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RESUMO

A reversao tumoral, processo em que uma célula tumoral perde em parte
ou totalmente seu fendétipo maligno, apresenta grande potencial como nova
abordagem terapéutica do cancer. A proteina TCTP esta diferencialmente
expressa nas ceélulas tumorais e nas suas respectivas revertentes (que
sofreramreversao tumoral), sendo altamente expressa nas células tumorais.
Esta proteina caracteriza-se por ser altamente conservada, apresentar
expressao preferencial em tecidos mitoticamente ativos e desempenhar
varias fungdes em diferentes processos bioldgicos. Por estar relacionada
com a reversao tumoral, a TCTP vem sendo considerada como um alvo
terapéutico para o cancer. A sertralina, antidepressivo inibidor da
recaptacdo de serotonina, atua sobre a proteina diminuindo seus niveis
intracelulares. O importante papel de TCTP nos tumores de mama ja foi
descrito. Estes tumores destacam-se por ser 0 cancer mais comum entre as
mulheres, além de ser uma doenga extremamente heterogénea. O objetivo
do trabalho foi melhorar o entendimento do papel biolégico da TCTP em
linhagens de mama, representantes de diferentes subtipos, MCF7 (hormdnio
dependente), PMC 42 (fenétipo de célula tronco), SKBR-3 (HER+), MDA-
MB- 231 e MDA-MB-436 (triplos negativos). Para tanto, foram avaliados os
efeitos do tratamento com a sertralina na viabilidade, niveis intracelulares
de TCTP, migragdo celular e clonogenicidade. Em todas as linhagens
estudadas a sertralina diminui os niveis de TCTP e apresentou efeitos
antitumorais. Mesmo as linhagens MDA-MB-231 e MDA-MB-436, do
subtipo triplo negativo, que apresentam fendtipo agressivo e sdo pouco
responsivas aos tratamentos disponiveis, apresentaram resultados de
diminuicdo da migragao e clonogenicidade celular. As outras linhagens
(MCF7, SKBR3 e PMC 42), responderam ao tratamento com sertralina,
com grande diminui¢cao do fendtipo tumoral. Com destaque para a PMC 42,
com caracteristicas de célula tronco tumoral que foi bastante sensivel a
sertralina. Portanto, os resultados aqui obtidos evidenciam os efeitos da
sertralina e da inibicdo da proteina TCTP sobreas diferentes linhagens de
tumor de mama. Assim, sugerimos que o uso da sertralina, combinada com
as estratégias terapéuticas atuais em cancer de mama, € uma possibilidade
de tratamento para os pacientes. Inclusive naqueles subtipos menos
responsivos clinicamente e com grande chance de resisténcia, como os
triplo-negativos.

Palavras-chave: TCTP, sertralina, cancer de mama e reversao tumoral.



ABSTRACT

Tumor reversion is a process in which a tumor cell loses its malignant
phenotype, partially or totally. This cellular reprogramming shows great
potential as a new therapeutic approach to cancer. The TCTP protein is
differentially expressed in tumor cells and their revertant counterparts (which
underwent tumor reversion), being highly expressed in tumor cells. TCTP is
a highly-conserved protein, presents preferential expression in mitotically
active tissues and performs different functions in several biological
processes. Since it is related to tumor reversion, the TCTP has been
considered as a therapeutic target for cancer. Sertraline, an inhibitor of
serotonin reuptake antidepressant, acts on TCTP by decreasing its
intracellular levels. The important role of TCTP in breast tumors has already
been described. Breast tumors stand out as the most common cancer
among women, besides being an extremely heterogeneous disease. Theaim
of this study was to improve understanding of the biological role of TCTP in
different breast cancer cell lines, representing different subtypes, MCF7
(hormone dependent), PMC-42 (stem cell phenotype), SKBR-3 (HER +),
MDA- 231 and MDA-MB-436 (triple negative). The effects of treatment with
sertraline on viability, intracellular levels of TCTP, cell migration and
clonogenicity were evaluated. Sertraline in all studied lines decreased TCTP
levels and showed antitumor effects. Even the MDA-MB-231 and MDA-MB-
436 lines from the triple negative subtype, which present an aggressive
phenotype and are not responsive to the available treatments, presented
results of decreased migration and cellular clonogenicity. The other lines
(MCF7, SKBR3 and PMC42) responded to sertraline treatment showing a
great decrease in tumoral phenotype. Especially PMC 42, showing tumor
stem cell characteristics, which was very sensitive to sertraline. Therefore,
the results obtained here evidence theeffects of sertraline and the inhibition
of the TCTP protein on the different lines ofbreast tumor. Thus, we suggest
that the use of sertraline, with current therapeuticstrategies in breast cancer,
is a potential treatment for patients. Even in those subtypes less responsive
and with a greater chance of resistance, such as the triple-negatives.

Keywords: TCTP, sertraline, breast cancer and tumor reversion.



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10

Figura 11

Figura 12:

Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:
Figura 17:
Figura 18:
Figura 19:

LISTA DE FIGURAS

Esquema representativo que mostra os parceiros moleculares que
interagem com a TPT1/TCTP e como a interagao proteina-proteina foi
EStUAAA. ..o e 23

Esquema representativo do eixo TCTP-MDM2-P53, e as drogas
Sertralina e Tioridazina interferindo no eixo. A droga sertralina € capaz

de ligar-se com a TCTP, interferindo no eixo MDM2-P53, impedindo

que MDM2 ubiquitine PS3. ... 26
Avaliacéo do tratamento com sertralina na viabilidade celular na linhagem
PMC 42 (método MTT).. .o, 39
Avaliacao do tratamento com sertralina na viabilidade celular na linhagem
MCF7 (MEtOdO MTT). oo e 39
Avaliacao do efeito da sertralina na viabilidade celular na linhagem SKBR-
K (1 a1=] (oo [o 101V N N 1 TSP 40
Avaliacao do efeito da sertralina na viabilidade celular na linhagem MDA-
MB-231 (MEt0dO MTT). . 40
Avaliagéo do tratamento com sertralina na viabilidade celular na linhagem
MDA-MB- 436 (MEt0dO MTT)...coiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 41
Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células PMC 42..42
Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células MCF7. ....43
: Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células SKBR-3.
........................................................................................................... 43
: Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células MDA-MB-
22 PRSP PPRRPPR 44
Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células MDA-MB
A3 . .ottt ———————————————————————t—tttttttnttnnntnnnnnnnnnnnnnnnnnn 45
Sertralina diminui a migragao em células PMC42.............cccccceeeeieienennnn, 46
Sertralina diminui a migragao em células MDA-MB 231. .............cccoeee. 47
Sertralina diminui a migragado em células MDA-MB 436.. ....................... 48
Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células PMC42.. ........... 49
Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células MCF7............... 49
Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células SKBR-3............. 50

Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células MDA-MB231.. ..51



Figura 20: Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células MDA-MB 436 ...51



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Subtipos dos tumores de mama com suas respectivas
caracteristicas e
L (o] (=11 T Lo TP 21

TABELA 2- Linhagens de mama com seus respectivos

51U ] (] o 1= 75 PR 31



LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

ASO- Oligonucleotideo antisenso

ATCC- American type tissue culture colection

BSA- Soroalbumina bovina
CSC- Cancer stem cells

DMEM- Dulbecco’s minimum essential médium
DMSO- Dimethyl sulfoxide
DNA- Acido desoxirribonucléico

ER- Estrogen receptor
GAPDH- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

HER2- Human epidermal growth factor receptor 2
kDa- Kilodalton

MDM2- Mouse double minute 2 homolog

MRNA- RNA mensageiro

p53- gene que codifica a proteina P53

P53 — Proteina P53
PBS- Phosphate buffered saline

PKR- Protein kinase R

PR- Progesterone receptor

RPMI- Roswell Park Memorial Institute medium

SDS-PAGE- Sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SFB- Soro Fetal Bovino

SIAH1- Siah E3 ubiquitin protein ligase 1

SiRNA- RNA de interferéncia

S1P- Esfingosina 1 fosfato

SphK- Esfingosina quinase
TCTP- Translationally Controled Tumor Protein

TNBC- Triple negative breast cancer
tpt1- Tumor protein, translationally — controled 1 gene
tpt1: gene que codifica TCTP

TSAPG- Tumor supressor — activated pathway 6



L — Litro
ml- Mililitro

pI- Microlitro

M — Mol por litro

mM- Milimol por litro
MM- Micromol por litro

g- Grama



SUMARIO

1. 1 0] 010 L 03X o 200U 14
11, JUSTIFICATIVA ..o, 16
1.2, OBUETIVOS ... 16
2. REVISAO DE LITERATURAL........coieeeiectseeseessessesssessssessesssssssesssssssessennns 17
21.  REVERSAO TUMORAL.........c.cooiiieieeeee ettt 17
2.2. TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOUR PROTEIN (TCTP)........... 20
2.3. CANCERDEMAMA ...t 27
24. TUMORDE MAMA ETCTP ..ot 32
3. MATERIAL E METODOS........coiiicriiiacnsessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 33
3.1, CULTIVO CELULAR ..ot 33
3.2. TRATAMENTO COM SERTRALINA EENSAIODE ...........cccocoovoveenenn 34
VIABILIDADE CELULAR ..........ccoovoivieenn. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
3.3, MIGRAGAO CELULAR.........cooooiieeeee oo 35
3.4. ENSAIO DE SOFT AGAR PARA CLONOGENICIDADE............c..c.cco........ 36
3.5. PREPARO DE EXTRATOS PROTEICOS CELULARES..............cccccoco...... 36
3.6. ELETROFORESE DE PROTEINA EM GEL DE POLIACRILAMIDA............ 37
3.7. ENSAIO DE IMUNODETECGAO (WESTERN BLOT) .........c.cccocveveernnn. 37
3.8.  ANALISEESTATISTICA ..o 37
4. RESULTADOS ........coiiiueeriiiresssessesssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 38
5. DISCUSSAD ..o e e sssssessessessessesaessesssssssssssssnsssean 52
7. REFERENCIAS .......coiiiieesiieceesessessssssesssssssessssesssssssssssssssssssssssssssasssesssnnas 61






1. INTRODUGAO

A reversao tumoral é definida como sendo o processo biolégico no qual
uma célula tumoral perde suas caracteristicas de malignidade, adquirindo um
comportamento préximo ao das células normais. Durante este evento, ocorre uma
reprogramacao celular, ainda n&o totalmente compreendida, envolvendo ativagao
e inativagcdo de genes especificos, e, provavelmente, modificagdes epigenéticas
(TUYNDER et al., 2002, AMSON et al., 2013). A reversado tumoral € um processo
complexo e fisiologicamente raro, contudo, € um evento que ocorre
espontaneamente nas células tumorais (TELERMAN, A.; AMSON, R. 2009;
TUYNDER et al., 2004).

Estudos comparativos entre células revertentes e suas equivalentes
tumorais revelaram que a proteina TCTP (Translationally Controlled Tumor
Protein) estava diferencialmente expressa nestas células (muito pouco expressa
nas células revertentes). Posteriormente, evidenciou-se que essa proteina
desempenha um importante papel no processo de reversdo tumoral, além de ser
considerada como um potencial alvo na terapia do cancer (TELERMAN, A;
AMSON, R.; HENDRIX, M.J. 2010; AMSON et al., 2013).

A TCTP é uma proteina altamente conservada, com 23 kDa, expressa em
todos os organismos eucariotos. Encontra-se em diversos tecidos, mas apresenta
expresséo preferencial em tecidos mitoticamente ativos. Diferentes estudos ja
revelaram que a TCTP esta envolvida com varios processos celulares, como
crescimento e desenvolvimento celular, sintese de proteinas, resposta imune,
apoptose, alteragbes no DNA, regulacédo do ciclo celular, liberagado de histamina,

reversao tumoral, entre outros (ACUNZO et al. 2014).

A alta expressdo de TCTP foi relatada em diferentes tecidos tumorais. A
diminuicdo dos niveis de TCTP nas células tumorais resulta na supressdo do
fendtipo maligno, induzindo ao processo de reversédo tumoral. Ainda, essaredugao
de TCTP é capaz de inibir o crescimento de células tumorais e as induzira apoptose
(GNANASEKAR et al., 2009; AMSON et al., 2013).
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Algumas drogas sao capazes de diminuir os niveis intracelulares de
TCTP, como a sertralina, um antidepressivo inibidor da recaptacado de
serotonina, que ja foi estudada em alguns modelos tumorais (TUYNDER et
al., 2002; TUYNDER et al., 2004). Recentemente, um estudo ex-vivo com
células deleucemia mieldide aguda de pacientes mostrou que a inibigdo de
TCTP pela sertralina levou as células tumorais a apoptose, e melhorou a
resposta ao quimioterapico de escolha para o tratamento clinico (Ara-C)
(AMSON et al., 2013).

Os tumores de mama sao considerados a principal causa de morte
por cancer entre as mulheres (FERLAY et al., 2010). Os estudos sobre
TCTP em tumores de mama mostram que a expressdo de TCTP é
relevante para o fenétipo maligno e sua alta expressao esta associada a um
prognostico ruim. Portanto, esta classe de tumores pode se beneficiar da
abordagem da reversdotumoral e do tratamento com sertralina (TUYNDER
et al., 2002; AMSON et al., 2012).

1.1. JUSTIFICATIVA

O trabalho busca aprofundar o entendimento do papel biolégico da
TCTP nos diferentes subtipos de tumores de mama (linhagens MCF7,
PMC-42, SKBR-3, MDA-MB-231 e MDA-MB-436). Em especial, avaliar os
efeitos da sertralina nas linhagens provenientes de tumores triplo negativos
(MDA-MB), as quais apresentam baixa resposta aos
tratamentos. Neste contexto, este trabalho avaliara o tratamento com
sertralina e a inibicdo do conteudo de TCTP, avaliando a droga como

possivel estratégia terapéutica em tumores de mama.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral
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Estudar o papel de TCTP em tumor de mama, utilizando linhagens
de diferentes gendtipos e fendtipos (representando diferentes subtipos
tumorais), buscando validar a utilizacdo de sertralina como possivel

agente terapéutico no tratamentoclinico destes tumores.

1.2.2. Objetivos especificos

1.2.2.1. Avaliar a viabilidade nas diferentes linhagens celulares apds
tratamento com sertralina e estabelecer as concentragbes para
estudo das caracteristicas tumorais.

1.2.2.2. Avaliar os niveis de expressao de TCTP nas diferentes linhagens
celulares apds tratamento com sertralina (preparacéo de extratos
celulares e realizagéo de ensaio de imunodetecgao).

1.2.2.3. Avaliar os efeitos do tratamento com sertralina sobre os a migragao
das diferentes linhagens celulares.

1.2.2.4. Avaliar os efeitos do tratamento com sertralina sobre a
clonogenicidade das diferentes linhagens celulares.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. REVERSAO TUMORAL

O processo de transformacdo de uma célula normal em uma célula
tumoral vem sendo cada vez melhor compreendido pela comunidade
cientifica. Diversos fatores explicam como as células normais acabam
tornando-se tumorais, entre eles, inativacdo ou inibicdo de supressores
tumorais, aquisicdo de imortalidade replicativa, instabilidade gendmica,
aquisicao e acmulo de mutagdes, processo inflamatorio cronico, ativagao
de processos invasao e metastase, indugdo da angiogénese, escape da
destruicdo pelo sistema imune, resisténcia a morte celular, sustentacao da
sinalizacao proliferativa e desregulacdo do metabolismo energético celular
(HANAHAN, D.; WEINBERG, R.A., 2011). Muitos destes fatores tém sido
considerados alvos para diferentes tratamentos contra o cancer. Contudo,

apesar do conhecimento crescente e acumulado durante muitos anos de
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pesquisas, muitos tipos tumorais ainda apresentam prognosticos ruins,

opc¢oes de tratamento limitadas e muitas vezes ineficientes.

Neste contexto, a reversdo tumoral surge como uma abordagem
diferente para o estudo da biologia tumoral. A reversdo tumoral é definida
como sendo o processo biolégico no qual as células tumorais, devido a uma
reprogramacao celular, perdem em grande parte ou totalmente seu fenoétipo
maligno (caracteristicas que sustentam o crescimento tumoral). Este
processo, apesar de ocorrer espontaneamente com as células de em uma
massa tumoral, € um evento fisiologicamente muito raro, somente 1 em
cada 107 células revertem suacondigdo tumoral (TELERMAN, A; AMSON,
R., 2009). Assim, o estudo da reversao tumoral, por meio da elucidacéo de
seus mecanismos moleculares e de potenciais alvos, pode permitir uma
nova abordagem na terapéutica do cancer. A compreensdo de como a
célula tumoral pode adquirir o conhecimentomolecular para se reprogramar
perdendo a malignidade permitiria o desenvolvimento de tratamentos
antitumorais mais especificos e menos agressivos em idealmente, mais
efetivos (TUYNDER et al. 2002; TELERMAN, A; AMSON, R., 2009).

Diferentes grupos de pesquisa que estudam o processo de reversao
tumoral acreditam que o caminho mais légico para vencer o cancer é
compreender as vias moleculares que levam a reversao tumoral e, entdo,
ser capaz de induzir o processo nos pacientes (TELERMAN, A.; AMSON,
R. 2009; TUYNDER et. al. 2004, POWERS, S.; POLLACK, R.E. 2016).

A reversao tumoral foi descrita pela primeira vez no inicio do século
XX, por Askanazy, através de uma pesquisa com teratocarcinoma ovariano,
a qual demonstrou que em estagios iniciais as células tumorais
apresentam-se como uma populagdo homogénea e, a medida que o tumor
progride, os teratocarcinomas formam grandes tumores que consistem de
diferentes tecidos.O fato de que a partir de uma célula tumoral, tecidos que
nao sao malignos podem ser formados representava uma evidéncia de que
a reversdo tumoral existe na fisiopatologia humana (TELERMAN, A
AMSON, R. 2009).
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Anos depois, BRIAND e colaboradores (1987) estabeleceram uma
nova linhagem celular em laboratério chamada de HMT-3522. A linhagem
era originaria de fibrose de mama e caracterizava-se por nao apresentar
tumorigenicidade e manter-se diploide apds varias passagens. A utilizagao
constante da linhagem fez com que os pesquisadores pudessem selecionar
a partir dela duas novas linhagens, S1 (ndo tumoral) e T4-2 (tumoral). As
duas linhagens foram cultivadas em cultura 3D com matrigel e observou-se
que a linhagem S1 se reorganizava em estruturas acinares enquanto que
as células T4-2 mostravam-se em estrutura extremamente desorganizadas.
A partir disto, o grupo verificou que um receptor de matriz extracelular,
integrina B1, era maisexpressa em T4-2 do que S1. Utilizando anticorpos
anti-integrina B1, eles conseguiram diminuir a ligagado deste receptor com o
meio extracelular e foi possivel observar uma mudanca morfolégica dessas
células, fazendo com que as células T4-2 formassem estruturas muito
semelhantes as encontradas na linhagem S1. Ainda, este fendtipo
observado em T4-2 tratadas era reversivel quando as células eram

dissociadas e os anticorpos removidos (WEAVER et al.1997).

Existem varios genes que estdo potencialmente envolvidos no
processo de reversao tumoral. Estudos de expressdo génica de células
tumorais e de suas revertentes mostraram mais de 300 genes
diferencialmente expressos. As principais proteinas que se encontram
alteradas: TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) (SUSINI et al.
2008; AMSON et al., 2012); SIAH1, uma E3-ligase e alvo transcricional de
p53 (AMSON et al. 1996; NEMANI et al. 1996; FIUCCI et al. 2004);
presenilina 1 (ROPERCH et al. 1998) e TSAP6 (AMSON et al. 1996,
LESPAGNOL et al.,, 2008). Quando se fala sobre um potencial alvo no
cancer, este pode ser definido como sendo uma proteina/molécula que
apresenta expressdo ou atividade diferente entre células normais e
tumorais (TUYNDER et al., 2004). Segundo TELERMAN, A.; AMSON, R;
HENDRIX, M.J.(2010), destas proteinas a mais bem estudada é a TCTP,
capaz de desempenharum importante papel na reverséao de tumores além

de ser considerada como umpotencial alvo terapéutico no céncer.
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A relevancia da TCTP para formagdo de tumores surgiu de duas
linhas convergentes de investigagdo (AMSON et al., 2013). A primeira refere-
se a tsap6(alvo de transcricao direta de P53), o qual codifica uma proteina
de dominio transmembrana (6 dominios), capaz de regular o metabolismo
do ciclo celular eapoptose. A proteina TSAPG6 interage com a TCTP, sendo
capaz de regular sua secreciao através de uma via nao classica, por
exossomos (AMSON et al. 1996; GRANDCHAMP et al. 2011). A segunda
linha de investigagdo estudou as bases moleculares da reversdo tumoral,
através da derivacdo de células revertentes de linhagens celulares de
leucemia e tumores solidos (TELERMAN et al. 1993; TUYNDER et al. 2002;
TUYNDER et al. 2004). O estudo da expresséo diferencialde genes entre as
células tumorais parentais e as revertentes indicou que a TCTP
representava o0 gene cuja expressdo era a mais diminuida nas células
revertentes (TUYNDER et al. 2002). Trabalhos posteriores evidenciaram
que a reducdo dos niveis de TCTP era capaz de desencadear um efeito
antitumoral nas células (TUYNDER et al. 2002; TUYNDER et al. 2004).

2.2. Translationally Controlled Tumour Protein (TCTP)

A proteina TCTP, do inglés Translationally Controlled Tumour
Protein, apresenta massa molecular aparente de 23 kDa (BRIOUDES et al.,
2010) e foi descrita ha aproximadamente vinte anos atras por trés grupos
de pesquisa independentes envolvidos na busca de proteinas reguladas a
nivel traducional (GACHET et al. 1999). Em geral, a proteina é
abundantemente expressa (THIELE et al. 2000; GUILLAUME et al. 2001),
sendo também conhecida como fator de liberagao de histamina (HRF), Tpt1,
p23 ou fortilina, e € encontrada tantointra quanto extracelularmente. Além
disso, a proteina esta envolvida em diversos processos bioldgicos, como
desenvolvimento celular, sintese de proteinas, resposta imune, apoptose,
organizacdo de microtubulos, controle do ciclo celular, liberagdo de
histamina, reversao tumoral, entre outros (GACHET etal. 1999; LI et al.
2001; YARM, F.R. 2002; BOMMER, U.A.; THIELE, B.J. 2004; ACUNZO et
al. 2014).
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O alinhamento de sequéncias de TCTP de mais de 30 espécies
diferentesmostra um alto grau de conservacao durante um longo periodo de
evolugao (THAW et al. 2001). A estrutura da proteina é formada por trés a-
hélices e novefolhas f que formam nucleos hidrofébicos. O gene da TCTP,
denominado {pt1, foi primeiramente estudado em coelhos. O ipt1 é
organizado em cinco introns e seis éxons, totalizando aproximadamente
3820 pares de base. Apesar dos mecanismos moleculares de regulagao da
expressao nao serem totalmente compreendidos, ha consenso de que a
proteina TCTP ¢é altamente regulada tanto no nivel traducional como
transcricional (BOMMER et al., 2002; BOMMER,U.A.; THIELE, B.J. 2004).

A TCTP é expressa em mais de 500 tecidos e tipos celulares. Em
varios experimentos ja foi estabelecido que os niveis de TCTP s&o altamente
regulados em resposta a inumeros sinais extracelulares e condigdes
celulares. Varias condigbes de stress, como inanicdo (BOMMER et al.,
2002; BONNET et al., 2000), choque térmico, metais pesados, estresse de
calcio (XU, A.; BELLAMY, A.R.; TAYLOR, J.A. 1999) ou sinais pro-
apoptéticos / citotdxicos (OIKAWA et al.,2002; SINHA et al., 2000) resultam

em regulagao positiva ou negativa dos niveisde TCTP.

A proteina pode desempenhar diversas fungdes em diferentes
processos biolégicos e possui muitos parceiros moleculares (FIGURA 01),
por isso € chamada de proteina multifuncional (AMSON et al., 2013). Em
animais, a TCTP também ¢é responsavel pela liberagdo da histamina em
eventos inflamatérios (MACDONALD et al., 2001), além de exercer um
controle positivo na proliferagdode linfécitos B (KANG et al., 2001). TCTP é
capaz de formar complexos proteicos com outras proteinas alterando a
atividade das mesmas, como € o caso das bombas de sdédio e potassio,
responsaveis pela homeostase idnica e pelo potencial de membrana
celular. O mRNA da TCTP pode formar estruturas secundarias de dupla fita
(hairpins), os quais sdo capazes de interagir com alguns componentes
celulares. Nesse caso, as estruturas secundarias resultantes podem ativar
uma proteina quinase denominada PKR (BOMMER etal., 2002), que esta

envolvida na regulagao e diferenciagao celular, na resposta a estresses, na
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apoptose e no mecanismo de defesa celular antiviral (JAGUS, R.; JOSHI,
B.; BARBER, G.N. 1999).
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Figura 1: Esquema representativo que mostra os parceiros moleculares que interagem com a
TPT1/TCTP e como a interagéo proteina-proteina foi estudada.

Protein interaction confirmed by:
Hey: Yeast two hybrid

@ Coimmunoprecipitation

& Other 1:¢ltel|jimlu-ult.lﬂm aﬁmmﬂ
& Cod precipit atian of bog P 3
& Genetic ink

& Pharmacologic

o Patients

3
g
 E
B T

Rivg ,fn.%”w nwlﬁ"ﬁﬁ

Fonte: AMSON et al. 2013.

Estudos destacam o papel crucial da TCTP para o desenvolvimento
normal. O knockdown de TCTP em Drosophila causa letalidade em larvas
no primeiro estagio tardio e resultam em tamanho reduzido das células, do
numero de células e do tamanho do 6rgao (HSU et al. 2007). Em
camundongos, os animais knockout para TCTP sao inviaveis, a letalidade

ocorre na embriogénese(GACHET et al., 1999).

No ciclo celular, GACHET et al. (1999) demonstraram que a TCTP se
ligaa tubulina e associa-se com microtubulos durante fases especificas do
ciclo celular, separando-se do fuso na transigcdo das fases metafase e

anafase.



THAW et al. (2001) e GNANASEKAR et al. (2009) propuseram que a
TCTP apresenta atividade molecular de chaperona. Sabe-se que a
expressao de TCTP é conhecida por ser altamente regulada em resposta a
uma grande variedade de condicbes de estresse. GNANASEKAR et al.
(2009) mostrou que a TCTP protege as células do choque térmico, agindo
potencialmente como wuma chaperona molecular. Além disso, a
superexpressao da proteina é capaz de proteger as células da morte celular

induzida por choque térmico.

Durante o mecanismo de morte celular programada (apoptose), a
TCTP pode ser localizada na mitocbndria, ligando-se a proteinas que
apresentam atividade apoptdtica, e dessa maneira, evitando a morte celular
(LIU et al., 2005;RINNERTHALER et al., 2006). O mesmo processo ocorre
no citoplasma, onde a proteina TCTP ¢é capaz de fazer a ligagdo e
sequestro de calcio, diminuindo a apoptose dependente desse ion
(GRAIDIST et al., 2007).

A TCTP é encontrada em varios tecidos normais, mesmo que tenha
sido nomeada inicialmente como uma proteina de tumor. A TCTP foi
identificada pelaprimeira vez em um tumor ascitico de rato (LEHNINGER,
A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M. 1998). A expressédo de TCTP esta
aumentada em tecidos tumorais quando comparado aos seus respectivos
tecidos normais, indicando um papel critico na tumorigénese (TUYNDER et
al., 2002; TELERMAN, M.; AMSON, R.; 2009; CHAN et al., 2012; ACUNZO
et al, 2014). Estudos da regulagdo negativa da TCTP utilizando
oligonucleotideos antisenso (ASO) ou siRNA (RNA de interferéncia) em
linhagens celulares induzem as células a apoptose e aobloqueio do ciclo
celular (BAYLOT et al., 2012). Em células tumorais humanas de leucemia e
tumores sdlidos, a inibicdo de TCTP levou a apoptose in vitro e in vivo,
inibindo a progressao tumoral (TUYNDER et al. 2002). Também, em células
de carcinoma pulmonar humano a inibicdo de TCTP induziu a expressao de
p53e a apoptose (RHO et al., 2011). Em 2012 foi mostrado que TCTP e p53
tem uma inibi¢cao reciproca, em um eixo que envolve MDM2 (AMSON et al.,
2012).
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Ja foi relatado que esta proteina esta envolvida no processo de
migracgéo,invasao e metastase celular (BAE et al., 2015). Este processo de
metastase caracteriza-se por ser um processo em que as celulas cancerosas
deixam o localde desenvolvimento primario do tumor e instalam-se em sitios
secundarios e distantes de onde originalmente se iniciaram (COKA et al.,
2011). Ja foi demonstrado por MA e colaboradores (2010) que a
superexpressao de TCTP em células de adenocarcinoma de colon leva a
metastase. Além disso, um aumento de TCTP foi identificada nas

metastases em pacientes com hepatocarcinoma (CHAN et al., 2012).

A TCTP, no contexto do processo de reversao tumoral, tem chamado
atencdo durante os ultimos anos, sendo considerada como um alvo
terapéutico em diferentes tipos de cancer, como de pulméo, prostata, colon,
melanoma e mama (ACUNZO et al., 2014). Uma das vias através da qual a
TCTP pode promover o cancer é através da inibicao reciproca com a
proteina P53. Estudosja demonstraram que o aumento da expressao de
TCTP em carcinoma de pulmao foi capaz de reverter a apoptose mediada
por P53, enquanto o knock- down aumentou a apoptose (RHO et al., 2011).
Assim, alguns autores demonstraram que a TCTP esta relacionada com
P53, inibindo a apoptose mediada por P53 (CHEN et al., 2011).

Com o objetivo de encontrar drogas capazes de diminuir os niveis de
TCTP, TUYNDER e colaboradores (2004) realizaram um screening com
diferentes drogas. Entre as drogas estudadas, descobriu-se que a sertralina
e atioridazina apresentaram reducéo dos niveis intracelulares de TCTP em
diferentes linhagens celulares tumorais (MDA-MB-231: Tumor de mama e
U937:Leucemia).

A sertralina, uma droga antidepressiva e ansiolitica, inibidora da
recaptacao de serotonina, inibiu o crescimento de células tumorais in vitro e
in vivo, além de provocar apoptose em células tumorais (TUYNDER et al.
2004). Recentemente, verificou-se que a droga liga-se diretamente a TCTP
(AMSON etal. 2012). Por meio dessa ligagdo, a sertralina antagoniza a
funcédo da TCTP noeixo P53-MDM2.
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Dessa maneira, a TCTP ligada a sertralina ndo induz a ubiquitinacao
de P53 por MDM2, restaurando os niveis de P53, o que explica como a
droga leva as células tumorais a apoptose (FIGURA 02). No estudo
realizado por AMSON e colaboradores (2012) utilizando a sertralina,
revelou-seque a droga induziu um aumento acentuado na quantidade de
P53 e simultaneamente uma diminuicdo de TCTP em células tumorais
(AMSON et al., 2012).

Figura 2: Esquema representativo do eixo TCTP-MDM2-P53, e as drogas Sertralina e Tioridazina
interferindo no eixo. A droga sertralina € capaz de ligar-se com a TCTP, interferindo no eixo MDM2-
P53, impedindo que MDM2 ubiquitine P53.
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2.3. CANCER DE MAMA

O céancer de mama é o mais incidente entre as mulheres no mundo
(STEWARD, B.W.; WILD, C.P. 2014). No Brasil é o cancer mais frequente
em mulheres das Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. Ja na
regiao Norte € o segundo tumor mais incidente. De acordo com o INCA
(Instituto Nacional de Cancer) em 2012 esta neoplasia representou
aproximadamente 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados nas
mulheres (INCA, 2016).

No Brasil, aproximadamente 22% dos casos tratados de cancer séao
de mama e a taxa de mortalidade é extremamente alta devido ao fato da
doenga ser diagnosticada, na maioria dos casos, em estagios avangados
(INCA, 2014).

O cancer de mama apresenta-se como um problema de saude
publica jaque as taxas anuais de incidéncia e mortalidade da doenga sao
grandes, sendo a segunda causa de morte por cancer nos paises
desenvolvidos (atras do cancer de pulméo) e a maior causa de morte por

cancer nos paises em desenvolvimento(INCA, 2016).

O aumento da taxa de incidéncia e mortalidade esta associada a
diversosfatores internos, como a predisposicao hereditaria ou dependente
da constituicdo hormonal, e externos, como fatores ambientais capazes de
causar danos ao genoma, sejam eles relacionados com estilo de vida,
habitos reprodutivos e meio ambiente (VERONESI, U. 2002).

Estudos levaram a identificagdo de dois principais genes de
susceptibilidade ao cancer de mama, BRCA1 e BRCA2 (MIKI et al. 1994;
WOOSTER et al. 1995; KING, M.C. 2014). O primeiro gene de
predisposi¢cdo aocancer de mama, BRCA1, localiza-se no brago longo do

cromossomo 17 (17g21), sendo composto por 24 éxons, e 0 segundo gene
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de susceptibilidade, BRCAZ2, localiza-se no brago longo do cromossomo
13912, e € composto por 27éxons (TAVTIGIAN et al. 1996).

Os genes BRCA apresentam fungdes em diferentes processos
celulares,entre eles a ativagao e regulagao transcricional, reparo de lesdes
do DNA e controle do ciclo celular, proliferagcdo e diferenciacdo celular.
Estes genes foram classificados como genes supressores de tumor pela
frequente perda de heterozigosidade nos tumores desenvolvidos por
individuos portadores de mutagdes nesses genes. (WELCSH, P.L;
OWENS, K.N.; KING, M.C. 2000; PONDER, B.A.J.; 2001).

Estudos demonstraram que pessoas que sao portadores da mutagao
BRCA1 apresentam 57% de chance de desenvolver o cancer de mama
(CHEN, S.; PARMIGIANI, J.G. 2007), além de serem susceptiveis a
desenvolverem cancer de ovario e prostata. Ja aqueles que apresentam-se
como portadores damutacao BRCA2 possuem risco elevado para cancer de
mama em ambos os sexos e também para cancer de ovario, prostata,
pancreas, estbmago e vias biliares (WELCSH, P.L.; KING, M.C. 2001).

Hoje, existem varias estratégias que podem ser utilizadas para
reduzir o risco de cancer, morbidade e mortalidade em mulheres que
apresentam mutagdes patogénicas de BRCA1/2, como rastreio regular por
exames deimagens para detectar tumores em fase inicial, cirurgia profilatica
(mastectomia de reducao de risco) e quimioprevencdo (COUCH et al.
2014).

De acordo com o INCA (2015), as terapias atuais utilizadas para o
tratamento de cancer resumem-se principalmente a quimioterapia e
radioterapia. Ha também os tratamentos que utilizam inibidores de
horménios e sdo validos para pacientes que apresentam tumores com
expressao de receptores hormonais, como é o caso de luminais A e B. Ja
para aqueles pacientes que apresentam superexpressao de HER2, utiliza-
se a terapia anti-Her2, que usa alvos terapéuticos como Trastuzumabe ou

Lapatinibe.
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tumores de mama s&o altamente heterogéneos e sao

classificados com base na histologia do tecido como carcinoma ductal ou

carcinoma lobular. Quanto ao perfil de expressédo de receptores de

horménios, avalia-se a superexpressao dos receptores progesterona (PR) e

estrogénio (ER), assim como a expressao de HER-2 (receptor tirosina
quinase) como observa-se na TABELA 01 (YARDEN, Y. 2001).

TABELA 01: Subtipos dos tumores de mama com suas respectivas caracteristicas e expressao.

SUBTIPO | SUPER-EXPRESSAO CARACTERISTICA
Normal Perfil similar a mama normal
Like ) (DA et al., 2015)
Luminal (ER+/PR+/Her2-) ou Luminal A: melhor progndstico
(ER+/PR-/ Her2+) Luminal B: Alto indice proliferativo
(CIRQUEIRA et al., 2011)
Tumores agressivos e é alvo molecular para
HER2 (ER-/Her2+) terapias especificas
(HENJES et al., 2012)
Triplo Tumores apresentam tamanho maior do que os
(ER-/PR-/ Her2-)
Negativo outros subtipos e também alto indice mitético

(BADVE et al., 2011)

PEROU et al. (2000) através da técnica de microarray de DNA classificou os

tumores de mama em cinco subtipos intrinsecos conforme seu padrao de expressao

génica: luminal A e luminal B (ER+/PR+/Her2- ou ER+/PR-/ Her2-), superexpressao
de HER2 (ER-/Her2+), basal (ER-/PR-/ Her2-) e normal-like. Estes subtipos em
grande parte correspondem, mas nao se sobrepdem, com grupos definidos por
receptores hormonais ER e PR, e HER2 (BIANCHINI et al.2016).

Mais tarde foi feito um estudo utilizando 3.527 espécimes provenientes de

doze tipos diferentes de cancer, entre eles o de mama, e foram classificados onze

subtipos moleculares principais (HOADLEY et al. 2014). Na pesquisa confirmou-se

qgue o cancer de mama basal-like (BLBC) é uma doencga unica, (PEROU et al. 2000;
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SORLIE et al. 2001; PARKER et al. 2009), em que as células tumorais expressam
genes caracteristicos de células basais (FOULKES, W. D.; SMITH, I. E.; REIS-
FILHO, J. S 2010).

Os tumores de fendétipo triplo negativo (TNBC, triple negative breast cancer)
sao aqueles que ndo expressam receptores de estrogeno, progesteronaou o receptor
de tirosina quinase HER2 (TOKUNAGA, E. 2006). Os TNBCs apresentam
progndstico ruim e baixa resposta aos tratamentos (VAN'TVEER etal. 2002). Estes
tumores acometem frequentemente mulheres com menos de 50 anos, sendo mais
prevalentes entre afrodescendentes e apresentando um comportamento mais
agressivo (REIS-FILHO, J.S.; TUTT, A.N.J. 2008). Dentro dos TNBC 80% séao do
tipo basal-like (BIANCHINI et al., 2016).

Para melhor compreender a heterogeneidade tumoral do tipo triplo negativo
LEHMANN e colaboradores (2011) baseando-se em perfis de expressao génica
definiram seis novos subtipos intrinsecos de triplo negativo, entre eles: dois
subgrupos basal-like (BL1, BL2), dois subgrupos relacionados ao mesénquima
(mesenquimal e mesenquimal-tronco), um subgrupo imunomodelador (IM) e um

subgrupo luminal de receptor andrégeno (LAR).

Ja o subtipo basal apresenta esse nome devido ao fato das células tumorais
expressarem genes caracteristicos de células basais/mioepiteliais normais, como
KRT5, KRT14, KRT17 e EGFR (FOULKES, W. D.; SMITH, I. E.; REIS-FILHO, J. S.
2010). Os tumores apresentam tamanho maior do que os outros subtipos e também
rapido crescimento (HO-YEN, C.; BOWEN, R.L.; JONES, J. 2012; RAKHA et al.
2006).

O tumor do subtipo luminal A, representa aproximadamente 60% dos casos
dos carcinomas de mama e € considerado o cancer com melhor prognostico
(WEIGEL, M.T.; DOWSETT, M. 2010). Apresenta baixa taxa de proliferacéo e grau
patolégico, porém, elevada diferenciacdo morfolégica. Este cancer € geralmente
menos sensivel a quimioterapia adjuvante, mas,tipicamente, responde bem a terapia
endoécrina (HOADLEY et al. 2014). Esta terapia enddcrina baseia-se na utilizagao de
substancias semelhantes ou supressoras de hormonios que s&o capazes de inibir o
crescimento tumoral (BRITOL, C.; PORTELA, M.C.; VASCONCELLOS, M.T.L.
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2014). O cancer luminal apresenta essa denominagao pela similaridade que as
células neoplasicas desse grupo apresentam com as células mamarias normais, que
ficam em contato direto com o lumen dos ductos mamarios, as chamadas células
luminais (SOTIRIOU et al. 2003).

Os tumores do subtipo luminal B caracterizam-se por expressarem genesde
proliferagao celular (MKI67-Ki-67, CCNB1 e MYBL2) (SORLIE et al. 2001). Estes
tumores apresentam receptores de estrogénio e progesterona positivos, e Her2+,
porém, sem superexpressado. O subtipo apresenta um alto indice proliferativo e por
essa razao, traz consigo um pior progndstico em relacdo aos tumores luminais A
(SORLIE et al. 2001). Também, o tumor esta associado a um maior risco de
recorréncia e a maior possibilidade de resisténcia ao tratamento com tamoxifeno
(KENNECKE et al. 2010).

Ja o subtipo HER2+, possui superexpressao do receptor tirosina quinase
codificado pelo oncogene ERBB2 (POLYAK, K.; METZGER-FILHO, O. 2012). OHER-
2 é responsavel por codificar um receptor de membrana das célulastumorais, que
desencadeia sinalizagdo para proliferacdo celular, tornando os tumores mais
agressivos (SLAMON et al. 1987). Este subtipo ndo expressa os receptores
hormonais. Estes tumores apresentam alta instabilidade cromoss6mica com alta
taxa de mutagdo em unico nucleotideo, é classificado como neoplasia de alto grau e
apresenta alta ocorréncia de metastase cerebral (HOADLEY et al. 2014). A
superexpressao do HER-2 é reconhecida como importante marcador de doencga
agressiva e é alvo molecular para terapias especificas com anticorpos monoclonais
para o HER2 (PICCART-GEBHART etal. 2005). A frequéncia em que esses subtipos
ocorrem é de 70% para luminal, 20% para dos HER2+ e 10% s&o triplo negativos
(POLYAK, K.; METZGER-FILHO, 0.2012).

A andlise da expressdo génica de tumores de mama primarios forneceu
algumas indicag¢des importantes de algumas propriedades genéticas inerentes aos
diferentes subtipos de tumor primario que podem predispor as células tumorais para
um fendtipo mais agressivo (DRUKKER et al. 2014; MITTEMPERGHER et al. 2013).
A caracterizagdo desses genes é importante, para identificacdo de tumores com
elevado risco de progressao desde o inicio, tendo implicagdes no diagndstico e na
terapéutica (LUCIBELLO et al. 2015).
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Neste sentido, a caracterizacdo de novos biomarcadores implicados na
progressdo do tumor proporciona novas oportunidades para a combinagdo de
terapias com agentes quimioterapéuticos classicos. Ha pouco tempo, foi descritoque
a regulagao positiva de TCTP esta correlacionada com tumores pouco diferenciados,
incluindo cancer de mama, ressaltando o potencial da proteina como biomarcador
para prognostico (AMSON et al.,, 2012; MIAO et al. 2013; SLABY et al. 2009;
ZHANG et al. 2013).

2.4. TUMOR DE MAMA E TCTP

A primeira evidéncia do papel biolégico de TCTP na malignidade de
tumores de mama ocorreu durante o inicio dos estudos para o
desenvolvimentode modelos de reversao tumoral (TUYNDER et al., 2002).
A relevancia da TCTPpara as caracteristicas tumorais de células de tumor
de mama foi observada em modelos de crescimento em matrigel-3D,
desenvolvidos pela cientista Mina Bissel (WEAVER et al. 1997; TUYNDER
et al., 2002). Células de cancer de mama (MCF7, T47D) em culturas de
matrigel tridimensional foram completamente reprogramadas através da
diminuicdo do nivel intracelular de TCTP. As células de mama crescem de
maneira organizada, formando estruturas ductais em torno de um l[umen.
Porém, as células de cancer de mama ndo conseguem formar estas
estruturas e acabam crescendo em grupos desorganizados. O uso de
técnicas de antisenso ou siRNA para silenciamento de TCTP resulta em
uma reorganizagdao notavel, ocorrendo a formacao de estruturas que
lembram as observadas nas culturas de células normais da mama
(TUYNDER et al. 2002).

Em um estudo posterior, que testou diferentes drogas para avaliar
seus efeitos sobre os niveis intracelulares de TCTP, foi mostrada a
diminuicdo do desenvolvimento tumoral em modelo animal xenografico in
vivo inoculado com MDA-MB-231 (linhagem de mama triplo negativo) e
tratado com sertralina em uma concentragdo de 18 mg/kg (TUYNDER et
al., 2004). Estes dados demonstram que a diminuigdo das quantidades

intracelulares de TCTP é suficiente para desencadear o programa de



reversdo tumoral ou mesmo a morte celular por apoptose em tumores de

mama.

Recentemente, foi descrita a regulagdo positiva de TCTP em
biépsias de tumores de mama pouco diferenciados, ressaltando assim
potencial da TCTP como biomarcador para prognostico e alvo de interesse
terapéutico neste tipo tumoral (AMSON et al. 2012; MIAO et al. 2013;
SLABY et al. 2009; ZHANG et al.2013). As células tronco tumorais (CSC, do
inglés cancer stem cells) tém sido implicadas na origem e progressédo de
tumores. A expressdao de TCTP é maior nestas células (CSC) quando
comparada com células de tumor de mama sem caracteristicas de células
tronco (AMSON et al., 2012). Em células do modelo animal ErbB2 (rato),
quando ocorre a perda de P53 ha uma expansao de célulastronco tumorais,
porém, quando ha diminuicdo de TCTP ocorre um aumento daquantidade
de P53 acompanhada por uma redugao de 50% na eficiéncia de formacgéo
de mamosferas (colénias formadas por clones). Isso indica um importante

papel entre a regulacdo TCTP-P53 em células-tronco tumorais de mama.

A sertralina liga-se diretamente a TCTP antagonizando a fungao
desta proteina no eixo p53-MDM2 e assim, restaura os niveis de P53 o que
faz com que este iniba a expressao de TCTP. Pelo fato da P53 ser um
repressor transcricional de TCTP, a proteina é capaz de diminuira TCTP e
inibir a formacao de mamosferas (AMSON et al. 2012). Dessa maneira, o
uso da sertralina, podeser uma possibilidade terapéutica muito interessante

na terapia combinada dos tumores de mama.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares PMC 42, MCF7, SKBR-3, MDA-MB-231 e
MDA- MB-436 provenientes da American Type Tissue Culture
Colection - ATCC (Manassas, USA), foram gentiimente cedidas pela
Profa. Dra. GiseliKlassen, do Departamento de Patologia Basica (UFPR).

As linhagens foram escolhidas baseando-se no seu subtipo molecular e
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também nas suas caracteristicas para que posteriormente fosse possivel
analisar os resultados das linhagens entre si (TABELA 02). A linhagem
PMC 42 é uma linhagem incomum, que apresenta caracteristicas de célula
tronco tumoral, porém é semelhante as células mitoticamente ativas do
tecido epitelial de mama normal (GIT et al., 2008). A MCF7 é proveniente
de um adenocarcinoma de mama e apresenta p53 selvagem (wt) (LU et al.,
2001). A SKBR-3 é uma linhagem utilizada como controle positivo em
ensaios para HER2+, adenocarcinoma de mama e possui p53 mutado
(ATCC, 2013). As linhagens MDA-MB-231 e MDA- MB-436 séao
provenientes de tumores do subtipo triplo negativo, adenocarcinoma de
mama e apresentam p53 mutado (OLIVIER et al, 2002).

As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Cultilab)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab). Em todos os
meiosfoi adicionado 40 mg/L de gentamicina (Schering-Plough, Kenilworth,

USA). As células foram mantidas a 37°C, em atmosfera com 5 % de CO..

TABELA 02: Linhagens de mama com seus respectivos subtipos.
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Linhagem Subtipo

PMC 42 Fenotipo similar ao de células-tronco tumorais
(GIT et al., 2008)
MCF7 Luminal A (HOLLIDAY, D.L.; SPEIRS, V. 2011.)

MDA-MB-231 | Basal (CHAVEZ, K.J.; GARIMELLA, S.V.; LIPKOWITZ, S. 2010.)

MDA-MB-436 | Basal (CHAVEZ, K.J.; GARIMELLA, S.V.; LIPKOWITZ, S. 2010.)

SKBR-3 HER2+ (HOLLIDAY, D.L.; SPEIRS, V. 2011.)

3.2. TRATAMENTO COM SERTRALINA E ENSAIO DE
VIABILIDADE (HUAR

Com o objetivo de avaliar os efeitos da sertralina (Sigma) nas
diferentes linhagens celulares de mama foi realizado o ensaio de viabilidade

celular para estabelecer as concentracdes de sertralina a serem utilizadas



para os demais ensaios. Foram plaqueadas 5x103 células em placas de 96
pocos e, em seguida, foi adicionado o tratamento aos pogos (sertralina
0.1uM, 1 pM, 5 uM e 10uM). Os controles foram somente meio (meio de
cultivo) e o solvente da sertralina (DMSO), sempre utilizado na maior
concentragdo utilizada nos testes (0,01% v/v). Apos 24, 48 e 72 horas a
viabilidade das células foi determinada por meio do método MTT. O meio foi
retirado e os pogos da placa foram lavados com 100ul de PBS. Em seguida
foi adicionado a todos os pogos 100 pl da solugédo de MTT (0,5 mg/mL), e a
placa foi incubada a 37°C por duas horas. Apds esse periodo, a solucao de
MTT foi retirada e adicionou-se 100 pl de DMSO. Os pogos foram
homogeneizados e em seguida foi realizado a leitura em 550 nm no

espectrémetro Meridian/EL x800.

ApOs essa avaliagao, utilizamos as concentragcées de 1 uM, 5 uM e
10uMde sertralina (concentragdes selecionadas a partir de ensaio piloto de
viabilidade celular). Os controles foram realizados utilizando o solvente da

sertralina, DMSO,sempre na maior concentracdo (v/v) utilizada no ensaio.

3.3. MIGRAGAO CELULAR

A metodologia utilizada para avaliar a migragao celular foi o ensaio
de scratch. As células foram plaqueadas (5x10° por pogo) em placa de
cultura de 96 pocos em meio RPMI contendo 10% SFB. Apds 4 horas o
meio foi aspirado e foi adicionado meio sem SFB. Apds 16 horas, as células
foram tratadas com mitomicina C (Sigma) 10 ug/mL por 2 horas (droga que
inibe a proliferagdo celular). Apds esse periodo foi feito um scratch, isto é,
um risco na placa removendo as células (RODRIGUEZ, L.G.; WU, X.; GUAN,
J.L. 2005). Logo apos o scratch as células foram tratadas com o DMSO
(controle) e a sertralina nas concentragbes de 1, 5 e 10 pM. As células
foram mantidas a 37°C e 5% CO:2 e foram fotografadas nos tempos Oh, 24h,
48h e 72h. A area entre as duas margens do scratch foi medida utilizando o
programa Image J. Em todos as imagens capturadas foram utilizadas para
determinar a migragao das células. O ensaio de migragao celular nao foi

realizado com a linhagem MCF7 pois esta ndo apresenta mobilidade.
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3.4. ENSAIO DE SOFT AGAR PARA CLONOGENICIDADE

Para avaliar a capacidade de formacéao de colbnias (clonogenicidade,
crescimento independente de ancoragem) foram utilizadas placas de 6
pocos contendo uma camada de agar 1% em respectivo meio de cultura
contendo 10% SFB e gentamicina (40 mg/L) (1,5mL/pogo). Apds a
solidificacdo desta camada, foi preparada uma solugdo contendo 5x103
células em agar 0,7% em meio contendo 10% SFB e gentamicina (40 mg/L)
a qual foi adicionada aos pogos (1,5mL/pogo) previamente preparados. As
placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO:2 por 20 dias.
Nestes ensaios as células foram plaqueadas na presenca de diferentes
concentragdes de sertralina (0.1, 1 e 5 pM). Apds este tempo, as células
foram coradas com 500 pL de Cristal Violeta 0,005% (g/mL) por 1 hora. As
colénias foram contadas utilizando microscopio invertido Leica DM IL, da

marca Leica Microsystems.

3.5. PREPARO DE EXTRATOS PROTEICOS CELULARES

Os extratos proteicos das diferentes linhagens celulares foram
obtidos a partir de aproximadamente 10° células. Apds os procedimentos
experimentais, as células foram coletadas das garrafas de cultivo ou placas
e ressuspensas em200 uL de tampéo de lise (Tris- HCI 20 mmol/L, NaCl
100 mmol/L e Triton x-1000,1% v/v). Apds ressuspenséo foram sonicadas
em poténcia média por 15 segundos a 4°C, e, em seguida, os tubos foram
centrifugados a 20.000 xg por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
coletados e a quantidade de proteina foi dosada pelo método Micro BCA
Protein Assay Kit (ThermoScientific, Waltham, USA). O método Micro BCA
consiste na quantificacdo de proteina totalem solucao diluida apds reagao
com acido bicinconinico (BCA). A concentragdo de proteina, entdo, é
determinada através da curva que relaciona diferentes concentracbes de

soro albumina bovina pura (BSA), no intervalo de 0,5 a 200 ug/ml, com a
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absorbancia correspondente, no comprimento de onda de 540 nm.E um

método sensivel e excepcionalmente linear.

3.6. ELETROFORESE DE PROTEINA EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida 15%
(SDS- PAGE) em condi¢des redutoras. Para separagdo das proteinas (50 ug
do extrato total) foi aplicada corrente de 25 mA constante (HARLOW, E.;
LANE, D. 1988).

3.7. ENSAIO DE IMUNODETECGAO (Western Blot)

Os ensaios de Western Blot foram realizados para avaliar e
identificar a presenca das proteinas TCTP e GAPDH (controle enddgeno)
nos extratos celulares. Apds eletroforese em SDS-PAGE 15%, as proteinas
(50 pg do extrato total) foram transferidas do gel para membranas de
nitrocelulose (Whatman, Dassel, Alemanha) com aplicacdo de voltagem
constante (15 V) por 15 minutos em tampdo de transferéncia. As
membranas de nitrocelulose foram bloqueadascom PBS contendo caseina,
por 1 hora a temperatura ambiente. Para detecgao das proteinas TCTP e
GAPDH nos extratos, as membranas de nitrocelulose contendo 50 ug de
proteinas do extrato foram incubadas com anticorpo policlonal especifico por
16 horas a temperatura 4°C. (anti-TCTP, 1:6000, produzido em coelho
(Sigma- cod: sAB4503030-100UG) e anti-GAPDH, 1:7000, produzido em rato
(Sigma- cbd: Gsr9s-100uL). Em seguida, as membranas foram lavadas e
incubadas com anticorpo secundario, conjugado a peroxidase, durante 1
hora atemperatura ambiente (anti-IgG de coelho para o anti-TCTP e anti-
IgG de rato para o anti-GAPDH). Para revelacdo foi utilizado substrato
quimioluminescente (West Dura,Pierce Co.) (HARLOW, E.; LANE, D. 1988).
A densitometria das bandas para normatizacao da quantidade de extrato

proteico foi realizada através do programa ImageJ.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

37



Todos os resultados foram submetidos a analise estatistica, sendo
as repeticdes e o tratamento avaliados (replicatas técnicas e bioldgicas). Os
resultados dos ensaios foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com auxilio do programa Graphpad Prism 7.02. A significancia foi definida
como * p<0,1;* p<0,01, "™ p<0,001 ou *** p <0,0001. Para analise da
densitometria de bandas foi utilizado o programa ImageJ.

4. RESULTADOS

Inicialmente, foi realizada uma padronizacdo das doses de sertralina
a serem utilizadas nos estudos. Os objetivos do trabalho foram avaliar os
efeitos do tratamento com sertralina e da diminuicao dos niveis de TCTP no
fendtipo de diferentes linhagens celulares de tumor de mama. As
concentracdes de sertralina escolhidas para os experimentos foram de 0.1,
1, 5 e 10 yM. Os estudos avaliaram os efeitos in vitro da sertralina sobre a
viabilidade celular, a migracdo celular e a clonogenicidade, além de

determinar os niveis intracelulares proteicos de TCTP (imunodetecgéo).

4.1. VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular apds o tratamento com sertralina foi avaliada
pelo ensaio utilizando a técnica de MTT, que se baseia na atividade
mitocondrial das células viaveis. Apds o plagueamento, as células foram
tratadas com as concentragdes de 1, 5 e 10 yM de sertralina e a viabilidade
avaliada apos 24, 48e 72 horas de tratamento. Os resultados obtidos para o
tratamento com sertralina foram sempre comparados com os resultados
obtidos com a mesma quantidade de solvente (DMSO) utilizado para os

tratamentos.

Nas FIGURAS 3 e 4 estdo apresentados os resultados dos estudos
com as linhagens PMC 42 e MCF7, respectivamente. Nas condigbes
testadas a menor concentracdo de sertralina (1 uM) ndo afetou a
viabilidade celular das linhagens de forma significativa em 24 e 48 horas. O

maior efeito da sertralina foi observado com a maior concentragao (10 uM)
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apoés 72 horas, com reducao de 40% da viabilidade para PMC 42, e 38%,
para MCF7.

Figura 3: Avaliagdo do tratamento com sertralina na viabilidade celular na linhagem PMC 42 (método
MTT). Trés experimentos independentes (n=5). *p<0,1, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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Fonte: O autor (2017).

Figura 4: Avaliacdo do tratamento com sertralina na viabilidade celular na linhagem MCF7 (método
MTT). Trés experimentos independentes (n=5). *p<0,1, *** p<0,001 e ****p<0,0001.

020- 24h 48 h 72 h
g
o 0.154
T3]
uy
©
B 0.10-
@
a
™
@ 0.05-
o
=
0.00-
DMSO (M) 4+ F + —F A+ F o+
Sertralina (uM) - - 1510 - - 1510 - -1510
Fonte: O autor (2017).

Os ensaios de viabilidade seriam todos realizados por avaliagdo da
quantidade de ATP por luminescéncia. Contudo, devido a problemas no
equipamento que faz a deteccado da luminescéncia (TECAN), disponivel no
laboratério do Prof. Dr. Luis Claudio Fernandes (Departamento de
Fisiologia) nossos experimentos tiveram que ser interrompidos. Infelizmente,
este é o unico equipamento que faz leitura de luminescéncia no Setor de

Ciéncias Biologicas (UFPR). Cabe aqui ressaltar que para as linhagens
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MCF7 e PMC 42 foi possivel realizar o experimento pelo método de
luminescéncia que avalia a quantidade de ATP intracelular (kit Cell Titer
Glo, Promega), e os resultados obtidos (dados ndo mostrados) estdo de

acordo com os resultados obtidos pelo método MTT.

A viabilidade da linhagem SKBR-3 apresentou uma diminuicdo da
viabilidade ja apds 24 horas de tratamento. O tratamento com a maior
concentragao de sertralina, em 72 h, ocasionou uma diminuigdo de até 30%

na viabilidade, como observa-se na FIGURA 5.

Figura 5: Avaliacdo do efeito da sertralina na viabilidade celular na linhagem SKBR-3 (método MTT).
Trés experimentos independentes (n=5). **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.
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Fonte: O autor (2017).

O tratamento da linhagem MDA-MB-231 (FIGURA 6) com sertralina
também diminui a viabilidade das células. Apds 72 horas de tratamento, a
diminuicao da viabilidade foi de 19% e 25% para as concentracées de 5 e 10

MM, respectivamente.

Figura 6: Avaliacao do efeito da sertralina na viabilidade celular na linhagem MDA-MB-231 (método
MTT). Trés experimentos independentes (n=5). *p<0,1, ** p<0,01 e ***p<0,001.
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Os resultados dos ensaios de viabilidade da linhagem MDA-MB-436
apoéstratamento com sertralina estdo apresentados na FIGURA 7. Observa-
se que as concentragcbes de 5 e 10 uyM de sertralina, apds 72 horas,

diminuem a viabilidadeem 50% e 30%, respectivamente.

Figura 7: Avaliagdo do tratamento com sertralina na viabilidade celular na linhagem MDA-MB- 436
(método MTT). Trés experimentos independentes (n=5). ** p<0,01 e ****p<0,0001.
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Fonte: O autor (2017).

4.2. ENSAIO DE IMUNODETECGAO DE TCTP

Para a analise dos niveis proteicos intracelulares de TCTP apéds
tratamentos com sertralina foram realizados ensaios de imunodeteccao

(Western Blott) utilizando o extrato celular das linhagens estudadas.

Ap0s a transferéncia para nitrocelulose, as proteinas TCTP e GAPDH

foram detectadas por meio de anticorpos primarios especificos e seguidos
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de anticorpos secundarios conjugados com peroxidase. Os resultados
foram analisados sempre em comparagao com GAPDH, para normatizacao
da quantidade de células analisada em cada amostra. Nos graficos estao
apresentadas as quantidades de TCTP normatizadas pelos niveis de

GAPDH em relacao ao controle (considerado 100%).

A linhagem PMC 42 (FIGURA 8) apresenta redugdo dos niveis
proteicos de TCTP tempo dependente apds o tratamento com sertralina,
sendo bastante evidente apds 72 horas de tratamento, em todas
concentragdes estudadas. Os niveis de TCTP reduziram em 70% ap6s 72

horas de tratamento com 1uM.

Figura 8: Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células PMC 42. a) Imunodeteccao
de TCTP em extratos celulares (50 ug de proteinas) das diferentes condi¢des experimentais de
tratamento. Extratos foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e, apds a transferéncia para

nitrocelulose, foram incubados com os anticorpos primarios anti-TCTP e anti-GAPDH (controle). Os

anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram detectados utilizando o reagente para
quimioluminescéncia. b) Grafico que representa as quantidades de TCTP, mensuradas por
densitometria e normatizadas pelos niveis de GAPDH, em relagéo ao controle DMSO (considerado

100%).
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Fonte: O autor (2017).

Os niveis de TCTP da linhagem MCF7 apds 72 horas de tratamento
com sertralina estdo apresentados na FIGURA 9. Em todas as
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concentragdes (1, 5 e 10 uM), apds 72 horas, a quantidade de TCTP esta
bem reduzida quando comparada ao controle negativo (DMSO). Observa-

se uma reducao de 70, 73 e79%, respectivamente.

Figura 9: Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células MCF7. a) Imunodetecgao de
TCTP em extratos celulares (50 ug de proteinas) das diferentes condigées experimentais de
tratamento. Extratos foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e, ap6s a transferéncia para
nitrocelulose, foram incubados com os anticorpos primarios anti-TCTP e anti-GAPDH (controle). Os
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram detectados utilizando o reagente para
quimioluminescéncia. b) Grafico que representa as quantidades de TCTP, mensuradas por
densitometria e normatizadas pelos niveis de GAPDH, em relagdo ao controle DMSO (considerado

100%).
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Fonte: O autor (2017).

A linhagem SKBR-3 apresentou redugdo bastante significativa da
quantidade de TCTP apos os tratamentos com sertralina (FIGURA 10). A
concentracdo mais baixa utilizada (1uM) provocou uma redugao bastante
evidente nos niveis de TCTP apds 48 horas (~23%) (grafico ndo mostrado)

e chegando a 68% apds 72 horas de tratamento.

Figura 10: Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células SKBR-3. a) Imunodetecgéo
de TCTP em extratos celulares (50 pg de proteinas) das diferentes condi¢des experimentais de
tratamento. Extratos foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e, apés a transferéncia para

nitrocelulose, foram incubados com os anticorpos primarios anti-TCTP e anti-GAPDH (controle). Os
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram detectados utilizando o reagente para
quimioluminescéncia. b) Grafico que representa as quantidades de TCTP, mensuradas por
densitometria e normatizadas pelos niveis de GAPDH, em relagdo ao controle DMSO (considerado
100%).
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Os resultados da linhagem MDA-MB-231 (FIGURA 11) apresentaram
diminuicdo nas concentracbes de TCTP nos tempos e tratamentos avaliados. Os
resultados foram tempo e dose dependentes, em 72 horas as concentracdes de1, 5

e 10 yM reduziram os niveis de TCTP para 32, 41 e 59%, respectivamente.

Figura 11: Ensaio de imunodeteccao de TCTP na linhagem MDA-MB-231 apés tratamento
com sertralina. a) Extratos celulares (50 ug de proteinas) das diferentes condi¢des
experimentais foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e, apds a transferéncia para
nitrocelulose, foram incubados com os anticorpos primarios anti-TCTP e anti-GAPDH
(controle). Os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram detectados
utilizando o reagente para quimioluminescéncia. b) Grafico que representa as quantidades
de TCTP, mensuradas por densitometria, normatizadas pelos niveis de GAPDH em relagdo ao
controle DMSO (considerado 100%).
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A linhagem MDA-MB-436 também apresentou redugdo das
quantidades intracelulares de TCTP apds os tratamentos com sertralina. A
diminuicao de TCTP foi bastante pronunciada em todas as concentragoes
estudadas: 67% (1 uM) e 78% (10 uM) apds 72 horas (FIGURA 12).



Figura 12: Sertralina diminui os niveis intracelulares de TCTP em células MDA-MB
436. a) Imunodeteccao de TCTP em extratos celulares (50 ug de proteinas) das diferentes
condigdes experimentais de tratamento. Extratos foram submetidos a eletroforese SDS-
PAGE e,ap6s a transferéncia para nitrocelulose, foram incubados com os anticorpos
primarios anti-TCTPe anti-GAPDH (controle). Os anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase foram detectados utilizando o reagente para quimioluminescéncia. b) Grafico
que representa asquantidades de TCTP, mensuradas por densitometria € normatizadas

pelos niveis de GAPDH, em relacao ao controle DMSO (considerado 100%).
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Fonte: O autor (2017).

A avaliagao da quantidade de TCTP por imunodetec¢cado confirmou o
efeitoda sertralina na diminuicdo dos niveis celulares proteicos de TCTP em
todas aslinhagens de tumor de mama estudadas. A redugao de TCTP pela

sertralina foi tempo e concentracédo dependente.

4.3. MIGRAGAO

Para avaliar o efeito da sertralina sobre a migracado das células de
tumor de mama utilizamos a metodologia do ensaio por scratch. Nestes
experimentos, apoés a formagcdo de uma monocamada pelas células, é
passado um objeto pontiagudo sobre a monocamada, removendo as
células nestes locais. Forma- se uma area livre de células. Por meio da
avaliacado do preenchimento desta areasem células, ao longo do tempo, é
avaliada a taxa de migragao celular. Utiliza- se um inibidor de proliferagao
celular (mitomicina C) para garantir que a area seja preenchida pela

migracao das células e n&o devido a eventos de mitose.



Para todas as linhagens foram realizados 3 experimentos
independentes utilizando pentaplicatas, em todas as replicatas biologicas
de cada linhagem foram observados os mesmos efeitos inibitérios da
sertralina. Nas figuras de cada uma das linhagens apresentamos dados e
fotos de um experimentorepresentativo. Na FIGURA 13 estédo os resultados
obtidos para a linhagem PMC 42. Em todos os tempos avaliados foi possivel
observar a diminuicdo da migragao das células tratadas com sertralina. Os
controles negativos (meio de cultura e DMSO) fecharam a area de scratch
em 72 horas. A linhagem PMC42 mostrou-se bastante sensivel ao
tratamento com a sertralina, observamos uma redugdo da migragado muito
pronunciada (80%) mesmo na menor concentragdo ensaiada (1 pM). Os
valores de migragdo diminuiram em 78% e 84%, nos tratamentos com 5 e

10 yM de sertralina, respectivamente.

Figura 13: Sertralina diminui a migracao em células PMC42. Avaliagdo da migragéo
celular por “scratch” na presenca de sertralina (1, 5 e 10 uM). A area livre de células foi
fotografada nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas e as analises foram realizadas utilizando o

“software” Image J. Experimento Unico representativo (n=5). ****p<0,0001.
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46



47

N&o foi realizado ensaio de migragéo celular para a linhagem MCF7,
uma vez que a linhagem caracteriza-se por ndo apresentar atividade

migratoria (Bartucci et al., 2001).

Na migracao da linhagem MDA-MB-231 houve diminuicédo de 23,8%
na presenca de 10 yM de sertralina em 72 horas (FIGURA 14). Nas outras
condi¢oes de tratamento, a area de “scratch” foi completamente preenchida
porcélulas no tempo 72 horas, contudo em 48 horas podemos evidenciar a

inibicgdoda migragédo na concentragao de 5uM.

Figura 14: Sertralina diminui a migracédo em células MDA-MB 231. Avaliacdo da
migragao celular por “scratch” na presenca de sertralina (1, 5 e 10 uM). A area livre de
células foi fotografada nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas e as analises foram realizadas

utilizando o “software” Image J. Experimento Unico representativo (n=5) ****p<0,0001.
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A linhagem MDA-MB-436 apresentou redugédo significativa na
migragao celular em 72 horas (FIGURA 15). As concentragbes de 5 e 10
MM de sertralinareduziram a migragéao em 37,5 e 50,6%, respectivamente.

A concentragao de 1 uM nao resultou em inibigao significativa da migracéao.
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Figura 15: Sertralina diminui a migracédo em células MDA-MB 436. Avaliacdo da
migragao celular por “scratch” na presencga de sertralina (1, 5 e 10 uM). A area livre de
células foi fotografada nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas e as analises foram realizadas

utilizando o “software” Image J. Experimento unico representativo (n=5). ****p<0,0001.
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4.4. CLONOGENICIDADE CELULAR

Nos ensaios de clonogenicidade a capacidade de proliferagao
independente de ancoragem das células foi avaliada. Esta é uma
caracteristica comum das células tumorais e tem sido relacionada com as
células responsaveis pela proliferacdo tumoral (células-tronco tumorais).

Neste experimento foram utilizadas as concentragdes de 0.1, 1 e 5 pM.
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Os resultados dos experimentos com a linhagem PMC 42 estédo
mostrados na FIGURA 16. Observa-se uma reduc¢ao significante no numero
de colbnias formadas, mesmo na menor concentracdo de sertralina usada
(0,1 yM)h& uma diminuicdo de 35% no numero de coldnias formadas quando
comparado ao controle (DMSO). Ja a maior concentragdo (5 pM)

apresentou uma reducaode aproximadamente 70% no numero de coldnias.

Figura 16: Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células PMC42. Ensaio de
clonogenicidade em agar mole (5000 células incubadas meio semi-solido por 21 dias). Trés
experimentos independentes (n=5). * p<0,1, ** p<0,01 e ***p<0,001.
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Fonte: O autor (2017).

Na linhagem MCF7 a capacidade de clonogenicidade também foi
reduzidana presenga de sertralina (FIGURA 17). A concentragao de 0,1 uM
de sertralinareduziu o numero de colénias em 32%. As concentragdes de 1
e 5 UM de sertralina resultaram em grande inibicdo da formacado de
coldnias, numero de colbnias foi aproximadamente 50% e 55% do controle,

respectivamente.

Figura 17: Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células MCF7. Ensaio de clonogenicidade
em agar mole (5000 células incubadas meio semi-solido por 21 dias). Trés experimentos
independentes (n=5). ** p<0,01 e ****p<0,0001.
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Fonte: O autor (2017).

A linhagem SKBR-3 (subtipo Her2+) também foi avaliada quanto a
clonogenicidade na presenca da sertralina (FIGURA 18). Observa-se que
as concentragdes de 1 e 5 yM de sertralina foram capazes de inibir a

formagao de colonias em 27% e 36%, respectivamente.

Figura 18: Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células SKBR-3. Ensaio de
clonogenicidade em agar mole (5000 células incubadas meio semi-solido por 21 dias). Trés
experimentos independentes (n=5). *p<0,1 e **p<0,01.
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Fonte: O autor (2017).

As linhagens triplo negativas, MDA-MB-231 e MDA-MB-436, também

apresentaram diminuigdo do numero de colbnias formadas no ensaio de



clonogenicidade em agar mole. A linhagem MDA-MB-231 (FIGURA 19)
apresentou uma diminuicdo de 41% e 27% no numero de colbnias
formadas na presenca de 1 e 5 uyM de sertralina, respectivamente. Na
FIGURA 20, os resultados do ensaio de clonogenicidade para a linhagem
MDA-MB-436. As concentragdes de 1 e 5 pM de sertralina reduziram em

18% e 30% o numero decolbnias formadas no ensaio, respectivamente.

Figura 19: Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células MDA-MB231. Ensaio de
clonogenicidade em agar mole (5000 células incubadas meio semi-solido por 21 dias). Trés

experimentos independentes (n=5). *p<0,1.
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Fonte: O autor (2017).

Figura 20: Sertralina reduz a capacidade clonogénica das células MDA-MB 436. Ensaio de
clonogenicidade em agar mole (5000 células incubadas meio semi-solido por 21 dias). Trés

experimentos independentes (n=5). *p<0,1 e ** p<0,01.
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Fonte: O autor (2017).
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5. DISCUSSAO

Desde os primeiros estudos da relacdo da proteina TCTP com
tumores a presenca de grande quantidade de TCTP foi caracterizada em
inumeros tipos decanceres (ACUNZO et al., 2014). A relacao direta entre os
niveis de expressdo de TCTP e as caracteristicas tumorais vem sendo
estudada por diferentes grupos de pesquisa (AMSON et al., 2012; BAE et
al., 2015; SEO, J.E.; EFFERTH, T. 2016; BOMMER et al., 2017).

Devido ao carater de histaminérgico da TCTP, drogas anti-
histaminicas foram avaliadas quanto a seus efeitos nos niveis protéicos de
TCTP e sua possivel agcdo antitumoral (TUYNDER et al., 2004). Por
similaridade estrutural com os anti-histaminicos drogas como a sertralina
(antidepressivo, inibidor da recaptagdo de serotonina), a tioridazina
(antipsicético) e a paroxetina (antidepressivo, inibidor da recaptagao de
serotonina) também foram estudadas.Essas drogas mostraram redugao dos
niveis de TCTP que foram correlacionados com efeitos antitumorais
(TUYNDER et al., 2004). Estudos mais recentes mostraram a interagao
direta da sertralina e da tioridazina com a TCTP(AMSON et al., 2012). Um
estudo mais recente mostrou outras duas drogas, levomepromazina
(antipsicotico) e buclizina (estimulante de apetite), ligantes de TCTP, com
propriedades antitumorais (SEO, J.E.; EFFERTH, T. 2016). A TCTP se
apresenta como um alvo terapéutico diferencial uma vez que sua inibicdo
esta relacionada com a reversao tumoral (TELERMAN, A.; AMSON, R.
2009). Neste processo ocorre a perda do fendtipo maligno por
reprogramacao celular. Neste contexto, a diminuigdo dos niveis de TCTP é
uma estratégia terapéutica inovadora com menos efeitos deletérios e de
selecédo de resisténcia que os tratamentos quimioterapicos -citotoxicos

atuais.

Nos ultimos anos tem crescido o numero de estudos que apontam a
sertralina, droga antidepressiva, como possivel agente terapéutico no

tratamentoantitumoral. A droga ja foi estudada como regulador negativo da

52



expressao de TCTP, efeito que esta associado com sua acéo
antiproliferativa in vitro em diferentes tipos celulares. A sertralina, a partir da
ligacao direta a TCTP, inibe a ligacdo de TCTP a MDM2, portanto reduz a
ubiquitinagado de P53 via MDM2.

Assim, quando a célula é tratada com o antidepressivo, ocorre a
ativacado de P53e sua ligacdo ao elemento responsivo na regidao promotora
da TCTP, levando ainibi¢gao da transcricdo do mRNA de TCTP (AMSON et
al., 2012; ACUNZO et al.,2014). Contudo, observamos efeitos antitumorais
também em células onde p53 esta mutado, portanto, a reprogramacéao
desencadeada pela diminuigdo dos niveis de TCTP deve envolver outras

moléculas também.

A relevancia de TCTP no contexto dos tumores de mama ja foi
demonstrada em linhagens celulares (TUYNDER et al., 2002; TUYNDER et
al., 2004; SEO, J.E.; EFFERTH, T. 2016) e também em amostras clinicas
(AMSONet al., 2012). Contudo, este é o primeiro estudo comparativo entre
linhagens com diferentes gendtipos e fendtipos. Para fazer a analise da
relevancia de TCTP namalignidade dos diferentes tipos de tumor de mama
foram escolhidas linhagens que representam as diferentes classes clinicas
de tumores: dependentes de hormdnios (MCF7), HER positivos (SKBR3),
triplo negativos (MDAMB231 e MDAMB436), e uma linhagem com
caracteristicas de células-tronco (PMC42).

Nos estudos iniciais de viabilidade celular, observamos que a
sertralina provoca uma diminuicdo no numero de células viaveis quando
comparado com o controle em todas as linhagens celulares. E importante
ressaltar que quando comparamos os resultados de viabilidade das células
tratadas ndo observamosuma diminuicdo no numero de células viaveis na
sequéncia dos tempos avaliados, 0 que sugere uma agao citostatica nestas
concentragbes, de inibicdo da proliferacdo. Recentemente, um estudo
utilizando outras drogas antihistaminicas (levomepromazina e buclizina), que
também diminuem os niveisde TCTP, mostrou que a acdo destas drogas
sobre células MCF7 ¢ citostatica (SEO, J.E.; EFFERTH, T. 2016). Os

pesquisadores avaliaram o ciclo celular, a externalizacdo de fosfatidilserina
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(marcador de apoptose), expressédo de MCL- 1L e MCL-1S (proteinas
reguladoras do ciclo celular, anti-apoptética e pro- apoptdtica,
respectivamente) e ensaio de azul de Trypan e os resultados indicamque a
acao destas drogas nao é citotoxica, como a da doxorrubicina (utilizada
para comparagao). Contudo, sabemos que a sertralina e a diminuicdo de
TCTP podem também estar relacionada com o aumento da apoptose
(AMSON et al., 2012). Estudos complementares serao necessarios para
avaliar o efeito da sertralina sobre a indugao de apoptose e determinar se

sua acao esta mais relacionada a um efeito citostatico ou citotoxico.

Nos resultados de imunodeteccéo nos extratos celulares observamos
que ha diminuicdo nos niveis intracelulares de TCTP com o tratamento com
sertralinaem todas as linhagens de tumor de mama avaliadas. A agao da
sertralina na diminuicao dos niveis de TCTP ja foi mostrada para linhagens
celulares, como de mama (MDA-MB-231) e em leucemia monocitica (U937)
(TUYNDER et al. 2004), e também em linhagens de leucemia obtidas de
pacientes (ex-vivo) (AMSON et al., 2013). J& é bem estabelecido na
literatura que os efeitos da sertralina estdo relacionados a diminuicédo dos
niveis de TCTP. O mesmo perfil de resposta € obtido com técnicas de
inibicdo de expressado de TCTP (siRNA e oligonucleotideos) (TUYNDER et
al., 2002). Portanto, nossos resultados estdo de acordo com os estudos que
sugerem que a proteina TCTP tem um papel chave nas caracteristicas de
malignidade das células tumorais. TUYNDER e colaboradores (2002)
estudaram duas linhagens de células de cancer de mama (MCF7 e T47D),
em sistema de cultura 3D em matrigel, o silenciamento da TCTP
desencadeou uma reorganizagao celular, com crescimento e organizagao
muito semelhante aos das células normais nas mesmas condi¢cboes
(estruturas em forma de ducto). Em modelos de reversdo tumoral, a
expressao da proteina TCTP encontra-se diminuida, contrastando com a
expressao aumentada em varios tipos de cancer. Nas linhagens celulares de
tumor de mama (BT20 e MDA-MB-231), a TCTP foi regulada negativamente
na reversao tumoral (TUYNDER et al., 2004; TUYNDER et al., 2002). Além
disso, em estudo que avaliou a TCTP em 508 bidopsias de mama, a

expressao desta proteina foi correlacionada com os parametros clinicos e
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patolégicos de doenga agressiva nos tumores de mama (AMSON et al.,
2012).

A proteina TCTP esta principalmente aumentada em células
mitoticamente ativas (BAYLOT et al., AMSON et al., 2012). No ensaio de
clonogenicidade € avaliada a capacidade de proliferar gerando clones e
formando colénias na auséncia de ancoragem (meio semi-sélido). Este
procedimento experimental também esta relacionado a avaliagcdo de células
tumorais com caracteristicas de células-tronco (células tronco tumorais)
(CSC, doinglés Cancer Stem Cells).

As células tronco tumorais estdo envolvidas com a origem e
progressao do tumor e ja foram caracterizadas em varios tipos de cancer,
inclusive mama (PECE et al., 2010). Portanto, a diminuicdo no numero de
colénias formadas na presenca de sertralina, observada em todas as
linhagens testadas, demonstra que a expressao de TCTP esta relacionada
ao crescimento independente de ancoragem, uma caracteristica comum das
célulastronco tumorais. Este aspecto é ainda mais relevante nos resultados
obtidos paraPMC 42, que possui fenétipo bastante semelhante as células
tronco tumorais. Estudos anteriores mostraram que a inibicdo da expressao
de TCTP em fibroblastos transformados levou a um processo de reversao do
fendtipo maligno com recuperagdo da morfologia caracteristica de
fibroblastos normais, retorno a inibigdo por contato e do crescimento
dependente de ancoragem. Assim, relacionando a diminui¢do dos niveis de
TCTP ao processo de reversao tumoral(TUYNDER et al., 2004). Em células
de tumor de mama que apresentam marcadores de célula tronco tumoral a
expressao de TCTP esta aumentada quando comparada com células de
tumor de mama sem caracteristicas de célulatronco tumoral de mama. A
diminuicao dos niveis de TCTP resultou em uma diminui¢ao na formacgao de
mamosferas (AMSON et al., 2012). Esses dados emconjunto com os dados
da literatura sugerem que a TCTP apresenta um papel regulador na
atividade de células tronco tumorais dos tumores de mama e a valida como
alvo terapéutico em tumores em que estes tipos celulares (CSC) jaforam

relacionados a progressao tumoral.
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O eixo TCTP-P53, com represséo reciproca entre as proteinas, ja
estd bem caracterizado na literatura, inclusive em células tronco tumorais
(AMSON etal., 2012). A sertralina, ao diminuir os niveis de TCTP, ocasiona
0 aumento da expressdao da proteina P53, a qual também atua na
diminuicdo dos niveis de TCTP, inibindo sua transcrigdo e estimulando sua
secregao via exossomos (AMSON et al., 2012). Contudo, no presente
estudo ndo avaliamos os niveis de P53 apds o tratamento com sertralina.
Os dados da literatura mostram as linhagens MCF7 e PMC-42 como
portadoras de p53 selvagem e as linhagens MDM-MD 231, MDM-MB 436 e
SKBR-3 como portadoras de p53 mutado. Os efeitos antitumorais da

sertralina foram observados em todas as linhagens estudadas.

A migragao celular € um aspecto muito relevante dentro da biologia
tumoral e esta relacionada com os eventos de metastase no contexto da
progressao dos tumores. Migragdo celular € um termo definido para
descrever qualquer movimento dirigido da célula no organismo (KRAMER
et al., 2013). A TCTP ja foi relacionada a migracdo e ao processo de
metastase. Estudos anteriores mostraram que a superexpressao de TCTP
ocasiona um aumento da migragcao celular, enquanto o seu silenciamento
reduz o perfil de migracéo (BAEet al., 2015; KLOC et al., 2012; MA et al.
2010; BOIA-FERREIRA et al., 2017).

Em estudos com melanoma murino em nosso laboratorio, o
silenciamento da TCTP provocou uma reducdo de aproximadamente 75%
na migragao celular destas linhagens (BOIA-FERREIRA et al., 2017). Os
resultados do presente trabalho apontam para um papel bastante
importante da TCTP na capacidade de migragao das células de tumor de
mama. As linhagens de mama estudadas neste trabalho apresentaram
diminuicdo na migragdo celular com o tratamento com sertralina. A
diminuicao de TCTP por shRNA em células de cancer de célon reduziu
significantemente migragao celular, invasdo e metastase para o figado em
modelo de camundongo (MA et al., 2010). Porém, o mecanismo pelo qual a
TCTP contribui para a migragdo e o processo de metastase ndo é
compreendido totalmente. Ainda ndo ha estudos sobre os mecanismos

moleculares especificos pelos quais a diminuicdo de TCTP reduz a
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capacidade de migracdo, ou ainda seisto € uma consequéncia do processo
de reversdo tumoral. O fenotipo de migracdo celular esta intimamente
ligado aos processos de progressao tumoral,invasao e metastase e o papel

da TCTP merece ser melhor investigado em estudos posteriores.

BAE e colaboradores (2015) hipotetizaram que como a TCTP inibe a
Na* K*-ATPase, sugerida como um marcador de transicdo epitelial-
mesenquimal(EMT), foi sugerido que a TCTP também pode servir como um
indutor de EMT. A EMT caracteriza-se por ser um processo em que as
células epiteliais perdem suas caracteristicas e adquirem propriedades de
células mesenquimais (GREENBURG, G.; HAY, E.D. 1982). Este fendtipo
mesenquimal enfatiza-se pelo aumento da capacidade migratoria e
invasiva, além de resisténcia a apoptose (KALLURI, R.; WEINBERG, R.A.
2009). Dessa maneira, a TCTP foi caracterizada um regulador positivo de
EMT e a regulagdo negativa da TCTP inibe a transicdo de EMT, tanto em
células epiteliais renais como em células demelanoma, além de suprimir a
metastase pulmonar de melanoma. Além disso, nas células de melanoma
(B16F10) com silenciamento de TCTP tanto a migracdo como a invasao
reduziram significativamente quando comparadas com o controle. Estes
resultados confirmam que a regulagédo negativa da TCTP inibe a metastase
pulmonar, reduzindo a invasividade e migragcdo das células de melanoma
(BAE et al. 2015).

Comparativamente, as linhagens que apresentaram maior
sensibilidade ao tratamento com sertralina nas doses avaliadas foram a
PMC-42, a MCF7 e em seguida a SKBR-3. As linhagens subtipo triplo
negativo (basal), MDA-MB- 231 e MDA-MB-436, foram menos sensiveis ao
tratamento com sertralina, mas o tratamento foi capaz de reduzir as
caracteristicas tumorais destas células. Acredita-se que a resposta da
linhagem esta associada com seu subtipo ja que a linhagem MDA-MB-231
faz parte do subtipo basal. As linhagens desta classificagcdo molecular
caracterizam-se por apresentar fendétipo invasivo, maior indice mitético,
maior grau histolégico e comportamento mais agressivo que 0s outros
subtipos (YERSAL, O.; BARUTCA, S. 2014). Além disso, clinicamente este

subtipo apresenta-se pouco responsivo aos tratamentos convencionais de
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cancer de mama (radioterapia e quimioterapia). Quando comparamos as
duas linhagens, MDA-MB-436 e MDA-MB-231, a literatura traz que a
linhagem 231 teria um fendtipo ainda mais metastatico que a linhagem 436
(TU et al.,, 2011). Analisando os resultados apresentados para estas
linhagens observamos que a sertralina diminui o fenotipo migratorio e
clonogénico de ambas as linhagens, portanto, a sertralina apresenta-se
como opgao terapéutica para estes tipos tumorais. O uso de doses mais
altas de sertralina poderia superar essa menor susceptibilidade
caracteristica destas células. Esta é uma opcao bastante pertinente, uma
vez que as doses utilizadas sdo bastante baixas, e que devera ser

estudada.

Estudos anteriores corroboram com a proposicdo da relagdo entre
subtipoe susceptibilidade, LUCIBELLO e colaboradores (2015), durante seu
estudo coma droga dihidroartemisinina (DHA), testaram a sensibilidade de
células de cancer de mama a quimioterapicos juntamente com a
dihidroartemisinina. Para a linhagem MDA-MB-231 foram utilizados trés
farmacos: doxorrubicina, cisplatinae paclitaxel, e para a linhagem SKBR-3
utilizou-se trastuzumab. Para as duas linhagens houve diminuicdo da
proliferagdo celular e viabilidade celular, o que indica que a regulagdo da
TCTP pode proporcionar uma alternativa eficaz para inibir a progressao das
células de cancer de mama. Da mesma forma, em um estudo realizado por
AMSON e colaboradores (2013), utilizando a sertralina em leucemia
mieloide aguda, eles observaram que a droga foi capaz de reduzir a
viabilidade de células de pacientes com leucemia mieloide aguda em
experimentos ex-vivo. A sertralina também diminuiu o conteudo intracelular
de TCTP e o uso concomitante com quimioterapico Ara-C (droga de escolha
para o tratamento de leucemia mieloide aguda) promoveu uma maior
inibicdo do crescimento celular quando comparado a utilizacdo das drogas
isoladas (AMSON et al., 2013). Estudos realizados pelo nosso grupo em
modelo de melanoma murino mostram que uso de sertralina combinado com
a dacarbazina(farmaco de escolha no tratamento de melanoma) apresentou
resultados melhores que o wuso do quimioterapico isolado. E,

surpreendentemente, o tratamento com sertralina isolada (10mg/kg) foi
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mais efetivo que o uso da dacarbazina isolada (60 mg/kg) (Boia-Ferreira et
al., 2017). Portanto, o uso de quimioterapicos aliados a sertralina em
linhagens de mama pode ser uma alternativa terapéutica com melhor

resultado para os pacientes submetidos a este regime de tratamento.

Os resultados obtidos para a linhagem MCF7 sdo muito promissores.
Apesar deste subtipo tumoral ter uma boa resposta clinica, a utilizagdo de
sertralina como auxiliar no tratamento pode ajudar na resposta terapéutica.
A TCTP apresenta propriedades antiapoptéticas e a diminuicdo de seus
niveis pode auxiliar na resposta a radioterapia e quimioterapia (ACUNZO et
al. 2014; CHAN et al. 2012). Dados da literatura apontam para um perfil de
baixa invasividade celular e sem migracao nesta linhagem, portanto foram
estudados os efeitos do tratamento com sertralina na viabilidade celular,
clonogenicidade eimunodetecgao, e nao foi realizado ensaio de migragao

celular.

A linhagem SKBR3, representante do subtipo HER2+
(superexpressao do receptor tirosina quinase codificado pelo oncogene
ErbB2), ndo teve sua analise completa, ainda ser&o realizados os ensaios
de viabilidade e de migragao celular. Como discutido anteriormente os
tumores HER+ tem um fendtipo mais agressivo que os dependentes de
horménios (POLYAK, K.; METZGER-FILHO, O. 2012). Os resultados
quanto aos niveis de TCTP apds o tratamento com sertralina e de
capacidade de formagcao de coldnias na presenca de sertralina sdo muito
promissores. E estdo de acordo com os dados prévios do papel de TCTP
em células de um modelo de animal transgénico ErbB2 (AMSON et al.,
2012).

Varios estudos associam a expressao de TCTP com tumores
agressivos e metastaticos sendo um fator de prognéstico negativo (KIM et
al.,, 2008; NIFOROU et al., 2008; ZHU et al., 2008; SLABY et al., 2009).
Sugere-se que diferengas nos niveis da proteina TCTP nos diferentes tipos
celulares poderia acarretar uma variagdo do potencial de metastase
(NICOLSON et al., 1978; NAKAMURA et al., 2002). Recentemente, um
estudo em cancer de cdélonverificou que os niveis de TCTP sao regulados
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positivamente no estagio inicial do desenvolvimento deste cancer, nos
adenomas, e atingem o nivel maximo ja no estagio do adenocarcinoma nao
metastatico (BOMMER et al. 2017). Estes resultados corroboram com o
estudo de outro grupo de pesquisa: XIAO e colaboradores (2016)
observaram um aumento significativo nos niveis de TCTP ja no estagio de
adenoma e estabeleceram uma associagao entre o nivel elevadode TCTP
com alto grau de patologia e baixa sobrevida do paciente. Também
analisaram que os niveis de TCTP sdo mais elevados em amostras de

tumoresmetastaticos quando comparado com bidpsias de tumor primario.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

No desenvolvimento deste trabalho foi possivel observar que os
dados obtidos corroboram com dados da literatura que apontam TCTP
como alvo terapéutico e a sertralina como estratégia clinica. A utilizagéo de
droga que diminuia os niveis de TCTP durante o tratamento é interessante
e pode potencializar os efeitos de agentes citotoxicos além de poder inibir
ou superar dificuldades de resisténcia clinica. Nos experimentos realizados,
em todas as linhagens estudadas, o tratamento com sertralina apresentou
efeito antitumoral que esta relacionado a diminui¢do dos niveis de TCTP.
Especialmente, os resultados das linhagens triplo negativo, mostraram-se
relevantes ja que este subtipo de tumor de mama apresenta-se refratario as

terapias quimioterapicas atualmente empregadas.
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