. Quatro ensaios independentes,
com replicatas variando entre quatro e seis. Dados expressos como média + erro padrao e analisados
por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey. # diferenca significativa em relagédo ao controle
negativo (CN). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

4.5 COMPARACAO DOS EFEITOS SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DA
TRANSFECCAO COM IMITADORES SINTETICOS DE MIR-34A E MIR-7

Com o objetivo de comparar os efeitos da transfec¢do com imitadores sintéticos
de miR-34a e miR-7 sobre as linhagens tumorais em estudo, foram realizados ensaios
de viabilidade celular (MTT). Os resultados observados revelaram diferenca
significativa na magnitude da resposta a cada imitador de microRNA, em ambas as
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, quando avaliados simultaneamente, na mesma
concentracéo (30 nM) e condi¢des experimentais.

Na linhagem MCF-7 a transfec¢do com o miR-7 mimic causou uma diminuigao
expressiva da viabilidade celular para 37,9%, enquanto que miR-34a mimic reduziu a
viabilidade para 74,0%. Ambos imitadores causaram reducdo significativa de
viabilidade em relacao ao grupo controle negativo (CN) (Figura 16A).

Na linhagem MDA-MB-231 também foi observada maior eficacia de miR-7

mimic na reducao da viabilidade celular, ficando em 74,7%, quando comparado ao
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grupo transfectado com miR-34a mimic (88,8%). No comparativo com o grupo CN,
ambos imitadores sintéticos causaram efeito significativo na reducdo da viabilidade
celular de forma significativa (Figura 16B).

Destaque-se que miR-7 mimic foi mais eficaz que miR-34a mimic em ambas as
linhagens testadas, mostrando-se assim um alvo mais promissor para a continuidade

deste projeto cientifico-tecnologico.
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Figura 16. Avaliacdo da viabilidade celular apés transfec¢do com imitadores sintéticos de miR-34a e
miR-7 (30 nM). (A) Linhagem MCF-7 (B) Linhagem MDA-MB-231. MiR-7 mimic foi mais eficaz na
reducdo da viabilidade celular nas duas linhagens avaliadas, quando comparado ao miR-34a mimic.
Realizados 3 ensaios independentes, com 4 replicatas cada. Dados expressos como média + erro
padrdo e analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey. # diferenca significativa em
relacdo ao controle negativo (CN). (***p<0,001; ****p<0,0001).

4.6 CURVA DOSE-RESPOSTA DO IMITADOR SINTETICO DE MIR-7

Os resultados acima apresentados demonstram a superioridade de miR-7 em
relacdo a miR-34a como potencial alvo, em ambas as linhagens de tumor mamario.
Na presente etapa experimental procurou-se refinar a tecnologia em desenvolvimento,
estabelecendo a menor dose eficaz de miR-7 mimic, no intervalo entre 5 e 50 nM, com
base em ensaios de viabilidade celular (MTT).

Na linhagem MCF-7 todas as concentracdes avaliadas apresentaram diferenca
significativa na reducédo da viabilidade celular em relagdo ao controle negativo (CN),
diferenca observada também quando as concentracdes foram comparadas entre si, 0
gue mostra uma clara curva dose-resposta. A transfeccdo com miR-7 mimic na
concentracéo de 5 nM promoveu a reducéo da viabilidade celular para 66,1%, seguido
de 51,0% com 10 nM, 40,3% com 25 nM e 34,7% com 50 nM (Figura 17A).
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Na linhagem MDA-MB-231, observou-se uma reducédo da viabilidade para
93,2% com 5 nM de miR-7 mimic, ndo apresentando diferenca significativa em relacao
ao controle negativo (CN). A partir de 10 nM (86,9%) todas as concentracdes foram
efetivas na reducéo da viabilidade celular em relagéo ao grupo CN. N&o foi observada
diferenca significativa entre as maiores concentracdes utilizadas para esta linhagem,
25 nM (74,3%) e 50 nM (72,8%) (Figura 17B).
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Figura 17. Avaliacdo da viabilidade celular apds transfec¢cdo com miR-7 mimic. (A) Na linhagem MCF-
7 todas as concentracdes apresentaram diferenca significativa em relacdo ao CN e quando comparadas
entre si (B) Na linhagem MDA-MB-231 houve eficiéncia na reducéo de viabilidade a partir de 10 nM.
Trés ensaios independentes, com 4 replicatas cada. Dados expressos como média + erro padrao e
analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey. # diferenca significativa em relacdo
ao controle negativo (CN). (*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).

Com base nos resultados acima, optou-se pelo prosseguimento dos ensaios
com a concentracdo de 10 nM, que demonstrou ser a menor concentracdo de miR-7
mimic com eficiéncia significativa na reducéo da viabilidade celular, para ambas as
linhagens testadas.

4.7 EFEITO DO IMITADOR SINTETICO DE MIR-7, ISOLADO OU
ASSOCIADO AO PACLITAXEL, SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE
LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Apo6s escolha da concentragdo de 10 nM foram realizados ensaios de
viabilidade celular (MTT) para avaliar o potencial terapéutico da associa¢cédo entre o

imitador sintético de miR-7 e o quimioterapico paclitaxel, nas linhagens em estudo.
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Na linhagem MCF-7 a transfeccdo somente com o imitador sintético de miR-7
a 10 nM reduziu a viabilidade celular para 59,2%, resultado significativo se comparado
ao grupo tratado somente com paclitaxel (PTX), que apresentou reducédo de
viabilidade para 77,2%. J4 a associacdo entre miR-7 mimic e paclitaxel (miR-7+PTX)
reduziu a viabilidade para 44,6%, demostrando que esta associacdo é mais efetiva na
reducdo da viabilidade celular, tanto em relacdo ao grupo tratado apenas com o
quimioterapico quanto em relacdo ao grupo transfectado apenas com miR-7 mimic.
Apesar da diferenca significativa entre o grupo transfectado com mimic controle
negativo (SCRB) e o grupo com associacdo entre SCRB e PTX, 97,7% e 80,4% de
viabilidade respectivamente, este ultimo ndo diferiu de forma significativa do grupo
tratado apenas com PTX, o que demonstra a especificidade do miR-7 em sensibilizar
as ceélulas para os efeitos do paclitaxel sobre a viabilidade celular (Figura 18).

100 - | | --

Viabilidade celular (%)

Figura 18. Avaliacao da viabilidade celular em linhagem MCF-7 apos transfeccdo com miR-7 mimic. A
transfeccdo com miR-7 foi efetiva na reducéo da viabilidade celular, em relacdo aos grupos CN e PTX,
porém a associagdo entre miR-7+PTX foi mais efetiva do que ambos isoladamente. Trés ensaios
independentes, com 4 replicatas cada. Dados expressos como média + erro padrdo e analisados por
ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey. # diferenca significativa em relacdo ao controle
negativo (CN). (***p<0,001; ****p<0,0001).

Na linhagem MDA-MB-231 a transfec¢@o apenas com o imitador sintético de
miR-7 a 10nM reduziu a viabilidade celular para 85,4%, n&o apresentando diferenca
significativa em relacdo ao grupo tratado apenas com paclitaxel (PTX), que promoveu
a reducédo da viabilidade para 85,6%. Porém, a associacdo entre miR-7 mimic e
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paclitaxel (miR-7+PTX) reduziu a viabilidade celular para 73,3%, sendo significativo
tanto em relacdo ao grupo tratado apenas com 0 quimioterapico quanto em relacéo
ao grupo somente com a transfec¢cado de miR-7 mimic, demostrando que a associa¢ao
€ mais efetiva na reducédo da viabilidade também na linhagem MDA-MB-231. Por outro
lado, a associacdo entre mimic scramble e PTX ndo apresentou efeito significativo
sobre a viabilidade quando comparada aos grupos SCRB e PTX tratados
separadamente, o que demostra que os efeitos observados sdo alvo-dependentes
(Figura 19).
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Figura 19. Avaliacé@o da viabilidade celular em linhagem MDA-MB-231, ap6és transfec¢cdo com miR-7
mimic. A transfec¢do com miR-7 reduziu de forma significativa a viabilidade em relagcdo ao grupo CN.
Porém, a associacao entre miR-7+PTX mostrou-se mais efetiva na diminui¢cdo da viabilidade celular
quando comparada aos grupos com PTX e miR-7 em uso isolado. Quatro ensaios independentes, com
replicatas variando entre quatro e seis. Dados expressos como média + erro padrdo e analisados por
ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey. # diferencga significativa em relacdo ao controle
negativo (CN). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Com excecgao do grupo transfectado apenas com mimic scramble (SCRB), os
demais grupos avaliados apresentaram reducao da viabilidade celular em relagéo ao

grupo controle negativo (CN), nas duas linhagens estudadas.
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4.8 ALTERACOES MORFOLOGICAS INDUZIDAS PELO IMITADOR
SINTETICO DE MIR-7, ISOLADO OU ASSOCIADO AO PACLITAXEL.

Em decorréncia dos resultados obtidos no ensaio anterior, foram realizadas
analises para identificar possiveis alteracdes morfolégicas nas células expostas ao
miR-7 mimic, isoladamente ou em associacdo ao quimioterapico paclitaxel.

Na linhagem MCF-7, as células do grupo controle negativo (CN) apresentaram
morfologia caracteristica de células epiteliais, com formato poligonal e crescimento
com formacéao de colbnias. Tanto nas células transfectadas com o imitador sintético
de miR-7 na concentracao de 10 nM (miR-7 mimic), quanto nas células tratadas com
100 nM de paclitaxel (PTX), notou-se alteragbes na morfologia compativeis com
eventos de toxicidade celular, tais como arredondamento celular, rompimento da
membrana de algumas células e maior granulosidade. Nas células tratadas com a
associacdo entre miR-7 mimic e paclitaxel (miR-7 + PTX) estas alteracdes
morfolégicas foram acentuadas, com notavel quantidade de fragmentos celulares
dispersos no meio de cultura, demostrando, novamente, que a associacao promove
efeitos superiores aos observados nos tratamentos isolados. Efeitos bem mais
brandos foram observados no grupo transfectado com mimic controle negativo de
forma isolada (SCRB), onde o padrdo morfolégico se manteve similar ao do controle
negativo. JA4 na sua associacdo com paclitaxel (SCRB+PTX) foram observadas
algumas alteracdes, como arredondamento celular, provavelmente decorrentes do
quimioterapico (Figura 20).

Na linhagem MDA-MB-231, as células do grupo controle negativo (CN)
apresentaram morfologia caracteristica da linhagem, com formato fusiforme. A
transfeccdo com imitador sintético de miR-7 (miR-7 mimic) promoveu arredondamento
celular e rompimento da membrana, alteracdes morfoldégicas compativeis com
eventos de toxicidade celular. O paclitaxel promoveu alteragcbes mais proeminentes
na morfologia, com rompimento da membrana celular e perda quase completa da
morfologia fusiforme, tanto de forma isolada (grupo PTX), quanto associado aos
imitadores sintéticos (grupos miR-7 + PTX e SCRB + PTX). No grupo transfectado
apenas com o mimic controle negativo (SCRB) as alteracdes morfologicas observadas
foram sutis, mantendo-se o padrao morfologico similar ao do controle negativo (CN)
(Figura 21).
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Figura 20. Alterages morfolégicas em linhagem MCF-7 induzidas por imitadores sintéticos de miRNAs
isolados (10 nM) ou associados ao paclitaxel (100 nM). Células do grupo controle negativo (CN)
apresentam morfologia poligonal caracteristica da linhagem. Tanto a transfecgdo com miR-7 mimic
guanto o tratamento com paclitaxel promoveram, isoladamente, alteracdes morfolégicas nas células
MCF-7, porém, a associacdo entre eles promoveu efeitos superiores. Efeitos mais discretos foram
observados nos grupos transfectados com mimic controle negativo (SCRB e SCBB+PTX). Micrografias
feitas em Microscépio optico em contraste de fase. Aumento de 20X.

Figura 21. Alteracdes morfolégicas em linhagem MDA-MB-231 induzidas por imitadores sintéticos de
miRNAs isolados (10 nM) ou associados ao paclitaxel (100 nM). Células do grupo controle negativo
(CN) apresentam morfologia fusiforme caracteristica da linhagem. A transfeccdo com imitador sintético
de miR-7 (miR-7 mimic) promoveu alteragbes morfoldégicas compativeis com eventos de toxicidade
celular. O tratamento com paclitaxel promoveu alteragfes proeminentes na morfologia em todos os
grupos (grupos miR-7 + PTX e SCRB + PTX). Micrografias feitas em Microscdpio dptico em contraste
de fase. Aumento de 20X.
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5 DISCUSSAO

A terapia génica baseada em RNA de interferéncia (RNAi) vem sendo alvo de
estudos e desenvolvimento tecnolégico como alternativa para o tratamento de
diversas doencas, entre elas o cancer (37, 48, 61, 62). O desenvolvimento de
oligonucleotideos mais especificos e estaveis somado aos avan¢os nanotecnologicos
para diminuigéo da toxicidade e melhoria da eficiéncia na entrega deste material tem
incentivado as industrias farmacéuticas a investirem cada vez mais nesta area de
pesquisa (39, 63, 64).

Por ser um quimioterapico amplamente utilizado no tratamento do céancer de
mama (22, 32, 34, 56, 65), o paclitaxel aparece em diversos trabalhos como controle
positivo de ensaios ou na terapia associada a novas tecnologias, como é o caso do
presente estudo (66, 67). As concentracdes utilizadas do farmaco sdo as mais
variadas, definidas de acordo com o tipo de cancer, modelos experimentais (in vitro
ou in vivo), objetivos do estudo e metodologias empregadas (33). No presente trabalho
identificamos que a linhagem MCF-7 apresentou maior sensibilidade ao
guimioterapico paclitaxel, guando comparada a linhagem MDA-MB-231, o que vai de
encontro ao racional de que tumores triplo-negativos sdo mais resistentes a
monoquimioterapia. Resultados semelhantes foram observados em outros estudos
comparativos utilizando as mesmas linhagens tumorais (57, 68). O paclitaxel, ao
contrario de outros quimioterapicos, ndo interage diretamente com 0s componentes
nucleares, tendo acédo principal durante a fase mitética, promovendo a polimerizacao
das proteinas tubulinas e bloqueando o ciclo celular (35). Pouco se sabe sobre o
mecanismo bioldgico de acdo do paclitaxel sobre a expressdo de miR-34a e miR-7.
Porém, os microtibulos apresentam varias fungdes importantes em células
eucaridticas, como manutencdo da forma celular, motilidade e trafico intracelular de
organelas e macromoléculas (32), o que pode promover uma desregulacao direta ou
indireta nas vias de expressao génica, afetando assim o padréo de expressao destes
microRNAs, com forma e intensidade variadas, de acordo com a heterogeneidade
entre os subtipos tumorais.

Padrdes aberrantes de expressao de microRNAs no cancer de mama, incluindo
miR-340, let-7a , miR-21, miR-125b, miR-34a e mir-7, estéo relacionados a uma maior

predisposicdo ao desenvolvimento de alguns subtipos mais agressivos, pior
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prognoéstico da doenca e diminuicdo da resposta ao tratamento (23, 46, 69-72). No
presente trabalho, identificamos uma diferenca clara na expressdo dos microRNAs
em estudo, miR-34a e miR-7, entre as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. A linhagem
triplo-negativa, MDA-MB-231, com maior capacidade invasiva e de pior prognéstico,
apresentou menor expressao de ambos microRNAs, sendo a diferenca na expressao
de miR-7 entre as linhagens ainda mais expressiva. Outros estudos também
reportaram resultados semelhantes na diferenca de expressao entre as mesmas
linhagens tumorais, tanto em relacdo ao miR-7 (23, 57) quanto ao mir-34a (70),
confirmando a importancia de se entender o perfil génico de cada subtipo tumoral para
um diagndéstico mais preciso e estabelecimento da melhor estratégia terapéutica.
miRNA-34a é considerado um microRNA supressor de tumor pertencente a
rede de supressao mediada por p53, estando sua expressao reduzida em células e
tecidos tumorais de mama (47, 50, 71, 73), o que corrobora com o racional de que a
suplementacdo deste microRNA seria uma estratégia interessante no combate ao
cancer de mama. Um estudo clinico de fase 1 (MRX34) foi realizado utilizando imitador
sintético de miR-34a encapsulado em nanoparticula lipossémica (diametro ~ 110 nm),
administrado por via intravenosa, para o tratamento de pacientes com diversos tipos
de tumores sélidos. Apesar de resultados prévios promissores em camundongos e
primatas ndo-humanos e evidéncias preliminares de atividade antitumoral em
humanos, o estudo foi interrompido apds o final da fase 1 por reacdes adversas
graves, potencialmente atribuidos a particula lipossomal, segundo 0s responsaveis
pela pesquisa (74). Resultados como este nos encorajam a seguir em busca de novos
alvos e de avancos biotecnoldgicos para o fortalecimento da pesquisa translacional.
Quanto ao miR-7, trata-se de microRNA que desempenha importante papel
como supressor tumoral, estando sua expressdo basal diminuida em células
cancerosas e em tecidos tumorais (23, 68, 69, 75, 76), fato que justifica sua escolha
para o desenvolvimento do presente estudo e a estratégia proposta de reposi¢éo do
seu conteudo nas linhagens tumorais selecionadas. Devido a capacidade inerente aos
microRNAs de regularem a expressao de varios genes, diversos estudos tem por
objetivo a busca de potenciais alvos regulados por miR-7 que possam estar
associados ao processo tumorigénico. Um destes estudos demonstrou que o aumento
artificial do conteudo de miR-7 em células de cancer de mama foi capaz de regular
negativamente a expressao da quinases de adeséao focal (FAK), uma tirosina quinase

citoplasmatica amplamente expressa que apresenta importante papel na proliferacao



52

e migracao celular (69). Esta associacao entre miR-7 e FAK pode justificar o fato da
linhagem mais invasiva (MDA-MB-231) apresentar menor expressdao de miR-7, e
consequentemente maior expressao de FAK, o que favoreceria o0 processo de invasao
e metastase. Outro estudo realizado com cancer de ovario em modelos animais
demonstrou que o aumento do contetdo de miR-7 regulou negativamente o receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGRF), que estéa relacionado ao desenvolvimento
e sobrevida celular (67). A suplementacédo exégena de miR-7 também foi capaz de
atenuar as habilidades de invasdo e auto renovacdo de células-tronco cancerosas,
suprimindo significativamente sua capacidade de desenvolvimento de metastases
cerebrais (68). Outra abordagem em estudo é sobre o potencial de miR-7 como
biomarcador preditivo em tumores de mama. A baixa expressao de miR-7 intratumoral
avaliada antes da quimioterapia poderia auxiliar na indicacdo de pacientes que
provavelmente se beneficiariam de opcdes alternativas de tratamento, demonstrando
gue este microRNA apresenta poder informativo ndo s6 em cultivo celular, como
também em tecidos tumorais (56).

Poucos estudos publicados até o momento exploraram a associacdo entre
imitadores sintéticos de miR-7 e o quimioterapico paclitaxel, entretanto, com base nos
resultados obtidos no presente trabalho, relacionados a reducédo da viabilidade celular
e alteracdes morfolégicas nas linhagens tumorais, consideramos esta associacao
promissora para a tratamento do cancer de mama e merecedora de atencdo e
investimento em estudos futuros. Alguns resultados semelhantes aos obtidos neste
trabalho foram observados em linhagens de carcinoma de pulmao de células néo
pequenas (non-small cell lung cancer — NSCLC) onde a regulagéo positiva de miR-7
aumentou a sensibilidade das células ao paclitaxel, suprimindo a proliferacdo celular
e promovendo a apoptose (66). Outros resultados promissores foram obtidos também
em estudo com nanoparticulas contendo a associacdo entre miR-7 e paclitaxel no
tratamento de cancer de ovario em modelos animais (67).

Cabe ressaltar que ndo ha na literatura cientifica registros de estudos
utilizando a associacdo entre miR-7 mimic e paclitaxel no cancer de mama, o que
revela o ineditismo desta dissertacdo de Mestrado, mostrando que esta pesquisa
representa potencial biotecnologico promissor. Estudos futuros para validacdo dos
alvos terapéuticos regulados por miR-7 em modelos animais de tumor mamario
poderdo confirmar o potencial desta terapia e permitir o prosseguimento dos testes

em ensaios clinicos de Fase 1.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, conclui-se que:

a) Ha diferenca significativa na expressao de miR-34a e miR-7 de acordo com
o fendtipo tumoral, com reducéo de ambos microRNAs na linhagem triplo negativa
MDA-MB-231, em relacdo a MCF-7,

b) O uso isolado de imitadores sintéticos de miR-34a e miR-7 promove reducao
da viabilidade celular e miR-7 promove alteracdes morfologicas, em ambas a
linhagens tumorais;

c¢) Os imitadores de miR-34a e miR-7 sensibilizam as células para os efeitos do
guimioterapico paclitaxel, nas duas linhagens estudadas, sendo que os efeitos de
mMiR-7 sdo superiores e significativos.

d) O uso de oligonucleotideos imitadores de miR-7, de maneira isolada ou em
associacdo ao paclitaxel, € uma estratégia biotecnolégica promissora para o

tratamento do cancer de mama.
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APENDICE A — QUANTIFICACAO DO CONTEUDO DE MIR-7 APOS A
TRANSFECCAO COM IMITADOR SINTETICO

Para avaliar a modulacdo da expressdo de miR-7, nas linhagens MCF-7 e
MDA-MB-231, foi realizado ensaio de RT-gPCR, comparando a expressao entre o
grupo controle negativo (CN), representando a expressao basal deste microRNA, e o
grupo transfectado com o imitador sintético de miR-7 a 10 nM (api-miR-7 mirVana
mMiRNA mimic, Ambion). O tempo decorrido entre a transfeccdo e o processamento
das amostras (congelamento do pellet) foi de 72 horas, com substituicdo do contetdo
dos pocos por meio de cultura fresco 24 horas ap0s a transfeccao.

Na analise dos valores brutos dos ciclos de quantificacao (Cq) verificou-se que
na linhagem MCF-7 a diferenca entre o grupo controle (CN) e o grupo transfectado
com o imitador de miR-7 (miR-7 mimic) foi de 7,2 ciclos. Na linhagem MDA-MB-231 a
diferenca observada entre os valores de Cq obtidos no grupo controle e no grupo
transfectado foi de 11 ciclos (Figura 22).
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Figura 22. Comparacdo entre valores dos ciclos de quantificacdo em cada linhagem, avaliados por
gPCR. A linhagem MCF-7 apresentou diferenca de 7,2 ciclos entre os grupos controle e transfectado
com imitador de miR-7. Na linhagem MDA-MB-231 a diferen¢a entre os grupos foi de 11 ciclos. n=3.
Dados expressos em mediana.

Na avaliacdo da expresséo relativa de miR-7, calculada pelo método 22T,
verificou-se que na linhagem MCF-7 houve um aumento de 329,4 vezes na expressao
deste microRNA no grupo transfectado com 10 nM de miR-7 mimic, em relacédo ao
grupo controle negativo (CN) (Figura 23A). Ja na linhagem MDA-MB-231 esse
aumento foi de 1.187,1 vezes (Figura 23B).



61

Os dados obtidos demostram que a transfeccdo com imitadores sintéticos de
miR-7 foi efetiva e incorporada ao sistema biologico da célula, causando um aumento

no contetudo de miR-7, detectavel pela técnica de RT-qPCR.
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Figura 23. Expresséo relativa de miR-7 apés transfeccdo com imitador sintético, avaliada por RT-gPCR.
Comparacao entre a expressao relativa basal (CN) e 72 horas ap6s a transfeccdo com miR-7 mimic a
10 nM. A) Na linhagem MCF-7 foi observado aumento de 329,4 vezes na expressdo de miR-7 apos a
transfeccéo; B) Na linhagem MDA-MB-231 o aumento da expresséo foi de 1.187,1 vezes no grupo
transfectado. n=3. Dados expressos em mediana. Ensaios normalizados pelo controle endégeno
RNUG6B.



