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RESUMO

SOUZA, Layane Duarte. Avaliacédo do efeito antitumoral de caveol e cafestol em cultura
de células MBA-MD-231. 2016. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

Com o aumento da expectativa de vida do homem e fatores como poluigdo ambiental,
0 cancer se tornou cada vez mais frequente na populacdo. Ele € uma doenca heterogénea com
classificacdo baseada em diferentes parametros, como clinicos e moleculares. Em todos os
tipos da doenca, como no cancer de mama, fatores como ativacdo constitutiva de vias de
sinalizacdo, entre elas JAK-STAT, e subtipo molecular contribuem fortemente para a
resisténcia tumoral ao tratamento. Além disso, as células tumorais possuem mecanismos
conhecidos como ‘“hallmarks”, que sustentam o desenvolvimento da doenga. A estratégia
terapéutica utilizada consiste, entdo, em combinar as terapias convencionais a fim de
aumentar o sucesso do tratamento. Porém, resulta em diversos efeitos colaterais e aumento da
resisténcia tumoral. Desta forma, tratamentos a base de compostos naturais surgem como uma
alternativa menos agressiva de combina¢do para o paciente. Estudos in vitro, epidemiol6gicos
e de coorte mostram que o consumo de café esta associado a reducdo da incidéncia geral de
cancer. Isso se deve a presenca dos diterpenos Caveol e Cafestol (CK) encontrados no café
torrado e moido, cuja concentracdo na fracdo lipidica da bebida varia de acordo com o
preparo. Até entdo, sabe-se pouco sobre os mecanismos de atuacdo de CK sobre o cancer.
Assim sendo, o presente estudo visou investigar o potencial antitumoral de CK na linhagem
de cancer de mama MDA-MB-231, STAT3 dependente. As células foram tratadas com
diferentes concentracGes de CK para verificar seu efeito sobre a viabilidade e proliferacdo
celular; também em co-tratamento com o quimioterapico Doxorrubicina. Em seguida, as
células foram tratadas com 100 uM de CK por 24 h para avaliacdo do efeito quanto ao
potencial de migracdo e invasdo, metabolismo oxidativo (atraveés dos niveis de Espécies
Reativas de Oxigénio), angiogénese (niveis de RNA mensageiro de VEGFA) e expressdo
génica de STAT3 por meio de diferentes ensaios. Por fim, uma analise em larga escala foi
feita a fim de obter um panorama geral do efeito de CK na regulacéo da expressao génica. Os
resultados mostraram que CK ndo alteraram a viabilidade celular, porém todas as
concentracdos protegeram as células da morte induzida pela Doxorrubicina. O tratamento com
100 uM de CK por 24 h retardou a migracdo das células e ndo apresentou efeito no potencial
invasivo. Quanto ao metabolismo oxidativo e potencial de angiogénese, os resultados nao
foram significativos. O tratamento com 100 pM de CK resultou em redugéo da taxa de
apoptose de 10 % para 7 % ap0s 24 h. Nao foi possivel inferir o efeito de CK na expressao de
STATS3. Na analise do perfil de expressdo génica, o tratamento com 100 uM de CK por 24 h
resultou em aumento dos niveis de RNA mensageiro de genes relacionados a modificacao de
histonas e reguladores da divisdo celular, bem como redugdo dos niveis de genes pro-
inflamatdrios e também reguladores da diviséo celular. Portanto, este trabalho sugere que o
mecanismo de acdo de CK no desenvolvimento tumoral é através da regulacdo a nivel
transcricional do processo inflamatorio e proliferacéo celular.

Palavras-chave: Caveol. Cafestol. Cancer de mama. Hallmarks. Inflamagdo. Modificacdo de

histonas.



ABSTRACT

SOUZA, Layane Duarte. Evaluation of antitumoral effect of Kahweol and Cafestol in
breast cancer cell line MDA-MB-231 STAT3 dependent. 2016. 78 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

The increase in life expectancy and pollution levels has become cancer more frequent
in the population. This heterogeneous disease classification is based on different parameters,
such as clinical and molecular. In all types of disease, such as breast cancer, factors such as
constitutive activation of signaling pathways, including JAK-STAT, and molecular subtype
strongly contribute to tumor resistance. In addition, tumor cells have characteristic
mechanisms that lead to tumor resistance, known as the hallmarks of cancer. To increase
treatment success against these mechanisms associated with intrinsic characteristics of each
type of cancer, conventional therapies are combined. However, the strategy results in several
side effects and increased tumor resistance. In this way, treatments combination based on
natural compounds appear as a less aggressive alternative for patient. Epidemiological, cohort
and in vitro studies associate coffee consumption with a reduction in overall incidence of
cancer. This is due to Kahweol (K) and Cafestol (C) (C/K) diterpenes found in roasted and
ground coffee, whose concentration in the lipidic fraction of the beverage varies according to
the preparation. Until now, little is known about C/K mechanisms of action on cancer. Thus,
the present study aimed to investigate the antitumor potential of CK in breast cancer cell line
MDA-MB-231, STAT3 dependent. Cells were treated with different concentration of CK to
verify their effect on cell viability and proliferation; and also in co-treatment with the
chemotherapeutic Doxorubicin. The cells were then treated with 100 uM CK for 24 h to
evaluate the effect on migration and invasion, oxidative metabolism (through Reactive
Oxygen Species levels - ROS), angiogenesis (through VEGFA mRNA levels) and gene
expression of STAT3. Finally, a large scale analysis was done to obtain an overview of the
effect of CK on gene expression regulation. The results showed that CK did not alter cell
viability, but all concentrations protected the cells from Doxorubicin induced death.
Treatment with 100 uM CK for 24 h delayed cell migration, but had no effect on the invasive
potential. Regarding oxidative metabolism and potential angiogenesis, the results were not
conclusive. Treatment with 100 uM CK resulted in apoptosis reduction rate from 10 % to 7 %
after 24 h, but no significant. The effect of CK on STAT3 expression was not possible to
infer. In gene expression profile analysis, the treatment with 100 uM CK for 24 h resulted in
increased mMRNA levels of histone modification and cell division regulators genes, as well as
reduction of pro-inflammatory and cell cycle regulatory genes levels. Therefore, this study
suggests that CK mechanism of action in tumor development is through the regulation at the
transcriptional level of the inflammatory and cell proliferation process.

Keywords: Kahweol. Cafestol. Breast cancer. Hallmarks. Inflammation. Histones
modification.
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INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida do homem e fatores como a polui¢do
ambiental, o céncer se tornou cada vez mais frequente na populacdo. Ele ¢ uma doenca
heterogénea com classificacdo baseada em diferentes pardmetros, como clinicos e
moleculares. Dentre 0s mais incidentes, o cancer de mama é o principal em mulheres, com
alta taxa de mortalidade (INCA, 2016). Desta forma, é considerado um problema de saude
publica mundial.

Diferentes mecanismos sdo responsaveis pelo desenvolvimento tumoral e estdo
diretamente relacionados a resisténcia as terapias convencionais (ABDULLAH et al., 2013;
TAKAHASHI et al., 2015). A ativagéo constitutiva de vias de sinalizagdo importantes, como
JAK/STAT (Janus quinase/Transdutor de sinal e fator de ativacgdo), tem sido correlacionada
com a progressao e resisténcia tumoral (DESHMUKH et al., 2015; EL HASASNA et al.,
2016; LEE et al., 2016; WAKE et al., 2015). Estes mecanismos sdo conceituados como
“hallmarks” do cancer e tém sido alvo de pesquisas para novos medicamentos (HANAHAN
& WEINBERG, 2011). A combinagdo de terapias convencionais, visando a aumentar o
sucesso do tratamento, resulta em baixa qualidade de vida para o paciente, devido aos efeitos
colaterais. Logo, terapias menos agressivas podem ser uma alternativa para o tratamento
contra o cancer.

Produtos derivados de plantas séo bastante comuns tanto na medicina popular quanto
na industria. Classicamente consumido pelo sabor e efeito estimulante, o café tem sido
descrito como protetor contra alguns tumores e este efeito pode ser decorrente de dois
componentes da fracdo lipidica do gréo, caveol (Kahweol - K) e cafestol (Cafestol - C)
(CAVIN et al., 2002; LARSSON & WOLK, 2007; CARDENAS, QUESADA, MEDINA,
2011; YU et al.,, 2011; CHOI et al.,2015; KOTOWSKI et al., 2015). Desta maneira, 0
presente trabalho teve como objetivo a investigacdo do potencial antitumoral de caveol e

cafestol em alguns hallmarks do cancer.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wake%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b3-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b12-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b28-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b22-bt-23-128
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 O cancer de mama

O céancer de mama é uma doenca heterogénea, classificada de acordo com pardmetros
clinicos (INCA, 2016), como o comprometimento de linfonodos e tamanho, assim como por
critérios histopatoldgicos como a expressao de ER (receptor de estrogénio), PR (receptor de
progesterona), HER2 (receptor de fator de crescimento epidermal humano 2) ou pela auséncia
de expressdao dos mesmos (SOADY et al.,, 2015). A presenca ou auséncia dos receptores
determina diferentes subtipos moleculares, cujo triplo negativo é 0 menos responsivo a

quimioterapicos que os tém como alvo nas terapias contra o cancer (SOADY et al., 2015).

1.1.1 Epidemiologia do cancer de mama

O céancer de mama € o tipo mais frequente no mundo e com maior taxa de incidéncia e

mortalidade em mulheres (
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Figura 1), tanto em paises desenvolvidos, quanto em paises em desenvolvimento
(YAMAGUCHI et AL., 2015; INCA, 2016; ZHANG et al., 2016), porém nao é significativo
em homens (INCA, 2016). Embora a taxa de mortalidade corresponda a aproximadamente 25
% dos casos e o risco de desenvolvimento possa ser diminuido com a prevencédo, em paises de
baixa renda, onde este cancer é majoritariamente descoberto em estado avancado e o
tratamento é inadequado, as taxas de mortalidades ultrapassam 60 % (WHO, sem data).
Segundo GLOBOCAN (2012), o cancer de mama foi a segunda maior causa de 6ébitos em
2012 e o segundo mais incidente em mulheres mundialmente. Além disso, foi o cancer com
maior reincidéncia ap6s cinco anos de tratamento e monitoramento (GLOBOCAN, 2012). A
Organizacao Mundial da Saude estima que ele seja a vigésima causa de mortes no mundo em
2030, representando 1,1 % de morte em geral (WHO, 2013).
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Figura 1- Proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil, estimados para 2016

por sexo, exceto pele ndo melanoma
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Sistemna Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*NUmeros arredondados para miltiplos de 10.

Legenda: A. Taxa estimada de incidéncia e mortalidade de cancer para ambos 0s sexos. B. Proporcional dos dez
tipos de cancer mais incidentes no Brasil, estimados para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.
Fonte: GLOBOCAN 2012 e INCA, 2016.

No Brasil, o cancer de mama é o mais frequente, sem considerar tumores de pele nao
melanoma, em todas as regides, com excecdo do Norte, onde ele assume a segunda posicéo
atras do cancer de colo do Utero. A estimativa para 2016 € de 57.960 casos novos para 0 Sexo
feminino, com incidéncia estimada de 56 casos a cada 100 mil mulheres, sendo ent&o o cancer
mais incidente, perfazendo um total de 28,1 % (INCA, 2016). As taxas de mortalidade no
Brasil por cAncer de mama sdo bastante elevadas, muito provavelmente porque a doenca ainda
é diagnosticada em estagio avangado, representando a primeira causa de morte por cancer na
populacdo feminina brasileira, com 14 @bitos a cada 100.000 mulheres em 2013 (INCA,
2016). Portanto, o cancer de mama é considerado um problema de saude publica e, ainda que
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existam politicas publicas incentivando o diagndstico precoce, a descoberta tardia minimiza

as chances de cura.

1.1.2 Mecanismos de resisténcia tumoral

A resisténcia tumoral é um grande problema enfrentado pela comunidade médico-
cientifica (INCA, 2016). A descoberta tardia, a idade avancada do paciente e a
heterogeneidade celular sdo fatores que favorecem a resisténcia intrinseca e a adquirida no
tratamento, comum em tumores sélidos como o de mama e ovario, tornando pior o
prognostico e favorecendo a metastase (BOURGEAIS, GOUILLEUX-GRUART,
GOUILLEUX, 2013; INCa, 2010).

Diversos fatores como a ativacao constitutiva de vias de sinaliza¢do, como as vias de
Hedghog e JAK/STAT, vias de reparo de DNA (&cido desoxirribonucleico) altamente
eficientes (ABDULLAH et al., 2013; TAKAHASHI et al., 2015) e presenca de células-tronco
tumorais ou células iniciadoras de tumor (AL-HAJJ et al., 2003) contribuem fortemente para a
resisténcia tumoral, uma vez que estdo relacionados a resposta ao tratamento. Além disso,
outros fatores importantes para o desenvolvimento tumoral, conhecidos como “hallmarks” do

cancer (
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Figura 2) influenciam diretamente na resisténcia. Tanto que, atualmente, sdo alvos de
pesquisas terapéuticas (HANAHAN & WEINBERG, 2011). Mesmo medicamentos
usualmente utilizados, necessitam de combinagdes devido a resisténcia. Um exemplo é o
quimioterapico Doxorrubicina, um antibiodtico utilizado na terapia convencional contra o
cancer. Ele ¢ uma antraciclina utilizada na linha de frente do tratamento de diversos tipos de
tumores solidos e hematoldégicos em combinacdo com drogas alvo-especificas
(YAMAGUCHI et al., 2015; ZHANG et al., 2016). Ele intercala no DNA causando lesdes na
dupla-hélice, impedindo assim a replicacéo celular (GUO et al., 2004; DrugBank - nimero de
acesso DB00997 (APRD00185)).
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Figura 2 - Diagrama dos hallmarks do cancer. Sinaliza¢des celulares que contribuem para o

desenvolvimento tumoral.
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Fonte: HANAHAN & WEINBERG, 2011.

A necessidade de combinar medicamentos visando melhorar a resposta ao tratamento
reduz a qualidade de vida do paciente, uma vez que resulta em muitos efeitos colaterais.
Tratamentos alternativos ou menos agressivos, como baseados em compostos naturais,
mostram-se como uma op¢do atraente para a clinica. Logo, pesquisar novas formas de

tratamento pode auxiliar na elaboracéo de novas estratégias de combate ao cancer.

1.2 STAT3

A familia proteica STAT foi descoberta durante estudos de especificidade de
sinalizacio de receptores de interferons (DARNELL, KERR, STARK, 1994). E constituida
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por sete genes que codificam as proteinas STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa,
STAT5b e STAT6 (O'SHEA, GADINA, SCHREIBER, 2002), todas com estrutura € modos
de ativacdo similares. E uma familia com papel central na regulacio da imunidade e
inflamacéo dependente de citocinas (YU, PARDOLL, JOVE, 2009). STAT3 é a principal
molécula sinalizadora da via JAK-STAT associada aos receptores tirosina quinase
(DARNELL, KERR, STARK, 1994).

O gene STATS3 esté localizado no cromossomo 17921.2 (75,171 bp — segundo UCSC
Genome Browser) e, assim como outras STATS, regula a transcricdo de proteinas que
participam de vias de sinalizagdo essenciais dentro da celula. STAT3 é ativada pela familia de
interleucinas, principalmente por IL-6 (interleucina 6), e também por fatores de crescimento,
oncogenes e interferons, sendo o membro da familia ativado pela maior diversidade o
citocinas e fatores de crescimento (GRONER & HENNIGHAUSEN, 2000; SPITZNER,
2014).

A via de sinalizagdo JAK-STATS3 (


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Shea%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gadina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158

25

Figura 3) se inicia apos a interacdo do ligante com a por¢éo extracelular. Inicialmente, JAK se
liga aos receptores, 0 que leva a inducdo da oligomeriza¢do dos mesmos. A aproximacao das
cadeias deste ultimo provoca a autofosforilagdo ou a transfosforilagdo da JAK nos residuos
tirosina, aléem de também fosforilar o receptor no mesmo local. Os residuos sdo reconhecidos
por STAT3 que se liga e é fosforilada por JAK nos residuos tirosina no sitio tnico préximo ao
residuo carboxi-terminal (Y705), assim como é fosforilada na serina no sitio dentro do
dominio trans-ativacdo (S727) (O'SHEA, GADINA, SCHREIBER, 2002; BOURGEAIS,
GOUILLEUX-GRUART, GOUILLEUX, 2013). A fosforilacdo permite a dimerizacdo de
STAT3 que transloca-se até o nlcleo e se liga a sequéncias especificas do gene alvo, ativando
ou inibindo sua transcrigdo. A resposta celular, apds a cascata de ativacdo, depende do gene
alvo de STAT3, podendo induzir a proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, entre outros
processos (GRONER & HENNIGHAUSEN, 2000; SPITZNER, 2014; DESHMUKH et al.;
MATTHEW & WAKE, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Shea%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gadina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11983158
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Figura 3 - Via de sinalizagdo JAK-STAT3. A ativacdo do receptor pelo ligante permite a
fosforilacdo de JAK e o recrutamento de STAT3. Este e fosforilado por JAK

seguido de sua dimerizacdo e translocacao.

Extracelular

Citoplasma

Ncleo

Fonte: adaptado de www.bdbiosciences.com

As STATs podem se ligar a duas diferentes sequéncias de DNA situadas na regido
promotora de seus genes alvos, ISRE (Elementos de resposta estimulados por interferon) e
GAS (Sequéncia ativada por interferon gama). Entretanto, STAT3 se liga somente a
sequéncia GAS que possui a sequéncia consenso palindrémica TTN5AA, sendo N qualquer
nucleotideo (LEE et al., 2016), onde todas as STATSs se ligam, exceto STAT2. A preferéncia
de cada STAT varia em fungdo do nimero de bases “N” da sequéncia (KISSELEVA et al.,
2002) o que, consequentemente, leva a uma especificidade de cada STAT por cada gene
(HORVATH & DARNELL, 1997).
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1.2.1 STATS3 e cancer

STAT3 atua em diversos processos fisioldgicos, como sinalizacdo inflamatoria,
glicolise anaerdbia, imunossupressdo e € o tnico membro da familia ativado constantemente
em diferentes tumores solidos e liquidos (BOURGEAIS, GOUILLEUX-GRUART,
GOUILLEUX, 2013; AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016; FENG et al., 2016).
STATS3 é considerada um mediador da tumorigénese devido ao seu papel na regulacdo de
genes associados a proliferacdo celular, resisténcia a apoptose, angiogénese, invasdo,
migracéo e diferenciacdo (WAKE et al., 2015; LEE et al., 2016, EL HASASNA et al., 2016).
Além disso, a presenga de citocinas inflamatdrias como TNF-a (interferon alfa), IL-6 e 1L-17,
além de fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), no
microambiente tumoral, tém sido correlacionada com o desenvolvimento do cancer através da
ativacdo de STATS3; e sua ativacdo constitutiva em diversos tumores esta associada a iniciacdo
e progressao tumoral (AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016; YU, PARDOLL, JOVE,
2009).

1.2.2 STATS3 e cancer de mama

STAT3 possui diversas funcbes em vias de sinalizacdo que levam a progressao
tumoral. Ele atua como fator de transcricdo de diversos genes importantes para 0
desenvolvimento tumoral, permanecendo superexpresso em alguns tumores, como de mama
(AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016).

Ja tem sido descrito que a inibicdo de STAT3 diminui o crescimento e sobrevivéncia
em modelo animal e humano (WAKE et al., 2015), alem de aumentar o efeito antitumoral de
cisplatina e reduzir a proliferacdo e invasdo em pacientes com carcinoma nasofaringeal (PAN
et al.;2016). Em contrapartida, a superexpressao de STAT3 aumenta a agressividade e
crescimento em cancer de mama (DESHMUKH et al., 2015) e também estd associada a
menor taxa de sobrevivéncia global de pacientes com cancer de mama, colorretal e
glioblastoma (PAN et al., 2016).

STAT3 também atua em cascatas associadas a progressao tumoral atraveés da ativacdo

da transcri¢do de genes como ciclina D1, Bcl-xI (linfoma de células B extra grandes), c-Myc


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wake%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wake%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825152
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(fator de transcrigdo P64), BIRC5/survivina (Baculoviral contendo 5 repeticbes IAP/inibidor
de BIRC5) e VEGF (KIM, HWANG, JEONG, 2009; PAN et al., 2016) e ainda pela regulagéo
da expressdo de fascina (proteina responsavel pela agregacdo dos filamentos de actina na
célula), importante para a migracdo de células de cancer de mama (LEE et al., 2016). Além
disso, conhecidos ativadores de STAT3 tém sido alvos de estudos, como as interleucinas 6 e
17 descritas a seguir. A interleucina 6, principal ativador de STAT3, contribuiu de forma
importante para a metastase em cancer de mama (LEE et al., 2016) e sua reducao ja foi
correlacionada com a inibicdo de STAT3 em linhagem de cancer de mama MDA-MB-231
(EL HASASNA et al., 2016). IL-17 por sua vez, induz a migragdo celular através da
regulacdo de VEGF por STAT3 ativado em linhagem de adenocarcinoma de mama MCF-7
(AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016).

1.3 O café e suas propriedades

Descoberto por um pastor de cabras em Kefa, atual Etidpia, em 850 d.C., o grdo do

café (Coffea sp.) (
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Figura 4) é um produto natural utilizado para a producdo da segunda bebida mais consumida
no mundo (LUDWIG et al., 2014). Apesar de ser consumido principalmente pelo seu sabor e
propriedade estimulante, o grdo contém mais de mil componentes (SPILLER, 1984), muitos
sendo farmacologicamente ativos (KIM, HWANG, JEONG, 2009). Estudos recentes apontam
muitos beneficios para a saude relacionados ao consumo do café entre eles a reducdo do
diabetes, Doenca de Parkinson, desordens cardiovasculares e doencas crénicas, como cancer
(TAO et al., 2008; YU et al., 2011; LUDWIG et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b21-bt-23-128
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Figura 4 - O gréo do café em diferentes estagios de maturag&o.

Fonte: Ludwig et al., 2014,

Os componentes bioativos do gréo sao divididos em classes presentes nas diferentes
fracdes da bebida, sendo elas: &cidos clorogénicos (CGASs), cafeina, trigonelina, melanoidinas
e diterpenos pentaciclicos cafestol e caveol (LUDWIG et al., 2014).

Os terpenos sdo uma classe de produtos naturais muito estudados, encontrados em
algumas plantas (LEYVA-LOPEZ et al., 2016; KUDRYAVTSEVA et al., 2016; KHALID et
al., 2016). Sdo compostos volateis sintetizados nas plantas pela juncdo de, pelo menos, 2
unidades moleculares com 5 carbonos cada uma, classificados como mono (C10), sesqui
(C15) e diterpenos (C20) (VOLLHARDT & SCHORE, 2013). De natureza lipidica, os
diterpenos sdo encontrados no café torrado e moido, nas formas livre e esterificada com
acidos graxos — cerca de 20 % - (LIMA et al., 2010; TSUKUI, OIGMAN, REZENDE, 2014),
e tém sido descritos como protetores contra algumas doencas, como cancer colorretal (CHOI
etal., 2015; VOLLHARDT & SCHORE, 2013).

1.3.1 Café e cancer

Estudos in vitro, epidemiol6gicos e de coorte mostram que o consumo de café esta
associado a reducdo da incidéncia geral de cancer e também inversamente associado a alguns
tipos, como neoplasias de colon e reto, figado, pancreas, bexiga, mama, prostata e leucemia
(GIOVANNUCCI, 1998; LARSSON & WOLK, 2007; CARDENAS, QUESADA, MEDINA,
2011; YU et al., 2011; KOTOWSKI et al., 2015). Dados sugerem que o0s dois possiveis


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b5-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b12-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b1-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b28-bt-23-128

31

responsaveis por esse beneficio sdo os diterpenos caveol e seu derivado desidrogenado,
cafestol (Figura 5). Eles sdo obtidos da fracdo lipidica dos grdos de Coffea arabica e Coffea
robusta (LEE, CHAE, SHIM, 2012), estando presentes principalmente na bebida pronta do
estilo turco e escandinavo (GROSS, JACCAUD, HUGGET, 1997), pois seu teor varia em
funcéo do modo de preparo (LIMA et al., 2010).

Figura 5- Férmula estrutural dos diterpenos caveol (A) e cafestol (B).

Fonte: Ludwig et al., 2014.

Esses diterpenos exibem propriedades tanto protetoras quanto adversas (CAVIN et al.,
2002). Apesar de, tradicionalmente os componentes da fracdo lipidica do café serem
relacionados a hiperlipemias (LIMA et al., 2010), tem sido descrito que caveol e cafestol
protegem contra diversos carcinégenos, como DMBA (7,12 - dimetilbenzantraceno),
aflatoxina B1, Benzo(a)pireno e PhIP (2-amino-1metil-6-fenilimidazo [4,5- b] piridina),
parcialmente através da inducdo de genes do metabolismo de fase Il, assim como genes
envolvidos em defesa antioxidante (HUBER et al., 2003; MAJER et al., 2005; NGUYEN,
NIOI, PICKETT, 2009; WU et al., 2014), exercendo efeitos preventivos contra o estresse
oxidativo e dano no DNA (LEE e JEONG, 2007). Eles apresentam ainda atividade anti-
inflamatoria, pela inibicdo da sintese de dxido nitrico e transcrigdo de Nf-kappa B (TSUKUI,
OIGMAN, REZENDE, 2014).

Estudos em modelos animais também apoiam a hipétese de efeito antitumoral do café
(CHOI et al.,2015; CAVIN et al., 2002). Além da atividade antioxidante, caveol também
induz apoptose em células humanas de cancer de mama (CARDENAS, QUESADA,
MEDINA, 2014), pulméo (KIM et al., 2016), renal (UM et al., 2010), leucemia (OH et al.,

2009) e colorretal (CHOI et al.,2015). Foi demonstrado que caveol aumenta a expressao e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b13-bt-23-128
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427409000526#bib5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427409000526#bib5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b22-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b3-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b2-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b2-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b10-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b24-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
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clivagem de caspase 3 e ativacdo de JNK, ambos desempenham um papel pré-apoptotico, e
diminui a expressdo e ativacdo de fatores anti-apoptoticos, como BCL-2 (célula-B de linfoma
2), fosforilacdo de Akt (proteina quinase B) e ainda atenua a expressdo de HSP70 (OH et al.,
2009; CHOI et al.,2015). Além disso, caveol induz apoptose através da inibicdo da
fosforilagdo do fator de transcricdo STATS3, relacionado com agressividade e resisténcia
tumoral (KIM, HWANG, JEONG, 2009).

No que se refere a cafestol, estudos apontam inducdo de apoptose em diferentes
modelos celulares, como cancer de mama, rim, tumores de células escamosas de cabeca e
pescoco e glioma (KOTOWSKI et al., 2015; WOO et al., 2014). O co-tratamento com
radiacdo e ABT-737, um inibidor de Bcl-2/Bcl-xI, tem maior impacto na viabilidade celular e
em xendgrafos, respectivamente, do que tratamento isolado (KOTOWSKI et al., 2015;WO0O
et al., 2014). Cafestol ainda atua na regulacdo da expressao génica, promovendo a degradacéo
de Mcl-1 (regulador de apoptose da familia Bcl-2), importante proteina na resisténcia contra
ABT-737, e aumentando a expressdo de Bim (mediador de morte celular que interage com
Bcl-2) (WOO et al., 2014).

Finalmente, também ha relato de ésteres palmitatos de caveol e cafestol, principais
ésteres diterpenos presentes no café, com efeito anti-tumoral por meio da modificacdo da
atividade de enzimas hepéaticas (HUBER et al.,, 2004). Além disso, Moeenfard e
colaboradores (2016) mostraram que ambos 0s compostos inibem angiogénese, proliferacéo e
expressao de VEGFR2 (receptor de VEGF) e Akt em células endoteliais microvasculares

humanas.

1.3.2 Cafée STAT3

Até o momento, existe apenas um dado cientifico disponivel associando o café e
STAT3, mais precisamente, caveol a STAT3. Kim e seus colaboradores (2009) demonstraram
gue o tratamento de cultura de células A549 (células de adenocarcinoma de pulmao), STAT3
dependente, com caveol foi capaz de induzir apoptose atraves do bloqueio da fosforilagéo de
STATS3. A superexpressdo induzida desta proteina, por sua vez, levou a resisténcia a apoptose

induzida por caveol.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354313/#b15-bt-23-128
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Desta maneira, 0 consumo de café pode ser benéfico contra diversos tipos de cancer e
tem um grande potencial para tratamento alternativo e menos agressivo para o paciente.
Contudo, h& poucos dados disponiveis sobre os mecanismos de acdo de caveol e cafestol,
principalmente em tumores dependentes de fatores de transcricdo, como STAT3. Logo €
importante avaliar seu potencial como tratamento contra o cancer, e em combinagdo com
terapias convencionais, a fim de compreender sua forma de atuacdo e ndo somente seu efeito

para garantir a seguranca do paciente.



34

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem por objetivo geral investigar a hipotese do efeito antitumoral de

caveol e cafestol, baseado nos hallmarks do céancer, utilizando como modelo a linhagem de
cancer de mama MDA-MB-231.

2.2 Obijetivos especificos

a)

Avaliar a viabilidade da cultura de células MDA-MB-231 ap06s inibicdo

especifica de STATS;

Avaliar em culturas de células MDA-MB-231 tratadas com caveol e cafestol:

b)
c)
d)
e)
f)

a viabilidade celular na presenca e auséncia do quimioterapico Doxorrubicina;
o0 potencial de migracdo e invasdo celular;

a apopotose;

0 estresse oxidativo;

o perfil de expresséo génica
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo de estudo de cancer de mama: linhagem celular MDA-MB-231

Para esse trabalho foi utilizada como modelo a linhagem celular de adenocarcinoma de
mama, MDA-MB-231 (ATCC®, Washington, EUA). A morfologia é epitelial com
propriedades de crescimento em aderéncia (JAEGER, 2014). Essas células apresentam o
perfil de um subtipo de cancer de mama que exibe auséncia dos marcadores moleculares
HER2 e ER/PR, ou seja, subtipo triplo negativo. Ademais, possui um elevado potencial de
metéstase e é pouco diferenciada, assemelhando-se ao subtipo mais agressivo e de pior
prognostico (WALKER-NASSIR et al., 1982).

3.2 Compostos extraidos do café: Caveol e cafestol

Caveol e cafestol foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Anélise de Aromas,
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro - Brasil), na
proporcéao 54,1:45,6 (cafestol:caveol) e pureza superior a 99 %. Os terpenos foram dissolvidos
em DMSO (dimetilsulféxido) (LEE e JEONG, 2007; KIM, HWANG, JEONG, 2009; CHOI
et al., 2015) e a solucdo (35 mM) foi armazenada em aliquotas a -20 °C. Estas foram diluidas
100 vezes (350 uM) no momento do uso em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute 1640) suplementado com 10% de SFB (Soro fetal bovino) e o volume
correspondente a concentragdo10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM foi adicionado diretamente ao
meio de cultura. Em todos os ensaios, o veiculo DMSO foi a 0,1 % (v/v) igual ao tratamento.
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3.3 Tratamento com Doxorubicina e Stattic

O quimioterapico Doxorubicina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e o
inibidor comercial de STAT3, Stattic (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), foram
dissolvidos em DMSO seguido de armazenamento a -20 °C. O volume correspondente a

concentracdo a ser utilizada foi adicionado diretamente a cultura de células.

3.4 Cultura de células

Para realizacdo dos experimentos, as células foram cultivadas aderidas in vitro em
atmosfera de 37 °C e CO, a 5 %, em presenca de meio RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA), suplementado com 10 % de SFB (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA),
penicilina 100 mg/mL e estreptomicinal00 U/mL.

Osre piques celulares foram realizados na confluéncia de 80 % - 90 %,na proporcao
de 1:4 com auxilio de tripsina 1X/EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e semeados em
novas garrafas para manutencdo das culturas e experimentacdo. Para 0s experimentos, as
células foram repicadas para uma densidade de 10* célulasicm?, sendo o0s ensaios
experimentais iniciados apos 24 h em garrafas de cultura e placas de 12 e 96 pocos.

O ndmero de células foi estimado por contagem das células viaveis em camara de
Neubauer com auxilio do corante Azul de Tripan 0,4 %. Este se acumula no citoplasma de
células ndo viaveis, corando-as de azul, permitindo assim diferencia-las de células viaveis,
que sdo proficientes na extrusdo do corante.

Para estocagem das células, foram realizados protocolos de congelamento em 90 %
SFB e 10 % DMSO para manutengdo de estoques. Os tubos de congelamento foram
resfriados gradativamente de acordo com protocolo de 16 h a -20 °C, seguindo para o freezer
-70 °C pelo periodo minimo de 24 h e maximo de um més e, finalmente, transferidos para o
tambor de nitrogénio liquido. Para o descongelamento e reposicdo da cultura, os tubos de
congelamento foram retirados do freezer -70 °C e incubados diretamente a 37 °C. Apos total

descongelamento, as células foram lavadas com 5 mL de PBS (Tampéo fosfato salino) 1x e


https://www.google.com.br/search?q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiN0uKUxMvQAhXF4SYKHZzFBmUQmxMIhAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiN0uKUxMvQAhXF4SYKHZzFBmUQmxMIhAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
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cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 20 % de SFB nas primeiras 24 h. Apos

esse periodo, as células foram mantidas em meio RPMI 1640 como descrito anteriormente.

3.5 Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular apds tratamento das celulas, o reagente WST-1
(Tetrazolio soltvel em agua) (Roche) foi utilizado. O WST-1 consiste em um ensaio
colorimétrico baseado na capacidade de células viaveis converterem o sal Tetraz6lio (2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazolio) em composto vermelho Trifenilformazan, sendo a conversédo
realizada por desidrogenages mitocondriais (FRANCA NETO; KRZYZANOWSKI;
COSTA,1998). Através de variacBes na coloragdo do meio contendo WST-1, € possivel
inferir a proporgéo de células viaveis nas diferentes condi¢Ges de tratamento.

Para os ensaios de WST-1 com CK, as células foram semeadas em placas de 96 pogos
a uma densidade de 7x10° células/cm? em 100 pL de meio de cultivo RPMI 1640 por 48 h. Os
experimentos de viabilidade foram realizados utilizando mistura de caveol e cafestol nas
concentragOes de 10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM por 24 h, 48 h e 72 h. Para os ensaios de
WST-1 com Stattic, as células foram semeadas em placas de 96 po¢os a uma densidade de
1x10* células/cm? em 100 pL de meio de cultivo RPMI 1640. Os experimentos de viabilidade
foram realizados utilizando o inibidor comercial de STAT3, Stattic (Sigma), que inibe a
dimerizagcdo de STAT3, nas concentracdes de 1 uM, 5 uM, 10 puM, 20 uM e 30 pM nos
periodos de 24 h, 48 h e 72 h. Em todos os ensaios, o diluente DMSO 0,1 % foi utilizado
como controle negativo para 0s tratamentos

Ap0s o tempo de tratamento, foram adicionados 3 pL. de WST-1 em cada pogo e, em
seguida, as placas foram mantidas em estufa umidificada por até 2h a 37 °C e CO, a5 %.
Para padronizacdo de branco de reacdo, foram utilizados 100 uL. de meio de cultivo sem
celulas e 3 uL de WST-1. A quantificacdo da variagcdo colorimétrica foi realizada em um
leitor de Elisa (Polaris EE, Celler) no comprimento de onda de 450 nm com a referéncia de
630 nm. A porcentagem de células viaveis, apos os periodos de tratamento, foi determinada
pela razdo da absorbancia obtida das culturas tratadas em relagdo as nao tratadas. Foram

realizados trés experimentos independentes.
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3.6 Extracdo do mRNA e sintese de DNA complementar

A fim de analisar as alteracdes nos niveis de RNAmM (RNA mensageiro) dos genes de
interesse na linhagem MDA-MB-231, foi feita a extracdo de RNA (acido ribonucléico) total
com auxilio do reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA).

Foram adicionados 500 uL de TRIzol® as células e homogeneizado por inverséo,
seguido de centrifugacao a 13000 rpm, por 10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para
tubo de 1,5 mL, seguindo com adi¢do de 100 pL de Cloroférmio e homogeneizacdo por
inversdo por 1 min. Ap6s 5 minutos incubado na bancada na vertical, o material foi
centrifugado a 13000 rpm, por 15 min, a 4 °C. A fase aquosa foi, cuidadosamente, transferida
para um novo tubo de 1,5 mL e o RNA total foi precipitado com 500 pL de Isopropanol. Apos
15 min, a 25 °C, as amostras foram submetidas a centrifugacdo de 13000 rpm, por 10 min, a 4
°C. Descartado o sobrenadante, o precipitado foi reconstituido em 500 pL etanol 80 % em
agua DEPC (dietilpirocarbonato) 0,1 %, homogeneizado e centrifugado a 13000 rpm, por 5
min, a 4 °C. O sobrenadante foi, cuidadosamente, descartado e seguido de centrifugacdo por
10segundos, a 25 °C, para descarte do liquido restante. Foram adicionados 20 pL de &gua
DEPC 0,1 %. A quantificagdo de RNA total obtido da extragdo foi realizada com 2 pL da
amostra através de espectrofotometria com auxilio do equipamento Nanodrop 1000 (Thermo
Fisher ScientificWaltham, Massachusetts, EUA).

Depois de extraido o RNA total, as amostras foram incubadas com DNAse
amplification grade | (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) para degradacao de resquicios
de moléculas de DNA indevidamente obtidas durante a extracdo de RNA. Para tal, cerca de 2
pg de RNA total foi incubado com 9 pL de 15 U de DNAse e 1 X de tampéo DNAse 10 X
durante 15 min a 25 °C. A reagdo foi inativada com adi¢do de 1 uL de EDTA 25 mM e
incubacéo a 65 °C por 10 min.

O RNA foi entdo convertido em cDNA(DNA complementar) com auxilio do SCRIPT
cDNAsyntesis kit (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Brevemente, foi adicionado 4 pL de
tampéo 5 X First-Strand, 1 uLL de OligodT (primer de deoxitimina) (500 pg/mL), 1 uL. ANTPs
Mix (deoxinucleotideos trifosfato) (10 mM), 1 uL de Script Enzima RT (transcriptase reversa)
ao tubo da reacdo anterior. A sintese de cDNA procedeu com incubagdo em termociclador
durante 50 min a 42 °C com posterior inativacdo da enzima a 70 °C por 15 min e 4 °C até a

retirada do equipamento. Foram realizados quatro experimentos independentes.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiRs8zKxcvQAhWDEpAKHVPOAoIQmxMImwEoATAS
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjnzcnZxMvQAhWJHpAKHSWXCkMQmxMIjAEoATAO
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3.7 Elaboracao de oligonucleotideos

A sequéncia dos genes alvos avaliados foi obtida por meio dobanco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e do Ensembl (European Bioinformatics
Institute and the Wellcome Trust Sanger Institute). Todos os variantes de transcrito do mesmo
gene foram alinhados a fim de se encontrar regides conservadas entre eles. A sequéncia do
primer foi selecionada a partir dessas regifes, cuidando para que, quando possivel, a regido se
localiza entre éxons adjacentes. Parametros da sequéncia selecionada foram verificados
através da ferramenta OligoAnalyzer 3.1, da secdo SciTools, pertencente a IDT DNA
(Integrated DNA Technologies). Entre eles, tamanho do primer (18-24 bp), produto da PCR
de 70-150 bp, temperatura do primer ou TM (Temperatura de Melt) entre 55 °C-60 °C,
temperatura para formacdo de hairpin menor do que 35 °C ¢ o AG>-10 para a formagéo de
homodimero e heterodimero (BUSTIN, 2000). Os primers também foram analisados quanto a
especificidade de ligacdo a sequéncia de interesse, por meio do algoritmo BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool - NCBI). A sequéncia dos primers esta disponivel na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers forward e reverse utilizados para a amplificagdo dos genes

analisados.

Gene Sequéncia Foward Sequéncia Reverse

STAT3  5° GGG AGA GAG TTA CAG GTT GGA CAT 3° 5’AGA CGC CAT TAC AAGTGCCA 3’
VEGFA 5'CAC ACA GGA TGG CTT GAA GA 3° 5" AGG GCAGAATCATCACGAAG3J
ACTB 5'GAG CGCGGC TACAGCTT 3 55TCCTTAATG TCACGC ACGATTT 3

Fonte: ENSEMBL.

3.8 PCRem tempo real (RT-gPCR)

Para avaliar quantitativamente o nivel de RNAm dos genes de interesse, foi realizada
RT-gPCR (reagdo em cadeia da polimerase por transcri¢do reversa quantitativa). As reag0es

de sintese de cDNA foram diluidas, resultando na concentracdo final de 2 pg/plL, para
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posterior amplificacdo por PCR, utilizando Rotor Gene PCR Master Mix (Qiagen, Hilden,
Alemanha). O volume final da reacdo foi de 10 pL, contendo 0,5 uM de primer 10 mM, 2,5
uL de cDNA, 2 uL de agua ultra pura e 5 uL. de SyBR Green. As reacfes foram feitas em
triplicata, sendo adicionado 4,5 pL de agua ultra pura no branco de rea¢do. A RT-qPCR foi
realizada no termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha), cujas analises foram
realizadas com auxilio do programa Rotor-Gene Q Software (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os
niveis de expressdo dos genes foram normalizados pelos niveis de B-Actina (ACTB) e as
quantificacbes foram determinadas através do calculo de DDCt (LIVAK e SCHITTIGEN,
2001).

3.9 Ensaio de motilidade

A fim de avaliar e comparar a capacidade de migracdo das células foi realizado o
ensaio de Wound Healing. Esse ensaio consiste na remocao de parte da monocamada de
celulas através de um risco realizado com o auxilio de uma ponteira de micropipeta. Para tal,
2x10* cel/cm? foram cultivadas em placas de 12 pocos com 1,5 mL de RPMI 1640 completo
em atmosfera 37 °C, CO, a 5 %, por 24 h. Foi realizada a remocao longitudinal de parte das
células com a ponteira de 200 pl, percorrendo as duas extremidades do pogo. Em seguida, as
células foram lavadas com 2 mL PBS 1 X e incubadas em meio de cultivo suplementado com
1 % SFB, para reduzir a proliferacio (RODRIGUEZ et al. 2008). O espaco aberto foi
fotografado usando um microscépio dptico invertido INV-100 (Bel Equipments, Sdo Paulo,
Brasil) em intervalos de 0 h e 24 h, para o grupo tratado com CK, Doxorrubicina e Stattic e
ndo tratado (controle). A andlise qualitativa da migracao celular foi obtida através da reducéo
do espaco aberto em comparacdo com o controle. Foram realizados trés experimentos

independentes.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYxv20xsvQAhXLgZAKHbTZAIEQmxMIeSgBMBA
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3.10 Ensaio de invasao

Para avaliar a invasividade das células MDA-MB-231 tratadas com CK foi utilizada
camara invasao de matrigel (poro 8.0um) (Corning, New York, USA). Inicialmente, a camara
foi umedecida com meio RPMI 1640 sem SFB por 1min, seguido de aplicacdo de 30 uL de
matrigel 1 mg/mL e armazenamento a 37 °C por 45 min. Uma solucdo de 10* cel/poco em 300
uL de meio RPMI 1640 com 1 % de SFB contendo CK 100 uM foi adicionada a parte
superior da camara; o fundo do poco foi preenchido com 500 ul. de RPMI 1640 com 10 %
de SFB. O controle foi mantido sob as mesmas condicGes, sem adicdo de CK. Os pocos da
extremidade foram preenchidos com 1 mL de PBS 1x a fim de evitar evaporacdo. Em seguida,
a placa foi incubada a 37 °C por 24 h. O meio de cultura foi removido e a caAmara foi lavada
duas vezes com PBS 1 X. As células que ndo atravessaram o matrigel foram removidas da
area superior com uma haste flexivel. As células que migraram foram fixadas com etanol
absoluto e coradas com cristal violeta, ambos por 10 min, seguido de lavagem em agua
destilada até completa remocdo do excesso de corante. Apds secagem da camara em
temperatura ambiente, o resultado foi visualizado em microscépio de fluorescéncia invertido
Olympus 1X 71 utilizando filtro com o comprimento de onda de excitagdo de 330-380 nm e
sem filtro. Foram feitos nove campos de cada poco através do software Olympus DP
Controller (2002-2007) e em seguida, foi obtida média do numero de células que migraram

por campo. Foram realizados trés experimentos independentes.

3.11 Citometria de fluxo

3.11.1 Ensaio de Apoptose por Anexina-V

Para investigar eventos precoces de ativacdo de apoptose apds tratamento com CK
100um por 24 h, as células foram marcadas com a sonda Anexina-V e, concomitantemente,
marcadas coma sonda 7-AAD (7-Aminoactinomicina D) para exclusdo de morte celular por

outros processos ndo relacionados aos eventos de apoptose como, por exemplo, necrose. A
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Anexina-V é uma proteina capaz de se ligar fortemente a PS (fosfatidilserina) em presenca de
ions de Célcio. A exposicdo de FS para o exterior da célula é um dos eventos iniciais no
processo de ativacdo de apoptose. O 7-AAD se difunde através da membrana plasmatica
lesada, como em situacdo de necrose, e cora 0 DNA.

Para marcacdo com Anexina-V/7-AAD, células tripsinizadas foram centrifugadas
1500 rpm, por 5min, a 24 °C e reconstituidas em 5 mL de PBS 1X. O material foi filtrado em
peneira de nylon 70 um (Corning, New York, USA) e a contagem de células foi feita em
camara de Neubauer. A densidade de 10 foi centrifugada e o sobrenadante descartado, sendo
adicionado 100 pL de tamp&do de ligagdo contendo Anexina-V-FITC (isotiocianato de
fluoresceina) (BioLegend, San Diego, USA) na diluicao de 1:500. Depois de incubadas por 20
min, a 25 °C, na auséncia de luz, a esta foram adicionados 400 pL de tampdo de ligacdo
contendo 10 ug/mL de 7-AAD (BioLegend, San Diego, USA). Para as analises, foram
adquiridos cerca de 10.000 eventos no citometro de fluxo FACScan (BD Biosciences,
California, USA). Os dados obtidos foram analisados no programa CELL Quest (BD
Biosciences, California, USA). A apoptose foi determinada através da quantidade de células
positivas para Anexina-V e negativas para marcacao com 7-AAD. Foram realizados cinco

experimentos independentes.

3.11.2 Ensaio de detecdo de estresse oxidativo por DCF-DA

Para avaliar a presenca de ROS (espécies reativas de oxigénio) apds tratamento com
CK 100 puM por 24 h, foi utilizado o marcador DCF-DA(2", 7° Diclorodihidrofluoresceina-
diacetato) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). DCF-DA atravessa membrana celular e €
desacetilado por esterases a um composto ndo fluorescente (H,DCFDA), que é posteriormente
oxidado por hidroxilo, peroxilo e outras ROS produzindo o composto fluorescente em 2 ', 7' -
diclorofluoresceina (DCF). , 2", 7"- diclorofluoresceina (DCF), que permanece intracelular
(SRIVASTAVA et al., 2009; ABCAM, 2016). Para marcagdo com DCF-DA, o protocolo
sequiu conforme descrito anteriormente, sendo adicionado, apés a centrifugacdo de 10*
cel/mL,10 uL de DCF-DA (BioLegend, San Diego, USA) por 30 min. Esta etapa do
experimento foi realizada ao abrigo da luz, pois o marcador é fotossensivel. Foram adquiridos

cerca de 10.000 eventos no citdmetro de fluxo FACScan (BD Biosciences, California,


https://www.google.com.br/search?q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAyXmxE0IAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwijgYHVx8vQAhWDk5AKHa9RCRUQmxMIgAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAyXmxE0IAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwijgYHVx8vQAhWDk5AKHa9RCRUQmxMIgAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj0rfH1xMvQAhUDh5AKHYLuBuMQmxMIhgEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAyXmxE0IAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwijgYHVx8vQAhWDk5AKHa9RCRUQmxMIgAEoATAQ

43

USA).Os dados obtidos foram analisados no programa CELL Quest (BD Biosciences,

California, USA). Foram realizados cinco experimentos independentes.

3.12 Microarranjo de DNA

Para sintese de cDNA foi utilizado o kit WT Expression Kit (Ambion), conforme
recomendacéo da Affymetrix (Gene Chip Expression Analysis Technical Manual - Affymetrix
Inc., Santa Clara, CA, USA). Cerca de 200 ng do pull de RNA total de 3 experimentos
independentes foi convertido em cDNA dupla-fita utilizando o oligonucleotideo iniciador T7-
Oligo (dT). Seguindo para a sintese do cRNA (RNA complementar) biotinilado, o volume
total do cDNA sintetizado atraves reacdo para a transcri¢ao in vitro, incubando a mistura por
16 h a 40 °C no termociclador Veriti (Applied Biosystems, California, USA). Apo6s o final do
processo, 0 cCRNA foi purificado utilizando beads magnéticas (Nucleic Acid Binding Beads,
Ambion®, Life Technologies™, USA). Apods sintese do cRNA, estes foram hibridizados
contra o chip de microarranjo Human Exon 1.0 ST (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA).
Todo o processo de lavagem e coloracdo foi feito na estacdo fluidica GeneChip® Fluidics
Station 450 de acordo com a recomendacdo do fabricante. Para a leitura Optica dos chips
Human Exon 1.0 ST, os arranjos de sonda foram lidos em scanner GeneArray® Scanner 7G
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), e a captura das imagens e analise inicial das
hibridacdes foram feitas com o software Affymetrix® Expression Console™ e os arquivos
gerados foram salvos em formato *.cel. Os dados obtidos na aquisicdo dos sinais de
fluorescéncia presentes nos arquivos *.cel foram normalizados e sumarizados utilizando o
software Expression Console (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA).

Ap0s a selecdo dos genes diferencialmente expressos, usando como ponto de corte +-2
vezes, foi realizada uma andlise de identificacdo de diferentes informacdes, como familia,
funcéo, localizagdo e vias de sinalizacdo, utilizando os bancos de dados STRING (verséo
10.0), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), TAC (Affymetrix®
Transcriptome Analysis Console Software), UCSC Genome Browser (Human Dec. 2013
(GRCh38/hg38 - UCSC) Assembly), Pfam (versdao 30.0 (June 2016) - EMBL-EBI), NCBI

Gene (National Center for Biotechnology Information) e GeneCards (Weizmann Institute of
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Science). Foi realizado um experimento com pull de RNA total de trés experimentos
independentes.

3.13 Anadlise estatistica

A expressdo de RNAm foi apresentada na forma de média + desvio padrdo da
expressdo relativa. A comparagao entre os grupos foi feita através da analise de variancia
(ANOVA) seguida de pods-teste de Tukey e teste T ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido de pos-teste de Dunn. A analise estatistica foi feita pelo software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, California, USA). Foram realizados quatro experimentos independentes

e a significancia estatistica adotada com valor de p>0,05.
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4 RESULTADOS!

4.1 Avaliacdo da viabilidade celular apos inibicéo especifica de STAT3

A via de sinalizacdo de STAT3 esta constantemente ativada em cancer de pulméo,
mama, colon, entre outros. A inibicdo de STAT3 em alguns desses canceres resulta em
apoptose tanto in vitro quanto in vivo (LUI et al, 2015).

Para avaliar a relevancia da sinalizagdo por STAT3 para a viabilidade da linhagem de
cancer de mama MDA-MB-231, uma linhagem STAT3 dependente, foi realizado teste de
viabilidade apos inibicdo especifica por Stattic através do ensaio de WST-1. Os resultados
apresentados na Figura 6 mostram que a concentragdo de 10 uM do inibidor Stattic afeta a
viabilidade celular, mantendo cerca de 60 % das células viaveis nos intervalos analisados. A

partir de 10 uM, ha alteracédo de 40 % a 60 % da viabilidade celular nas primeiras 24 h.

Figura 6 - Curva de viabilidade celular em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com
Stattic. N=3.

Viabilidade de MDA-MB-231 com Stattic
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Fonte: GraphPad Prism 5.0

1 A partir deste topico, caveol e cafestol serdo mencionados como “CK”.
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4.2 Avaliacdo da viabilidade celular ap6s tratamento com CK e Doxorrubicina

Para avaliacdo de citotoxicidade causada por caveol e cafestol, as células MDA-MB-
231 foram tratadas com concentracOes variadas dos compostos, sendo 10 puM, 25 uM, 50 uM
e 100 pM, nos periodos de 24 h, 48 h e 72 h. A viabilidade foi avaliada por ensaio WST-1.
Como observado na Figura 7, ndo houve diferenca de viabilidade celular entre as diferentes
concentracdes e tempos, em resposta ao tratamento com CK. A viabilidade variou entre 96 %
e 103 % nas primeiras 24 h, 94 % e 100 % em 48 h e 92 % e 96 % em 72 h. Por este motivo,
foi escolhida para tratamento dos demais experimentos, a concentracdo de 100 uM de CK por
24 h.

Figura 7 - Curva de viabilidade celular em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com CK.
DMSO=dimetilsulfoxido. CK=caveol e cafestol. N=3.
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Fonte: GraphPad Prism 5.0

A toxicidade das células MDA-MB-231 por Doxorrubicina foi anteriormente
padronizada por nosso grupo. Portanto, a concentragdo de 10 nM de Doxorrubicina foi
escolhida para tratamento combinado com 100 uM de CK, uma vez que reduz a viabilidade

celular a aproximadamente 80 % em 24 h.
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4.3 Avaliagdo do efeito do co-tratamento de CK e Doxorrubicina

Para avaliagédo da influéncia de caveol e cafestol na viabilidade celular de MDA-MB-
231 em co-tratamento, as células foram tratadas com as concentra¢es 10 uM, 25 puM, 50 uM
e 100 uM de CK, nos periodos de 24 h, 48 h e 72 h combinado com 10 nM de Doxorribucina.
A viabilidade foi avaliada por ensaio WST-1. E possivel observar que, de modo geral, 0 co-
tratamento resultou em protecdo da morte celular induzida pela droga, como mostra a Figura
8. Comparado com Doxorrubicina, que manteve a reducdo da viabilidade celular de MDA-
MB-231 em aproximadamente 50 % nos periodos analisados, todas as concentragcdes do co-
tratamento com CK resultaram em maior sobrevivéncia nos periodos analisados. Nas
primeiras 24 h, a viabilidade variou entre 105 % e 120 % reduzindo para 90 % a 105 % em 48

he 95 % a 115 % em 72 h. Logo, o tratamento com CK inibiu o efeito da Doxorrubicina.

Figura 8 - Curva de viabilidade celular em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com CK
e Doxorrubicina. DMSO: dimetilsulféxido. CK: caveol e cafestol. Dx:

Doxorrubicina. N=3.
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Fonte: GraphPad Prism 5.0
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4.4  Avaliacéo do efeito de CK na migragao celular

A migracao celular € uma caracteristica de tumores agressivos, como subtipo triplo
negativo de cancer de mama, que permite a colonizacdo de novos sitios tumorais. Para
avaliacdo do efeito de caveol e cafestol na capacidade de migragéo celular da linhagem MDA-
MB-231, as células foram tratadas com concentracfes de 10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM
durante 24 h. Os resultados foram obtidos por microscopia e mostram que todas as
concentragfes de CK interferiram na capacidade migratéria da linhagem (Figura 9). Contudo,
devido a variagdo dos resultados nas diferentes concentracbes e o bloqueio parcial da

migracao, os resultados mostram que CK retardaram a migracéo celular em 24 h.

Figura 9 - Avaliacdo da migracdo de cultura de células MDA-MB-231 tratadas com diferentes
concentragdes de CK por 24 h. CTL: controle. CK: caveol e cafestol. Aumento:
100x. N=3.

Fonte: A Autora, 2016.

Visto que a linhagem utilizada como modelo de estudo é dependente de STAT3 e que
a inibicdo desta proteina acarreta reducdo da migracao celular, a concentracdo de 100 uM de
CK foi combinada com 5 puM de Stattic por 24 h. Como observado na Figura 10, o co-

tratamento com CK ndo reverteu o bloqueio da migracdo celular causada pela inibi¢do de
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STATS3. Logo, os resultados mostram que a migracdo celular € dependente de STAT3 e CK

ndo impedem a migracéo celular.

Figura 10 - Avaliacdo da migracao de cultura de células MDA-MB 231 tratadas com 100 uM
de CK e com 5 puM de Stattic por 24h. CTL: controle. CK: caveol e cafestol.
Aumento: 100x. N=3.

CK 100uM Stattic SuM CK+Stattic

Fonte: A Autora, 2016.

4.5 Auvaliacdo do efeito de CK na capacidade invasiva

Um fator importante para a metastase do tumor é a capacidade das células de invadir
novos tecidos, processo estritamente relacionado com o potencial migratorio. Para avaliacéo
do efeito de caveol e cafestol na capacidade invasiva da linhagem MDA-MB-231, as células
foram tratadas com concentracdo de 100 uM por 24 h. Os resultados foram obtidos por
microscopia e mostram média de 3,85 (+- 1,79) e 5,26 (+- 2,29) células migradas por campo
no controle e no tratamento com CK, respectivamente (
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Figura 11). Desta forma, ndo houve diferenca de invasao celular entre o controle e o

tratamento.
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Figura 11 - Avaliacdo capacidade invasiva de cultura de células MDA-MB-231 tratadas com
100 pM de CK por 24 h. A. Numero de celulas que migraram por campo. B.

Imagem representativa. CTL: controle. CK: caveol e cafestol. Aumento: 200x.
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Fonte: A Autora, 2016.

4.6 Avaliagdo do efeito de CK na morte celular

A fim de avaliar o efeito de caveol e cafestol no controle da morte celular das células
MDA-MB-231, foi feita incubacdo com a sonda Anexina-V para determinar a fracdo de
células em apoptose. As células foram tratadas com concentracéo de 100 pM de CK por 24 h
e 0s resultados foram avaliados por citometria de fluxo. O tratamento com CK reduziu a taxa
de celulas em apoptose, porém nao foi significativo. A porcentagem de células em apoptose
no tratamento com CK foi 7,66 % (+-0,57) enquanto o grupo controle foi de 10,66 % (+-0,57)
(Figura 12).
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Figura 12 - Avaliagdo da porcentagem da cultura de celulas MDA-MB-231 em apoptose
tratadas com 100 uM de CK por 24 h. A2: grafico da populacdo de células

obtido por citometria de fluxo. B: Representagdo da figura A em barras. CTL:
controle. CK: caveol e cafestol. N=5.
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Fonte: A Autora, 2016.

4.7 Avaliacdo do efeito de CK no estresse oxidativo

As células tumorais possuem uma regulacdo diferenciada do estresse oxidativo em

comparagdo com as células sadias, devido as caracteristicas do microambiente tumoral. A fim

2 Figura baseada em: CHAE, J.; JEON, Y.; SHIM, J. Anti-Proliferative Properties of Kahweol in Oral Squamous

Cancer Through the Regulation Specificity Protein 1. Phytotherapy Research. v. 1886, n. September, p. 1879—
1886, 2014.
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de avaliar o efeito de caveol e cafestol sob 0 metabolismo celular da linhagem MDA-MB-231,
foi feita incubagdo com a sonda DCF-DA para determinar 0s niveis de espécies reativas de
oxigénio. As células foram tratadas com concentracdo de 100 uM de CK por 24 h e os
resultados foram avaliados por citometria de fluxo. Devido as muitas variacGes entre
experimentos individuais, incluindo o controle, os resultados da analise de ROS (Figura 13)

foram inconclusivos.

Figura 13 - Avaliagdo da porcentagem de espécies reativas de oxigénio em cultura de células
MDA-MB-231 tratadas com 100 uM de CK por 24 h. CTL: controle. CK: caveol

e cafestol. N=5.
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Fonte: A Autora, 2016.

4.8 Avaliacdo do efeito de CK no nivel de mRNA dos genes STAT3 e VEGFA

O fator de transcricdo STAT3 atua em diferentes vias de sinalizagdo celular e é a
linhagem MDA-MB-231 é dependente da sua sinalizacdo. A proteina VEGF é um fator de
crescimento utilizado como marcador para angiogénese. Para avaliar o efeito de caveol e
cafestol sob os niveis de transcritos desses genes, as células MDA-MB-231 foram tratadas
com 100 uM de CK por 24 h e os niveis de RNA mensageiro foram determinados por RT-
gPCR. Devido a variagdo experimental, os resultados do tratamento com CK sobre 0s niveis
de MRNA de STAT3 (

Figura 14 A) e VEGF (



54

Figura 14 B) nédo foram conclusivos.

Figura 14 - Avaliacdo dos niveis de RNA mensageiro de STAT3 (A) e VEGFA (B) em
cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 uM de CK por 24 h. CTL:
controle. CK: caveol e cafestol. N=3.
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Fonte: A Autora, 2016.

4.9 Avaliacdo do perfil global de expressdo génica apds tratamento com CK

Caveol e cafestol sdo moléculas com funcdo pouco conhecida na literatura e uma
avaliacdo panoramica do efeito de CK na expressdo génica ainda nao foi realizada. Com o
intuito de conhecer o perfil global de expressao génica das células MDA-MB-231 na presenca
de CK, as células foram tratadas com 100 uM de CK por 24 h e 0 RNA total foi extraido para
avaliagdo por microarranjo. Os resultados mostram que o tratamento com CK alterou a
expressdo de 921 genes em, pelo menos, 2 vezes. Dentre eles, 274 tiveram sua expressao
regulada positivamente e 647 tiveram sua expressao regulada negativamente.

Cada grupo de genes foi individualmente avaliado pelos softwares TAC e STRING
para classificacdo funcional e molecular. Ap6s o refinamento da analise fornecida pelo
software TAC, o resultado apresentou os genes agrupados de acordo com a via de sinalizacdo
de atuacgdo e o resultado foi refinado de forma a selecionar aquelas relevantes para o cancer,
totalizando 20 vias (Tabela 2). Pode-se destacar que o tratamento com CK regulou de forma

positiva a expressdo de genes associados com a modificacdo de histonas, como isoformas de
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HIST1H3 e HIST1H4, e regulou negativamente a expressdo de genes relacionados com vias
de inflamacéo, como TNF-a, TGF-p, citocinas e genes relacionados a resposta inflamatoria e
JAK/STAT.

Tabela 2 - Sintese das vias de sinaliza¢do e seus respectivos genes com expressdo alterada em

cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 pM de CK por 24 h.

Via de sinalizacdo

Genes mais expressos

Genes menos expressos

Modificacéo de histonas

Senescéncia e autofagia em
cancer

Sinalizagdo de VEGFA e
VEGFR2

Sinalizagdo de TGF-beta

Sinalizag&o do receptor de
vitamina D

Sinalizagdo do receptor de
antigeno de célula T (TCR)

Sinalizagdo do receptor do
hidrocarboneto de arilo

Sinalizacéo de EGF/EGFR
Sinalizacdo de MAPK

Sinalizagdo de Oncostatina
M

Sinalizacdo de IL-1
Adeséo focal
Sinalizacdo de NRF2
Sinalizacdo de TNF alfa

Sinalizacdo de interferon
alfa/beta

Sinalizacdo de interferon
tipo 11

Citocinas e resposta
inflamatoria

Sinalizacdo de JAK/STAT

Sinalizacdo de AGE/RAGE
Metaloproteinase

HIST1H3A; HIST1H3B;
HIST1H3C; HIST1IH4A;
HIST1H4B; HIST1H4D

EID2

MYL6
CYP2AG6;

MMP23A; MMP23B

INHBA; ILA; IL1B; IL6ST,;
SERPINB2; PLAU; IFI16

PLAU; FRS2; ATF2;
EGR1; NFATC2;
ADAMTS1; CXCLS,;
KLF10; SKIL; FOSB;
ATF3; ATF2; ZEB1
NFATC2; ATP2B1; KLF4;
TNFAIP3; HIF1A;
DUSP10;
NFATC2; REL; IL1A;
IL1B; ATF2
AHR; IL1B; SERPINB2;
HES1
ERRFI1; RICTOR; FOSB
DUSP10; IL1A; IL1B;
ATF2
IL6ST; RICTOR; EGR1,
HIF1A

IL1A; IL1B; REL; ATF2
BIRC3
EGR1
BIRC3; TNFAIP3; REL;
EGRL; IFIT3; IFIT2

IFIT2; IL1B

IFIT2; IL1B

IL1B; REL
HIF1A; ATF2

Fonte: Dados obtidos pelo software TAC.
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4.9.1 Genes requlados positivamente

A busca dos grupos de genes regulados positiva e negativamente realizada no banco
de dados STRING mostrou os genes agrupados de acordo com interacOes entre eles e
classificacdo funcional. Em relagcdo aos genes com expressdo aumentada apds tratamento com
CK, a Figura 15 destaca a complexa interacdo funcional entre os genes como HIST1H1
(cluster 1 de histonas membro H1), HIST1H2 (cluster 1 de histonas membro H2), HIST1H3
(cluster 1 de histonas membro H3), e HIST1H4 (cluster 1 de histonas membro H4), além de
HIST2H2 (cluster 2 de histonas membro H2) (destaque em preto). Alguns deles foram
reconhecidos como pertencentes a via de modificacdo de histonas pelo software TAC, como
HIST1H3 e HIST1H4,

Figura 15 - Rede de genes regulados positivamente apds tratamento de MDA-MB-231 com
100 uM de CK por 24 h.

C180rf12

__KRTAP6-3 _ MRPS34 { _ NAIFL
=) ) - =Y
< MTIH - GPR19
r\ucpz mLSMlO ﬁ.\\ mcscz FS\
o \.5\\ ) | N i O
- OR4D10 LSM14B 6 '\T“cm
@ m v HMBS
nppcs ¥ g | i SDR42E1
% C190rta7 e 7 -
> ) ks
& OR7A17 Orites @ INGS A
@ ) d RPL35

MRPL28

.

e

et
M istivoes

SPRY1
/=
o

= — KRTAP19-6

-\ SFa8s ‘ < e
APO; : :. ) TI%}YOMMZZ
Sg:f \ \/ g LCE3A ﬂmu
=) & o N <
o/ -
N GTF2EL
Destaque em preto e vermelho: genes da via de modificacdo de histonas. Fonte: STRING 10.0. Cor da linha:
©—2  Interacdes conhecidas “—  Interagdes preditas S5 Qutros
[y [y s y
Bancos de dados acurados .. Genes vizinhos .. Descritos
Determinados experimentalmente S Fuséo de genes 05 &= Co-expressao am um

Co-ocorréncia de genes Homologia proteica



58

grupo de genes associados a modificacdo de histonas, todas as isoformas de HIST1HL1,
HIST1H2, HIST1H3, HIST1H4, HIST2H2 foram analisadas segundo sua funcdo e localizacéo,
nos bancos de dados GeneBank, Pfam e USCS Genome Browser. Os resultados presentes na
Tabela 3 mostram que todos os genes HIST1H fazem parte de um cluster localizado no
cromossomo 6 e os dois genes de HIST2H2, por sua vez, se localizam num cluster no
cromossomo 1, todos em locus muito préximos. A analise funcional dos genes HIST1H2,
HIST1IH3 e HIST1H4 mostrou que seus produtos formam o octdmero de histonas do

nucleossomo, necessario para o enovelamento da cromatina.

Tabela 3 - Localizacdo dos genes de modificacdo de histonas com expressao regulada

positivamente em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 uM de CK

por 24 h.

Gene Posicdo Localizagéo
HIST1H1C Cromossomo 6 26055787-26056428
HISTIH1E Cromossomo 6 26156354-26157107

HISTIH2AB  Cromossomo 6 26033176-26033568
HISTIH2AC  Cromossomo 6 26124145-26139102
HIST1H2AH Cromossomo 6 27147129-27147515
HISTIH2AK  Cromossomo 6 27837947-27838339
HIST1H2BB  Cromossomo 6 26043277-26043657
HISTIH2BO  Cromossomo 6 27893463-27893843
HIST1H3A Cromossomo 6 26020490-26020900
HIST1H3B Cromossomo 6 26031650-26032060
HIST1H3C Cromossomo 6 26045411-26045821
HIST1H4A Cromossomo 6 26021679-26021990
HIST1H4B Cromossomo 6 26026815-26027252
HIST1H4C Cromossomo 6 26103876-26104310
HIST1H4D Cromossomo 6 26188765-26189076
HIST2H2AB  Cromossomo 1  149887524-149887916
HIST2H2BE  Cromossomo 1  149884459-149886652

Fonte: Dados obtidos pelo banco de dados USCS Genome Browser.

A rede de interacdo génica fornecida pelo STRING mostra tambem trés genes que
interagem com o grupo de histonas: ASF1 (Chaperona de histona fungdo anti-silenciamento
B1), RBM43 (Proteina 43 ligadora de motivo de RNA) e MCM5 (Componente 5 do complexo
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de manutengdo do microcromossomo) (Figura 16, destaque em vermelho). A andlise da
funcdo destes genes (Tabela 4) mostra que eles estdo relacionados a replicagdo do DNA, que
por sua vez, é regulada pela modificacdo de histonas. Logo, esses resultados apontam que o
tratamento com CK parece aumentar a expressdo de um grupo de genes relacionados ao

controle da expresséo génica.

Tabela 4-Descricdo funcional dos genes ASF1, RBM43 e MCMb.

Gene Funcéo

ASF1B Chaperona de histona funcéo anti-silenciamento B1. Proteina chave para a estrutura do
nucleossomo através do forncecimento de histonas durante o ciclo celular.
RBM43 Proteina 43 ligadora de motivo de RNA. Proteina de ligagdo a &cidos nucléicos e nucleotideos.

MCM5 Componente 5 do complexo de manutencdo do microcromossomo. Proteina de ligacdo a
cromatina, superexpressa na transi¢do de GO para G1/S.

Fonte: Dados obtidos pelo banco de dados GeneBank e NCBI Gene.

4.9.2 Genes requlados negativamente

No que se refere aos genes regulados negativamente (Figura 16), a analise do STRING
mostrou uma grande rede de interacdo génica, mais ampla e menos complexa, centralizada em
dois polos. Porém, foram analisados 0s genes com as interacBes mais destacadas, cuja
interacdo tinha maior nimero de ligacGes (linhas). No geral, é possivel observar que a parte
central da rede (destaque em preto), é composta por genes associados a resposta imune, como
IL1 e IL8, IFIT2 e IFIT3 (proteina induzida por interferon 2 e 3), HIF1A (fator 1 induzido por
hipoxia), SNAILL1(repressor transcricional 1), NFAT2 (fator nuclear de células T),
EGR1(proteina 1 de resposta ao crescimento) e ATF (fator de transcri¢do), conhecidos fatores
pré-inflamatorios. A parte superior da rede (destaque em vermelho) é composta por genes
relacionados a divisdo celular, como TOPA2 (topoisomerase 2 alfa), RPSA (proteina
ribossomal SA), ECT2 (célula epitelial transformada 2), RPL31 (proteina ribossomal L31) e
ARHGAP12 (proteina ativadora de Rho).
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Figura 16 - Rede de genes regulados negativamente apos tratamento de MDA-MB-231 com
100 pM de CK por 24 h.
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Na andlise individual dos genes descritos anteriormente, foi observado que os genes
estdo localizados em diferentes cromossomos, como EGR1 no cromossomo 5, IL8 no 4 e
NFATC2 no 20, estando somente IL1A e IL1B em cluster no cromossomo 2. Conforme ja
apresentado na tabela obtida pelo TAC (Tabela 2), alguns genes estdo relacionados a mais de
uma via de sinalizagdo, como EGR1, que atua na sinalizagéo de interferon alfa, oncostatina M

e NRF2, além de IL1 que esta presente em oito das vinte vias de sinalizacéo selecionadas.
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5 DISCUSSAO

A cultura de células utilizada como modelo de estudo neste trabalho é semelhante ao
subtipo molecular mais agressivo de cancer de mama, o triplo negativo, e é dita dependente
do fator de transcricio STAT3 (EL HASASNA et al., 2016). Este esta classicamente
associado a regulacdo de diversas vias importantes para o0 desenvolvimento e resisténcia
tumoral (AMARA, ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016, FENG et al., 2016, EL HASASNA et
al., 2016, MORALES; AGGARWAL; KAMAT, 2016, LEE et al., 2016). A avaliacdo da
viabilidade celular ap6s inibicéo especifica de STAT3 por Stattic comprovou que a linhagem
é dependente desta proteina (Figura 6). Logo, foi avaliado o efeito de CK sobre os niveis de
RNA mensageiro de STAT3. Os resultados ndo permitiram um consenso sobre o efeito de CK
nos niveis de transcrito de STAT3 (

Figura 14), devido a variagdo entre os experimentos, o que se repetiu para o gene VEGFA (
Figura 14). Porém foi encontrado um Unico trabalho na literatura, em linhagem de
adenocarcinoma de pulméo, mostrando que CK ndo interfere nos niveis de RNA mensageiro
de STAT3 (KIM, HWANG, JEONG, 2009). Desta forma, para afirmar o efeito de CK sobre a
expressao de STAT3 na linhagem MDA-MB-231, é necessario repetir o tratamento e a reacao
de amplificacdo, bem como a avaliacdo do nivel proteico e de ativacdo da proteina.

Sabendo que ndo ha muitos dados na literatura sobre os mecanismos e funcdes de CK
no cancer, foi feita uma avaliacdo global do efeito de CK nos diferentes hallmarks do cancer
(Figura 17), como proliferacdo, migracdo, invasdo, metabolismo, além de expressao génica.
Assim, seria possivel construir um panorama geral do papel de CK nos mecanismos
essenciais de desenvolvimento tumoral e um direcionamento para a compreensao da sua
funcdo na biologia do cancer.

A proliferagdo celular sustentada é um dos hallmarks do cancer. As células tumorais
perdem o controle refinado do ciclo celular devido as diversas alteragdes gendmicas que
surgem a cada replicacdo do DNA e aos fatores soluveis presentes no microambiente, que
superestimulam a proliferagdo (HANAHAN & WIENBERG, 2011). O tratamento das células
MDA-MB-231 com CK em diferentes concentracOes e tempos sugere que eles ndo alteram a
viabilidade e proliferacdo celular (Figura 7). Este efeito ja foi encontrado em células Hepa-
1clc7 apds 24 h de tratamento (WU et al., 2014) e em linf6citos humanos apds 30 minutos
(BICHLER et al., 2007), onde CK também ndo interferiram na viabilidade. Entretanto,
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Cérdenas, Quesada e Medina (2014) mostraram que a concentracéo de 60 pM de CK reduziu
50 % da viabilidade de MDA-MB-231 em 24 h, bem como de outros tipos celulares (HT-
1080 de fibrosarcoma, HL-60 de leucemia). Majer e colaboradores (2005) observaram o
mesmo efeito em células HepG2 (hepatoma) em outras concentracdes. CK ainda tiveram
efeito citotoxico em células de colo HT-29 de forma concentracdo-dependente, chegando a 50
% e 60 % de viabilidade na concentracdo de 61 pM (CADERNAS et al, 2014) e 100 pM
(CHOI et al., 2015) em 24 h. Derivados de CK, como palmitatos, também tiveram efeito
concentracdo-dependente na reducdo da viabilidade, sendo as concentracdes de 75 uM e 100
uM toxicas (MOEEFAARD et a., 2016). Visto que, na literatura, ainda existem divergéncias
quanto o efeito e concentracdo de CK sobre a viabilidade celular e que, neste trabalho, ndo
houve alteracdo da viabilidade ap0s o tratamento, para a realizacdo dos ensaios posteriores foi
escolhida a maior concentracdo testada no menor tempo, ou seja, 100 UM em 24 h.

Para aumentar o sucesso do tratamento contra o cancer, atualmente, ele é baseado em
quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Com o intuito de avaliar se CK poderiam influenciar
num tratamento combinado com quimioterapia, CK foram combinados com Doxorrubicina.
Este é um farmaco de primeira linha utilizada no tratamento de tumores sélidos e liquidos,
como mama, neuroblastoma e leucemias (DrugBank). O co-tratamento de CK com
Doxorrubicina foi baseado no IC70 do medicamento em 24 h, definindo assim a concentracédo
de 10 nM. Este IC foi escolhido porque poderia ocorrer uma interagcdo entre 0S COmpostos e a
combinacdo com concentracdes mais elevadas da droga poderia matar todas as células por
toxicidade, inviabilizando assim o experimento e também a relevancia dos componentes para
tratamento em pacientes. Como observado na Figura 8, ap6s a combinacdo de CK com a
droga, a viabilidade celular foi mantida, se comparada com a Doxorrubicina, que reduziu a
viabilidade a 50 % nos periodos analisados. Sugere-se entdo que CK protegeu a célula da
morte induzida pelo quimioterapico. Além disso, apds 24 h de co-tratamento ha um aumento
ndo significativo na viabilidade celular em todas as concentracGes de CK combinadas, o que
ndo foi observado no tratamento individual de CK no mesmo periodo. Desta forma, para
averiguar se o co-tratamento de CK com 10 nM de Doxorrubicina poderia causar um aumento
da proliferagdo celular em 24 h, o que seria ruim para o tratamento, é necessario a repeticao
destes ensaios e avaliacdo da frequéncia de células nas diferentes fases do ciclo celular.
Também deve-se considerar que existem outros quimioterapicos de primeira linha utilizados
no tratamento contra o cancer, como Paclitaxel ou Ciclofosfamida, portanto, novas

combinagOes de tratamento podem ser testadas, podendo ainda incluir a radioterapia.
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Ademais, pode-se considerar a hip6tese de que a Doxorrubicina ndo induza inflamacéo ou que
outras linhagens celulares tenham processo inflamatorio mais complexo que a linhagem
estudada, o que permitiria um melhor efeito de CK.

Dois mecanismos muito importantes para o desenvolvimento tumoral sdo 0s processos
de migracdo e invasdo para outros tecidos, caracteristicas de tumores mais agressivos.
Durante esses processos, as células tumorais conseguem atravessar a circulagdo sanguinea e o
sistema linfatico, chegando a tecidos distantes do sitio inicial, caracterizando a metastase (HE
et al, 2016). A fim de investigar se CK afetam esses mecanismos, foram feitos os ensaios de
motilidade, Wound healing, e invaséo por matrigel. Os resultados do ensaio de Wound healing
com diferentes concentragdes de CK mostram que os compostos interferiram no potencial
migratorio da linhagem (Figura 9). Contudo, visto que a diferenca de migracdo entre as
concentracdes foi muito pequena, ndo foi possivel diferenciar ou mensurar a taxa de inibicao
causada pelo tratamento. Além disso, considerando que ndao houve blogueio total da migracéo
celular em 24 h, pode-se concluir que o tratamento, aparentemente, apenas retardou o
processo migratério. Na literatura, Cardenas, Quesada e Medina (2011) observaram 66 % de
inibicdo da migracdo em 24 h com 75 uM de caveol, enquanto Moeenfard e colaboradores
(2016), 10 % e 20 % de reducdo com 50 puM de palmitatos de cafestol e caveol,
respectivamente, porém sem significancia estatistica. Os resultados foram encontrados pela
mesma metodologia, porém com linhagem de célula endotelial (HUVEC). Entéo,
considerando as diferencas entre os trés estudos, para afirmar se CK atuam na migracao
celular da linhagem MDA-MB-231, é importante considerar que 24 h pode nédo ser suficiente
para sua acao, que seja necessario uma concentra¢do maior do que 100 uM ou ainda, que CK
ndo sejam capazes de interferir no potencial migratério desta linhagem. Tudo isso evidencia a
necessidade da realizacdo de mais experimentos.

A capacidade de invadir outros tecidos é outro mecanismo essencial para o
desenvolvimento tumoral e esta correlacionada com o potencial de migracdo celular. A
metastase comeca com a invasdo do tecido que circunda o tumor, através da expressao de
proteinas que degradam a matriz extracelular e membrana basal, permitindo assim a chegada
a corrente sanguinea. Durante esse deslocamento, as células devem alterar seu fen6tipo para
auxiliar o sucesso dessa transi¢ao epitélio-mensénquima, que depende de fatores posteriores,
como sobrevivéncia na circulagdo e microambiente favoravel no novo sitio de colonizagdo
(HE et al, 2016; STEEG, 2016; CABARROT, 2012). Os ensaios de invasdo realizados neste

estudo ndo tiveram significancia devido ao pequeno numero de experimentos. Nao foi
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encontrado, na literatura, este tipo de ensaio com CK nesta linhagem. Apenas Cardenas,
Quesada e Medina (2011) mostraram que o tratamento com 75 pM de CK por 4 h, foi capaz
de inibir em 52 % a invasdo em células HUVEC. Desta forma, ndo é possivel discutir sobre o
efeito de CK no potencial invasivo da linhagem. Somado ao ensaio de migracao, os resultados
apontam que a concentracdo de 100 uM de CK ndo é capaz de interferir nesses processos
celulares relacionados a metéstase. Analisando o resultado do microarranjo de DNA, se
observa que o tratamento foi capaz de aumentar a expressdo dos genes MMP23A e MMP23B
(Tabela 2), ambos importantes na degradacdo da matriz extracelular, fatores criticos para o
processo invasivo (LEE et al., 2016). Desta maneira, pode-se sugerir que CK atuam na
regulacdo da expressao de genes relacionados ao processo de invasdo tumoral nesta linhagem,
porém nao interferem no processo in vitro.

O desenvolvimento vascular € intenso durante o desenvolvimento embrionario. Na
fase adulta, esse processo se torna amplamente quiescente, sendo reativado de forma
transiente durante a cicatrizagdo, crescimento tecidual e ciclo reprodutivo feminino.
Contrariamente, para a progressdo do tumor, a angiogénese estad quase sempre ativada, de
forma a sustentar o crescimento tumoral e metastase, definindo-a como outro o hallmark do
cancer (HANAHAN & WEINBERG, 2011; MOEENFARD et al, 2016). O fator de
crescimento VEGF é o marcador classico de neovascularizacdo, atuando sobre a via de Akt e
Erk (MOEENFARD et al, 2016) e o nivel de seu transcrito foi avaliado por RT-gPCR. Como
observado na
Figura 14, ndo foi possivel definir o efeito de CK sob os niveis de RNA mensageiro de
VEGFA. Logo, é necessario repetir 0s ensaios para diminuir a diferenca entre o0s
experimentos e afirmar qual é o efeito de CK sobre ele. Em relacdo a angiogénese, foi
demonstrado in vivo que caveol teve efeito inibitorio na vascularizacdo de ovos de galinha
(CARDENAS, QUESADA, MEDINA, 2011) e que 50 uM de palmitatos de CK reduziram a
expressao do receptor de VEGF2, porém néo alteraram a expresséao de Erk.

A resisténcia tumoral & morte é outro processo crucial para o desenvolvimento
tumoral. Oriunda do tratamento, que elimina as popula¢des mais sensiveis e seleciona as mais
resistentes, ou caracteristica intrinseca ao tumor, combater este mecanismo é um dos grandes
desafios das terapias atuais. A apoptose € uma barreira natural contra o desenvolvimento do
cancer. Este processo é finamente regulado por fatores pro e anti-apoptéticos, como membros
da familia Bcl-2, envolvendo uma cascata de sinalizagdo caracterizada por alteracGes
morfoldgicas, metabolicas, entre outros (KIM, HWANG, JEONG, 2009; HANAHAN &
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WEINBERG, 2011). A avaliacdo do efeito de CK na apoptose em células MDA-MB-231
mostrou que o tratamento reduziu a porcentagem de células apoptoticas, comparado com o
controle (Figura 12). Desta forma, os resultados sugerem que 100 uM de CK reduz a taxa
basal de células em apoptose de 10 % para 7 %, o que resulta na manutencdo da taxa de
viabilidade celular. A nivel de expressdo génica, resultado inverso foi encontrado por Kim e
colaboradores (2009), cujo tratamento de células A549 com 20 uM e 40 uM de CK aumentou
0s niveis de transcritos de genes pro-apoptoticos (Bax) e reduziu aqueles de genes anti-
apoptoticos (Bcl-2 e Bcl-xl). Aumento da ativacdo dos pro-apoptdticos caspase-3 e PARP,
com concomitante reducdo da ativacdo de Bcl-2, Akt e expressdo de HSP70 também foi
reportado em células HT-29 apds 16h de tratamento com CK (CHOI et al., 2015). Cérdenas,
Quesada e Medina (2014) também mostraram que 50 UM de CK aumentam a porcentagem de
células MDA-MB-231 em subGO, indicando apoptose; assim como Oh e colaboradores
(2009) encontraram que caveol aumenta de forma concentracdo-dependente a taxa de células
em subGO. Por outro lado, 25 uM néo tiveram efeito em células HUVEC (CARDENAS,
QUESADA, MEDINA, 2011).

Quando se trata das células tumorais, a reducdo da taxa de apoptose pode refletir numa
resisténcia tumoral. E interessante fazer uma avaliacdo de marcadores moleculares, como
Blc2, PARP e caspases, e também é importante avaliar o efeito de CK neste processo em
células ndo tumorais, para determinar se eles poderiam realmente favorecer o
desenvolvimento tumoral ou se poderiam ser uma alternativa para a questdo nao seletiva da
quimioterapia.

Do ponto de vista clinico, os achados discutidos até aqui mostram que CK favorecem
0 desenvolvimento tumoral. Neste trabalho, o tratamento com CK n&o afetou a viabilidade
celular, protegeu a célula da morte induzida por um quimioterdpico de primeira linha, ndo
impediu a migracdo e invasdo celular e, finalmente, reduziu a taxa de células em apoptose.
Contudo, € muito importante considerar que ainda ha poucos estudos com esses diterpenos e
alguns resultados sobre os hallmarks do cancer divergem de acordo com o tipo celular.

O metabolismo energético alterado é uma caracteristica tipica tumoral devido ao
intenso processo proliferativo e ao microambiente local (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
Dentro do tumor ha uma grande variacdo da concentracdo de oxigénio devido a rapida
proliferacdo celular e as diferentes areas tumorais: a camada mais externa - com alta
disponibilidade de oxigénio - , intermediaria - com baixos niveis de oxigénio - e interna ou
necrotica - auséncia de oxigénio - (DENEKAMP & DASU, 1999; VAUPEL & HARRISON,
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2004). Essa diferenca espacial também reflete em diferenca metabdlica e, consequente, em
estresse oxidativo. Este é causado pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(NOS) presentes em concentracdes diferentes nas células, o que esta relacionado a resisténcia
tumoral e inflamacdo (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

Neste trabalho, o resultado da avaliacdo dos niveis de ROS por citometria de fluxo ndo
foi conclusivo (Figura 13). Neste topico, além, de uma interpretacdo do resultado, cabe a
analise de outros pontos. Primeiro, os niveis de ROS de MDA-MB-231 ja foram
padronizados, anteriormente, pelo grupo. O percentual de células marcadas positivamente
quanto a varidvel em questdo costuma variar de 25 % a 30 %, entdo, mesmo com um desvio
consideravel, uma média de 60 % de ROS no controle esta acima do normal e deve ser
guestionada. Segundo, a citometria de fluxo é uma metodologia muito sensivel, portanto,
pequenas variagdes durante a cultura das células podem interferir no resultado final. Logo, a
auséncia de padronizagcdo da fase de crescimento celular no momento do preparo do
experimento, pode justificar a enorme variagcdo no tratamento, bem como no controle. Assim
sendo, para a avaliacdo do metabolismo celular oxidativo por citometria de fluxo, deve-se
padronizar de forma bastante precisa todo o cultivo celular para evitar desvios muito grandes
entre 0s experimentos. Ainda, pode-se considerar uma metodologia menos refinada para a
analise, como ensaio colorimétrico de LDH ou peroxidacdo de lipidios por TBARS, como
utilizado por Lee e Jeong (2007). Terceiro, como visto nos resultados anteriores, algumas
condicdes de tratamento deste trabalho foram diferentes dos outros trabalhos. O efeito
antioxidante de CK foi observado em linhagem de camundongo, NIH3T3, nas concentracdes
de 1 uM, 5 uM e 10 pM (LEE e JEONG, 2007). Também foi determinado pelos niveis de
transcritos de NRF2 — principal regulador de genes citoprotetores na resposta ao estresse
oxidativo - e proteico de seu alvo NQO1 em células AREc32 (estaveis derivadas de MCF7)
tratadas por 24 h com CK separadamente (WU et al., 2014). O aumento de NQO1 também foi
observado em células MEF (fibroblastos embrionarios de camundongo) tratadas com 30 uM
de CK por 24 h (HIGGINS et al., 2008). Somente Bichler e colaboradores (2007) mostram
através de um estudo em humanos, que caveol e cafestol causaram apenas “efeitos marginais”
sob os niveis de ROS, sugerindo assim que o efeito antioxidante € proveniente de “outros
constituintes”.

Outra forma de avaliacdo das diferencas entre os resultados deste trabalho com a
maioria dos outros citados pode ser a mistura de cafestol e caveol. A proporcéo de cafestol e

caveol foi 54,1:45,6 e pureza superior a 99 %, assim como dos trabalhos citados. Essa
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mistura é bastante comum nos modelos de estudo devido a dificuldade de isolamento dos dois
diterpenos causada pela similaridade estrutural, apenas um &tomo de Hidrogénio de diferenca,
como observado na Figura 5. Além disso, caveol é altamente instavel, o que dificulta ainda
mais o isolamento desta molécula e a garantia de sua atividade. Em outras palavras, apesar de
todas as precaucOes de armazenamento da solugéo, as diferengas de resultado ndo somente
deste trabalho em relagé&o aos outros, como entre os estudos com esses diterpenos, podem ser
justificadas pela caracteristica volatil de caveol.

Na fase final deste trabalho, foi possivel fazer uma analise global da expressao génica
de MDA-MB-231, apés tratamento com CK, por microarranjo de DNA, o que ainda néo foi
descrito na literatura. A avaliagdo global da expresséo génica permitiu uma visao panoramica
do comportamento celular na presenca de CK, o que permitiu a descoberta de uma possivel
atuacdo de CK em vias de inflamacéo e regulacdo da expressdao génica. No total, 921 genes
tiveram sua expressao alterada no tratamento, 274 regulados positivamente e 647 regulados
negativamente, sendo semelhantes os resultados apresentados pelos softwares TAC e
STRING. Ambas as analises de cada grupo de genes apresentaram resultados semelhantes,
porém com variagdes entre eles.

No que se refere aos genes com expressao aumentada (Figura 15), ap6s o refinamento
dos resultados fornecidos pelo TAC, o grupo de genes modificadores de histonas teve
bastante destaque, com seis genes alterados num total de onze. O interessante é que a analise
realizada no banco de dados STRING, mesmo sem o refinamento dos genes, também mostrou
uma rede composta, majoritariamente, por genes de histonas. Alguns genes estavam na tabela
obtida pelo TAC (Tabela 2), como HIST1H3 e HIST1H4, porém o STRING incluiu outros
genes da via de modificagdo de histonas, como isoformas de HIST1H1, H2, H3 e H4, além de
HIST2H2AB e HIST2H2AB. Apds uma busca detalhada sobre a funcéo, localizacdo e simbolo
dos genes, os resultados parecem mostrar que CK atuam na regulacdo de fatores
extremamente importantes no controle da expresséo génica.

Os genes de histona compdem 15 superfamilias (Pfam: Clan: Histone (CL0012)) e
como observado na Tabela 3, estdo localizados em cluster em dois cromossomos diferentes,
sendo HIST1H1, H2, H3 e H4 no cromossomo 6 € HIST2H2 no cromossomo 2. Isso poderia
explicar o fato de todos eles estarem regulados positivamente, ja que estdo em locus muito
proximos, como observado na Figura 18, que mostra o tamanho total da regido ocupada pela
familia de genes HIST1H, entre p22.1 e p22.3, 5kb (GUGLIELMI; ROCHELLE; TJIAN,
2013).
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O aumento da expressdo destes genes em conjunto pode ser simplesmente pela
proximidade do l6cus no cromossomo. Porém, ao analisar os genes ASF1B, MCM5 e RBM43,
também apresentados na rede de interacdo do STRING, outra hipotese pode ser considerada.
Estes genes se localizam nos cromossomos 2 (RBM43), 19 (ASF1B) e 22 (MCM5), ou seja, 0
aumento sua expressdo nao pode ser justificada pela proximidade do l6cus. Ao analisar
individualmente cada gene, observa-se que todos estdo relacionados com o controle da
expressao génica (Tabela 4). HIST1H2, H3 e H4 séo os componentes do octamero de histonas
do nucleossomo, como mostrado na Figura 19. Essas estruturas sofrem modificacOes
colaventes pos-traducionais que sdo essenciais para o controle da expressdo génica, sendo
classificadas como modificacdes epigenéticas. O HIST1H1, ndo faz parte do complexo,
porém é uma proteina ligadora do DNA entre o nucleossomo e atua na compactacdo da
cromatina em estruturas mais ordenadas (GeneBank). HIST2H2, por sua vez, também é um
componente do nucleossomo, MCM5 um componente do complexo de manutencdo de
microcromossomo, ASF1 é a principal chaperona responsavel pela estrutura do nucleossomo,
fornecendo histonas para o enovelamento da cromatina e RBM43 ainda nédo possui fungéo
descrita, porém parece atuar através de ligacdo a acidos nucleicos. Logo, o aumento da
expressao desses genes pode ser uma forma de regulacdo equilibrada desses reguladores que,
como resultado, regulam a expressdo de outros genes, como por exemplo, 0s genes pro-
inflamatorios apresentados na Tabela 2. Esta hipétese pode ser justificada pelos dados
apresentados nesta Tabela 5, onde 80 dos 82 genes regulados positivamente, analisados no
STRING, estdo relacionados a vias de controle da regulacédo génica.

Um dado interessante é que HIST1H1 € transcrito durante toda a fase S, enquanto as
histonas do octdmero sdo transcritas somente no periodo inicial dessa fase (GUGLIELMI;
ROCHELLE; TJIAN, 2013), o que pode estar associado ao tempo necessario para a traducao
e enovelamento das proteinas do octdmero ao mesmo tempo em que 0 DNA ¢é replicado. Para
confirmar esses resultados, seria interessante validar que a expressdo desses genes esta
relacionada ao tratamento com CK, incluindo avaliacdo de niveis proteicos e estrutura da
cromatina.

Sobre 0s genes com expressdo regulada negativamente apos tratamento com CK, a
Figura 20 apresenta o resultado completo fornecido pelo banco de dados STRING. O software
possui uma ferramenta que apresenta apenas 0s genes com alguma interagao (genes contendo
linhas de interac&o). A fim de facilitar a interpretacdo dos resultados, apenas os genes com

interacdo foram mantidos, como apresentado na Figura 16. Ainda assim, uma andlise
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detalhada tornaria a discussdo mais extensa. Para facilitar a interpretacéo, esses genes foram
organizados em dois grupos com fungdes ligeiramente diferentes pelo STRING, como
observado a formacdo de dois polos na Figura 16. Uma parte dos genes esta relacionada a
replicacdo celular enquanto a outra esta relacionada a resposta inflamatoria (Tabela 6). A
interpretacdo do destaque em vermelho (Figura 16) sugere que o tratamento com 100 uM de
CK reduziu a expressdo de genes importantes para a divisdo celular, como as proteinas
ribossomais SA (RPSA) e L31 (RPL31), ambas associadas a estrutura ribossdmica necessaria
para traducdo de RNA mensageiro, bem como de TOPAZ2, uma topoisomerase muito
importante durante a replicagdo do DNA e um importante marcador de ciclo celular
(GeneBank).

Quanto ao segundo grupo de genes destacados pelo STRING (destague em preto na
Figura 20), observa-se a correlacdo com resposta inflamatoria, processo também encontrado
pelo software TAC (Tabela 2), cuja maioria das vias de sinalizagéo relevantes para o cancer
foram aquelas de inflamagéo. As interleucinas 1A e 1B fazem parte da cascata de ativacdo de
apoptose e atuam nas vias de sinalizacdo de TGF beta e JAK-STAT. As isoformas de IFIT,
IFIT2 e IFIT3, formam um complexo proteico dependente de interferon que participa da
resposta imune antiviral (GeneBank), bem como da via de sinalizagdo de interferon. HIF1
alfa, faz parte de um complexo associado ao mau prognéstico tumoral, ja que estimula a
transcricdo de genes relacionados com os hallmarks do cancer, como proliferagéo, migracéo e
resisténcia a apoptose em ambientes de hipdxia (AEBERSOLD, 2001; PENNACCHIETTI et
al., 2003). REL, também conhecido como NF-kappa-B, é um proto-oncogene envolvido em
apoptose, inflamacéo e tumorigénese, que possui um dominio de ligacdo ao DNA conservado
com a familia de NFAT. Este gene também foi encontrado na rede de genes com expressao
reduzida, NFATC2, e faz parte de um complexo que é chave na inducdo de genes de resposta
imune (NORTHROP et al., 1994; MACIAN, 2005).

A interpretacdo da reducdo da expressdo génica apos tratamento com CK sugere que
eles atuam em vias de sinalizagcdo importantes para a tumorigénese, como apoptose e resposta
imune. Neste trabalho, foi observado que o tratamento com CK alterou a taxa de apoptose de
MDA-MB-231, o que pode ser correlacionado com a reducdo da expressdo dos genes
destacados na Figura 16 (destague em preto). Esses componentes das vias de sinalizagdo
apresentadas na Tabela 2 sdo fatores pro-inflamatérios que, quando ativados, desencadeiam a
apoptose. Na literatura, o tratamento de células HUVEC com 25 uM, 50 uM, 75 uM e 100

UM de CK diminui a expressdo do gene pro-inflamatério COX-2 e secrecdo de um dos
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principais mediadores inflamatorios, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), de
maneira concentracio-dependente em 4 h (CARDENAS, QUESADA, MEDINA, 2011). E
importante realcar que, mais uma vez, muitas diferencas experimentais dificultam a
comparacéo entre os resultados, apesar da semelhanca.

Para fins de esclarecimento, como descrito no inicio deste trabalho, a linhagem MDA-
MB-231 é dependente de STAT3, um dos componentes da via de sinalizacdo de JAK-STAT
mais correlacionados com a resisténcia tumoral e inflamagdo (YU et al., 2011; AMARA,
ALOTAIBI, TIRIVEEDHI, 2016; LEE et al., 2016; EL HASASNA et al., 2016; PAN et al.,
2016). N&o foi possivel determinar o efeito do tratamento com CK sob os niveis de transcritos
de STATS3. Portanto, a interpretacdo dos resultados do microarranjo foi feita considerando o
efeito de CK sem relacdo com a expressao de STATS3.

A composicdo da solucdo de terpenos, cafestol combinado com caveol, utilizado nos
tratamentos deste trabalho, poderia justificar as diferencas entre os resultados deste trabalho
com a maioria dos outros citados. Como descrito anteriormente, todos os trabalhos realizados
somente com caveol apresentaram resultados opostos aos encontrados neste trabalho.
Portanto, um terpeno pode influenciar no efeito do outro, o que nao foi possivel analisar neste
estudo. Ademais, o estudo com derivados de CK, como os palmitatos citados inicialmente,
sempre foi encontrada diferenca de efeito nos derivados isolados de caveol e cafestol, o que
também pode ser encontrado com os diterpenos estudados isoladamente.

Resumindo, apesar dos ensaios isolados ndo terem sido conclusivos quanto a
influéncia de CK em diferentes hallmarks do cancer, como migragdo, invasdo, viabilidade e
metabolismo, o microarranjo de RNA sugeriu um efeito de CK na regulagdo génica.
Obviamente, ensaios funcionais e modelos inflamat6rios serdo necessarios para averiguar,
validar e compreender todo o processo celular que possa associar CK a um efeito anti-
inflamatdrio e regulador da transcricdo génica. Desta forma, caso seja confirmado o efeito de
CK, pode ser um novo caminho para a pesquisa por tratamentos especificos ou

individualizados baseado nestes compostos naturais.
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CONCLUSAO

a) O tratamento com CK ndo alterou a viabilidade de MDA-MB 231,

b) O tratamento com CK protegeu a célula da morte induzida pelo quimioterdpico
Doxorrubicina;

c) O tratamento com CK retardou o processo de migracdo celular, porém, sem o
blogueio total do processo;

d) A taxa de invasao celular ndo alterou ap6s o tratamento com CK;

e) A taxa de células em apoptose alterou apos tratamento com CK;

f) Nao foi possivel avaliar o efeito do tratamento com CK sobre os niveis de ROS;

g) Néao foi possivel avaliar o efeito de CK sobre os niveis de RNAm de STAT3 e
VEGFA;

h) O tratamento com CK aumentou a expressao de genes associados a modificacdo
de histonas;

i) O tratamento com CK diminuiu a expressdo de genes de regulagdo da resposta
imune e consequente inflamacéo associada, além de diminuir também a expressao

de genes importantes para a proliferacédo celular.
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ANEXO - Figuras e tabelas suplementares

Figura 17 - Diagrama dos hallmarks do cancer. Sinalizagdes celulares que contribuem para o

desenvolvimento tumoral.

Proliferacio Evaséo de
celular supressores de
sustentada crescimento

Evasdo de
sistema
imune

Desregulacéo de

Replicagéo
imortalizada

Mutacéo e
instabilidade
gendmica

Inducéo de Ativacéo de
angiogénese invaséo e
metéstase

Legenda: Destaque: hallmarks avaliados.
Fonte: HANAHAN & WEINBERG, 2011.
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Figura 18 - Regido do cromossomo 6 ocupada pela familia de genes HIST1H, total 5kb.
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Legenda: A: inicio da regido cromossdmica, l6cus ocupado pelo gene HIST1IH2BO. B: fim da regido
cromossomica, 16cus ocupado pelo gene do I6cus HIST1IH3A.
Fonte: GENEBANK.
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Figura 19 - Estrutura do octdmero de histonas que formam o nucleossomo durante o

enovelamento da cromatina.
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Fonte: http://www.whatisepigenetics.com/histone-modifications/
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Tabela 5 - Vias de sinalizacdo e quantidade de genes associados a elas regulados
positivamente apos tratamento de MDA-MB-231 com 100 uM de CK por 24 h.

Via de sinalizagéo Ndmero de genes

ID da via de sinalizacéo

Nucleossomo
Complexo macromolecular
Complexo ribonucléico
Cromatina
Cromossomo

10
35
13
10
12

G0:0000786
G0:0032991
G0:0030529
G0:0000785
G0:0005694

Fonte: Dados obtidos pelo banco de dados STRING.
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Figura 20 - Rede completa de genes com expressao regulada negativamente apds tratamento
de MDA-MB-231 com 100 pM de CK por 24 h.
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Legenda: Destaque do grupo de genes associados a resposta imune (preto) e relacionados a replicacao celular
(vermelho). Cor da linha:

InteragBes conhecidas Interagdes preditas Outros
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o—  Determinados experimentalmente - Fusao de genes . Co-expressio
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Fonte: String 10.0.
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Tabela 6 - Vias de sinalizacdo e quantidade de genes associados a elas regulados
negativamente em cultura de células MDA-MB-231 tratadas com 100 pM de

CK por 24 h.
Via de sinalizacao Numero de genes ID da via de sinalizacéo
Desregulagéo transcricional em cancer 8 5202
NF-kappa B 5 4064

Fonte: Dados obtidos pelo software STRING.



